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RESUMO

FURTADO, Maraysa Rodrigues. AVALIACAO DO EFEITO DA SONICACAO EM
ENZIMAS NA POLPA DE ACAI (Euterpe edulis). 2016. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos) - Universidade Federal do Espirito Santo, Alegre -
ES. Orientadora: Prof2. Dr2. Raquel Vieira de Carvalho. Coorientadora: Prof2. Dr2.

Pollyanna lbrahim Silva.

Os tratamentos ndo térmicos sdo técnicas promissoras para o processamento de
alimentos. O uso do ultrassom é um tratamento capaz de minimizar as alteracdes
durante o processamento e armazenamento dos alimentos. A aplicacdo de ondas
ultrassénicas em alimentos pode inativar as enzimas e microrganismos, assim como
auxiliar na extracdo de componentes. O acai € um fruto de apreciado valor
nutricional e alta demanda comercial, porém perde facilmente algumas de suas
propriedades originais devido as reacdes enziméticas. Este estudo buscou avaliar e
comparar as técnicas de termossonicacao e o tratamento térmico convencional para
inativacdo das enzimas peroxidase e polifenoloxidase e manutencdo das
caracteristicas fisico-quimicas da polpa de acai. Foram avaliadas, teor de umidade,
pH, acidez titulavel, lipidios antocianinas totais, compostos fendlicos acUcares
redutores e atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase em polpa de acai
tratada e ndo tratada com o ultrassom e tratamento térmico. Para a termossonicacéo
foram utilizadas temperaturas de 20, 30, 40, 50, 60 °C por 10 minutos. Observou-se
que a termossonicacdo e o tratamento térmico foram capazes de manter as
caracteristicas de cor, pH, teor de agua, de lipidios, acidez titulavel e antocianinas.
Aplicando o tratamento com ultrassom a 20 °C na polpa de acai obteve-se
comportamento semelhante ao do tratamento térmico na atividade da enzima
peroxidase. Enquanto no néctar, nenhum dos tratamentos apresentou diferenca
estatistica quando comparado a amostra controle. Assim, observou-se que o
tratamento com ultrassom € promissor desde que se reduzam fatores que podem
interferir na eficiéncia da propagacdo das ondas ultrassénicas, como teor de sélidos

soluiveis e concentragdo dos componentes.

Palavras-chave: Jussara, peroxidase, polifenoloxidase, ultrassom,
termossonicagéo.



ABSTRACT

FURTADO, Maraysa Rodrigues. SONICATION EFFECT IN ENZYMES OF ACAI PULP
(Euterpe edulis). 2016. Dissertation (MSc in Food Science and Technology) - Federal
University of Espirito Santo, Alegre - ES. Advisor: Prof2. Dr2. Raquel Vieira de

Carvalho. Co-advisor: Profa. Dra. Pollyanna Ibrahim Silva.

The non-thermal treatments are promising techniques for the processing of food.
Ultrasound is a able to minimize changes during processing and storage of food. The
application of ultrasonic waves in foods can inactivate enzymes and microorganisms,
as well as assist in the extraction of components. Acai is a fruit with high nutritional
value and commercial demand, but easily loses some of its original properties due
enzymatic reactions. This study aimed to evaluate and compare the sonication
techniques, thermosonication and conventional heat treatment for inactivation of
peroxidase and polyphenol oxidase and maintenance of physical-chemical properties
of acai pulp. Were evaluated, Moisture content, pH, titratable acidity, lipids
anthocyanins, phenolic compounds and reducing sugars activity of peroxidase and
polyphenol in acai pulp treated and not treated with ultrasound and heat treatment.
For thermosonication temperatures used were 20, 30, 40, 50, 60 ° C for 10 minutes.
It was observed that the thermosonication and heat treatment were able to maintain
the characteristics of color, pH, water content, lipid, titratable acidity and
anthocyanins. Application of treatment with ultrasound at 20 ° C in acai pulp was
obtained behavior similar to the heat treatment in the peroxidase activity. While the
nectar, none of the treatments showed statistical significance when compared to the
control sample. Treatment with ultrasound is promising only if the parameters that
interfere with the efficiency of propagation of sound waves, such as soluble solids

content and concentration of the components are reduced.

