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RESUMO

As tecnologias de processamento ndo térmicas atraem atencao por terem como objetivo uma
menor perda de componentes nutricionais importantes e que ndo provoquem alteracdes
indesejaveis no alimento. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do ultrassom, plasma e
luz pulsada nos compostos fendlicos e antocianinas, atividade antioxidante e enzimética
(polifenoloxidase e peroxidase) do suco de acai em comparacdo ao processamento térmico. A
estabilidade, a aplicacdo de processos sequenciais e a bioacessibilidade dos compostos
bioativos também foram avaliados. A primeira etapa desse estudo consistiu no
desenvolvimento de um planejamento experimental para avaliar os efeitos dessas tecnologias
isoladamente no suco de acai. As melhores condices de processamentos encontradas foram
aplicadas novamente, assim como a aplicacdo sequencial dessas tecnologias (ultrassom e
plasma). Por ultimo foi avaliado a bioacessibilidade dos compostos bioativos. Os resultados
mostraram aumento nos fendlicos totais nos sucos tratados por ultrassom (3079,16 + 25,00
mg acido galico/L), plasma (1384,37 + 43,75 mg &cido galico/L) e processamento térmico
(1945,83 + 58,00 mg acido galico/L) em relacdo a amostra controle. Nas antocianinas foi
verificado aumento apenas pelo plasma (149,17 + 9,95 mg de cianidina-3-glucosideo/L) e luz
pulsada (124,74 + 5,50 mg de cianidina-3-glucosideo/L) em relacdo a amostra controle. A
atividade antioxidante aumentou em todos os processamentos aplicados, dado que o aumento
dos compostos fendlicos e antocianinas nos processamentos influencia diretamente a
atividade antioxidante. As enzimas PPO e POD mostraram resisténcia aos tratamentos
aplicados. A maior reducéo da atividade enzimatica residual encontrada foi no processamento
por plasma frio para enzima peroxidase (55,44 = 4,61). Quanto a estabilidade, estes foram
avaliados através da andlise de componentes principais (PCA). O menor periodo de
armazenamento (0 e 30 dias), mostrou maiores quantidades de vitamina C, antocianinas, PPO,
POD, DPPH, ABTS e FRAP, que diminuiram apds maiores periodos de armazenamento (45 e
60 dias). As amostras armazenadas por 45 e 60 dias apresentaram as maiores quantidades de
fenolicos totais. As amostras processadas termicamente independentes do periodo de
armazenamento, diminuiram a atividade residual das enzimas PPO e POD, assim como, a
atividade antioxidante determinada pelos métodos DPPH, ABTS e FRAP. Quanto aos
tratamentos sequenciais, estes apresentaram aumento na atividade residual das enzimas POD
e PPO apds o processamento. Foi observado também que no processamento sequencial a
ordem de aplicacdo ndo apresentou efeito relevante sobre a composic¢éo dos sucos de acai. Em

relacdo a bioacessibilidade dos processamentos sequenciais, os teores de compostos fendlicos



e antocianinas se mostraram com reducdo de 20 e 67%, respectivamente, ap0s 0 processo de
digestdo. Contudo, as tecnologias ndo térmicas mostraram melhores resultados quando
aplicadas individualmente e o periodo de armazenamento mostrou resultados importantes até
30 dias. Nesse sentido é importante mais estudos para otimizar as variaveis destes
processamentos a fim de manter as caracteristicas funcionais de produtos como sucos de

frutas.

Palavras-chave: Acai. Ndo térmicos. Enzimas. Compostos bioativos.



ABSTRACT

Non-thermal processing technologies attract attention because they aim to lower the loss of
important nutritional components and not causing undesirable changes in food. The aim of
this study was to evaluate the effects of ultrasonic, plasma and pulsed light on the phenolic
compounds, anthocyanins, antioxidant and enzymatic activity (polyphenoloxidase and
peroxidase) of acai juice compared to thermal processing. Stability, application of sequential
processes and bioaccessibility of bioactive compounds were also evaluated. The first step of
this study consisted of the development of an experimental design to evaluate the effects of
these technologies individually in the acai juice. The best processing conditions found were
applied again, as well as the sequential application of these technologies (ultrasound and
plasma). Finally, bioaccessibility of bioactive compounds was evaluated. The results showed
an increase in total phenolics in juices treated by ultrasound (3079,16 + 25,00 mg gallic
acid/L), plasma (1384,37 £ 43,75 mg gallic acid/L) and thermal processing (1945,83 + 58,00
mg gallic acid/L) compared to the control sample. Regarding anthocyanins, an increase was
observed only by plasma (149,17 + 9,95 mg de cyanidine-3-glucoside/L) and pulsed light
(124,74 £ 5,50 mg de cyanidine-3-glucoside/L) compared to the control sample. Antioxidant
activity increased in all applied processing, since the increase of phenolic and anthocyanin
compounds directly influenced antioxidant activity. The enzymes PPO and POD showed
resistance to the applied treatments. The largest reduction in residual enzymatic activity was
found in cold plasma processing for peroxidase enzyme (55.44 + 4.61). Furthermore, the
stability was evaluated by principal component analysis (PCA). The shorter storage period (0
and 30 days) showed higher amounts of vitamin C, anthocyanins, PPO, POD, DPPH, ABTS
and FRAP, which decreased after longer storage periods (45 and 60 days). The samples stored
by 45 and 60 days presented the highest amounts of total phenolics. Thermally processed
samples, regardless of storage period, decreased the residual activity of the enzymes PPO and
POD, as well as the antioxidant activity determined by the DPPH, ABTS and FRAP methods.
As for the sequential treatments, these showed an increase in residual activity of POD and
PPO enzymes after processing. It was also observed that in sequential processing the order of
application had no relevant effect on the composition of acai juices. Regarding
bioaccessibility of sequential processing, phenolic and anthocyanin contents were reduced by
20 and 67% respectively after the digestion process. However, non-thermal technologies
showing better results when applied individually and the storage period showed important

results up to 30 days. In this context, further studies are important to optimize these



processing variables in order to maintain the functional characteristics of products such as

fruit juices.

Keywords: Acai. Non thermal. Enzymes. Bioactive compounds.
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1 INTRODUCAO

Sucos de frutas sdo geralmente processados por tratamentos térmicos. A
escolha desse método de conservacdo deve-se a sua capacidade de inativar
microrganismos (patogénicos e/ou deteriorantes) e enzimas em alimentos, aumentando
sua vida de prateleira e estando disponiveis nos supermercados mesmo nos periodos de
entressafra das frutas. A desvantagem desse tratamento € o uso de altas temperaturas que
podem levar a variacbes bioquimicas e nutricionais indesejaveis afetando as
caracteristicas de qualidade do produto final (MISRA et al., 2016; PANIWNYK, 2017).
As tecnologias ndo térmicas de processamento de alimentos sdo consideradas tecnologias
inovadoras que podem proporcionar influéncia minima na degradacdo de compostos e
ainda servir como uma ferramenta de auxilio ao processamento térmico. Parametros de
processamento sdo investigados afim de se chegar a otimizacdo do processo, com 0
intuito de se obter um alimento seguro, com reten¢do maxima de compostos bioativos
e inativagio de enzimas (BURSAC KOVACEVIC et al., 2016).

Técnicas como ultrassom, plasma e luz pulsada tém sido amplamente
pesquisadas nos ultimos 15 anos (REZEK JAMBRAK et al., 2017). O uso dessas
tecnologias em matrizes alimentares pode desencadear reacdes que podem interferir na
qualidade do alimento no fim do processo. O ultrassom pode ser utilizado tanto para
extracdo de compostos bioativos (LUO et al., 2017), como para pré-tratamento de
secagem de alimentos (MAGALHAES et al., 2017). A extracdo de compostos bioativos
também é observada no plasma frio (RODRIGUEZ et al., 2017) e luz pulsada (BRAGA
et al., 2019). QOutra aplicacdo potencial da luz pulsada é sua acdo sobre as enzimas e
microrganismos (GOMEZ-LOPEZ, 2016; KOUTCHMA, 2017).

A aplicacdo de tecnologias ndo térmicas em suco de acai ja é vista na literatura
(JESUS; LEITE; CRISTIANINI, 2018; OLIVEIRA et al., 2018). Porem ainda s&o
necessarios mais estudos dos efeitos dessas tecnologias nessa matriz alimentar. O
processamento térmico utilizado no suco de acai pode estender o prazo de validade, porém
os efeitos negativos desse tipo de processamento podem levar a rejeicdo do consumidor.
Assim, surge a necessidade de avaliar o efeito das tecnologias ndo térmicas nos compostos
bioativos, atividade antioxidante e enzimatica desse tipo de suco. O estudo do efeito do
ultrassom, plasma e luz pulsada no suco de acai sera apresentado na forma de artigos

dividido em capitulos:
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Capitulo 1: Apresenta uma revisdo bibliografica sobre os principais temas
abordados nesse trabalho como, tecnologias ndo térmicas aplicadas na
conservacdo de sucos de frutas, mecanismo de acdo e aplicacdo do ultrassom,

plasma e luz pulsada, e uma breve abordagem sobre a matriz utilizada (acai).

Capitulo 2: Nesta secdo o objetivo foi avaliar o efeito de tecnologias como
ultrassom, plasma e luz pulsada nos compostos bioativos, atividade antioxidante
e atividade enzimatica (polifenoloxidase e peroxidase) no suco de acai (Euterpe
oleracea) comparado ao processamento térmico.

Capitulo 3: Por fim avaliar as implicacdes das tecnologias ndo térmicas durante
0 armazenamento do suco de acgai, com enfoque na concentracdo de compostos
bioativos (fendlicos e antocianinas), como também na atividade antioxidante e
enzimatica (polifenoloxidase e peroxidase). Assim como também o efeito
combinado dessas tecnologias (ultrassom e plasma) e a biodisponibilidade dos

compostos bioativos (compostos fendlicos e antocianinas) pds processamento.



16

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecnologias ndo térmicas aplicadas na conservacgao de sucos

O mercado de sucos de frutas vem crescendo ao longo dos anos devido ao
interesse do consumidor por alimentos e bebidas mais saudaveis. O principal método de
conservagdao desse alimento é o processamento térmico, que atua na inativacdo de

microrganismos e enzimas aumentando sua vida util JAMBRAK, 2018).

Porém as altas temperaturas aplicadas nesse processamento podem resultar
em alteracfes dos componentes dos alimentos, responsaveis por suas caracteristicas
sensoriais, bem como alteracdo do teor nutritivo dos mesmos, como a reducdo de
compostos bioativos e sua biodisponibilidade (ALMEIDA et al., 2015; MISRA et al.,
2016; RAWSON et al., 2011).

Diante das alteracdes causadas por esse tipo de tratamento, as tecnologias nao
térmicas vém sendo propostas como uma alternativa ao tratamento térmico. O
desenvolvimento de novas tecnologias, como, luz ultravioleta, alta pressao hidrostatica,
0zonio, ultrassom, campo elétrico pulsado, irradiacdo gama, luz pulsada e plasma podem
garantir a seguranca do produto, a retencdo de compostos bioativos, assim como, a
otimizacdo de processos térmicos sequenciais a essas tecnologias (AADIL et al., 2015;
PATRASA et al., 2010).

2.2 Ultrassom

O ultrassom pode ser definido como ondas sonoras com frequéncia acima de
20 kHz indetectaveis pelo ouvido humano. No processamento de alimentos o ultrassom é
dividido em baixa intensidade e alta frequéncia (5 a 10 MHz), método ndo destrutivo de
andlise que fornece informagdes sobre as propriedades fisico-quimicas de alimentos como
firmeza, contetdo de 6leo e sdlidos sollveis totais.

O ultrassom de alta intensidade e baixa frequéncia (faixa de 20 a 100 kHz)
(figura 1), que provoca a ruptura fisica de tecidos, cria emulsées, limpa equipamentos e
promove reacdes quimicas (CHENG et al., 2015; GALLO; FERRARA; NAVIGLIO,
2018; SULLIVAN et al., 2014).
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Figura 1 - Faixa de frequéncia das ondas sonoras
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Fonte: Adaptado de Cheng et al. (2015).

Quando as ondas ultrassonicas se propagam a uma determinada poténcia e
frequéncia, os ciclos de compressdo e expansdo aumentam a rarefacdo entre as moléculas
de um meio o que leva a formacéao de bolhas de cavitacdo. De acordo com a ruptura ou
ndo da bolha de cavitacdo, ela pode ser classificada em cavitacdo estavel e transitoria
(Figura 2a) (CHENG et al., 2015). Quando a amplitude da onda sonora aumenta a pressao
negativa (expansao) acaba por gerar bolhas de cavitacdo. Quando a pressdo atmosférica
é restabelecida a bolha sofre compressdo. Ciclos de compressdo e expansao acontecem
repetidamente até que a bolha atinge um tamanho critico tornando-se instavel e colapsa.

Durante o colapso da bolha podem ser geradas pressfes e temperatura
extremamente altas de até 100 Mpa e 5000K respectivamente (ZHENG, 2005). A
implosdo de bolhas de cavitagdo na superficie de uma particula resulta em micro jato
(Figura 2b) que gera varios efeitos como descamacéao da superficie, erosdo e quebra de
particulas e ainda a geracdo de radicais livres através da sonélise da agua (H.O->H*+OH"
) que sao altamente reativos e podem modificar as moléculas do meio onde se encontram
(CHEMAT et al., 2017).



18

Figura 2 - a) Cavitacdo estavel e transitoria b) Mecanismo proposto para efeito de bolhas
de cavitacdo na superficie da folha de boldo (1) Perfil da planta com um tricoma na
superficie da folha (2) Geragédo de uma bolha de cavitagéo (3) Colapso da bolha que gera
um micro jato dirigido a superficie (4) Abrasdo da superficie, quebra do tricoma e

liberagdo de material solivel no meio
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Fonte: CHEMAT et al., 2017; ZHENG, 2005.

Outros efeitos também podem ser observados no processamento de alimentos
pelo uso de ultrassom de alta intensidade, como alteracdo de viscosidade, formacéo de

emulsdo, rompimento celular, disperséo de agregados, polimerizagdo, desgaseificacdo de
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alimentos liquidos, extracdo de enzimas e proteinas, inativagdo de microrganismos, corte,
melhoria de congelamento e degelo, cristalizacdo, melhoria na filtracdo, na pasteurizacéo
e na esterilizacdo de matrizes alimentares (MUSIELAK; MIERZWA; KROEHNKE,
2016).

2.2.1 Aplicacéo de ultrassom em sucos de frutas

Os estudos realizados com ultrassom em alimentos sdo crescentes. Nos
Gltimos anos a aplicacdo dessa tecnologia em sucos de frutas vem obtendo atencdo a fim
de se entender melhor suas implicagdes na seguranca alimentar, propriedades fisico-
quimicas e nutricionais. A manutencdo da qualidade através da retencdo/aumento da
concentracdo de compostos bioativos, como compostos fendlicos, antocianinas, vitaminas
e reducdo da atividade enzimatica seria benéfica para o consumidor e também para 0s
préprios produtores (PANIWNYK, 2017; SWAMY; MUTHUKUMARAPPAN;
ASOKAPANDIAN, 2018).

Diversos estudos com ultrassom foram realizados em matrizes alimentares
distintas variando frequéncia, poténcia, tempo e temperatura. Os efeitos ultrassénicos em
liquidos alimentares sdo monitorados através da avaliacdo dos parametros fisico-
quimicos das bebidas (CHEMAT et al., 2017; PANIWNYK, 2017). Beneficios
nutricionais estdo sendo citados por autores, como aumento dos niveis de antioxidantese
compostos bioativos encontrados em bebidas tratadas por ultrassom.

Além disso, um dos fatores que influencia a aceitacdo e a preferéncia do
consumidor € a cor. Sabe-se que a degradacdo da cor em produtos a base de frutos esta
relacionada ao escurecimento enzimatico de compostos fendlicos. As principais enzimas
responsaveis por esse escurecimento sdo PPO (polifenoloxidase) e POD (peroxidase).
Portanto, a inativacdo de PPO e POD ¢ necessaria para melhor retengéo de cor e aumento
da vida de prateleira destes produtos (CAQO et al., 2018).

A Tabela 1 mostra uma breve revisdo de estudos realizados com sucos de
frutas tratados com ultrassom para melhoramento das qualidades nutricionais e redugédo
da atividade enzimatica da PPO e POD.
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Tabela 1 - Parametros Ultrassénicos e seus efeitos nas propriedades e atividade enzimatica de suco de frutas

Tipo de . o . .
Condicdes experimentais Efeito do ultrassom Referéncias
suco
US12 (12 min), aumento significativo no total de fendis,
M Frequéncia de 20 kHz, 400 W, 4 min (US4), 8 flavonodides, teor de &cido ascorbico e atividade antioxidante. JIN WANG et al.,
orango . . . . . - .
min (US8), 12 min (US12) e 16 min (US16) Microestrutura: aumento nos canais microscopicos e destrui¢cdo da (2019)
parede celular
Frequéncia:20kHz/1000W. Poténcia ) - .
o Reducdo do tamanho das particulas, melhor estabilidade fisica do
_ volumétrica:15 W / cm? e 121 W / L. _ _ _ - CAMPOLI et al.,
Goiaba suco, evitando a sedimentacdo da polpa. Maior estabilidade da cor
temperatura controlada a 25 °C. Tempo:0,3,6 € (2018)
_ durante o armazenamento
9 min
o ) O tratamento com ultrassom pode encurtar o tempo de inativagéo e
) Frequéncia: 20 kHz/ 600 W. Intensidade . L N
Myrica . aumentar a eficiéncia da inativagio em comparacdo com o
ultrassénica: 90, 181, 271, 362 e 452 W / cm?, o o ) o _ CAO et al., (2018)
rubra tratamento termico. Além disso, a POD de myrica exibiu mais

Tempo: 1-12 min o . L
resisténcia ao calor e a sonicacao do que o PPO



Uva

cenoura

Groselha

Graviola

Mirtilo

Amora

preta

Frequéncia:20 kHz/525W. Amplitude de 70%.
Pulso de 5 seg. Tempo: 5 min a 15°C

Frequéncia de 42 kHz/240 W. Tempo: 10 min,
20 min e 40 min. Temperatura: 30 (x 2) ° C.
Poténcia real dissipada: 190-210 W

Frequiéncia:19 kHz/500 W. Poténcia; 20 a
100%. Tempos: 2 e 10 min

Sistema continuo de ultra-sonicacdo com
frequéncia de 20 kHz. Bombeadas a uma taxa
de 24 mL / min ou 93,5 mL / min. Poténcia: 40,
80 e 100%. Temperatura: 25°C

Frequéncia: 20 kHz/ 1500 W. Temperatura: 40

e 50 ° C. Pulso: 2 e 4s

Amento do contelido fendlico total e flavonoides. Aumento do
tempo de sonicagdo: reducdo das propriedades antioxidantes do

suco durante o armazenamento por 90 dias

Aumentos significativos nos fendis totais, carotenoides e retinol.
Reducgbes significativas na cromaticidade (mudancas na cor

amarela)

Atividade de PPO no suco foi reduzida e as mudancas de cor
foram sutis. Retencdo de compostos fenolicos em maior

intensidade. Boa aceitacdo no teste sensorial

O processamento de sonicacdo de fluxo continuo preservou as
antocianinas e a cor do suco de mirtilo. Reduziu as contagens

microbianas

A termosonicacdo permitiu uma reducdo consideravel das cargas
microbianas e atividade enzimatica sem afetar significativamente os

parametros de qualidade fisico-quimica do suco
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MOHIDEEN et
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Os processamentos executados pela agdo do ultrassom geram o0 aumento de
compostos como fendis, antocianinas, aminoécidos e proteinas (enzimas) através da ruptura
mecanica (cavitagdo) de parede celular levando a uma maior liberacéo.

A formacdo de radicais livres pela sonolise da agua pode atuar sobre atividade
enzimatica. Os radicais livres (H* e OH") reagem com os aminoacidos da estrutura da enzima
mudando sua conformacdo e afetando posteriormente sua fungdo catalitica. Porém a taxa de
inativagcdo das enzimas depende do fruto, cultivo, condi¢do de tratamento como frequéncia,
intensidade, amplitude, temperatura e tempo, pois algumas enzimas podem demonstrar
resisténcia ao processamento (CAO et al., 2018; MARQUES SILVA; SULAIMAN, 2018;
SWAMY; MUTHUKUMARAPPAN; ASOKAPANDIAN, 2018).

O ultrassom apresenta muitas aplicagdes na area alimenticia. Porém estudos ainda
s80 necessarios para a otimizacdo do processo a fim de garantir um produto com seguranca
alimentar e com a retencdo maxima de compostos bioativo, pois como apresentado na Tabela 1,

os resultados sdo fortemente dependentes das condig¢des de processamento e da matriz alimentar.

2.3 Plasma

O plasma é descrito na literatura como o quarto estado fisico da matéria. Aobtencéo
do plasma se da a partir da aplicacdo de uma descarga elétrica a um gas (didxido de carbono,
argonio, nitrogénio, hélio, oxigénio ou ar) inicialmente neutro que gera um brilho composto de
espécies quimicas reativas, como, radicais livres, elétrons, ions, moléculas neutras e excitadas,
luz ultravioleta, espécies reativas de oxigénio (como o0z6nio Os, oxigénio atbmico O, oxigénio
excitado O e anion superéxido O%*") e de nitrogénio (como nitrogénio atdmico, nitrogénio

excitado, 0xido nitrico NO¢) e radiacdo ultravioleta (UV).

Tais espécies quimicas como elétrons e fotons sdo consideradas como espécies leves,
em contraste com os outros constituintes definidos como espécies "pesadas” que sdo particulas
neutras e ionizadas que resultam de uma transferéncia energética para um gas (ALMEIDA et al.,
2015; BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2013; MANDAL; SINGH; PRATAP SINGH, 2018;
RODRIGUEZ et al., 2017).

A classificagdo do plasma baseia-se nos niveis energeticos relativos dos elétrons e
das espécies geradas. Dependendo da maneira como essas especies sao ativadas e seu poder de
trabalho, o plasma pode apresentar baixa ou altas temperaturas, sendo chamados de térmicos e
ndo térmicos (FERNANDES; SANTOS; RODRIGUES, 2019; FERNANDEZ-GUTIERREZ et
al., 2010).
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O estado plasmaético pode ser alcancado através da aplicacdo de energia em diversas
formas, incluindo: campos térmicos, elétricos ou magnéticos e frequéncias de radio ou micro-
ondas, que aumentam a energia cinética dos elétrons, resultando em aumento do numero de
colisBes das moléculas que formam o gas. Com base nas propriedades do plasma, este pode ser
usado em varios campos como téxteis, eletronicos, alimentos e embalagens (MANDAL; SINGH;
PRATAP, 2018; THIRUMDAS; KADAM; ANNAPURE, 2017).

Plasmas néo térmicos (frios), podem ser obtidos a pressdes atmosféricas ou a baixa
pressdo (inferior a 0,1 Torr). Sdo caracterizados pelo desequilibrio de temperatura entre elétrons
e ions, que podem ser gerados através de varias técnicas. O plasma nédo térmico é de interesse
industrial por ndo exigir condi¢fes extremas. Plasmas frios podem ser gerados usando varias
técnicas como, jato de plasma, descarga de barreira dielétrica (DBD), descarga corona e descarga
luminosa conforme apresentado na Figura 1 (PANKAJ et al., 2016; PANKAJ; MISRA;
CULLEN, 2013).

Figura 3 - Diferentes configuracdes de fontes de plasma: a) Jato de plasma a pressao atmosférica
b) Descarga de barreira dielétrica (DBD) c) Descarga corona d) Descarga elétrica em gases

mostrando as regides dentro da descarga luminosa
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Fonte: Adaptado de Farias, 2006; Surowsky; Schluter; Knorr, 2015.

Cada tecnologia tem suas vantagens e desvantagens. A vantagem do sistema

luminoso em rela¢do aos outros sistemas € que um maior volume de amostras que pode ser tratado
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(10 a 200 mL). A desvantagem é que o processamento deve ser realizado a baixas pressdes (<
0.5 atm.). Ja a tecnologia de jato de plasma atual tem sido aplicada apenas a pequenos volumes
(0,1 a 5 ml) devido a limitagdes tecnoldgicas. Outro fator que favorece a aplicagdo do plasma
luminoso é o controle a composicdo do plasma produzido, ja que as configuragdes do sistema
podem ser modificadas e assim controlar a vazdo de gas (concentracdo de espécies reativas) e
composicao de gas. A possibilidade de tratamento de um maior volume e controle operacional
faz com que esse método seja uma boa opcdo para estudar a aplicacdo do plasma no
processamento do sucos de frutas (FERNANDES; SANTOS; RODRIGUES, 2019; HERCEG et
al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2017).

Devido a baixa presséo utilizada na aplicacdo do plasma é necessario que as amostras
tratadas (sucos) estejam embaladas em materiais resistentes e que ndo interajam com o alimento

quando submetidos ao plasma.

Pankaj et al., (2017) relatam que é essencial discutir os efeitos do plasma frio nos
filmes poliméricos ja que algumas modificacbes em materiais de revestimento foram
encontradas, como: modificacdo da composicdo quimica da superficie, aumentando sua
hidrofilicidade, mudancas nas propriedades térmicas, permeabilidade ao vapor de 4&gua. Mesmo
com essas mudancas nas propriedades dos filmes de embalagens, estas foram consideradas

aceitaveis para aplicacdes de embalagens de alimentos.

Para o tratamento com plasma em embalagem, o produto é primeiro embalado em
plastico ou em vidro e selado. O gas (ar ou mistura de gases) dentro da embalagem é exposto a
um campo elétrico forte por um curto periodo de tempo, essa exposi¢do rompe as ligacdes do gas
e o transforma no estado ionizado, que pode atuar na inativagdo microbiana e desencadear
diversas reacdes no meio aplicado. As espécies geradas podem ter um tempo de vida que varia
de minutos a horas (MISRA et al., 2019).

Na inativacdo microbiana o plasma atua de trés formas contribuindo para a morte
celular: interacdo das espécies reativas com a superficie celular, volatilizacdo de compostos e
destruindo o material genético atraves dos fotons ultravioletas. Quando ocorre 0
bombardeamento da superficie celular os &tomos intrinsecos dos microrganismos interagem com
as espécies que sdo absorvidos na superficie bacteriana e formam compostos gasosos (CO: e
H20) que provocam lesGes irreparaveis na superficie da célula, resultando em morte celular.
Além disso, a membrana celular € exposta a intensos campos elétricos que podem provocar
ruptura de parede (COUTINHO et al., 2018). A figura 4 mostra um breve esquema dos

mecanismos de acdo do plasma para inativacdo de microrganismos.
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Figura 4 - Mecanismo de acdo do plasma frio na célula microbiana. 1) Quebra da fita
simples; 2) Modificacdo das bases nitrogenadas; 3) Quebra da dupla fita
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Mecanismo de agédo do plasma frio na célula microbiana

Fonte: Adaptado de Hertwig; Meneses; Mathys, 2018.

Assim como a descontamina¢do microbioldgica é importante para a preservagdo de
alimentos e mostra a eficiéncia do processo, a conservagao dos compostos bioativos e inativagdo
de enzimas pelo processamento aplicado é de extrema importéncia para qualidade de sucos de
frutas. E reportado na literatura a aplicacdo de plasma frio em sucos com bons resultados em
vitamina C, carotenoides, polifendis, flavonoides e antocianinas (MANDAL; SINGH; PRATAP,
2018; RODRIGUEZ et al., 2017).

Fernandes et al., (2019) observaram o aumento do teor de vitamina A e de
carotenoides no suco de acerola tratados com plasma luminoso (10 mL/min e 10 min). O teor de
vitamina C manteve a retencao acima de 95%. A cor laranja tipica do suco melhorou devido ao
aumento no teor de carotenoides livres. Em condigdes mais severas (fluxo de gas de 20 mL/min

e 15 min) o teor de fendlicos diminuiu em 30%.

Kovacevi¢ et al., (2016) avaliaram o efeito do plasma frio sobre antocianinas e cor
em suco de roma. O estudo foi feito em diferentes condi¢6es de tempo (3, 5, 7 min), volume (3,
4,5 cm?®) e fluxo de gas (0,75 1,15 dm®/min). O tratamento com plasma resultou em maior
contetido de antocianina de 21% a 35% (3 min, 5 cm® de volume e 0,75 dm®min) no suco de

roma.

Rodriguez et al., (2017) efeito do plasma frio indireto (Fluxo:10, 30 e 50 mL/min e
tempo: 5, 10 e 15 min) foi estudado nos teores de vitamina C, polifendis, flavonoides e atividade
antioxidante de suco de caju. Este tratamento promoveu incremento do teor de vitamina C,

flavonoides e polifendis e atividade antioxidante. Porém o aumento da exposi¢cdo ao plasma
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resultou em uma diminuigdo da maioria dos compostos bioativos. Outro aspecto importante da
interacdo de espécies quimicas do plasma com alimentos é o efeito sobre as enzimas. O tempo de
exposicdo a essas espécies reativas pode conferir a perda de estrutura secundaria devido a quebra
de ligacGes especificas ou modificagdes quimicas das cadeias laterais (MISRA et al., 2016).
Chutiaetal., (2019) relataram que a tenséo e o tempo foram considerados parametros importantes
na taxa de inativacdo da atividade enzimatica da POD e PPO em 4&gua de coco. O sistema

utilizado foi plasma atmosferico de barreira dielétrica.

A ruptura parcial/ total de membranas celulares desencadeada pelas espécies reativas
explica 0 aumento na concentragdo desses compostos. Porém, redugdes observadas em
compostos bioativos podem ser atribuidas aos parametros do processamento, como o tempo de
exposicdo. A densidade de cargas reativas também mostra influéncia na reducdo desses
compostos. Contudo a otimizacdo das condi¢cdes desse processo devem ser avaliados para a
aplicacdo em diferentes matrizes alimentares (ALVES FILHO et al., 2018; COUTINHO et al.,
2018; PUTNIK et al., 2019).

2.4 Luz Pulsada

A tecnologia de luz pulsada (LP) envolve a geracdo de impulsos elétricos de alta
poténcia que séo posteriormente transformados em pulsos de alta poténcia e curta duragéo (1 ps—
0.1s), um gas inerte e lampadas de xenbnio que emitem 40% de luz UV (figura 5). A luz emitida
compreende uma faixa de luz ultravioleta (100-400 nm), luz visivel (400-700 nm) e luz
infravermelha (200-1000 nm) (Figura 5). Essa tecnologia também é conhecida por varios outros
nomes, como luz de alta intensidade, luz branca de amplo espectro, luz pulsada intensa, luz
branca pulsada e luz UV pulsada (CHEN et al., 2015; JOHN; RAMASWAMY, 2018; PATARO
etal., 2015a).

Figura 5 - Representacdo de um sistema de luz pulsada
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Fonte: Adaptado de Gémez-L6pez, 2016.
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Os principais fatores que determinam a eficiéncia de um tratamento com luz pulsada
sdo normalmente a matriz alimentar tratada (liquido ou solido) o grau e a natureza da
contaminag@o microbiana e os parametros do processo. Outro fator que influencia a absorcéo e
transmissdo da luz emitida é em relacdo a transparéncia ou opacidade do material, ja que essa
tecnologia € limitada a camada superficial do alimento tratado. Quando o material possui um

baixo coeficiente de reflexdo bons resultados séo alcancados (HEINRICH et al., 2015).

O dano causado no DNA tem sido relatado como o principal mecanismo de
inativacdo microbiana por luz pulsada, mas a inativacdo por LP tem caracteristicas adicionais
que podem explicar sua maior eficiéncia, incluindo efeitos fototérmicos e fisicos (CHEN et al.,
2015; KOUTCHMA, 2017), os quais sdo elencados a seguir:

e Efeito fotoquimico: Nos microrganismos é causado pela luz UV-C que forma
dimeros de timina no DNA. O dano estrutural causado pela formacao desses
dimeros inibe a formacdo de novo DNA, resultando na inativacdo do
microrganismo.

e Efeito fototérmico: Uma grande dose da descarga é absorvida por microrganismos
que aquece instantaneamente (50-1508 ° C) resultando na inativacdo. Além disso,
esse processo de aquecimento afeta apenas a superficie dos objetos (com
espessura aproximada de 10 pum), sem aumentar consideravelmente a temperatura
interna dos objetos irradiados.

e Efeito Fotofisico: Dano na estrutura de células microbianas atribuido ao constante
distdrbio causado pelos pulsos de alta energia resultando em lise celular, auséncia
de parede celular, encolhimento da membrana citoplasmatica e colapso das

estruturas internas.

A LP também afeta a atividade enzimética causando alteracdes fisiologicas
observadas devido a luz UV. Um amplo espectro pode ser Gtil para inativar e inibir a atividade
enzimatica (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007). Porém, alguns estudos avaliaram a inativag&o da PPO
e POD pela luz pulsada e observaram que altas concentracfes de enzimas (PPO) diminuem a
inativacdo, esse fato foi atribuido ao efeito de aglomeracdo. Embora ocorra mudanca de
temperatura e a enzima seja afetada o mecanismo de inativagéo ainda pode ser considerado
exclusivamente um processo fotoquimico (MANZOCCO; PANOZZO; NICOLI, 2013,
PELLICER; GOMEZ-LOPEZ, 2017).
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Outro efeito atribuido a LP em frutos vivos é a biossintese de fitoalexinas que
configura aumento da resisténcia a infeccdo por microrganismos, tais como bactérias ou fungos.
A producdo de espécies reativas também é observada quando o material € submetido a luz UV,
sendo esse um estressor, que pode impactar negativamente o funcionamento de cloroplastos e
mitocdndrias, bem como a integridade de proteinas, moléculas de DNA e membranas. Essas
espécies ndo estdo somente envolvidas em danos, mas também desempenham papéis essenciais
de sinalizacéo e estdo envolvidas na regulacdo de muitos processos fisioldgicos (modificacdo da

parede celular, enzimas de defesa e a atividade antioxidante) (URBAN et al., 2018) (Figura 6).

Figura 6 - Representacdo dos efeitos da luz ultravioleta de sinalizagéo de processos fisiologicos

mediados por ROS
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Fonte: Adaptado de Urban et al., 2018.

LP vem sendo intensamente investigada como uma alternativa ndo térmica para a
inativacdo de microrganismos em alimentos, porém a aplicacdo e o efeito em sucos de frutas e
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sobre os atributos de qualidade ainda s&o escassos (VALDIVIA-NAJAR; MARTIN-BELLOSO;
SOLIVA-FORTUNY, 2018). Alguns fatores podem limitar a utilizacdo dessa tecnologia em
sucos como, poder de penetracdo da luz ultravioleta através dos liquidos (90% da luz incidente
pode ser absorvida dentro da primeira camada de 1 mm de um suco de fruta), a presenca de
compostos organicos e substancias em suspensao pode reduzir a quantidade de luz transmitida
através da matriz alimentar afetando a eficiéncia do processo (MAFTEI et al., 2014).

Tem sido sugerido que o estresse gerado pelo PL em tecidos vegetais pode induzir
mudancas no conteddo de compostos bioativos, como no estudo de PATARO et al., (2015) que
avaliaram os efeitos dos tratamentos luminosos (LP e UV-C) nas propriedades fisico-quimicase
antioxidantes de tomates. Foi observado que o conteldo de licopeno, carotenoides totais,
compostos fendlicos e atividade antioxidante de amostras tratadas com luz aumentou durante o
armazenamento comparado com as amostras nao tratadas. Valdivia-najar et al., (2018) também
verificou aumento nos teores de licopeno (até 26,1% mais) e compostos fendlicos (até 4,3%
maior) em tomates minimamente processados.

A luz UV pulsada de alta intensidade foi utilizada também como pré-tratamento para
secagem de manga no estudo de BRAGA et al. (2019). Foi observado que a concentracdo de
carotenoides e vitaminas C aumentou entre 10 e 40% e a concentragdo de vitaminas B1, B3 e B5
aumentou 10 a 25% em mangas secas submetidas a fluéncias entre 3,6 e 10,8 J/cm? no pré-
tratamento.

Kwaw et al., (2018) avaliou o efeito do ultrassom (28 kHz, 60 W, 15 min), luz pulsada
(1,213J cm — 2 pulsos — 1, 360 ps, 3 Hz, 4 s) e seu uso combinado na concentracdo fenodlica e
atividades antioxidantes de suco de amora. Os resultados sugeriram que a aplicagdo de luz
pulsada antes da sonicacdo como um processo combinado foi a técnica mais adequada no
processamento mostrando o maior desempenho no nas variaveis avaliadas.

Pellicer et al., (2017) avaliaram a o0 uso da luz pulsada para a inativacdo da enzima
POD em rabano. O estudo mostrou redugdo em mais de 95% da atividade enzimatica por um
processo relacionado a perda da estrutura helicoidal da enzima.

Vérios beneficios sdo citados pelo uso dessa tecnologia como reducdo da carga
microbiana, aumento de compostos bioativos, pré-tratamento para secagem, inativacdo
enzimatica e uso combinado com outras tecnologias. Porem mais estudos devem ser realizados

para extrair o maximo de informac@es que essa tecnologia pode oferecer.
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2.5 Acgai

O género Euterpe tem cerca de 28 espécies localizadas na regido central e América
do Sul e distribuida por toda a bacia amazonica. A espécie Euterpe oleracea Mart. (figura 7)
popularmente conhecido como "acai do-para ", € encontrada principalmente em terras baixas e
em terras inundadas do estuario do rio Amazonas, nas fazendas brasileiras do Para, Maranh&o,
Tocantins, Amapéa e também na Guiana e Venezuela (ALEXANDRE; CUNHA; HUBINGER?Z,
2004; SOUSA; MELO; ALMEIDA, 1999; YAMAGUCHI et al., 2015).

Figura 7 - Euterpe oleracea Mart
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Fonte: BUSSMANN; ZAMBRANA, 2012.

O consumo do acai ndo se limita mais somente ao Norte do Brasil, atualmente ele é
consumido também em outras regides do pais, além de exportado para Estados Unidos, Japao,
China e muitos paises da Europa (YAMAGUCHI et al., 2015). Segundo o IBGE em 2016, o
valor da produgdo de frutos de acai foi avaliado em R$ 33,3 bilhdes, representando um aumento
de 26,0% em relacédo a 2015. Esse aumento pode ser devido ao valor energético e as propriedades
nutricionais do acai.

Seu fruto ¢ considerado um “superfruto” devido ao seu valor nutricional (Tabela 2)
relacionado ao elevado teor de lipideos (&cidos graxos insaturados), proteinas, fibras, vitaminas
e minerais, além da presenca de compostos bioativos com propriedades antioxidantes, devido ao
alto teor de compostos fenolicos, por exemplo, diferentes antocianinas, flavonas e acidos
fendlicos. As caracteristicas nutricionais do acai irdo depender de fatores como, variedade,
estagio de maturacdo e condi¢des climéticas do local de cultivo (AUGUSTI et al., 2016; KANG
etal., 2012).
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As antocianinas possuem propriedades antioxidantes, anti carcinogénicas, anti-
inflamatorias e anti microbianas, previnem a oxidacdo de proteinas de baixa densidade (LDL),
doencas cardiovasculares e neurolégicas (JESUS; LEITE; CRISTIANINI, 2018). No estudo de
Schauss et al., (2006) foram identificadas cinco antocianinas (cianidina 3-glucosideo, cianidina
3-rutinosideo, cianidina 3-sambubiosideo, peonidina 3-glu-cosideo e peonidina 3- rutinosideo
de) a partir do agai liofilizado das quais cianidina 3-glucosideo e cianidina 3- rutinosideo foram

as predominantes.