Keywords:Jussara, peroxidase, polyphenol oxidase, ultrasound, thermosonication.
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1. INTRODUCAO

O aumento da demanda dos consumidores por produtos alimenticios com
maior qualidade tem estimulado pesquisadores e a industria de alimentos a
investigar tecnologias inovadoras de processamento, com a finalidade de substituir
0s métodos tradicionais (AWUAH, RAMASWAMY, e ECONOMIDES, 2007).

Dentre as estudadas estdo: alta pressao, campo elétrico pulsado, irradiacéo e
tratamentos de ultrassom (SAO JOSE et al., 2014).

Diversas pesquisas avaliaram a aplicacdo do ultrassom em processos da
Ciéncia e Tecnologia de alimentos, sendo verificados efeitos promissores no
processamento e preservacao de alimentos (LIANGFU e ZELONG, 2008; LU, DU e
LIPSCOMB, 2009; PORTO, DECORT e KIKIC, 2009; ADEKUNTE et al., 2010;
CHEMAT, HUMA e KHAN, 2011).

A tecnologia do ultrassom surgiu como uma alternativa para os tratamentos
térmicos convencionais em alimentos, utilizando-se, em geral, energia vibracional na
frequéncia gama de 20 a 100 kHz, com uma intensidade de som de 10 a 1000

W/cm? (FENG e YANG, 2005).

Quando as ondas do ultrassom se propagam num liquido, bolhas de
cavitacdo sdo geradas devido a alteracdes de pressdo. Essas microbolhas entram
em colapso violentamente devido aos sucessivos ciclos de expansdo e contragcao
formados pela propagacdo da onda sonora. Isto resulta em regibes de altas
temperaturas, chamadas de pontos quentes que podem atingir até
aproximadamente 5000 °C e pressdes de até 50000 kPa (MASON, 1991; PIYASENA
et al., 2003). Os pontos quentes podem induzir o rompimento das interacdes de van
der Waals e ligacao de hidrogénio levando a altera¢des das estruturas secundarias e
terciarias da proteina, alterando a atividade biolégica da enzima (MAWSON et al.,
2011).

Os mecanismos de inativagcdo por ultrassom, entretanto, sdo especificos para
cada enzima e séo influenciados pela composicdo de aminoacidos e pela estrutura
conformacional da enzima (OZBEK e ULGEN, 2000). A inativacdo também depende
de propriedades como frequéncia, poténcia e fatores como o tipo de enzima, a
concentracéo, temperatura e pH (MAWSON et al., 2011).

A utilizagdo de banho ultrassénico combinado com calor e pressédo & um

processo eficaz na inativacdo de enzimas, tais como a lipoxigenase, peroxidase,
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pectinametilesterase e polifenoloxidase, bem como da lipase resistente ao calor e de
protease com destaque na inddstria de laticinios e na industria de suco de fruta
(LOPEZ, 1994; VERCET, LOPEZ, e BURGOS, 1997; VILLAMIEL e DE JONG, 2000;
TEREFE et al., 2009; GAMBOA-SANTOS et al. 2012).

Numerosos estudos tém investigado a utlizagdo desta técnica para a
inativacdo dessas enzimas responsaveis pela deterioracdo de frutas e hortalicas,
tais como, pectinametilesterase, polifenoloxidases e peroxidases (MANAS, et al.
,2006; AGUILO-AGUAYO et al., 2008; WU et al.,, 2008; TIWARI et al., 2009;
O’'DONNELL et al., 2010).

As alteracbes na cor, sabor e valores nutricionais em sucos, polpas e
néctares constituem um fendmeno amplamente observado e conhecido como
escurecimento enzimatico (GARCIA e BARRET, 2005). Dentre as enzimas
responsaveis por estas alteracdes, destacam-se as polifenoloxidasess e as
peroxidases, presentes em diversas frutas como o acai.

O acai, fruto obtido de Euterpe edulis, planta conhecida popularmente como
palmeira Jussara, € um fruto com alta demanda comercial que possui alto valor
nutricional. Este fruto é composto, em matéria seca, por lipidios (50 %), fibras
alimentares (25 %), proteinas (10 %) e acUcares assimilaveis (glicose, frutose e
sacarose) entre 2,96 % a 3,55 % (ROGEZ, 2000; ALEXANDRE et al., 2004). Possui
ainda quantidades elevadas (45 mg / 100 g de matéria seca) de vitamina E
(tocoferdis), com valores maximos de 78 % do total de esteréis encontrados no acai
(ROGEZ, 2000).