Tabela 2 - Composicédo centesimal da polpa de acai

Determinagdes mg/100 g de extrato seco
Umidade 4,92
Proteinas 8,13

Lipideos totais 40,75

Carboidratos 52,2
Fibra dietética 44,2
Magnésio (Mg) 10,71

Sodio (Na) 28,5
Célcio (Ca) 330
Faésforo (P) 54,5
Potassio (K) 900

Fonte: MENEZES; TORRES; SABAA SRUR, 2008; SCHAUSS et al., 2006.

Visando as propriedades nutricionais do acai varios subprodutos sdo produzidos,
principalmente bebidas engarrafadas, sorvetes, cremes, doces, sucos concentrados, polpas de
frutas congeladas, bebidas isotbnicas, polpa e oleos liofilizados para uso farmacéutico.

Durante o processo de extracdo da polpa € adicionado agua para auxiliar aextragéo.
Dependendo do volume de agua adicionado durante a extracdo, as polpas sao classificadas de
acordo com o regulamento do Ministério da Agricultura, Pesca e Abastecimento (MAPA) em
Tipo A (mais de 14% do total de solidos) tipo B (de 11% a 14% de sélidos totais) e tipo C (entre
8% e 11% de solidos totais) (PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009;
YAMAGUCHI et al., 2015).
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Pesquisas sdo desenvolvidas na busca de métodos de padronizacdo da qualidade do
acai. Gordon et al., (2012) caracterizaram e avaliaram as propriedades antioxidantes do acai
durante o amadurecimento. A caracterizacdo quimica de frutos de acai foi avaliada em trés
estagios diferentes de maturidade. Mudancas significativas foram observadas nos diferentes
estagios como, reducdo da capacidade antioxidante com o amadurecimento, 0 aumento da
concentracdo de antocianinas e alteracdes na composicao fendlica. Todas essas alteragdes sdo
esperadas, pois as mudancas nos parametros determinados irdo configurar as mudancas no sabor

e textura do acai durante o amadurecimento.

Porém algumas alteragdes podem ocorrer na polpa do acai. O tempo maximo de
armazenamento da polpa de acai in natura é de apenas 12 h, mesmo sob refrigeracdo, medidas
devem ser tomadas para evitar a deterioracdo, j& que a carga microbiana é alta. Outro fator que
pode alterar as caracteristicas nutricionais e visuais da polpa é a presenca de enzimas enddgenas
como peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO), que estdo associadas a oxidacdo de compostos
fenolicos e alteracdo da cor. Mudancas como estas podem levar a rejeicdo do consumidor
(JESUS; LEITE; CRISTIANINI, 2018).

Nesse sentido, as tecnologias ndo térmicas podem oferecer condi¢Bes de

processamentos que mantenham a qualidade sensorial e nutricional de sucos de frutas.
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3 PROCESSAMENTOS NAO TERMICOS

Efeito dos processamentos ndo térmicos ultrassom, plasma e luz pulsada nos compostos

bioativos, atividade antioxidante e enzimética de suco de acai (Euterpe oleracea).

Maria de Fatima Dantas Linhares, Thatyane Vidal Fonteles, Sueli Rodrigues, Fabiano A.N
Fernandes.

RESUMO

O suco de acai foi utilizado como objeto de estudo do efeito do processamento por ultrassom,
plasma e luz pulsada nos compostos fendlicos, antocianinas, atividade antioxidante e atividade
das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) em comparacdo ao processamento
térmico. Os parametros envolvidos no processo foram otimizados atraves de planejamentos
composto central (ultrassom e plasma) e univariado (luz pulsada). As variaveis dependentes
avaliadas foram: compostos fendlicos totais, antocianinas, atividade antioxidante total e atividade
das enzimas peroxidase e polifenoloxidase. Para os compostos fenolicos houve aumento nos
sucos tratados por ultrassom (35 e 27%), plasma (241%) e processamento térmico (40%) em
relacdo a amostra controle (suco ndo processado). Nas antocianinas foi verificado aumento
apenas nas amostras processadas por plasma (21%) e luz pulsada (31%) comparado a amostra
controle. A atividade antioxidante aumentou em todos o0s processamentos aplicados. Assim como
foram observados aumentos dos compostos fenélicos e antocianinas. As enzimas PPO e POD do
suco de acai mostraram resisténcia aos tratamentos aplicados. Onde a maior desnaturacao
observada para POD foi no plasma (47%) e tratamento térmico (45%) e para PPO no ultrassom
(10%). A maior reducdo da atividade enzimatica encontrada foi no processamento por plasma
frio. Logo, o plasma mostrou-se uma tecnologia adequada para a liberacdo de compostos
bioativos, seguido pelo ultrassom e processamento térmico. Em relagdo as enzimas oxidativas,a
baixa eficiéncia na inativagdo pode estar ligada a presenca de isoenzimas, extracao de enzimas

ligadas as membranas e a alta concentra¢do de compostos fenolicos.

Palavras-chave: Tecnologias ndo térmicas, agai, compostos bioativos.
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3.1 Introducéo

O acai possui caracteristicas como o teor de polifendis, antocianinas, acidos graxos
monoinsaturados e fibra que atraem a atencdo dos consumidores (PALA et al., 2017). Segundo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) a procura pelo suco do agai tem
crescido cerca de 15% a cada ano. Além do mercado interno, a fruta também é consumida em
outros paises como Estados Unidos e Japdo (BRASIL,2016).

O tipo de processamento tem grande influéncia na qualidade dos produtos
alimenticios. A principal forma de conservacdo empregada nos sucos de frutas continua sendo o
processamento térmico (MISRA et al., 2016). Entretanto existem questdes relacionadas aos
efeitos adversos do tratamento térmico, que podem comprometer a estabilidade de compostos
bioativos e afetar as caracteristicas sensoriais do suco (RAWSON et al., 2011).

Como alternativa a reducdo do calor empregado no processamento de alimentos,
ondas ultrassonicas, o plasma e a luz pulsada vém sendo estudados a fim de obter uma maior
retencdo e estabilidade de compostos benéficos a sadde humana (ASOKAPANDIAN;
PERIASAMY; SWAMY, 2017). Tecnologias como o ultrassom podem causar uma série de
efeitos devido ao fenémeno de cavitacdo acUstica que podem levar ao rompimento das paredes
celulares bioldgicas facilitando a liberacdo de contelddo intracelular, aumentando assim a
concentracdo de compostos bioativos no suco. Além disso, condi¢Bes brandas de aplicacdo do
ultrassom ndo mostram mudancas significativas nas propriedades estruturais e na funcionalidade
da maioria dos compostos bioativos (FERNANDES; GALLAO; RODRIGUES, 2009; MASON,
1996; SORIA; VILLAMIEL, 2010).

O plasma vem sendo estudado nos altimos anos para aplicacdo em alimentos
(KEENER et al., 2018). Ja existem estudos da aplicacdo de plasma frio na superficie de alimentos
(HERCEG et al., 2016a; LACOMBE et al., 2015; TIMMONS et al., 2018) para inativacéo de
microrganismos, porém ainda sdo poucos os estudos sobre o efeito dessa tecnologia nos
compostos bioativos de suco de frutas (BURSAC KOVACEVIC et al., 2016; FERNANDES;
SANTOS; RODRIGUES, 2019; HERCEG et al., 2016; RODRIGUEZ et al., 2017). A outra
tecnologia € a luz pulsada que através do estresse gerado no tecido vegetal pode induzir mudangas
no contetido de compostos organicos (AGUILO-AGUAYO et al., 2013; VALDIVIA-NAJAR;
MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-FORTUNY, 2018).

Diante dos efeitos negativos que o tratamento termico oferece e a baixa estabilidade
dos compostos bioativos, as tecnologias ndo térmicas vem demonstrando resultados satisfatorios

para a conservacao desses compostos. Contudo, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito de



35

tecnologias como ultrassom, plasma e luz pulsada nos compostos fendlicos, antocianinas,
atividade antioxidante e atividade das enzimas polifenoloxidase e peroxidase em comparacao ao

processamento térmico.
3.2 Material e métodos

3.2.1 Preparagéo do suco

O suco foi preparado a partir da polpa da fruta congelada (Petrus Fruity) diluida na
proporcdo de 1:2 (polpa: 4gua), conforme recomendacédo do fabricante.

3.2.2 Processos ndo térmicos

Os processamentos e andlises foram realizados no laboratério de Biotecnologia no
Departamento de Engenharia de Alimentos (DEAL) e Laboratério de Anélises e
Desenvolvimento de Processos do Departamento de Engenharia Quimica (DEQ) da
Universidade Federal do Ceara. As amostras foram congeladas imediatamente apds cada

processamento para posterior analises.

3.2.2.1 Ultrassom

Amostras de 150 mL do suco de acai foram colocados em um reator de vidro
encamisado de 250 mL e processadas em um Desruptor/Sonicador Ultrassénico (Ultronique
QR500) de 500 W/cm? com frequéncia constante de 19 kHz e macro ponta de titanio de 13 mm.
A macro ponta de titanio foi submersa no suco em uma profundidade de 1,5 cm. A intensidade
de energia ultrassonica dissipada pela ponta de titanio é calculada de acordo com a Equacédo 1 e
estdo apresentadas na Tabela 3 (LI; PORDESIMO; WEISS, 2004).

P
I=%= )

Onde r € o raio (cm) da macro ponta de titanio e P (Watt) € a poténcia aplicada. A temperatura

foi controlada durante todo o processamento em 23 °C.

3.2.2.2 Plasma

Para os testes foram utilizados 140 mL de suco para cada amostra. As amostras foram

embaladas a vacuo (tipo Nylon-Poli com espessura 0.12 mm e tamanho de 20x25 cm).
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O processamento foi realizado em um gerador de plasma frio de descarga luminosa
modelo Venus PE-50 (ETCH, Estados Unidos) composto por um eletrodo horizontal (4,5"W x
6"D + 2,5"C), uma fonte de alimentacdo de 50 KHz, uma bomba de vacuo modelo 5CFM com 2
estagios diretos ¢ uma camara de aluminio (5,5°W x 7” D x 3,5”H). O equipamento ¢ ainda
equipado com valvulas de g&s computadorizadas altamente precisas e repetiveis para o controle
da taxa de fluxodo gas injetado. O sistema é totalmente automatizado e controlado pelo software
Plasma Etch, Inc. fornecido pelo fabricante. O gas utilizado foi o ar sintético e os parametros de

fluxo e tempo sdo apresentados na Tabela 3.

3.2.2.3 Luz Pulsada

No processamento por luz pulsada uma aliquota de 15 mL de suco (altura do filme
de 0,5 cm) foi colocada em placa de petri de vidro aberta a uma distancia de 11 cm da fonte de
luz para aplicagdo do pulso de luz. O parametro de processamento avaliado foi a intensidade de
luz de 0,0857 J/cm?, 0,6 J/cm2 e 0,9473 J/cm?2. Para o processamento foi utilizado o equipamento
Intense Pulsed UV R&D System modelo XeMatica-2L-SA da marca SteriBeam Systems (Figura
03)

3.2.3 Planejamento experimental

As condicdes de sonicacdo e aplicacdo do plasma frio foram estudadas através de um
delineamento experimental composto central (CCRD, 22), com 3 pontos centrais para otimizagao
das condicgdes dos processos Tabela 3.

A intensidade de energia ultrassdnica e os tempos de processamento foram de 75,34
a 373,93 W/cm? e 2 a 10 min, respectivamente. Para o plasma frio, as variaveis foram fluxos de
10 a 30 L/min e tempos de 5 a 15 min.

Para todos os tratamentos, a temperatura inicial do suco foi de 4 °C. As variaveis
dependentes foram: atividade enzimatica residual, concentragdo compostos fendlicos totais,
DPPH, ABTS, FRAP e antocianinas.
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Tabela 3 - Delineamento experimental para Ultrassom e Plasma

Ultrassom Plasma
Ensaio Poténcia Tempo Fluxo Tempo
(W/cm?) (min) (L/min) (min)
1 75,34 2 10 5
2 372,93 2 10 15
3 75,34 10 30 5
4 372,93 10 30 15
5 226,02 2 20 5
6 226,02 10 20 15
7 75,34 6 10 10
8 372,93 6 30 10
9(C) 226,02 6 20 10
10(C) 226,02 6 20 10
11(C) 226,02 6 20 10

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

3.2.4 Processamento térmico

Foram colocados 200 mL de amostra de suco de acai em um Becker de 500 mL em
banho-maria a 90 °C (SOLAB modelo 150/10) por 1 min e em seguida em banho de gelo para
interromper a transferéncia de calor (ODRIOZOLA-SERRANO; SOLIVA-FORTUNY;
MARTIN-BELLOSO, 2008).

3.2.5 Analise Estatistica

O planejamento experimental foi avaliado pelo software Statistica v. 10 (Statsoft). A
analise de variancia (ANOVA) e o Teste de Fisher determinaram a significancia do modelo
matematico com intervalo de confianga de 95%. Quando o modelo matemético ndo foi
significativo, os resultados foram analisados pelo teste de Tukey ao nivel de significancia de 5%.

Os resultados foram expressos em média + desvio padréo.
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3.2.6  Analises fisico-quimicas

3.2.6.1 Compostos fenolicos totais

A concentracdo de compostos fenolicos foi determinada seguindo o método de Folin-
Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927) com modificacdes de (ALMEIDA et al., 2015). A
analise foi realizada com uma mistura reacional de 10 pL da amostra de suco (1:10), 200 uL de
reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:10. A reagdo foi interrompida com 100 uL de carbonato
de sddio a 20% apds 3 min de reagdo. A absorbancia foi lida a 765 nm em espectrofotdmetro
Epoch ELISA. Uma curva padréo de acido galico foi feita para expressar os resultados em mg de

acido galico/L de suco.

3.2.6.2 Quantificacdo de antocianinas

A quantificacdo das antocianinas foi realizada de acordo com o método diferencial
de pH. Foram utilizados tampdes de cloreto de potassio 0,025 M pH 1,0 e acetato de sédio 0,4
M pH 4,5 para as extraces. A absorbancia foi medida a 520 e 700 nm. As antocianinas foram
expressas como cianidina-3-glicosideo. Utilizou-se um leitor de microplacas Epoch ELISA e as
amostras foram lidas em triplicata. A concentracdo de antocianinas expressa em equivalente a
cianidina-3-glicosideo foi calculada pela Equagdo 2. Este método é descrito em detalhes por
(LEE; DURST; WROLSTAD, 2015).

* * * 3
EC cyanidin — 3 — glucoside = A-PMAFD-0 2)

exL,
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Onde: A é absorbancia (Aszo-Azo0) pPH1,0 - (As20-Azo0) pH4,5; PM: massa molar de PM 449,2 g
/mol de cianidina-3-glucido; FD: fator de diluigdo; L: caminho 6ptico em cm; €: coeficiente de

extragdo molar 26900 Lcm™*mol™.

3.2.6.3 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do suco de acai foi determinada espectrofotometricamente
utilizando os métodos DPPH, ABTS e FRAP (BENZIE; STRAIN, 1996; BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; RE et al., 1999). O ensaio ABTS e DPPH foi realizado com as
modificacbes de ALMEIDA et al. (2015).

3.2.6.4 DPPH

O radical DPPH (0,06 mM, em alcool etilico) foi preparado no momento da analise.
O experimento foi conduzido com a mistura reacional de 45 ul de amostra diluida (1:10) e 1800
pL do radical DPPH. A leitura da absorbancia foi realizada apds 30 minutos de reagdo a 517
nmem Espectrofotdbmetro Thermo Fisher Scientific (modelo Evolution 201 - USA). Uma curva

padréo de trolox foi feita para expressar os resultados em uM trolox/mL de suco.

3.2.6.5 ABTS

O radical ABTS foi preparado 16 horas antes do ensaio. O radical foi diluido em
alcool etilico até atingir uma absorbancia de 0,700 (+ 0,050) a 734 nm. Uma aliquota de 15 uL
de suco de acai (1:10) foi misturada com 1500 pL de radial ABTS<+ e a absorbancia foi medida
ap0Os 6 minutos contra o branco (alcool etilico), utilizando o Espectrofotébmetro Thermo Fisher
Scientific (modelo Evolution 201, EUA). Trolox foi usado como o padrdo antioxidante. Os

resultados foram expressos em uM trolox/mL de suco.

3.2.6.6 FRAP

O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) baseia-se no poder
antioxidante da Reducdo de Ferro (RUFINO et al., 2007). Solucdes de cloreto férrico 20 mM,
tampéo acetato 300 mM pH 3,6 e TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil) -s-triazina 10 mM) em 40 mM HCI
foram preparadas. A solucdo de trabalho foi preparada na proporgéo de 10:1:1 (tampé&o acetato:
cloreto férrico: TPTZ). A mistura reacional consistiu em 15ul da amostra diluida 1:10 mais 285ul

da solucdo de trabalho FRAP.
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A absorbancia foi entdo lida a 593 nm no espectrofotdmetro Epoch ELISA ap6s 30
min. Uma curva padrdo de acido ascorbico foi construida para expressar os resultados em mM

de 4cido ascérbico.

3.2.6.7 Atividade enzimatica

Para a determinacdo da peroxidase (POD) e da polifenoloxidase (PPO), a extracao
enzimatica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por (WISSEMANN; LEE, 1980).
Foram utilizados 500 pL de suco de agai mais 500 puL de tampao fosfato de potassio (0,05 M pH
7,0) contendo 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP). A mistura foi centrifugada em centrifuga
Sigma® 6K15 (10,733 g por 30 min a 4 °C). O sobrenadante foi usado como fonte de enzima.

Os ensaios foram realizados com modificac6es de Fonteles et al., 2012,

3.2.6.8 Polifenoloxidase (PPO)

A determinacdo da atividade de polifenoloxidase foi realizada através da mistura
100 uL do extrato enzimatico mais 616 pL de tampdo fosfato 0,1 M pH 6,0 contendo Catecol 0,1
M. O ensaio foi incubado em banho-maria a 30 °C/30 min. Apds o tempo de incubagdo areacdo
foi interrompida com adicdo de 266 uL de acido perclérico 2N. Uma aliquota de 200 uL foi
transferida para uma microplaca e a absorbancia da amostra foi lida a 395 nm em

espectrofotdmetro ELISA Epoch.

3.2.6.9 Peroxidase (POD)

A atividade enzimatica da POD foi medida usando 50 pL de extrato enziméatico com
91,6 uL de tampao fosfato (sodio) - citrato (&cido citrico) (0,1 M pH 5) contendo 1% (v/v) de
guaiacol e 8,3 uL de peroxido de hidrogénio (H202) 3%. A mistura foi incubada a 30 °C durante
5 min. A rea¢ao foi interrompida com a adigdo de 16,6 ul de Bissulfito de sodio a 30% (p/v). A

leitura foi realizada em espectrofotometro (Epoch ELISA) a 470 nm.

3.2.6.10 Atividade residual (%)

Para o célculo da atividade residual foi considerado que uma unidade de atividade
enzimatica (1 UEA) foi definida como a quantidade de enzima que causa uma mudanca de 0,001
na absorbancia por minuto (FONTELES et al., 2012). As atividades residuais das enzimas PPO
e POD ap0s os tratamentos foram calculadas através da Equacéao 03.

A.R(%) =2+ 100 (3)
Ao



41

Onde A correspondem as atividades enzimaticas das amostras tratadas com 0s processamentos

nao térmicos e Ao amostra controle.
3.3 Resultados e discussdo

3.3.1 Ultrassom

Os resultados de compostos fenolicos totais, antocianinas, DPPH, ABTS, FRAP e
POD foram analisados pelo teste de Tukey (p < 0,05), pois de acordo com a ANOVA e o Teste
de F ndo houve significancia do modelo matemético a 95% de confianca. A atividade residual da
PPO foi avaliada pela superficie de resposta, dado que 0 modelo matematico foi significativo a

95% de confianca.

3.3.1.1 Compostos fendlicos totais e antocianinas

A Tabela 4 mostrou um aumento significativo na concentragdo de compostos
fendlicos do suco de acai processado por ultrassom, pricipalmente nos ensaios 2 (tempo: 2 min e
poténcia: 372,93 W/cm?) e 5 (tempo:2min e poténcia: 225 W/cm?2) que mostrou 35% e 27% a
mais na concentracdo em relacdo a amostra controle. Pode-se verificar que as potencias utilizadas
sdo altas, entretanto os tempos de tratamento sdo de 2 minutos para as duas amostras. Soria et al.,
(2010) afirmam que as variaveis de extracdo (tempo, temperatura e poténcia) influenciam na
extracdo de compostos bioativos como compostos fendlicos, antioxidantes e antocianinas o qual

apresenta alta correlacdo em seus teores.
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Tabela 4 - Efeito do processamento ultrassénico nos compostos antioxidantes fendlicos totais e

antocianinas

. CFT Antocianinas

Ensaio Tefnpo Potencia mg acido (mg de cianidina- 3-
(min)  (W/cm2)
galico/L) glucosideo/L

Controle - - 2268,05+ 89,10 184,68 + 3,49°
1 2 75,00 2643,05 + 29,26®° 147,39 + 11,95%
2 2 372,93 3079,16 + 25,00° 146,44 + 6,79
3 10 75,00 2729,16 + 87,00° 158,91 + 6,09™
4 10 372,93 2759,72 + 89,88 183,85 + 1,85
5 2 226 2881,94 + 25,45 155,91 + 4,66°
6 10 226 2620,83 + 86,60 168,26 + 4,01%
7 6 75,00 2131,94 + 114,96 184,41 + 3,41°
8 6 372,93 2509,72 + 114,96° 181,90 + 1,97¢
9 6 226 2662,50 + 16,66 180,01 + 2,36%
10 6 226 2668,05 + 75,61%° 153,29 + 3,25%
11 6 226 2690,27 + 12,72%¢ 142,21 + 5 50°

Valores: média + desvio padrdo. Valores com letras minusculas iguais indicam que as amostras

nédo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Resultados semelhantes foram encontrados por Ordéfiez-Santos et al. (2017) que

trataram suco de groselha com ultrassom (frequéncia 42 Hz/poténcia 190-210 W) por 40 min e
obtiveram cerca de 15% a mais na concentracdo dos compostos fendlicos em relacéo a controle.

Para as antocianinas (Tabela 4) foi observado nos ensaios 4,7,8 € 9 que ndo houve
diferenca significativa em relacdo ao controle, mostrando que ndo houve degradagdo das
antocianinas nessas amostras, porém houve reducdo para as demais amostras, onde a reducéo
méaxima chegou a aproximadamente 23%. Esses resultados estdo de acordo com Mohideen et al.,
(2015) que relataram que o teor de antocianinas de suco de mirtilo tratado com ultrassom
(frequénciade 20 kHz/ 40, 80 ou 100% amplitude/ 25 °C) ndo foram significativamente diferentes
em relacdo o controle. Medina-Meza et al., (2016) verificaram um efeito deletério de 33 e 44%
no teor de antocianinas em blends de puré de framboesa e mirtilo quando processado com
ultrassom (frequéncia 24 KHz/poténcia 400 W/20 min/25 °C).
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A intensidade cavitacional do processamento com ultrassom gera alta temperatura
local, pressdo e acdo mecéanica que induz a formacéo de radicais OH (hidroxila) e H>O2 (peroxido
de hidrogénio) através da sonolise da &gua levando a degradacdo de antocianinas (AHMAD;
LANGRISH, 2012; REZEK JAMBRAK et al., 2017). Antocianinas sdo altamente instaveis e
podem ser degradadas e perder suas propriedades bioativas durante o processamento por causa
de condicdes, como, pH, temperatura, luz, oxigénio e a presenca de enzimas e ions metalicos (LI
etal., 2017).

3.3.1.2 Atividade antioxidante

Foi observado um aumento na atividade antioxidante medida pelo método DPPH em
todas as amostras tratadas com o ultrassom, porém, os maiores valores foram verificados nas
amostras 2 (tempo:2 min e poténcia: 372,93 W/cm?2) e 10 (tempo: 6 min e poténcia: 266 W/cm?)
(Tabela 5). Resultados similares foram encontrados na literatura para amostras tratadas com
ultrassom. Bhat et al., (2011) também verificaram aumento na capacidade antioxidante pelo
método DPPH em suco de limdo kasturi tratado 30 min e 60 min a uma frequéncia 25 kHz e
poténcia de 70% a 20°C.

A porcentagem de inibicdo do radical DPPH para esses tratamentos foi de 43,81% e
50,93% respectivamente.

Tabela 5 - Efeito do processamento ultrassdnico nas atividades antioxidantes medida pelos
ensaios DPPH, ABTS e FRAP

Ensaio Tempo Poténcia DPPH (uM FRAP (mM de ABTS (UM
(min) (W/cm?)  Trolox/mL) acido ascorbico) Trolox/mL)

Controle - - 4764,00 + 383,14° 4,93 +0,01¢ 12360,00 + 200P

1 2 75,00 6110,66 + 179,20% 5,36 + 0,05° 10676,67 + 175,59
2 2 372,93  6810,66 +100,66° 5,39 +0,02° 9443,33 + 28,86°
3 10 75,00 6564,00 + 216,33% 6,20 + 0,01° 11126,67 + 256,58°
4 10 372,93  6590,66 +221,20* 5,67 + 0,012 11293,33 + 202,072
5 2 226 6117,33 +350,04® 5,83 +0,16% 11160,00 + 304,132
6 10 226 6610,66 + 275,92 5,36 + 0,01° 9010,00 * 180,27¢
7 6 75,00 6244,00 + 183,30% 4,73 + 0,05 11143,33 + 152,752
8 6 372,93  6577,33+548,57* 6,33 +0,05° 10276,67 + 332,91¢
9 6 226 5870,66 + 472,58 5,72 + 0,06® 12510,00 + 377,49°
10 6 226 6617,33 + 305,50 5,91 +0,16° 12460,00 + 300,00°
11 6 226 5857,33 + 167,72¢ 5,75+ 0,03%® 12660,00 + 229,12°
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Valores: média £ desvio padrdo. Valores com letras minusculas iguais indicam que as amostras
néo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Outro resultado semelhante foi o de Aadil et al., (2013) em toranja tratadas por 30,
60 e 90 min com frequéncias de 28 kHz, poténcia de 70% a 20 °C e obtiveram aumento cerca de
38%, 41% e 42% respectivamente na capacidade de varredura do radical DPPH. Esse aumento
da capacidade antioxidante pode ser atribuido ao aumento da concentracdo de compostos
fenolicos como resultado do rompimento da parede celular provocada pela cavitacdo durante a
sonicacdo. Os compostos fendlicos sdo um dos principais grupos responsaveis pela atividade
antioxidante em frutas e legumes (VAN ACKER et al., 1996). Os efeitos do processamento
ultrassdnico na concentracdo de compostos fendlicos do suco de acai podem ser observados na
Tabela 5.

E possivel observar essa relacdo também no ensaio FRAP (poder antioxidante de
reducdo de ferro) que se baseia na capacidade de compostos antioxidantes, como compostos
fendlicos, de reduzir Fe (3+) para Fe 2+) (BENZIE; STRAIN, 1996).

Nota-se uma diferenca significativa na amostra 8 e 3 que apresentaram acréscimo na
atividade antioxidante de 36% e 25% respectivamente em relacdo a amostra controle. Pérez-
Grijalva et al., (2018) também observaram aumento nos valores da atividade antioxidante medida
pelo método FRAP em amostra de suco de amora tratados com ultrassom (20 kHz/ poténcia de
750W/10min/20°C). Esse aumento foi observado em tempos de tratamentos mais longos, o que
também é observado nesse estudo (Tabela 5).

Os valores obtidos para a atividade antioxidante medida pelo método ABTS se
mostraram inferiores, com exce¢do das amostras 9, 10 e 11 que mantiveram a atividade
antioxidante comparada a amostra controle. Oliveira et al., (2018) observaram reducdo da
atividade antioxidante medida pelo método ABTS em suco de acai tratados s6 com ultrassom ou
ultrassom e 0z6nio. O suco tratado com intensidades ultrassonicas de 350 J/mL* e 700 J/mL*
mostraram reducéo de 14,34% e 16,69% respectivamente na atividade antioxidante. O aumento
na densidade de energia do ultrassom (700 J/mL™) e na concentragdo de gas 0zonio (5min) no
tratamento também mostrou uma reducdo significativa (39%) da atividade antioxidante. O
mesmo foi observado nesse estudo (ensaios 2 e 6).

Os valores obtidos para determinar a atividade antioxidante pelo método DPPH em
geral sdo mais baixos do que os valores obtidos pelo método ABTS devido uma maior
estabilidade (menor reatividade) do radical DPPH que é provavelmente mais seletivo que o
ABTS + em reacao aos doadores de hidrogénio (MARECEK et al., 2017; ROGINSKY; LISSI,

2005). Essa seletividade do DPPH esté relacionado a sua estrutura eletricamente neutra, enquanto
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0 ABTS * tem carga positiva e pode facilitar a reacdo com substancias que possuem afinidade
elétrica pelo radical. Outro fator é a posicdo do elétron ndo pareado, no ABTS * esta localizado
nas extremidades da molécula facilitando a liga¢do, enquanto que no DPPH « esta no centro da
molécula, que é mais dificil para moléculas com estruturas quimicas maiores reagir (SPAGNOL
et al., 2019). Além disso, o ABTS é soluvel tanto em agua e solventes orgénicos podendo, por
tanto ser usado para determinar compostos antioxidantes hidrofilicos e/ou hidrofobicos
(CASSANI et al., 2018).

Quanto ao método FRAP, este é possui o potencial redox comparavel ao do ABTS,
pois compostos semelhantes reagem nos ensaios TEAC (Capacidade Antioxidante Equivalente
Trolox) e FRAP. As condi¢des de reagdo diferem no pH. O TEAC é realizado em pH neutro e 0
ensaio FRAP ¢é realizado em pH acido (3,6) para manter a solubilidade do ferro. Assim, TEAC e
FRAP podem fornecer valores relativos comparaveis, mas os valores de FRAP séo geralmente
inferiores aos valores de TEAC para uma determinada série de compostos antioxidantes (PRIOR;
WU; SCHAICH, 2005).

3.3.1.3 Enzimas

Polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) sé&o as principais enzimas envolvidas no
processo de escurecimento. A PPO catalisa reagdes com compostos fenolicos que produzem
pigmentos marrons indesejaveis na presenca de oxigénio. Além disso, os produtos oxidativos de
fendlicos por PPO podem acelerar a degradacdo de antocianinas, perda de cor e reducdo da
atividade antioxidante (CAO et al., 2018).

Para a atividade enzimatica da POD ndo houve diferenca significativa entre as
amostras comparadas com o controle (2739,33+139,57 UAE/min) como 100% de atividade. Os
resultados obtidos para a polifenoloxidase foram avaliados pela superficie de resposta, dado que
0 modelo matematico foi significativo a 95% de confianca.

A atividade enziméatica da amostra controle foi de 139,889+7,04 UAE/min. O
diagrama de Pareto (Figura 8) mostrou que o tempo linear e quadratico exerceram efeito
significativo para a variavel dependente (atividade residual). Ou seja, para tempos lineares ouve
uma maior reducdo da atividade residual da polifenoloxidase enquanto, os efeitos quadraticos do

tempo foram negativos aumentando a atividade residual.
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Tabela 6 - Resultado da influéncia do tratamento ultrassdnico sobre a atividade enzimatica (PPO
e POD) do suco de agai

~ Tempo Poténcia AT (°C) Atividade Residual %

=nsaio (min) (Wicm2)  (Ttinassc -Tincez'c)y  PPO POD

1 2 75,00 1 77,59 + 4,62 95,26 + 5,99%°
2 2 372,93 2 68,93 + 4,96 100,31 + 5,78%
3 10 75,00 1 112,05 + 6,55 98,92 + 5,41%
4 10 372,93 12 83,28 + 6,48 107,47 + 8,36°
5 2 226 2 61,22 + 4,73 106,00 * 6,46%
6 10 226 10 123,03 + 5,08 99,28 + 4,04%
7 6 75,00 0 112,75 + 6,02 90,56 + 1,03°

8 6 372,93 8 115,29 + 6,75 101,22 +5,18%
9 6 226 7 106,12 + 4,94 101,92 + 3,84%
10 6 226 8 124,43 + 6,33 106,03 + 5,11%
11 6 226 7 120,14 + 5,14 106,41 + 7,50

Valores: média + desvio padrdo. Valores com letras minUsculas iguais indicam que as amostras
ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). AT: Variagdo de temperatura durante o

processamento.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O modelo de regressao obtido para predizer a atividade residual da polifenoloxidase

em funcdo das variaveis independentes encontra-se representado na Equacao 4.

A.RY%ppo =16.27+26.56*x- 1.67*x2+ 0.40*y- 0.003*y?- 0.03*xy (4)

Onde: A.R%ppo= Atividade residual da PPO;
x= Tempo (min);

y = Poténcia (W/cm?).
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Figura 8 - Diagrama de Pareto para o efeito do processamento de ultrassom sobre a atividade

residual da enzima polifenoloxidase

(1)tempa(min}{L)

tempo(min)(Q) }

(2)Poténcia(MWcmz L) -1.11914
1Lby2L t -, 7189848
Poténcia(VWcmz Q) -, 609175

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A anélise de variancia (ANOVA) para o0 modelo de regressao obtido € apresentada
na Tabela 7. De acordo com a tabela de ANOVA, o valor de F calculado foi superior ao F tabelado
(5,05) no intervalo de 95% de confianca, assim 0 modelo pode ser considerado estatisticamente

significativo para atividade enzimética da PPO de acordo com o teste F.

Tabela 7 - Anélise de variancia para atividade residual de polifenoloxidase (PPO)

Fonte de Soma Graus de Média

) ) ) ) Valor de F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 4551,17 5 910,23 5,6
Residuo 809,81 5 161,96
Total 5360,99 10

Coeficiente de
o 0,84
Determinacao

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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Através do grafico de superficie de resposta (Figura 2) é possivel observar um
aumento na atividade da polifenoloxidase (PPO) para tempos de processamento superiores a 6
min e uma reducdo da atividade no ensaio 5 (38,7%). O gréafico de superficie de resposta nos
mostra uma regido a ser evitada no processamento que sio potencias de 266 W/cm? por tempos
prolongados. Esse efeito do tempo na sonicacédo € visto no gréfico de Pareto (Figura 4), onde o
tempo quadrdtico mostrou uma resposta negativa, ou seja, quando o maior tempo de

processamento foi aplicado houve aumento a atividade residual da enzima.

No grafico de superficie de resposta (Figura 9) é possivel observar um aumento
maximo na atividade da polifenoloxidase (PPO) para tempos de processamento de 6 min e a
reducdo maxima da atividade no ensaio 5 (38,7%) Tabela 05. O gréfico de superficie de resposta
mostra uma regido critica para a maxima atividade residual no processamento que sdo poténcias
de 226 W/cm? durante 6 min (condicdes encontradas através da determinagio do ponto critico,
derivada igual a zero, da Equacéo (1).

E relatado na literatura que intensidades ultrassonicas mais baixas com tempos
prolongados tendem a aumentar o rompimento das paredes celulares devido a cavitagdo, como
resultado de rapidas mudancas nas pressées do liquido, facilitando assim, a liberacdo de seu
conteudo e colocando em contato enzimas livres com substrato, como, compostos fendlicos
(ESCARPA; GONZALEZ, 2001; O’'DONNELL et al., 2010). Mason et al., (1996) afirma que o
poder ultrassénico pode aumentar a atividade de enzimas, porém se a intensidade for muito alta,
as enzimas podem ser desnaturadas.

Jesus et al., (2018) observaram um aumento na atividade da PPO em polpa de acai
tratado com alta pressdo hidrostatica (500 MPa/5 min, 600 MPa/5 min, 400 MPa/15 min e 600
MPa/15 min, a 25 °C) e processamento térmico (85°C /1 min).

A POD mostrou termoresisténcia e baroresisténcia em ambas as condi¢Ges do
processo, mesmo com a combinacao de alta pressao e temperatura.

Cao et. al., (2018) observaram termoresisténcia para PPO em suco de bayberry
(Myrica cerifera) tratados com ultrassom (20 kHz/600 W/20%, 40%, 60%, 80% e 100%/tempo
de 1-12 min) e ultrassom com controle de temperatura (banho de gelo). Os resultados mostraram
que foi necessario um maior poder ultrassénico para inativar a PPO a baixa temperatura. Para a
POD a atividade residual se mostrou menor nas amostras tratadas com maior intensidade no

ultrassom sem controle de temperatura.
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Figura 9 - Gréfico de superficie de resposta para o efeito do processamento por ultrassom sobre
atividade residual do suco de acai

A.R% PPO

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Terefe et al., (2010) analisaram a estabilidade de PPO e POD em relagdo a altas
pressdes (100 a 690 Mpa) combinadas com variacdo de temperaturas (24 a 90 °C) em puré de
morango. O maximo de inativacdo para a PPO so foi observado depois de condi¢cdes mais
intensas (690 MPa, 90 °C). Ao contrario da PPO a POD se mostrou mais sensivel as condi¢Ges
dos tratamentos tendo sua inativacdo quase completa apds 5 min de tratamento a 90 °C,
independente da condicdo de pressdo. E observado em todos estes estudos que foi necessario a
combinacdo de calor com processamentos ndo térmicos para haver uma maior inativacdo das
enzimas estudadas, porém, a associacdo desses processos proporcionou a utilizacdo de
temperaturas menores do gque as convencionais de tratamento térmico.

Enzimas enddgenas como a PPO e POD sdo geralmente inativados por tratamentos
térmicos, que exigem uma grande quantidade de energia. E relatado na literatura que o ultrasssom
sozinho com temperaturas inferiores a 50 °C ndo é eficaz na inativagdo destas enzimas (BUTZ;
TAUSCHER, 2002; TIWARI et al., 2009). Um efeito combinado entre calor e os danos
mecanicos (despolimerizacdo, mudanga na conformacdo de estrutura terciaria) causados pelo
ultrassom podem inativa-las (AADIL et al., 2015; ANAYA-ESPARZA et al., 2017).
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3.3.2 Plasma

Os resultados de compostos fenolicos totais, antocianinas, ABTS, FRAP e PPO foram
analisados pelo teste de Tukey (p < 0,05), pois de acordo com a ANOVA e o Teste de F ndo
houve significancia do modelo matematico a 95% de confianca. A atividade residual da POD foi
avaliada pela superficie de resposta, dado que o modelo matematico foi significativo a 95% de

confianca.