Além disso, o acai tem sido considerado um alimento funcional relacionado
com a reducdo do risco de varias doencgas cronicas nao transmissiveis (doencas
cardiovasculares, diabetes, cancer, dentre outras) devido ao conteddo de compostos
fendlicos e a atividade antioxidante (SCHAUSS et al., 2006 ; ROSSO et al., 2008;
SCHULTZ, 2008).

Diante do exposto, este trabalho visou avaliar o efeito da aplicagcdo do
ultrassom combinado com diferentes temperaturas na atividade das enzimas
peroxidases (POD) e polifenoloxidases (PFO) presentes em polpas de acai.



11

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito da sonicacdo e termossonicacdo na atividade das enzimas
oxidativas polifenoloxidase e peroxidase responsaveis pelo escurecimento e

alteracdo da qualidade da polpa de acai Jussara.

2.2. Objetivos especificos

e Avaliar a eficiéncia da sonicacdo e termossonicacdo para inativacdo das
enzimas polifenoloxidases e peroxidases presentes naturalmente na polpa e
néctar de acai Jussara,;

e Avaliar as caracteristicas fisico-quimicas das polpas tratadas com o ultrassom
e 0 ultrassom combinado com temperatura (termossonicacéo);

e Comparar termossonicacdo com o tratamento térmico convencional.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Acai

O consumo de frutas tropicais tem aumentado tanto nos mercados internos e
externos e isto tem estimulado as agroindustrias a investirem no processamento
para a obtencdo de produtos com caracteristicas semelhantes aos naturais, com
melhor qualidade sensorial e nutricional, e longa vida util (SILVA et al., 2013).

O aumento do consumo de produtos como frutas e hortalicas esta relacionado
aos efeitos benéficos a saude, como a prevencdo de doencas crbnicas
degenerativas dentre as quais se destacam as doencas neurodegenerativas, cancer
e doencas cardiovasculares (SCANDALIOS, 2005; VALKO et al., 2006).

O acai tem se destacado no mercado por combater doencas cardiovasculares
e prevenir o envelhecimento (MARCASON, 2009; SCHRECKINGER et al., 2010).

A polpa de acai pode ser consumida ‘in natura’ ou ser utilizada como um
ingrediente para varios produtos alimenticios (ROGEZ, 2000).

Empresas da Europa, Japao e América do Norte tem agregado valor ao acai,
introduzindo-o em diferentes formulacdes e produtos, como sucos, bebidas
energéticas, comprimidos e pés com aplicacfes funcionais, dentre outros (ENGELS,
2010).

O consumo nacional de acai teve inicio a partir dos anos 90. Devido as
propriedades energéticas e antioxidantes, a classe média e alta da regido Sul e
Sudeste do Brasil adotou o fruto como um alimento saudavel aconselhado para
praticantes de esporte (ROGEZ, 2000).

Na Ameérica do Sul, o género das palmeiras tropicais nativas € chamado
Euterpe (SCHAUSS, 2010). Dentre as formas de aproveitamento da planta pode-se
citar a obtencdo da polpa dos frutos para producdo da bebida denominada acai,
utilizacado do caroco para geracéo de calor, extracdo do palmito pelo corte do apice
do estipe e a utilizacdo das folhas na alimentacéo de animais (CASTRO, 2012).
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As espécies de maior importancia e distribuicdo pelo territério brasileiro séo
Euterpe oleracea Martius, Euterpe precatoria Martius e Euterpe edulis Martius, como
mostrado na Figura 1 (CASTRO, 2012).
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Figura 1 - Distribuicdo das espécies Euterpe edulis, Euterpe precatoria, Euterpe
oleracea no Brasil. Fonte: SCHIRMANN (2009).

A espécie Euterpe oleracea M. € uma palmeira tropical, que cresce em solos
umidos e é encontrada na Floresta Amazoénica (SCHIRMANN, 2009). A espécie E.
precatéria M. pertence a florestas de terras baixas, em éareas de inundacbes
peribédicas, pertencendo naturalmente ao bioma do Acre, Amazonas, Pard e
Rondénia (ROGEZ, 2000). Ja a palmeira Jussara (Euterpe edulis M.) encontra-se

floresta ombrofila densa, Mata Atlantica (HENDERSON, 2000).