3.3.2.1 Compostos fendlicos totais e antocianinas

Os resultados de compostos fendlicos totais e antocianinas apds os tratamentos por
plasma frio estdo apresentados na Tabela 6. Foi observado um aumento dos compostos fenélicos
totais em todos 0s ensaios, porém o ensaio 6 (tempo 15 min e fluxo de 20L/min) (Tabela 6)
apresentou aumento superior a 100% na concentracdo de fendlicos. Para as antocianinas
verificou-se uma baixa reducdo nas amostras processadas em rela¢do a amostra controle, onde o
méaximo reduzido foi de 12%, com excecdo do ensaio 6 que aumentou 21% na concentragao.

Rodriguez et al., (2017) também observaram incremento superior a 100% de
compostos fendlicos em suco de caju processado por plasma frio (gas: N2/15 min/50 mL/min).
Herceg et al., (2016) relataram concentragdes aumentadas dos compostos fendlicos (acido
elagico, acido clorogénico, acido ferulico, catequina e punicalagina) em suco de roma tratados
com plasma frio. Sarangapani et al., (2017) além de observarem aumento dos compostos
fendlicos totais de mirtilo apds 1 min de tratamento, também observaram reducéo significativa
das antocianinas com tratamentos prolongados (80 kV/5 min) com plasma frio no nivel de

voltagem mais alto.



51

Tabela 8 - Efeito do processamento por plasma frio nos compostos antioxidantes: fendlicos totais

e antocianinas

CFT Antocianinas
_ Tempo Fluxo o o
Ensaio _ ) (mg acido % (mg cianidina-3- %
(min)  (L/min)

galico/L) glucosideo/L
Controle - - 405,20+25,25¢ - 122,9942,52° -
1 5 10 690,62+48,81¢ 70,43 107,98+2,722 -12,21*
2 15 10 609,37+66,14% 50,29 113,01+2,76% -8,11*
3 5 30 580,20+29,53%¢0 43,20 117,56+3,94% -4,41%
4 15 30 598,95+37,67% 47,58 113,68+4,05% -7,56*
5 5 20 636,45+47,73% 56,95 112,9245,61% -8,18*
6 15 20 1384,37+43,759 241,65  149,17+9,95° 21,28
7 10 10 846,87 +61,55' 108,78  108,16x1,442 -12,05*
8 10 30 546,87+33,072 34,96 115,55+0,81% -6,04*
9 10 20 467,70+18,04% 15,42 113,4142,72% -7,78*
10 10 20 492,70+26,0220* 21,59 110,25+2,572 -10,35*
11 10 20 496,87+27,242° 22,62 113,0142,24% -8,11*

Valores sdo média £ desvio. Valores com letras minusculas iguais indicam que as amostras ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). *Valores negativos representam reducdo na
concentragdo do composto.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Na geracdo de plasma frio sdo criadas espécies quimicamente reativas que possuem
energia elétrica suficiente para causar a peroxidacdo de lipidios, induzir reacdes quimicas e
aumentar a degradacdo da membrana proporcionando um aumento da taxa de transferéncia de
massa o que pode explicar o aumento na concentracao de fendlicos do suco de acai pos tratamento
com plasma frio (HERCEG et al., 2016b; RAMAZZINA et al., 2015).

As antocianinas séo flavonodides fendlicos localizados no vacuolo celular e com a
ruptura parcial ou total ocorre a liberacdo de substancias intracelulares em ambientes
extracelulares (BURSAC KOVACEVIC et al., 2016a). E possivel observar na Tabela 9 que 0
ensaio 6 (tempo 15 min e fluxo de 20L/ min) mostrou ser o melhor pardmetro para a extracao de

compostos bioativos como compostos fendlicos e antocianinas.
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Alguns autores relatam degradacdo de antocianinas com o processamento térmico
(MERCALLI et al., 2013; PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009; YOU et al.,

2018). A estabilidade das antocianinas ndo esta associada somente a temperaturas altas, mas
também as propriedades intrinsecas da matriz alimentar e as caracteristicas do processo. Diante

do exposto, as tecnologias ndo térmicas como o plasma podem ser uma alternativa na

conservacao de compostos bioativos como fendlicos e antocianinas.

3.3.2.2 Atividade antioxidante

Tabela 9 - Efeito do processamento plasma frio nas atividades antioxidantes medida pelos ensaios
DPPH, ABTS e FRAP

FRAP
Ensaio TeTnpO Fquo. DPPH ABTS (MM de acido
(min)  (L//min) (uM Trolox/mL) (UM Trolox/mL) _

ascorbico)
Controle - - 2395,00 + 152,06 13543,33 + 301,38% 6,56 £ 0,06%
1 5 10 2703,33 + 166,45 8260,00 + 200,00° 4,99 £ 0,08°
2 15 10 3153,33 + 162,66 8343,33 + 381,88° 5,68 +0,11¢
3 5 30 2320 + 139,19 13126,67 + 550,75%¢ 7,56 + 0,12
4 15 30 3120 + 50,00 8760 + 626,49° 5,50 + 0,07°
5 5 20 3503,33 + 280,99 12076,67 + 275,3785¢ 5,47 +0,04°
6 15 20 3220 + 139,19 14043,33 + 202,07% 8,12 £ 0,089
7 10 10 2103,33 + 137,68 13343,33 + 700,59% 5,87 £0,03°
8 10 30 2386,66 + 152,75 11143,33 + 464,57° 5,55 + 0,02°
9 10 20 2036,66 + 125,83 12760,00 + 360,55 6,64 £ 0,02°
10 10 20 961,66 + 14,43 14043,33 + 275,37% 6,64 £ 0,04?
11 10 20 1720 + 75,009 15226,67 + 301,38¢ 6,49 £ 0,04?

Valores sdo média £ desvio. Valores com letras minusculas iguais indicam que as amostras ndo
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O grafico de Pareto (Figura 10) mostra os efeitos das variaveis independentes nas
respostas estudadas. Observou-se que o tempo quadratico exerceu efeito significativo positivo
para a variavel resposta (DPPH), onde a aplicacdo do plasma por tempo mais prolongado (15

min) resultou em um maior poder antioxidante para o suco de agai expresso em UM Trolox/mL.
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Figura 10 - Diagrama de Pareto para o efeito do processamento de plasma frio sobre a atividade

antioxidante pelo método DPPH

Temp(min)(Q) |
(1)Temp(min)(L) | 9904982
Fluxo(L/min)(Q) | -,394227

(2)Fluxo(L/min)(L) | - 13662

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O modelo de regressao obtido para predizer a atividade antioxidante pelo método
DPPH em funcéo das varidveis independentes encontra-se representado na Equacdo 5. O valor
de F calculado 4,51 para a Eq. (5) foi maior que o valor F tabelado 3,18 e o coeficientes de

correlagdo R? = 0,75.

DPPH= 5450,55-782,16*x+40,71*x2+37,25*y- 0.98*y? (5)
Onde: DPPH = Concentracédo do radical DPPH;
x= Tempo (min);

y = Poténcia (W/cm?).

De acordo com atabela de ANOVA, o valor de F calculado foi superior ao F tabelado
(3,18) no intervalo de 90% de confiancga, assim 0 modelo pode ser considerado estatisticamente
significativo para atividade antioxidante estabelecida pelo DPPH de acordo com o teste F. A

analise de variancia (ANOVA) para o modelo de regressao obtido é apresentada na Tabela 10.
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Tabela 10 - Analise de variancia para atividade residual de peroxidase (POD)

Fonte de Soma Graus de Média

. - . " Valor de F
Variagao Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 2865,38 4 716,34 4,51
Residuo 952459 6 158743,09
Total 3817841 10

Coeficiente de
o 0,75
determinacéo

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A Figura 11, superficie de resposta, mostrou uma tendéncia ao aumento da atividade
antioxidante pelo método DPPH quando a amostra foi submetida ao aumento do tempo de
exposicao (15 min) independente do fluxo aplicado.

Esse comportamento pode ser associado aos compostos fenolicos e antocianinas, Van
Acker et al., (1996) afirmam que os compostos fendlicos sdo um dos principais grupos
responsaveis pela atividade antioxidante em frutas e legumes. Quando o suco foi submetido a
taxas de fluxo 20 L/min por 15 min houve o aumento desses compostos (Tabela 11). O mesmo
pode ser observado para o FRAP que apresentou aumento de 23% na atividade antioxidante e o
ABTS um acréscimo de 3% em relacdo as amostras controle (Tabela 11).

Rodriguez et al., (2017) observaram aumento da atividade antioxidante (DPPH,
ABTS e FRAP) em suco de caju tratado com plasma frio indireto (10, 30 e 50 mL/min) por
tempos de 5, 10 e 15 min. Para esses trés métodos de determinacédo foi observado um aumento
rapido nos primeiros 5 min a uma taxa de fluxo de 10 mL/min. Neste trabalho o comportamento
da atividade antioxidante se assemelha ao comportamento observado para vitamina C, que pode

ser o fator que determina a atividade antioxidante a esta taxa de fluxo.
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Figura 11 - Gréfico de superficie de resposta para atividade antioxidante DPPH ap06s
processamento por plasma frio do suco de agai
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Paixdo et al., (2019) relataram aumento (50-60%) da atividade antioxidante (DPPH)
quando os primeiros 10 min a uma taxa de fluxo de gas entre 10 e 20 mL/min foram aplicados.
Valores semelhantes séo observados nesse estudo, onde o ensaio 5 (5min — 20 L/min) obteve um
aumento na atividade antioxidante de até 46%. Muitos estudos relatam ndo haver efeito
significativo na atividade antioxidante ou reducédo da atividade antioxidante em outras matrizes
alimentares (ALMEIDA et al., 2015; FERNANDES; SANTOS; RODRIGUES, 2018;
PASQUALLI et al., 2016; RAMAZZINA et al., 2015). Esses resultados divergem dos valores
encontrados para o suco de acai que apresentou aumento de até 34% da atividade antioxidante
determinada pelo método DPPH.

3.3.2.3 Enzimas

Foram avaliadas as atividades das enzimas polifenoloxidase (PPO) e Peroxidase
(POD) no suco de acai processado por plasma. Os resultados obtidos estdo representados na
Tabela 11. O teste de Tukey foi utilizado para analisar os resultados da polifenoloxidase, pois a
analise de variancia e o Teste de Fisher mostraram que 0 modelo matematico ndo foi significativo
a 90% de confianca.
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A maxima inativacdo para polifenoloxidase foi observada no ensaio 9 (10 min-20
L/min) que apresentou atividade residual de 90,21%. Os valores obtidos para atividade residual
nesse trabalho sd@o maiores do que os valores encontrados por Tappi et al., (2017) que tratou
magas minimamente processadas de diferentes cultivares por plasma frio. Os valores encontrados
para atividade residual da PPO foi de 50 e 10% para a maca Fuji apos respectivamente 30 min e
60 min de tratamento.

A enzima PPO encontra-se nas células vegetais na sua forma latente e é ativada
quando entra em contato com o seu substrato fenolico, e promove as reacdes de oxidacao
caracteristicas. A inativacdo observada no ensaio 9 pode ter sido ocasionada por mudangas na
estrutura da enzima. Estudos sugerem que a redugdo simultanea da estrutura a-hélice e aumento
do conteddo da folha-a sdo possiveis mecanismos de inativacdo para PPO e POD. Tais mudancas
na estrutura podem ser desencadeadas por espécies reativas, fétons UV e os dxidos de nitrogénio
(MISRA et al., 2016b; SUROWSKY et al., 2013).

Tabela 11 - Atividades residuais das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) de suco

de acai processados por plasma frio

Tempo Fluxo Atividade Residual %

Ensaio

(min)  (L//min) PPO POD
1 5 10 97,45 + 2,56 84,63 + 6,63
2 15 10 102,59 + 0,82° 89,38 + 0,85
3 5 30 92,12 +0,97° 55,44 + 4,61
4 15 30 100,27 + 1,06® 77,95 + 5,62
5 5 20 99,32 +0,23® 82,30 + 5,60
6 15 20 110,71 + 1,10° 138,73 + 7,82
7 10 10 99,35 + 1,87 80,82 + 6,6
8 10 30 99,96 + 1,622 62,67 + 4,67
9 10 20 90,21 + 0,76° 128,21 +9,92
10 10 20 92,11 + 2,39° 80,75 + 6,51
11 10 20 94,44 + 1,10 91,68 + 7,14

Valores s@o média £ desvio. Valores com letras mindsculas iguais indicam que as amostras nao

diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Quando o suco de agai foi exposto a fluxos mais elevados (20 e 30 L/min) com

tempos de 5 e 10 min os valores de atividade enzimatica reduziram em torno de 10%. A aplicagéo



57

de fluxos mais elevados por tempos mais baixos seria uma abordagem interessante para a reducao

da atividade dessa enzima.

He-Ping Li et al., (2011) observaram que atividade da lipase pode ser aumentada
significativamente apds tratamento por jato de plasma (gés hélio — 10 L/min). O mesmo pode ser
observado neste estudo, onde o ensaio 6 (15 min-20 L/min) apresentou atividade residual superior
a 100%. O aumento da atividade residual da enzima polifenoloxidase pode estar relacionado a
presenca de isoenzimas e 0 aumento da concentragdo de compostos fendlicos quando o tempo
foi elevado a 15 min (Tabela 11). Diferencas estruturais na enzima PPO podem conferir
resisténcia aos tratamentos por plasma.

Os resultados obtidos para a peroxidase foram avaliados pela superficie de resposta,
dado que o modelo matematico foi significativo a 90% de confianca. A atividade enzimatica da
amostra controle foi de 43,00 + 2,02 UAE/min.

Para a peroxidase o grafico de Pareto (Figura 12) mostra os efeitos do tempo e fluxo
nas respostas avaliadas. O tempo linear e o fluxo quadratico exerceram efeito significativo
(p=0,1) para a variavel dependente (atividade residual). Ou seja, tempo de exposi¢do maisbaixo
(5min) com fluxo de gas elevado (30 L/min) mostrou uma reducédo de aproximadamente 45% da

atividade da enzima.

Figura 12 - Diagrama de Pareto para o efeito do processamento de plasma frio sobre a atividade

residual da enzima peroxidase

Fluxo(L/min)(Q) } --3,1622 ]

(1) Temp(min)(L) - 2,695946

(2)Fluxo(L/min)(L) } 1.89333

Temp(min){Q) | 1, 707126

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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O modelo de regresséo obtido para predizer a atividade residual da peroxidase em
funcdo das variaveis independentes encontra-se representado na Equacdo 6. O valor de F
calculado 5,41 para a Eq. (6) foi maior que o valor F tabelado 3,18 e o coeficiente de correlacdo
R?=0,78.

A.R%pop= 36,62- 8,08*x + 0.54*x? + 9,09*y - 0.25*y? (6)
Onde: A.R%pop = Atividade residual da POD
;X= Tempo (min);
y= Fluxo

A analise de variancia (ANOVA) para o0 modelo de regressdo obtido é apresentada
na Tabela 12. De acordo com a tabela de ANOVA, o valor de F calculado foi superior ao F
tabelado (3,18) no intervalo de 90% de confianga, assim o modelo pode ser considerado

estatisticamente de acordo com o teste F.

Tabela 12 - Andlise de variancia para atividade residual de peroxidase (POD)

Fonte de Soma Graus de Média

o . ) - Valor de F
Variagéo Quadratica Liberdade Quadratica
Regressao 3477,71 5 695,54 541
Residuo 963,54 5 7,64
Total 4441,25 10
Coeficiente  de

0,78

Determinacéo

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A superficie de resposta (Figura 13) para a variavel POD apresentou ponto de sela.
A analise do ponto critico derivada da equacdo 06 mostrou que nao existe um unico ponto 6timo,
mas sim, duas regibes Otima a inativacdo enzimatica. O grafico mostra que condi¢bes
experimentais com fluxos superiores a 20 L/min e fluxos inferiores a 12 L/min com tempos
inferiores a 10 minutos seria interessante para a busca de uma regido otimizada para 0 processo.

De acordo com as duas regides mostradas no grafico de superficie de resposta (Figura
13) quando o maior fluxo de gas foi aplicado (30 L/min); independente do tempo de

processamento foi observado um aumento seguido de reducéo na atividade enzimaticas da POD.
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As espécies reativas de nitrogénio possuem uma contribuicdo significativa na
degradacéo de compostos organicos, a oxidacdo de um unico aminoécido em uma proteina pode
afetar significativamente sua funcédo levando a perda da sua atividade.

Enzimas como a fenol peroxidase e peroxidase de ascorbato (APX) sdo enzimas
oxidantes que combatem os radicais livres (PUAC et al., 2017; TAPPI et al., 2017). A enzima
APX ndo foi realizada nesse trabalho, uma vez que o acai ndo é fonte de &cido ascorbico. Diante
do exposto a densidade de espécies reativas no plasma pode ter contribuido para o aumento ou
reducdo da atividade enzimatica. Existem varidveis que devem ser avaliadas para o0 processo de
desnaturacdo de enzimas, como diferencas entre enzimas, condi¢Ges de tratamento, meios

enzimaticos utilizados, fonte de plasma e o volume tratado.

Figura 13 - Gréfico de superficie de resposta para o efeito do processamento por plasma frio sobre

atividade residual da POD no suco de agai
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

3.3.3 Luz pulsada

3.3.3.1 Compostos fendlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos totais e atividade antioxidante foram avaliados telo teste de
Tukey (p=0,05). A tabela 13 mostra os valores obtidos.
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O contetdo fendlico total do suco de acai ndo apresentou diferenca significativa (p
0,05) entre as amostras submetidas a diferentes condi¢es de processamento. O mesmo foi
observado em Mangas “Kent” minimamente processadas (AGUILO-AGUAYO et al., 2013),
meldes cantaloupe minimamente processados (PEI CHEN et al., 2016) e morangos minimamente
processados (AVALOS-LLANO; MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-FORTUNY, 2018). Entfo,
sendo a luz pulsada um tratamento superficial e o conteudo fendlico encontra-se em vacuolos,
estes estdo protegidos. O que pode ser avaliado para o suco de acai é que as intensidades de luz
aplicadas ndo foram suficientes para as reacdes fotoquimicas acontecerem e mostrar influéncia

no contelido fenodlico total.

O trabalho realizado por Kwaw et al., (2018) em suco de amora fermentado também
ndo mostrou valores significativos em relacdo a amostra controle, mesmo as intensidades de luz
sendo maiores (1.213 Jem ™ ?/pulso) do que as aplicadas no acai. Karaoglan et al., (2019)

avaliaram a cinética de degradacdo de antocianinas no suco de nabo fermentado também n&o

observaram nenhuma tendéncia ao aumento de compostos fendlicos.

Com relagdo a antocianinas foi observado um aumento maximo de 31% no ensaio 3
(0,9473 J/cm?) tabela 12. Em um estudo realizado por Karaoglan et al., 2019 que estudaram
cinética de degradacdo da antocianina e as alterages fisico-quimicas no suco fermentado de nabo
exposto a luz ultravioleta pulsada (0.77 a 19.71 J/cm?) com distancias da amostra para fonte de
luz de 5, 8 e 13 cm por tempos de 5, 15, 30,45 e 60s. No entanto, 0s maiores niveis de antocianina
monomeérica foram detectados a 13 cm, que é a maior distancia utilizada nesse estudo.

As distancias da fonte de luz utilizada para o suco de acai foram de 11 cm em todos
os tratamentos. E verificado que a distancia da fonte de luz desempenha um papel importante na
manuten¢do/aumento de compostos como as antocianinas. quanto mais distante da fonte de luz
menor é a degradagdo das antocianinas, mesmo com o aumento da intensidade, pois a absor¢do
de luz é menor.

Em relagdo a atividade antioxidante pode-se observar aumento em todos ensaios
quando aplicado intensidades de 0,6 J/cm? para o0 ABTS e 0,9473 J/cm? para 0 DPPH e FRAP.
Esses valores estdo de acordo com o aumento observado nas antocianinas, pois compostos

fenodlicos e antocianinas desempenham papel antioxidante.



Tabela 13 - Valores obtidos para as concentragdes dos compostos bioativos e atividade antioxidante do suco de agai pés processamento por luz pulsada

Ensaio  Intensidade CFT (mg acido Antocianinas DPPH (UM ABTS (MM FRAP (mM
de galico/L) (mg cianidina- Trolox/mL) Trolox/mL) acido
Luz(J/cm?) 3-glucosideo/L) ascorbico)

C - 2179,16 £97,652 95,46 + 7,96° 5870,66 +251,66% 10643,33+375,27°¢ 4,46 + 0,09

1 0,0857 2418,05 + 94,64° 106,20 + 9,0 5650,66 + 172,43° 4893,33 + 225,462 4,10 £0,17°

2 0,600 2312,50 +45,892 119,73 £ 8,14% 6277,33 + 141,89° 11993 + 650,644 4,46 +0,18°

3 0,9473 2248,61 + 186,1% 124,74 + 5,50° 6344 + 202,972 7360,00 + 708,87° 5,59 £ 0,32°

Valores sdo meédia + desvio. Valores com letras mindsculas iguais indicam que as amostras ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). Ensaio C:

controle
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

60
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3.3.3.2 Atividade enzimatica

A atividade das enzimas PPO e POD foram avaliados pelo teste de Tukey a nivel de
confianca de 95% (p=0,05). A Tabela 14 mostra os valores da atividade residual dessas enzimas.

Tabela 14 - Valores obtidos para atividades enzimaticas das enzimas PPO e POD do suco de acai

pos processamento por luz pulsada

_ Intensidade de Luz Atividade Residual %
Ensaio
(J/cm?) PPO POD
C - - -
1 0,0857 84,32+4,37° 96,45+0,70P
2 0,600 77,71+1,9128 77,20+2,052
3 0,9473 103,88+4,13° 75,08+1,05?

Valores sdo média + desvio. Valores com letras mindsculas iguais indicam que as amostras néo

diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Para a atividade residual da enzima PPO foi observado uma reducdo no ensaio 2
(22,3%) e incremento no ensaio 3. A POD mostrou uma maior reducao nos ensaios 2 e 3, porém
ndo houve diferenca significativa entre os ensaios. A reducao foi de aproximadamente 25%.

Em um estudo realizado por Manzocco et al., (2013) para avaliar o efeito da luz
pulsada na atividade da PPO foi verificado que esta enzima pode ser facilmente desnaturada pela
luz pulsada, porém a concentracdo dessa enzima no meio ird determinar a taxa de desnaturacao.
No trabalho citado trabalho quando foram utilizadas concentra¢fes maiores de enzimas (15, 26
ou 46 U) foi necessaria uma fluéncia superior a 0,30 Jem para uma reducéo de 50% na atividade
da PPO. Além disso o autor relata que efeitos locais de sombreamento ocasionados por moléculas
na superficie da amostra podem evitar os efeitos dos fotons de luz nas enzimas mais internas.

Esse efeito de sombreamento e a concentragdo de enzimas PPO no suco de acai
podem ter sido os fatores relevantes para a baixa desnaturagdo desta enzima. O suco de acai
possui muitas particulas em suspensdo podendo ocasionar esse efeito de sombreamento e impedir
gue os fdtons interajam com a estrutura da enzima e a modifique-a, perdendo assim, sua
atividade. A concentracdo de enzimas PPO na amostra controle foi de 29,22 UAE/min e a

maxima reduc&o foi obtida no ensaio 2 (0,6 J/cm?).
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Esse valor de fluéncia utilizado neste ensaio € duas vezes maior do que o trabalho de
Manzocco et al., (2013) e a redugdo méaxima ndo chegou a 50%, podendo ser explicado pelo efeito

de sombreamento.

Paraa enzima POD é observado decréscimo na atividade residual da enzima a medida
que aumenta a intensidade de luz aplicada. Em um trabalho realizado por Pellicer et al., (2017)
em POD de rabano, a inativacio de 95% da atividade requer 128 Jcm nas condi¢Oes do ensaio
realizado, em ambos os estudos (MANZOCCO; PANOZZO; NICOLI, 2013; PELLICER;
GOMEZ-LOPEZ, 2017). Embora as concentracdes de POD sejam maiores que de PPO no suco
de acai (amostra controle: 3255,33+36,46) € observado reducdo da atividade residual a medida
que a intensidade de luz aumenta. Como a concentracdo de POD no acai, requer uma maior
intensidade de luz, isso sugere o efeito de aglomeracdo citado por Manzocco et al., (2013), onde
uma alta concentracdo pode gerar o efeito de aglomeracdo conferindo uma maior
fotoestabilidade. Nesse sentido é necessario além da aplicacdo de uma maior intensidade de luz,

utilizar um método para uma maior homogeneizacao do suco de acai.
3.3.4 Processamento térmico

3.3.4.1 Compostos fendlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante

Os compostos fendlicos totais, antocianinas e atividade antioxidante foram avaliados
telo teste de Tukey (p=0,05). A Tabela 15 mostra os valores obtidos.

Foi observado um aumento (40%) na concentracdo de compostos fendlicos pelo
tratamento térmico. Nesse caso o tempo de processamento é de extrema importancia, ja que altas
temperaturas por tempos prolongados podem degradar compostos bioativos. O aumento dos
compostos fenolicos para o suco de acai tratado a 90°C/1 min pode ser atribuido ao baixo tempo
de processamento onde a taxa de liberacdo de compostos fendlicos das células em suas formas
aglomeradas superou a taxa de degradacdo (CHEN; YU; RUPASINGHE, 2013).

O mesmo pode ser observado no estudo de Mehta et al., (2019) onde a pasteurizacéo
(80°C/2 min) reteve a concentragdo de compostos fenolicos totais (180 pg acido galico/ ml) em

bebida a base de tomate.
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Tabela 15 - Valores obtidos para compostos fendlicos totais, antocianinas e atividade

antioxidante do suco de acai pds processamento termico

. Antocianinas FRAP(MM
CFT (mg acido o DPPH (UM ABTS (uM o
. (mg cianidina - de  &cido
galico/L) ] Trolox/mL) Trolox/mL) o
3-Glucosideo/L) ascorbico)
Processamento
térmico 1945,83+58,00* 123,18+3,42° 2897+37,7°  3376+94,28  2,44+0,05°
(90°C/1min
Controle 1384,72+48,00° 140,10+0,60° 2290+117%  3593+202*  1,67+0,12°

Valores sdo média + desvio. Valores com letras mindsculas iguais indicam que as amostras ndo

diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05).
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Para as antocianinas (Tabela 15) houve degradacdo (13%) em relagdo a amostra
controle. Processos mecanicos convencionais rompem a parede celular e facilitam a liberagéo de
polifendis, mas também aceleram a degradacdo por meio de oxidacdo devido a liberacdo de
enzimas polifenoloxidase e peroxidase (LI et al., 2017).

Alguns autores relatam degradacdo de antocianinas com o processamento térmico
(MERCALI et al., 2013; PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009; YOU et al.,
2018), no entanto a estabilidade das antocianinas ndo esta associada somente a temperatura, mas
as propriedades intrinsecas da matriz alimentar e as caracteristicas do processo. Condicdes de
processamento como a temperatura explica o resultado para o processamento térmico que reduziu
a concentracdo de antocianinas (13%) em relagdo a controle. Antocianinas sdo sensiveis a
temperaturas acima de 70°C (LI et al., 2017).

O aumento dos compostos fendlicos influéncia diretamente a atividade antioxidante.
Os métodos de analise DPPH e FRAP mostraram aumento de 26,5% e 46% respectivamente
(Tabela 15). O método ABTS ndo mostrou diferenca significante em relacdo a amostra controle.

O trabalho realizado por Mlcek et al., (2016) em diferentes bebidas vegetais
processadas por deferentes metodologias (alta pressdo e pasteurizagdo) mostrou diminuicdo da
concentracdo de compostos fendlicos e consequentemente da atividade antioxidante total quando

tratados termicamente, no entanto a capacidade antioxidante aumentou em suco de cenoura.
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3.3.4.2 Atividade enzimatica

Atividade enzimética da polifenoloxidase e peroxidase do suco de acai foram
avaliados telo teste de Tukey (p=0,05). A Tabela 16 mostra os valores obtidos pos

processamento.

Tabela 16 - Atividades das enzimas PPO e POD

UAE/min*

PPO POD
Processamento térmico 120,22+8,67% 1990+£35,55?
(90°C/1min)
Controle 112,33+9,612 3786+132,18°

Valores sdo média £ desvio. Valores com letras mindsculas iguais indicam que as amostras nao
diferem entre si pelo Teste de Tukey (p < 0,05). *UAE/min: Unidade de atividade enzimatica
por minuto.

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A atividade residual da PPO apds o tratamento térmico (90°C/1min) ndo houve
diferenca significativa entre as amostras. O tratamento térmico no suco de acai pode ter
ocasionado a liberacéo de polifenoloxidase ligadas a membrana aumentando, assim, a atividade
enzimética. Essas PPOs latentes podem ser ativadas através de mudancgas conformacionais
sofridas pelo calor e liberadas das membranas apds os danos sofridos (KARSTEN; HASTES;
STRELITZIA, 2009). Embora alguns estudos relatem a sensibilidade da PPO em diferentes
matrizes alimentares (VERHAEGHE et al., 2016; ZHOU et al., 2017) a PPO em suco de acai se
mostrou resistente ao tratamento termico.

Para a POD houve reducéo na atividade em 48% no tratamento térmico o que esté de
acordo com Terefe et al., (2017) que estudaram a cinética de inativacdo (46 a 80°C) da POD e
confirmaram a sensibilidade da enzima para o tratamento téermico. Foi verificado também nesse
estudo a presenca de mais de duas isoenzimas POD com diferentes graus de estabilidade para o
tratamento térmico. Tao et al., (2018) estudaram a cinética de inativagdo (65 a 85°C) da POD em
jaca e observaram ser mais resistente ao calor do que a PPO. Isso sugere que pode haver mais de
um tipo de POD no suco de acgai com diferentes graus de estabilidade térmica. O que pode

explicar tambem a resisténcia ao tratamento com ultrassom.
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PPO e POD existem em diversas isoformas, podem diferir em massa molecular,
temperatura 6tima, pH 6timo, func&o fisioldgica, laténcia e sensibilidade a inibidores. Além disso
existem diferencas no contetido das enzimas entre espécies, cultivo, maturidade da planta, idade,

partes da planta e tipos de processamentos (KARSTEN; HASTES; STRELITZIA, 2009;
MADINEZ; WHITAKER, 1995; VEITCH, 2004).

3.4 Processamentos ndo-térmicos versus processamento térmico

As Figuras 14, 15 e 16 ilustram a eficiéncia dos processamentos nao térmicos na
retencdo de compostos bioativos (compostos fendlicos e antocianinas) e atividade antioxidante e
inativacdo das enzimas PPO e POD em comparagdo ao processamento térmico (90°C/1min).
Dentre 0s processamentos ndo térmicos o plasma se destacou na extracao de compostos fenolicos

e a luz pulsada nas antocianinas em relacdo ao tratamento térmico (Figura 14).

Figura14 - TT (Tratamento térmico- 90°C/1min); A- Compostos fendlicos totais (US-2 min; 372,93
W.cm?/ Plasma- 15min; 20L/min/ LP- 0,0857 J/cm?); B- Antocianinas (US- 6 min; 75,00 W.cm?/
Plasma- 15min; 20L/min/ LP- 0,9473 J/cm?)
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Com relacéo a atividade antioxidante (Figura 15), todos os processamentos resultaramem
um aumento da atividade pelos trés métodos avaliados. Os métodos ABTS, DPPH e FRAP
determinam a atividade antioxidante total através de diferentes mecanismos de agdo. Os
resultados obtidos dependeréo da estrutura quimica do radical e da substancia antioxidante, logo
os resultados obtidos podem divergir dentre os métodos.
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Figura 15 - TT (Tratamento térmico- 90°C/1min); C-DPPH ( US- 2 min; 372,93 W.cm?/ Plasma-
15min; 20L/min/ LP- 0,600 J/cm?); D- ABTS(US- 6 min; 226,00 W.cm?/ Plasma-15min;
20L/min/ LP-0,9473 J/cm?); E- FRAP (US-10 min; 75,00 W.cm?/ Plasma-15min; 20L/min/ LP-
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Para a enzima peroxidase (Figura 16), os tratamentos por plasma e térmico mostraram
menor atividade residual desta enzima. Quanto a PPO (Figura 16), o ultrassom se mostrou mais
eficiente na inativacdo em relagdo aos outros tratamentos. A inativacdo de enzimas pode ser
afetada por qualquer tratamento que afete sua estrutura molecular (TSIKRIKA et al., 2018)

As condigdes de tratamento podem causar inativacdo parcial ou total da atividade
enzimatica, fatores como tipo de enzima e fonte podem determinar a eficiéncia do processo. No
ultrassom a rapida formacdo e colapso de bolhas alterar a conformacdo das enzimas. Tais
alteracbes como aumento da temperatura, pressdo, tensdo de cisalhamento e pH, levam a
inativacdo da enzimatica. Além disso, a e sua formacéo de radicais livres pela sonolise da agua
pode reagir com os aminoacidos da estrutura da enzima, afetando a atividade enzimatica fungéo
catalitica (MARQUES SILVA; SULAIMAN, 2018).
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Figura 16 - TT (Tratamento térmico- 90°C/1min); F-representa a atividade residual da peroxidase
(US- 2min; 266W.cm2/ Plasma- 5min; 30L/min/ LP- 0,600 J/cm?); G- atividade residual da
polifenoloxidase (US- 6 min; 75,00 W.cm?/ Plasma- 5min; 30L/min/ LP- 0,9473 J/cm?)

F G
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T us Plasma LP us Plasma

Processamentos Processamentos

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

3.5 Concluséao

Os processamentos ndo térmicos avaliados foram efetivos para a liberacdo de
compostos bioativos (compostos fenolicos e antocianinas) com relagdo ao processamento
térmico. De todos os processamentos avaliados o plasma mostrou a maior extracdo dos
compostos bioativos comparados ao processamento térmico. Sendo os compostos fenélicos um
dos principais responsaveis pela atividade antioxidante em sucos de frutas a sua extracao através
dos tratamentos aplicados, favoreceu o aumento da atividade em todos 0s processamentos.

Quanto a atividade enzimatica da PPO e POD, estas mostraram uma maior resisténcia
aos tratamentos aplicados, porém, no processamento por plasma frio tempos de processamentos
até 5 min conferiu uma maior desnaturacdo da POD com fluxos constantes de 30 L/min.

O processamento por ultrassom mostrou uma tendéncia a desnaturacdo da enzima
PPO se as condicdes de processamento forem aumentadas. Essa tecnologia mostra potencial para
ser combinada com outro processo e potencializar seus efeitos. Contudo mais estudos devem ser

realizados para a otimizagdo desses processos de forma individual e sequenciais entre si.



69

4 PROCESSAMENTOS SEQUENCIAIS, ESTABILIDADE E BIOACESSIBILIDADE

Efeito do processamento térmico e ndo térmico no suco de acai durante a armazenamento

e bioacessibilidade

Maria de Fatima D. Linhares, Elenilson G. Alves Filho, Lorena Mara A. Silva; Thatyane V.

Fonteles, Nédio Jair Wurlitzer; Edy S. de Brito, Fabiano A. N. Fernandes, Sueli Rodrigues
RESUMO

Os efeitos dos processamentos ndo térmicos, térmicos e tratamentos sequenciais N0S cCompostos
fenolicos, antocianinas, atividade antioxidante e atividade enziméatica (PPO e POD) e
bioacessibilidade do suco de acai durante a estocagem foram avaliados. As respostas foram
analisadas através da analise de componentes principais (PCA). Os processamentos foram
separados por periodos de armazenamento no eixo PC1. Nos escores positivos estdo localizadas
as amostras de menor periodo de armazenamento (0 e 30 dias), devido as maiores quantidades
de vitamina C, antocianinas, PPO, POD, DPPH, ABTS e FRAP, que diminuiram apds maiores
periodos de armazenamento (45 e 60 dias) em escores negativos. Por outro lado, as amostras
armazenadas por 45 e 60 apresentaram as maiores quantidades de fendlicos totais. Em particular,
apenas amostras processadas termicamente localizadas em escores positivos de PC1l
independente do periodo de armazenamento, diminuiram as porcentagens de PPO, POD, DPPH,
ABTS e FRAP com o aumento do periodo de armazenamento. Esse fato revela o maior efeito do
processamento térmico nas respectivas variaveis apos maiores periodos de armazenamento, uma
Vez que as amostras processadas ndo termicamente seguem as amostras de controle em diferentes
periodos de armazenamento. Quanto aos tratamentos sequenciais, estes apresentaram aumento
nas quantidades de POD e PPO ap0s 0 processamento ndo térmicos. Foi observado também que
0 armazenamento sob refrigeracdo e a ordem combinada de processamento ndo apresentaram
efeito relevante sobre a 0os compostos bioativos do suco de acgai. Em relacao a bioacessibilidade
os teores de compostos fendlicos e antocianinas se mostraram reduzidos apds o processo de
digestdo in vitro. Esses resultados mostram que o monitoramento de tecnologias térmicas e nao
térmicas nos compostos de interesse nutricional sdo importantes para acOes preventivas a

degradacdo dos mesmos.

Palavras-chave: ndo térmicos, acai, estabilidade, compostos bioativos.
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4.1 Introducéo

Acai (Euterpe Oleracea) é uma palmeira de grande porte presente em pantanos e
regides de terras altas no norte do Brasil. O aumento do consumo deste fruto deve-se aos
beneficios relatados na literatura, como, o potencial antioxidante o teor de polifendis,
antocianinas, acidos graxos monoinsaturados e fibras presentes no acai (AUGUSTI et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2002; YAMAGUCHI et al., 2015). O processamento térmico continua sendo
a abordagem empregada para conservacao de sucos de frutas (MISRA et al., 2016). Entretanto
existem questdes relacionadas aos efeitos adversos do tratamento térmico que afetam as
propriedades sensoriais e nutricionais do alimento (RAWSON et al., 2011). As tecnologias ndo
térmicas de conservacdo como, ultrassom, luz pulsada e plasma s&o alternativas para garantir
uma maior seguranca alimentar com danos minimos as propriedades nutricionais e sensoriaisdo
alimento (AADIL et al., 2015)(ALMEIDA, 2015).

A aplicacdo do ultrassom pode alterar 0os componentes bioativos presentes nos
alimentos. Algumas alteracdes decorrentes do processamento de alimentos por ultrassom séo a
formacdo de radicais livres, perda de adesdo, extracdo de compostos quimicos ligados a
membranas celulares e ruptura de células (RODRIGUES BATISTA et al., 2015). Assim, o
ultrassom pode ser aplicado para melhorar as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos
alimentos produzidos por processos térmicos tradicionais.

A luz pulsada também é considerada uma tecnologia emergente para preservacdo de
alimentos e representa uma boa alternativa para o aumento da vida de prateleira de sucos
industrializados (AGCAM; AKYILDIZ; AKDEMIR EVRENDILEK, 2016; AGUILO-
AGUAYO etal., 2017). Além disso, causa a perda minima na qualidade nutritiva e produz maior
retencdo no flavour devido ao seu baixo efeito na permeabilidade (AGUILO-AGUAYO et al.,
2013; PATARO et al., 2015b; SIDDIQUE et al., 2017).