3.1.1. Euterpe edulis Martius

A espécie Euterpe edulis Martius também conhecida por Jussara, pertencente
a familia Arecaceae (LORENZI et al., 2006), € nativa e produzida exclusivamente na

Mata Atlantica (LEITMAN et al., 2015). Pode ser encontrada nos estados do Rio



14

Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Rio de Janeiro, Minas Gerais e
Bahia sendo o fruto conhecido como agai da Mata Atlantica (LORENZI et al., 2006).

A palmeira da espécie Euterpe edulis Martius possui grande importancia para
a Mata Atlantica devido as suas caracteristicas ecoldgicas, como atrair animais para
regido (REIS; KAGEYAMA 2000), e caracteristicas econdmicas, como o
fornecimento de matérias-primas como o palmito e o fruto acai.

As palmeiras da variedade Euterpe edulis possuem crescimento rapido em
areas abertas, sendo capazes de produzir sementes e frutos com quatro ou cinco
anos de idade (Figura 2). Quando em mata fechada, o periodo reprodutivo pode
chegar até dez ou doze anos (FANELLI et al., 2012). Porém, sdo capazes de
frutificar grande parte do ano (REIS; KAGEYAMA, 2000).

Figura 2 - Palmeira Jussara (Euterpe edulis M.).
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A palmeira Jussara produz um tipo superior de palmito comparado a
qualidade e sabor das demais espécies de Euterpe, sendo amplamente consumidos
(MANTOVANI; MORELLATO, 2000). Devido a extragdo indiscriminada, a Euterpe
edulis encontra-se na lista de espécies ameacadas de extingdo (MARTINELLI,
MORAES, 2013). Assim, a exploracdo dos frutos da palmeira Jussara € uma
alternativa que concilia protecdo ambiental e rendimento econémico, auxiliando na
conservacao do bioma ameacado (SCHULTZ, 2008).

Os frutos obtidos da palmeira possuem formato esférico com 1 a 1,5 cm de
didmetro e coloracdo roxo escuro (Figura 3) (MANTOVANI; MORELLATO, 2009).
Nos ultimos anos, os frutos tém se destacado comercialmente por possuir
caracteristicas parecidas com a polpa obtida pelo acai da Amazonia (FAVRETO,
2010).

Figura 3 - Frutos da Palmeira Euterpe edulis.

Segundo Castro (2012) a primeira experiéncia académica de producdo de
acai a partir de frutos de E. edulis ocorreu em Santa Catarina no ano de 1998. Em
seguida, demais pesquisas foram realizadas utilizando o fruto da palmeira Jussara,
ou espécie E. edulis (MAC FADDEN, 2005; SILVA, 2005; SCHULTZ, 2008; FARIAS,
2009; SCHIRMANN, 2009; BORGES, 2010; BORGES et al., 2011).



16

Na regido Sul-Sudeste brasileira 0 manejo de Euterpe edulis passou a utilizar
os frutos como alternativa a exploracdo da espécie para obtencdo de palmito em
2003 (FARIAS, 2009).

3.1.1.1. Processamento do fruto da palmeira Euterpe
edulis

Os frutos produzidos pela palmeira Euterpe edulis Martius normalmente néo
sdo consumidos ‘in natura’ visto que a polpa apresenta apenas 12 % do peso total
(ROGEZ, 2000), por isso, sao frequentemente comercializados na forma de polpa,
Suco e néctar.

A producédo da polpa normalmente é feita seguindo as seguintes etapas de
processamento: separacdo de materiais estranhos; selecdo dos frutos sadios e
maduros; higienizacao; repouso em agua morna (aproximadamente 40 °C) durante
30 minutos, para o amolecimento da polpa e casca e despolpamento. Em seguida,
sao utilizados processos que condizem com a finalidade do produto, que pode ser
consumido imediatamente, ou ser submetido a processos que visem a garantir a
conservagao para a posterior comercializagdo (SCHULTZ, 2008).

Com o aumento do consumo e distribuicdo do acai, como produto
industrializado em grandes centros urbanos nacionais e internacionais, iniciou-se a
busca pela padronizacao e qualidade do produto (PAGLIARUSSI, 2010).

Em processos industriais o produto que sai da despolpadora é transferido em
circuito fechado ao envase. O acai passa pelo processo de homogeneizacao,
pasteurizacdo e envase e congelamento imediato em tluneis de congelamento ou em
camara fria (CARNEIRO, 2000; ALEXANDRE;CUNHA; HUBINGER, 2004; HOMMA
et al., 2006).