A energia dissipada durante a geracdo do plasma frio é capaz de quebrar ligacGes
covalentes e iniciar numerosas reacdes quimicas, além disso as espéecies oxidativas produzidas
durante a descarga de plasma (oxigénio reativo e espécies de nitrogénio) podem causar a
peroxidacdo de lipidios, oxidacdo de proteinas e DNA e aumentar a ruptura da parede das células
e proporcionar um aumento da taxa de transferéncia de massa (BURSAC KOVACEVIC et al.,
2016; MOREAU; ORANGE; FEUILLOLEY, 2008; RAMAZZINA et al., 2015). Portanto, € de
interesse elucidar e compreender as interagdes de espécies de plasma com compostos bioativos,
a fim de evitar a degradagéo nutricional ou qualquer outro efeito indesejado (FERNANDES;
SANTOS; RODRIGUES, 2019; GRZEGORZEWSKI et al., 2010).
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Além das técnicas de conservacao individuais o uso de tratamentos sequenciais pode
oferecer vantagens, como reduzir a severidade do tratamento evitando degradacdo de compostos
de interesse (OLIVEIRA et al., 2018). Diante de tantos métodos de conservagdo aplicados aos
alimentos € de suma importancia que a bioacessibilidade de compostos nutricionais nao seja
afetada negativamente. Dos métodos de avaliacdo da bioacessibilidade de compostos a digestao
in vitro pode simular a absor¢ao de compostos bioativos no intestino delgado e é mais comumente
usados (BARBA et al., 2017; CARBONELL-CAPELLA etal., 2014).

Entre os métodos de processamento comumente utilizados e as tecnologias
emergentes estudadas é necessario avaliar os impactos causados por essas tecnologias (isoladas
ou combinadas) nos compostos bioativos. Assim como, as alteracdes que esses compostos sofrem
ao longo do tempo de estocagem. Nesse contexto, este estudo procurou avaliar o efeito do
ultrassom, plasma e luz pulsada, processamentos ndo térmicos e tratamentos sequenciais nos
compostos bioativos e sua biodisponibilidade, assim como também na atividade antioxidante e

atividade enzimatica durante estocagem.

4.2 Material e métodos

421 Preparacdo do suco

O suco foi preparado a partir da polpa da fruta congelada (Petrus Fruity) diluida na

proporcéo de 1:2 (polpa: agua), conforme recomendacao do fabricante.

422 Processos ndo térmicos

Inicialmente, os sucos de acai foram submetidos a cinco diferentes processamentos
ndo térmicos, os quais estdo detalhados logo abaixo: plasma; ultrassom; luz pulsada; combinacgéo

por plasma seguido de ultrassom; e ultrassom seguido de plasma.

4.2.2.1 Plasma

Para os testes foram utilizados 140 mL de suco para cada amostra. As amostras foram
embaladas a vacuo (embalagem tipo Nylon-Poli com espessura 0.12 mm e tamanho de 20x25
cm). O processamento foi realizado em um gerador de plasma frio de descarga luminosa modelo
Venus PE-50 (ETCH, Estados Unidos) composto por um eletrodo horizontal (4,5"W x 6"D +
2,5"C), uma fonte de alimentag&o de 50 KHz, uma bomba de vacuo modelo 5CFM com 2 estagios
diretos e uma camara de aluminio (5,5”W x 7” D x 3,5”H). O equipamento é ainda equipado com
valvulas de gas computadorizadas altamente precisas e repetiveis para o controle da taxa de fluxo

do gas injetado. O sistema é totalmente automatizado e controlado pelo software Plasma Etch,
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Inc. fornecido pelo fabricante. O gas utilizado foi o ar sintético e os parametros de fluxo e tempo

sdo apresentados na Tabela 17.

4.2.2.2 Ultrassom

Amostras de 150 mL do suco de acai foram colocadas em um reator de vidro
encamisado de 250 mL e processadas em um Desruptor/Sonicador Ultrassénico (Ultronique
QR500) de 500 W/cm? com frequéncia constante de 19 kHz e macroponta de titanio de 13 mm.
A macroponta de titanio foi submersa no suco em uma profundidade de 1,5 cm. As intensidades
de energia ultra-sénica dissipada pela ponta de titanio foram calculadas de acordo com a Eq. 7 e
estdo apresentadas na Tabela 17 (LI; PORDESIMO; WEISS, 2004).

I=— 7)

Onde r é o raio (cm) da macroponta de titanio e P (Watt) é a poténcia aplicada. A temperatura
foi controlada durante todo o processamento em 23 °C.

4.2.2.3 Luz Pulsada

Uma aliquota de 15 mL de suco (altura do filme de 0,5 cm) foi colocada em placa de
petri de vidro aberta a uma distancia de 11 cm da lampada de aplicacdo do pulso de luz. O
processamento foi realizado no equipamento Intense Pulsed UV R&D System modelo XeMatica-
2L-SA da marca SteriBeam Systems e o parametro avaliado (intensidade de luz) esta

representado na Tabela 17.

423  Tratamento sequencial de ultrassom e plasma

O tratamento combinado foi realizado de duas formas. Primeiramente uma amostra
de 150 mL de suco de acai foi colocado em um reator de vidro encamisado de 250 mL e
processado em ultrassom (500 W/cm? com frequéncia constante de 19 kHz) por 10 min a uma
poténcia de 372,93 W/cm?. Em seguida esse volume foi transferido para tubos falcon de 50 mL
e embalados a vacuo embalagem tipo Nylon-Poli com espessura 0.12 mm e tamanho de 20x25
cm e tratados por plasma com fluxo de 30 L/min durante 10min. O gas utilizado foi o ar sintético.
O processo inverso foi realizado e as amostras foram codificadas como: US-Plas (Ultrassom

seguido da aplicacdo do plasma) e Plas-US (Plasma seguido da aplicagdo do ultrassom).
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424  Processamentos térmicos

As amostras de suco de acai foram submetidas a trés tratamentos térmicos. O
primeiro processamento térmico foi realizado a 90 °C por 1 min em banho-maria (SOLAB
modelo 150/10), seguindo a metodologia proposta por (ODRIOZOLA-SERRANO; SOLIVA-
FORTUNY; MARTIN-BELLOSO, 2008). Este foi codificado como térmico. Para o
processamento UHT- ultra alta temperatura (esterilizagdo), o tempo de retengédo a 138 °C foi de
6 s usando um trocador de calor tubular Armfield (modelo FT74). O suco foi resfriado a 25°C
com o chiller Armfield FT63 e embalado em frascos transparentes (tereftalato de etileno - PET)
de 210 mL e fechado com tampa de polipropileno. O mesmo equipamento foi utilizado para o
processamento de HTST- tempo curto de alta temperatura (pasteurizacéo), que foi realizado a 90
°C com um tempo de retencdo de 6 min. Os sucos UHT e HTST foram engarrafados na capela
de enchimento asséptico. Todas as embalagens (garrafas PET) foram previamente esterilizadas
com solucdo de acido peracético (0,5%) e lavadas com &gua esterilizada antes do enchimento
(ALVES FILHO et al., 2018).

425 Estabilidade do suco

Ap0s 0s processamentos as amostras foram acondicionadas a 4 °C por 60 dias. Foram
realizadas analises de compostos antioxidante (compostos fendlicos totais, antocianinas e
vitamina C), atividade antioxidante (DPPH, ABTS e FRAP) e atividade enzimatica (PPO e POD)
em 0, 30, 45 e 60 dias. Os parametros utilizados para os processamentos nao térmicos foram
determinados a partir de resultados do planejamento experimental. As variaveis tempo, poténcia,
fluxo e intensidade de luz s&o mostrados na Tabela 17.

Para 0s processamentos sequenciais e térmicos (UHT e HTST) as amostras pos
processamento foram armazenadas sob refrigeracdo a 4 °C e temperatura ambiente e as anélises

foram realizadas a cada 15 dias.

Tabela 17 - Par@metros utilizados para os tratamentos de ultrassom, plasma e luz pulsada

Ultrassom Plasma Luz Pulsada

o Intensidade de luz
) Poténcia Tempo Fluxo  Tempo
Ensaio ] ) ) (J/cm?)
(Wicm2)  (min) (L/min) (min)

1 372,93 2 20 15 0,0857
2 372,93 10 30 10 -

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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As amostras foram codificadas da seguinte forma: US0.1/US30.1/US45.1/US60.1-
ultrassom (2 min-372,93 W/cm?); US0.2/US30.2/US45.2/US60.2-ultrassom (10 min-372,93
W/cm?); LP- luz pulsada (0,0857 J/cm?); Térmico-tratamento térmico (90 °C/1min); Plas 0.1/
Plas30.1/Plas45.1/Plas60.1-plasma  (20L/min/15min);  Plas0.2/Plas30.2/Plas45.2/Plas60.2-
plasma (30L/min/10min).

426  Atividade enzimética

Para a determinagédo da peroxidase (POD) e da polifenoloxidase (PPO), a extracao
enzimatica foi realizada de acordo com a metodologia descrita por (WISSEMANN; LEE, 1980).
Foram utilizados 500 pl de suco de agai mais 500 pl de tampéo fosfato de potéssio (0,05M pH 7,0)
contendo 1% (p/v) de polivinilpirrolidona (PVP). A mistura foi centrifugada em centrifuga
Sigma® 6K15 (10,733 g por 30 min a 4 °C). O sobrenadante foi usado como fonte de enzima. A
determinagdo da atividade de polifenoloxidase foi realizada através da mistura 100 pL do extrato
enzimatico mais 616 puL de tampao fosfato 0,1 M pH 6,0 contendo Catecol 0,1 M. O ensaio foi
incubado em banho-maria a 30°C/30 min. Apds o tempo de incubacéo a reacédo foi interrompida
com adi¢do de 266 pL de acido perclorico 2N. Uma aliquota de 200 pL foi transferida para uma
microplaca e a absorbancia da amostra foi lida a 395 nm em espectrofotébmetro ELISA Epoch. A
atividade enzimatica da POD foi medida usando 50 puL de extrato enzimatico com 91,6 ul de
tampéo fosfato (sodio) - citrato (acido citrico) (0,1 M pH 5) contendo 1% (v/v) de guaiacol e 8,3
uL de peroxido de hidrogénio (H202) 3%. A mistura foi incubada a 30 °C durante 5 min. A reagéo
foi interrompida com a adi¢ao de 16,6 pl de Bissulfito de sédio a 30% (p/v). A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro (Epoch ELISA) a 470 nm. Uma unidade de atividade enzimatica (1 UEA)
foi definida como a quantidade de enzima que causa uma mudanca de 0,001 na absorbancia por
minuto (FONTELES et al., 2012). As atividades residuais das enzimas PPO e POD apds o0s
tratamentos foram calculadas através da Eq. 8.
A R(%) =2 %100 (8)
Ao
Onde A correspondem as atividades enziméticas das amostras tratadas com 0s processamentos

nao térmicos e Ay amostra controle.

427  Compostos fendlicos totais

A concentracdo de compostos fendlicos foi determinada seguindo o método de Folin-
Ciocalteu (FOLIN; CIOCALTEAU, 1927) com modificagdes de (ALMEIDA, 2015).
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A andlise foi realizada com uma mistura reacional de 10 pl da amostra de suco (1:10),
200 pl de reagente de Folin-Ciocalteau diluido 1:10. A reagdo foi interrompida com 100 pl de
carbonato de sodio a 20% apds 3 min de reacdo. A absorbancia foi lida a 765 nm em
espectrofotdbmetro Epoch ELISA. Uma curva padrdo de acido galico foi feita para expressar os

resultados em mg de &cido galico / L de suco.

428 Quantificacdo de antocianinas

A quantificacdo das antocianinas foi realizada de acordo com o método diferencial
de pH. Foram utilizados tampdes de cloreto de potassio 0,025M pH 1,0 e acetato de sédio 0,4M
pH 4,5 para as extracfes. A absorbancia foi medida a 520 e 700 nm. As antocianinas foram
expressas como cianidina-3-glicosideo (coeficiente de extragdo molar de 26.900 Lcm™mol™? e
peso molecular de 449,2 gmol™?). Utilizou-se um leitor de microplacas Epoch ELISA e as
amostras foram replicadas trés vezes. A concentracao de antocianinas no pigmento equivalente
a cianidina-3-glicosideo foi calculada pela equacdo 8. Este método é descrito em detalhes por
Lee; Durst; Wrolstad, 2015.

* * * 3
EC cyanidin — 3 — glucoside = """ )

exL

Onde: A é absorbancia (As20-A700)pH1,0 - (As20-A700)pHa,5; PM: peso molecular de PM 449,2 g/mol
de cianidina-3-glucido; FD: fator de diluigdo; L: caminho 6ptico em cm; €: coeficiente de

extracdo molar 26900 Lcm™*mol™.

429 Vitamina C

A vitamina C foi determinada espectofotometricamente de acordo com metodologia
proposta por Selimovi¢; Salki¢; Selimovi¢, 2011, com adaptacGes de Fernandes et al., 2015. Uma
aliquota de 20 pL do suco de acai foi diluida em 980 uL de tampdo contendo fosfato monobasico
anidro 0,03 M e fosfato de sodio dibasico anidro 8,99.10* M, ph 5.4. Foi adicionado ao tamp&o
0,075% de oxalato de sddio. A mistura foi homogeneizada e em seguida centrifugada (10000 g,
por 5 min a 4 °C). uma aliquota de 200 pL do sobrenadante foi retirado e lido em
espectrofotdbmetro Epoch ELISA a 266nm. Uma curva de calibracéo foi preparada com solugédo

padrdo de cido ascorbico. Os valores foram expressos em mg/L.
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4210 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do suco de agai foi determinada espectrofotometricamente
utilizando os métodos DPPH, ABTS e FRAP (BENZIE; STRAIN,1996; BRAND-WILLIAMS;
CUVELIER; BERSET, 1995; RE et al., 1999). O radical DPPH (0,06 mM, em alcool etilico) foi
preparado no momento da analise. O experimento foi conduzido com a mistura reacional entre
45 ul de amostra diluida (1:10) e 1800 uL do radical DPPH. A leitura da absorbancia foi realizada
apo6s 30 minutos de reacdo a 517 nm em Espectrofotdmetro Thermo Fisher Scientific (modelo
Evolution 201 - USA). Uma curva padréo de trolox foi feita para expressar os resultados em uM
trolox/mL de suco. O ensaio ABTS foi realizado com modificacdes de Almeida, 2015. O radical
ABTS foi preparado 16 horas antes do ensaio. O radical foi diluido em alcool etilico até atingir
uma absorbancia de 0,7 (£ 0,05) a 734 nm. Uma aliquota de 15 pl de suco de acai (1:10) foi
misturada com 1500 pl de radial ABTSe + e a absorbancia foi medida apds 6 minutos contra o
branco, utilizando o Espectrofotdmetro Thermo Fisher Scientific (modelo Evolution 201, EUA).
Trolox foi usado como o padrdo antioxidante. Os resultados foram expressos em pMtrolox/mL
de suco. O método FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) baseia-se no poder antioxidante
da Reducéo de Ferro (RUFINO et al., 2007). Solucdes de cloreto férrico 20 mM, tampao acetato
300 mM pH 3,6 e TPTZ (2,4,6-Tris (2-piridil)-s-triazina 10 mM) em 40 mM HCI foram
preparadas. A solucdo de trabalho foi preparada na proporc¢éo de 10:1:1 (tampéo acetato:cloreto
férrico:TPTZ). A mistura reacional consistiu em 15 pl da amostra diluida 1:10 mais 285 ul da
solugdo de trabalho FRAP. A absorbancia foi entdo lida a 593 nm no espectrofotémetro Epoch
ELISA apds 30 minutos. Uma curva padrdo de acido ascérbico foi construida para expressar 0s

resultados em mM de &cido ascérbico.

4211 Avaliagdo in vitro dos compostos bioativos

A avaliacdo da bioacessibilidade dos compostos bioativos nos sucos de acai foi
realizada de acordo com 0 método in vitro adaptado de Liserre; Ré; Franco, 2007 com adaptagdes
realizadas por Buriti; Castro; Saad, 2010. Foram transferidos 10 mL de suco de acai pos
processamento para 3 frascos estéreis. O experimento foi realizado em triplicata de cada
processamento, totalizando 15 frascos. Posteriormente, o pH foi ajustado para o intervalo de 2,0-
2,5 com HCI 1N. Foram adicionadas as enzimas pepsina e lipase em concentracdes 3 g/L e de
0,9 mg/L, respectivamente. Todos os frascos foram incubados a 37 °C, sob agitacdo de 150 rpm,
durante 2 horas, representando a fase a gastrica. Apos este periodo, o pH das amostras foi ajustado
para o intervalo entre 4,5 e 5,5, utilizando tampdo pH 12 (150 mL de NaOH 1N e 14 g de

POsH2Na.2 H2O para 1 L de agua destilada). Bile e pancreatina foram adicionados em
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concentracdes de 10 g/L e 1 g/L, respectivamente. As amostras foram, novamente, incubadas a
37°C, mantendo-se a agitacdo de 150 rpm por mais 2 horas, representando a fase entérica 1. Na
ultima etapa, o pH foi ajustado para o intervalo entre 6,5 e 7,5, utilizando a mesma solugéo
alcalina da etapa anterior. Foram adicionadas, novamente, bile e pancreatina, a fim de manter as
concentracdes de 10 g/L e 1 g/L, respectivamente. As amostras foram incubadas, novamente, a
37°C por 2 horas sob agitacdo, representando a fase entérica 2 e totalizando 6 horas de ensaio.
Ao final das 6 horas de simulacéo da digestdo, aliquotas foram coletadas de cada triplicata de

amostra para a quantificacdo dos compostos bioativos.

4212 Andlise quimiométrica

A avaliagdo quimiométrica exploratoria foi feita por Analise de Componentes
Principais (PCA) para investigar a influéncia de diferentes processamentos e tempos de
armazenamento nos compostos bioativos, atividades enzimaticas e antioxidantes da polpa do
acai. Cada tipo de processamento foi realizado em triplicata, e as amostras foram nomeadas da
seguinte forma: US1 - ultrassonografia durante 2 min/100 W/cm?; US2 - ultrassonografia durante
10 min/W/cm?; PL - luz pulsada abaixo de 0,0857 J/cm?; TT - tratamento térmico a 90 °C/1 min;
Plasl - plasma abaixo de 20 L/min/15 min; e Plas2 - plasma 30 L/min/10 min. Adicionalmente,
ainfluéncia dos processamentos ndo térmicos sequenciais (plasma seguido de ultrassom nomeado
como Plas-US, e ultrassom seguido de plasma como US-Plas) bemcomo a refrigeracdo durante
0 periodo de armazenamento foram avaliados. Portanto, duas matrizes numéricas foram
construidas utilizando os dados brutos e exportadas para analise quimiométrica utilizando o
programa Unscrambler X™ 10.4 (Software CAMO, Woodbridge, NJ, EUA). As informagdes
mais relevantes de acordo com o objetivo do trabalho foram adquiridas a partir das duas primeiras

componentes principais (2 PC), com os dados apds o pré tratamento por autoescalonamento.

4.3 Resultados e discussao

431 Efeito dos processamentos térmicos e ndo-térmicos nos compostos bioativos e enzimas

no armazenamento do suco de acai

A analise por componentes principais (PCA) foi realizada com o objetivo de entender
a influéncia dos processamentos nao térmicos por plasma (Plas), ultrassom (US), luz pulsada
(PL) e térmico nas concentragdes dos compostos bioativos e atividade antioxidante do suco de
acai. Desta forma, foram avaliados o efeito de diferentes parametros dos processamentos nao
térmicos, bem como o tempo de armazenamento apds todos 0s processamentos (térmico e ndo

térmico), os quais estdo apresentados na Figura 17.
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As barras de erro nas amostras indicam o desvio padrdo da triplicata de cada

processamento.