Comercialmente s&o utilizadas despolpadoras elétricas que possuem
produtividade de 100 a 200 litros / maquina / dia. Os frutos sdo dispostos no cilindro
e agitados por 3 a 10 minutos (variando de acordo com a dimenséo do cilindro,
velocidade de rotacdo do eixo e tipo de acai extraido), enquanto agua potavel é

adicionada progressivamente durante o processamento. Em seguida o acai, por
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acdo da gravidade, é forcado a passar por uma peneira separando a polpa dos
subprodutos obtidos (ROGEZ, 2000).

A pasteurizacdo e congelamento imediato objetivam a minimizacdo de
alteracdes nutricionais, quimicas, fisicas e sensoriais desfavoraveis em funcdo da
atividade de enzimas e de microrganismos (CARNEIRO, 2000; ALEXANDRE;
CUNHA; HUBINGER, 2004; HOMMA et al., 2006), pois o acai € um fruto de alta
perecibilidade.

Segundo Alexandre, Cunha e Hubinger (2004), o tempo maximo de
conservacdo do acai é de 12 horas, mesmo sob refrigeragdo. Este fato esta
relacionado, principalmente, & acdo de microrganismos deterioradores e a atividade
de enzimas, dentre as quais se destacam a peroxidase e a polifenoloxidase
(CASTRO, 2012).

3.1.1.2. Composicao do acai

Muitos estudos apontam os potenciais beneficios do acai a saude (SCHAUSS
et al., 2006; HONZEL et al., 2008; JENSEN et al., 2008; RUFINO et al., 2010) e
atribuem principalmente a presenca de polifenois e antocianinas (ROGEZ, 2000;
DEL POZO-INSFRAN et al., 2004).

Os compostos bioativos sdo substancias presente em alimentos capazes de
fornecer beneficios para saude, principalmente na prevencao doencas ao proteger o
organismo contra danos oxidativos causados por radicais livres.

Dentre os compostos bioativos presentes no acai estdo: acidos benzoico,
cafeico, clorogénico, ferulico, protocatecuico, p-cumarico, siringico, vanilico e
flavonoides como quercetina e rutina, antocianinas e outros compostos fenolicos
(ROGEZ, 2000; DE PAULA, 2007; BORGES, 2013).

As antocianinas sado pigmentos hidrossoluveis altamente instaveis a
temperaturas elevadas, variacbes de pH, presenca de luz e oxigénio (MARKAKIS,
1982), que podem ser degradas por enzimas enddgenas como glicosidases,
polifenoloxidases e peroxidases (MALACRIDA; DA MOTTA, 2006), o que indica a

necessidade de controle da atividade enzimaética.
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A atividade antioxidante das antocianinas esta relacionada a doagdo ou
transferéncia de elétrons dos atomos de hidrogénio presentes em sua estrutura
fendlica (ESPIN et al., 2000). Essa atividade confere efeito protetor contra formac&o
de raciais livres, que sdo capazes de causar danos oxidativos as células e tecidos
do organismo (NOVELLO, 2011).

Além disso, as antocianinas sdo responsaveis por fornecer coloracdo em
flores, frutos, algumas folhas, caules e raizes de plantas nas tonalidades azul, roxo e
vermelho (MARKAKIS, 1982) que atraem polinizadores e dispersores de frutos
(TAIZ; ZEIGER, 2013).

laderoza et al. (1992) afirmaram que o acai obtido da Palmeira Jussara (E.
edulis) apresenta quatro vezes mais antocianinas que o fruto obtido do acaizero (E.
oleracea). As principais antocianinas presentes na polpa de acai: cianidina-3-
glicosideo, cianidina-3-rutinosideo,  perlagonidina-3-glucosideo, cianidina-3-
sambiosideo, peonidina-3-rutinosideo e peonidina-3-glucosideo.

Além dos compostos bioativos, o acai possui alto valor energético, contendo
de 40 a 50 % de lipidios, sendo os acidos graxos palmitico, palmitoleico, esteérico,
oleico, linoleico e linolénico, os principais encontrados. Possui também 10 % de
proteinas, 30 % de fibras, e 3,5 % de carboidratos, apresentando glicose, frutose e
maltose como os principais acucares encontrados (ROGEZ, 2000; ALEXANDRE;
CUNHA; HUBINDER, 2004; DO NASCIMENTO, 2008; VAZ et al., 2009; BORGES,
2013).