Figura 17 - Coordenadas das pontuacGes PC1 vs PC2 durante 60 dias de armazenamento
representando 60% da variancia total. US0.1/ US30.1/ US45.1/ US60.1- ultrassom (2min-372,93
W/cm?); US0.2/ US30.2/ US45.2/ US60.2- ultrassom (10min-372,93 W/cm?); LP- luz pulsada
(0,0857 J/cm?); Thermal - tratamento térmico (90°C/1min); Plas0.1/ Plas30.1/ Plas45.1/
Plas60.1- Plas0.2/ Plas30.2/ Plas45.2/ Plas60.2-

30L/min/10min). Os valore 0, 30, 45 e 60 foram os dias avaliados. ?Eixo referente ao escores;

plasma (20L/min/15min); plasma (

bEixo referente aos loadings, com suas respectivas variaveis representadas por vetores
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O eixo PC1 foi a principal componente responsavel para avaliacdo da distribuicéo
das amostras de acordo com os diferentes processamento e armazenamento. De uma maneira
geral, os resultados por PCA apresentam a baixa influéncia dos processamentos ndo térmicos por
plasma, ultrassom e luz pulsada na composicdo dos sucos de acai, j& que estas amostras se
distribuiram das mesma forma que as amostras controle (suco ndo processado) no grafico de
escores: nos escores positivos de PC1 estdo localizadas as amostras controle e aquelas

processadas ndo termicamente apds 0s menores periodos de armazenamento (0 e 30 dias) devido
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as maiores quantidades de vitamina C, antocianinas, PPO, POD, DPPH, ABTS e FRAP, que
reduziram ap6s os maiores periodos de armazenamento (45 e 60 dias) representados pelas
amostras em escores negativos. Por outro lado, as amostras processadas ndo termicamente e o
controle ap6s armazenamento por 45 e 60 dias (localizadas em escores negativos de PC1)
apresentaram as maiores quantidades de fendlicos totais.

Todos os sucos processados termicamente se localizaram em valores positivos de
PC1 devido as altas quantidades de vitamina C, antocianinas, PPO, POD, DPPH, ABTS e FRAP,
as quais ndo reduziram apos 45 e 60 dias de armazenamento, COmo ocorreu com as amostras
controle e processadas ndo termicamente. Esse fato revela o efeito do processamento térmico nas
respectivas variaveis apds maiores periodos de armazenamento, uma vez que as amostras
processadas ndo termicamente seguem as amostras de controle em diferentes periodos de
armazenamento. Esse aumento dos compostos bioativos submetidos a maiores periodos de
armazenamento ap0s o processamento térmico pode estar correlacionado a sua extracao de polpa
suspensa no meio, o que pode ser pode ser explicado de acordo com as avalia¢Ges de Alves Filho
et al.(2018) que identificaram produtos de degradacdo dessa vitamina em suco de acerola
prebidtica processado por tratamentos térmicos e nao térmicos (CHIZOBA EKEZIE; SUN;
CHNG, 2017).

Alguns fatores podem explicar o aumento da atividade antioxidante durante 30 dias
de armazenamento, como a neutralizacdo de radicais livres através de compostos antioxidantes
como as antocianinas (MARQUES SILVA; SULAIMAN, 2018). Esses compostos podem ser
lixiviados para o meio através de danos causados a parede polissacaridica levando ao
rompimento/despolimerizacdo através da cavitacdo ultrassonica, espécies reativas, como
peroxido de hidrogénio, que permanecem ativas ap0s a exposi¢do ao plasma (SUROWSKY;
BUSSLER; SCHLYTER, 2016). O mecanismo de agdo da luz pulsada também favoreceu o
aumento das antocianinas.

Avalos-Llano et al., (2018) relataram que ndo foram encontradas diferencas
significativas no contetdo total de antocianinas imediatamente apos os tratamentos com luz
pulsada em morangos minimamente processados, mas houve uma discreta diminui¢do durante o
armazenamento. Karaoglan et al., (2019) avaliaram a cinética de degradacéo de antocianinas no
suco de nabo fermentado e ndo observaram nenhuma tendéncia ao aumento de compostos
fenolicos. Porém é observado nesse estudo que a distancia entre a fonte de luz e a amostra pode
influenciar na manutengdo de compostos como as antocianinas. Quanto mais distante da fonte de
luz menor é a degradacdo das antocianinas, pois a absorcao de luz € menor. No estudo feito com
0 suco de acai a distancia da fonte de luz foi de 11 cm, o que foi importante para a

manutencdo/aumento das antocianinas.
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Quanto a atividade enzimética sabe-se que a estrutura das enzimas determina sua
funcionalidade e as reacGes da exposicdo aos tratamentos ndo térmicos podem alterar sua
estrutura. Plasma, luz pulsada e processamento de ultra-som sdo capazes de extrair compostos
bioativos inativando enzimas atraves de espécies reativas de nitrogénio e oxigénio, luz
ultravioleta e fendmeno de cavitacio (AVALOS-LLANO; MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-
FORTUNY, 2018; CHEMAT et al., 2017; SUROWSKY; BUSSLER; SCHLYTER, 2016). O
tempo de exposicdo, a intensidade do tratamento, a temperatura e as caracteristicas da matriz

também determinam a eficiéncia do processamento.

432 Efeito detalhado do processamento ndo térmico combinado em comparacdo com o

processamento térmico

Baseado nos efeitos mais relevantes dos processamentos térmicos ap6s os periodos
mais longos de armazenamento (45 e 60 dias), bem como a combinacdo de processamentos nao
térmicos por plasma e ultrassom, e o respectivo do armazenamento refrigerado, foram avaliadas
as influéncias destes tratamentos nas porcentagens dos compostos bioativos, atividades
enziméticas e antioxidantes. A Figura 18 apresenta os resultados adquiridos da avaliagdo
exploratoria por PCA. As barras de erro indicam o desvio padrdo da triplicata de cada
processamento.

Em geral, o armazenamento refrigerado dos sucos de acai ap0s 0s processamentos
ndo térmicos sequenciais, bem como a ordem destes processamentos ndo apresentaram efeito
relevante na composi¢cdo amostral. Adicionalmente, os resultados mostram uma tendéncia de
separacao mais forte de acordo com o eixo PC1 baseada no processamento térmico e nao térmico.
Os sucos de acai localizados em escores negativos apresentam aumentos nas quantidades de POD
e PPO ap6s o processamento ndo térmico (amostras azuis). A aplicacdo de processos nao
térmicos sequenciais ainda € pouco abordada na literatura e mais resultados ainda sdo necessarios
para 0 melhor entendimento do uso de tecnologias combinadas como plasma e ultrassom. Porém,
a aplicagdo dessas tecnologias isoladas em diversas matrizes pode fornecer informagdes para

compreender sua forma de ac¢do quando aplicadas de forma sequenciais.
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Figura 18 - PCA da avaliacdo de diferentes processamentos sequenciais e dois tempos de
armazenamento (0, 15 e 30 dias) sobre os compostos bioativos, atividades enzimaticas e
antioxidantes da polpa do acai. Tempo curto de alta temperatura (pasteurizacdo) - HTST; ultra
alta temperatura (esterilizacdo) - UHT; plasma seguido de ultra-sons (Plas-US); ultra-som
seguido de plasma (US-Plas); HTST.refri e UHT.refri - sob refrigeracdo. Axes referem-se a
pontuacdes das amostras; 2Eixo referente ao escores; "Eixo referente aos loadings, com suas

respectivas variaveis representadas por vetores

b
PG1
-0.4 0.0 0.4
] i ] ; ]
Controle ABTS f = 08
4 Térmico vHTST.15
Nao térmico
EHTST.refr|.15
2 T ; o]
UHT.15 | O 4
0 5
PPO
= |
= i
© :HTaT’SO HTST.refri.30
o) e = UHT  5ppH C‘g
- Plas-US.30 UHT .refri.15 __/:_;__,__—3::1,_‘» FRAP N
1 O = . Wrtpasen. F  SEUCSPHITES | - \l"umf;n Vol e | 0 ) O 2
«é\] US-Plas.15 | i i ° Vitamina C
O 1 SUHT refri.3 UHT.30
o Plas-US.1 PI;?UUSS ws
-9 -
-¢ ' control Antocianinas
POD controIA15§ HIRY L. _04
T ¥ T T [ T T T T T
-4 -2 0 2 4 6

PC1° - 46.86%
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Enzimas como PPO e POD encontram-se nas células vegetais na sua forma latentee
¢ ativada quando entra em contato com seu substrato fendlico. Sabe-se que tecnologias como
ultrassom e plasma podem atuar como ferramenta de extracdo de compostos, enzimas e proteinas
(CHEMAT et al., 2017; MUSIELAK; MIERZWA; KROEHNKE, 2016) ultrassom através dos
danos mecénicos (cavitacdo acustica) causados a superficie celular e o plasma através da
interacdo das espécies reativas.

Outro fator que pode determinar as taxas de extracdo maior que a desnaturacdo em
uma determinada matriz alimentar sdo as variaveis envolvidas no processo. Condi¢des utilizadas
como tempo, poténcia e fluxo de gas geram espécies reativas com tempo de vida que pode variar
de minutos a horas (MISRA et al., 2019). A exposi¢do a essas espécies pode causar a inativagao
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parcial da enzima pela mudancga da sua conformacéo e dependendo da enzima e fonte vegetal
esta pode recuperar sua estrutura e voltar a sua atividade com o tempo.

Esses resultados estdo de acordo com o estudo realizado por Oliveira et al., (2018)
em suco de acai processado por tratamento combinado de ultrassom e 0zdnio. Nesse trabalho a
atividade enzimatica da PPO para os tratamentos sequenciais foi superior aos tratamentos com
processos Unicos. Nesse estudo o processo ultra-sonico foi realizado primeiro e o 0zonio foi
ineficaz na inativacdo enzimatica, a atividade da PPO foi maior para os tratamentos sequenciais.

Por outro lado, os sucos de acai em escores positivos do mesmo PC destacaram
aumento de antocianina, vitamina C, fendlicos totais e atividade antioxidante (FRAP e DPPH)
apos processamento térmico (amostras vermelhas), que diminuiram com o tempo de
armazenamento. Embora o tratamento térmico possa aumentar a taxa de degradacdo de
fitoquimicos a medida que a temperatura aumenta, o tempo de contato com o calor e solidos
presentes no suco podem reduzir a transferéncia de calor possibilitando uma taxa de extracédo
maior que a de degradacdo (Alves Filho et al. 2017).

E certo que o processamento térmico pode causar complexas reacdes fisicas e
quimicas que afetam a composi¢do de compostos bioativos como fendlicos e antocianinas,
incluindo a liberacdo destes compostos de suas formas aglomeradas, polifendis de degradacéo,
decomposicdo e transformacao de fendlicos (CHEN; YU; RUPASINGHE, 2013). Condi¢es de
processamento, reologia do fluido, viscosidade, capacidade de escoamento, particulas sélidas no
meio também devem ser levado em consideracdo quando um processamento térmico é aplicado,
pois tais parametros podem contribuir para que a dispersdo do calor no material ndo seja
uniforme.

A tendencia a diminui¢do desses compostos durante o armazenamento pode estar
relacionado a espécies frutiferas, condi¢cdes do processamento e preservacdo empregadas, além
de que compostos mais sensiveis ao calor podem se tornar mais sensiveis a oxidagdo quimica por
serem excelentes doarores de hidrogenio (HUANG et al., 2016; TEMBO; HOLMES;
MARSHALL, 2017).

Quanto a vitamina C, esta pode ser explicada segundo Alves Filho et al., (2018) que
apresentaram efeito positivo sobre o teor de vitamina C dos sucos prebidticos de acerola apds o
processamento térmico, evidenciando que a reducdo da vitamina C com o tempo pode estar

relacionada principalmente a influéncia do oxigénio e periodo de armazenamento.
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Em particular, os sucos processados por HTST e UHT durante 15 dias de
armazenamento localizaram-se em escores positivos de PC2 e apresentaram maior atividade

antioxidante pelo método ABTS, que diminuiram com o tempo de armazenamento.

4.3.3 Bioacessibilidade

A bioacessibilidade envolve a quantidade ou fracdo de um composto ou nutriente que
é liberada da matriz alimentar no trato gastrointestinal e se torna disponivel para absorcéao, sendo
geralmente avaliada por procedimentos de digestdo in vitro simulando a digestdo géstrica e do
intestino delgado (CARBONELL-CAPELLA et al., 2014). A avaliacdo dos compostos fendlicos
totais, antocianinas e vitamina C do suco de acai pos-processamento foram avaliados pelo teste
de tukey (p=0,05) e estdo representados na figura 19.

Como pode ser visto na Figura 19 a concentracdo de compostos fendlicos apos a
digestdo reduziu cerca de 20% em todos os ensaios em relacdo a amostra controle. Quanto ao
tratamento térmico observa-se maior bioacessibilidade em relacdo aos outros tratamentos. O
tratamento térmico pode modificar a parede celular e liberar substancias fendlicas ligadas as
células, aumentando o seu contetido (HE et al., 2016).

He et al., (2016) avaliaram a biodisponibilidade de compostos fendlicos em maca,
uva e suco de laranja ap6s processamento por alta pressdo, tratamento térmico e homogeneizagdo
e ndo foi observado aumento na biodisponibilidade de fendlicos a partir de suco de uva elaranja
comparado a amostras nao tratadas, enquanto uma diminuicado significativa na bioacessibilidade
fenodlica total (26 e 29%). Em produtos vegetais, a maioria dos compostos fenolicos € encontrada
como formas glicosiladas como ésteres ou polimeros que sdo hidrolisadas pelas enzimas
intestinais ou microflora (BARBA et al., 2017).

Quanto as antocianinas, estas sdo degradadas em unidades de monémero ou dimero
antes de chegar ao final da digestdo. Porém processos tecnoldgicos utilizados na conservacgéo de
alimentos como térmicos e ndo térmicos podem modificar/quebrar a estrutura da molécula
facilitando a sua absor¢édo ao longo do processo de digestdo. O que pode ser observado na Figura
19, é reducdo da bioacessibilidade das amostras de suco tratados por processos sequenciais. Estes
processos podem ter facilitado a quebra desses compostos melhorando processo de digestdo
(CARBONELL-CAPELLA etal., 2014).
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Figura 19 - Efeito dos tratamentos térmicos e ndo térmicos sequenciais na bioacessibilidade dos
compostos fendlicos totais, antocianinas e vitamina C do suco de agai. HTST- tempo curto de
alta temperatura (pasteurizagdo); UHT- ultra alta temperatura (esterilizagéo); US-Plas- ultrassom

seguido de plasma; Plas-US - plasma seguido de ultrassons. A abreviacdo Dig.: apos a digestao
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Em relacdo a bioacessibilidade da vitamina C as amostras processadas por
tratamentos sequenciais ndo tiveram diferenca significativa em relacdo a amostra controle.
Segundo a FAO/OMS a necessidade diaria de vitamina C é de 40 e 45 mg por dia de vitamina C.
Segundo Fonteles et al., (2016) a vitamina C sofre oxidag¢ao no inicio do processo de digestdo
por ser doador de elétrons e se mantem no estado reduzido podendo se regenerar na sua forma
ativa a partir de outros constituintes. O que pode explicar o aumento da vitamina C em todos 0s
tratamentos aplicados, inclusive a amostra controle, apds a digestéo.

Quanto aos processamentos ndo térmicos sequenciais, ndo foi verificada influéncia
significativa (p=0,05) na bioacessibilidade quanto a ordem de aplicacdo dos processos. Porém

houve reducéo da bioacessibilidade desses compostos (compostos fendlicos, antocianinas) ao
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final do processo de digestdo. Tecnologias como ultrassom e plasma podem desencadear
inimeras reacdes que podem tanto afetar positivamente como negativamente 0os compostos
presentes. Ambos 0s processos geram a formacgdo de radicais livres e espécies reativas que
interagem com as moléculas do meio onde se encontram e podem modifica-las afetando o
resultado da bioacessibilidade desses compostos (CHEMAT et al., 2017; MANDAL; SINGH;
PRATAP SINGH, 2018). Parametros como poténcia, tempo e fluxos devem ser avaliados a fim
de se encontrar um equilibrio para que esses compostos cheguem ao final da digestdo com o
maximo de aproveitamento para 0 organismo.

A bioacessibilidade dos compostos bioativos dos alimentos pos-processamento é
funcdo de inumeros fatores como: parametros do processamento, tipo de processamento,
concentracdo inicial dos compostos, compostos provenientes da quebra/modificacdo dos
compostos originais e a presenca de componentes que afetam a composicao e estrutura da matriz
alimentar. Antioxidantes presentes e liberados da matriz de frutas e vegetais pela acao de enzimas
digestivas (intestino delgado) e microflora bacteriana (intestino grosso) sdo bioacessiveis no

intestino e, portanto, potencialmente biodisponiveis (CILLA et al., 2018).

4.4 Conclusao

As condi¢des experimentais mostraram que o tratamento térmico logo apés o
processamento foi o melhor tratamento aumentando a concentracdo de compostos fendlicos e
atividade antioxidante, porém durante os dias de armazenamento houve aumento da atividade
enzimatica e degradacdo de compostos bioativos 0 que torna esse processamento questionavel
em relacdo a qualidade se sucos no mercado. Os processamentos ndo térmicos agrupam-se em
valores negativos de PC1 apds 60 dias de estocagem mostrando similaridade entre 0s
processamentos e influenciando aumento/manutencdo de compostos fendlicos.

Quanto ao processamento combinado, este ndo mostrou diferenca na forma de
aplicacdo do processo, mas houve extracdo enzimética elevando os valores de PPO e POD. Os
processamentos térmicos mostraram aumento na antocianina, vitamina C, fendlicos totais e
atividade antioxidante, porém reduzindo com o tempo de armazenamento.

Em relacdo a bioacessibilidade os teores de compostos fenolicos e antocianinas se
mostraram reduzidos ap6s o processo de digestdo, porém as tecnologias aplicadas podem ter
facilitado essa reducdo atraves da quebra/modificagdo das estruturas desses compostos. Contudo,
€ necessario ainda o monitoramento dos efeitos dos tratamentos térmicos e ndo térmicos nos
compostos bioativos do suco de acai, visando a melhoria do processamento e no planejamento

de acOes preventivas contra produtos de degradacgéo relacionados.
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5 CONCLUSOES GERAIS

De todos os processamentos avaliados o plasma mostrou a maior extracao para
compostos fendlicos comparados ao processamento térmico. Quanto a atividade enzimatica da
PPO e POD, estas mostraram uma maior resisténcia aos tratamentos aplicados, porém, no
processamento por plasma frio conferiu uma maior desnaturagéo da POD com fluxosconstantes
de 30 L/min.

Quanto a estabilidade do suco de acgai pos processamento, ndo houve diferenca
entre os tratamentos ap6s 60 dias de estocagem mostrando aumento /manutencdo de compostos
fendlicos. Em relacdo ao processamento sequencial ndo houve diferenca na forma de aplicacéo
do processo.

Em relacdo a bioacessibilidade os teores de compostos fendlicos e antocianinas
se mostraram reduzidos ap0s o processo de digestdo. Contudo, é necessario ainda o
monitoramento dos efeitos dos tratamentos térmicos e ndo térmicos nos compostos bioativos
do suco de acai. Nesse sentido, mais estudos devem ser realizados para a otimizacdo desses

processos de forma individual e sequenciais entre si.
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