3.2. Enzimas

Dentre as reacdes bioquimicas capazes de alterar a qualidade sensorial da
polpa de acai, as rea¢gfes enzimaticas sdo as que requerem maior atencao, pois as
enzimas presentes catalisam reacdes de escurecimento, oxidacdo, hidrélise,
polimerizacdo de compostos, tornando o produto impréprio e inaceitavel ao
consumidor (LOPES, 2005).
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As enzimas peroxidase e polifenoloxidase sdo as principais responsaveis pelo
escurecimento durante o processamento de hortalicas e frutas (CLEMENTE;
PASTORE, 1998), sendo o grau de escurecimento influenciado pela presenca de
oxigénio, substancias redutoras, ions metalicos, pH, temperatura e atividade de
enzimas oxidativas (LOPEZ-NICOLAS et al., 2007).

No processo de senescéncia, na pds colheita e ou no processamento de
frutas e hortalicas, as quinonas formadas durante a reacdo catalisada pela
polifenoloxidase podem se polimerizar e ligar a aminoacidos produzindo pigmentos
escuros. Esse processo € conhecido como escurecimento enzimatico (LOPEZ-
NICOLAS et al., 2007).

A ruptura dos tecidos vegetais € a principal causa do desencadeamento das
reacdes que promovem 0 escurecimento enzimatico. Porém, quando o tecido ainda
esta intacto também ¢é percebido o escurecimento (ARAUJO, 2011).

O controle da atividade das enzimas peroxidase e polifenoloxidase é
imprescindivel durante o processamento de alimentos (CLEMENTE; PASTORE,
1998). Em torno de 50 % da perda de frutas tropicais no mundo ocorre devido a
acdo das polifenoloxidase (ARAUJO, 2011). Por isso, um dos principais objetivos
dos tratamentos utilizados para a conservacao em frutas e hortalicas € a inativacao
de enzimas enddgenas que desencadeiam a perda de caracteristicas de qualidade
como cor, sabor, textura e valor nutricional (PANKAJ; MISRA; CULLEN, 2013).

Dentre 0s processos convencionais para inativacdo enzimatica estdo o0s
tratamentos que utilizam calor, como o branqueamento, pasteurizacdo ou
esterilizacbes comerciais, que além de inativar enzimas contribuem para a alteracéao
de caracteristicas sensoriais, cor e sabor, e nutricionais do produto (ANTHON;
BARRETT, 2002).

3.2.1. Polifenoloxidase

A enzima polifenoloxidase (PPO) também pode ser chamada de tirosinase,
polifenolase, fenolase, catecol oxidase, catecolase e cresolase. E encontrada em
algumas bactérias e fungos, em plantas, artbpodes e mamiferos e pode ter de 57 a
62 kDa (ARAUJO, 2011).



20

A polifenoloxidase (EC 1.14.18.1) faz parte do grupo das oxirredutases. E
uma enzima que catalisa a hidroxilacdo dos monofendis e a oxidacao de o-difendis a
o-quinonas, que por serem altamente instaveis polimerizam-se ou reagem com
aminoacidos, peptideos e proteinas produzindo pigmentos escuros chamados de
melaninas (Figura 4). Esse processo é desencadeado devido & presenca de Cu?* no
sitio ativo da enzima (MARTINEZ; WHITAKER, 1995; ESCRIBANO et al., 1997,
SERRADELL et al., 2000; CONCELON et al., 2004).

Difenol O-quinona P
0O E
OH Cresolase Catecolase+C; i s
_“—‘* R I Y o
M U
E R
R O
Monofenol 0
AGENTE REDUTOR AMINOACIDOS
OU SULFITO PROTEINAS
QUINONAS
FENOIS

Figura 4 - Reagdo da polifenoloxidase na formagao de polimeros escuros.
Fonte: ARAUJO, 2011.

A formacgédo da quinona depende da presenca de oxigénio e enzima, porém,
apos a formacgéao desta substancia, as reacdes seguintes ocorrem espontaneamente
(ARAUJO, 2011).

Existem varias formas de inibir a polifenoloxidase, embora, poucos sao o0s
métodos que ndo geram flavor desagradavel (ARAUJO, 2011).

Essas enzimas ndo sdo termorresistentes podendo ser inativadas ao serem
exposta de 70 a 90 °C por um pequeno tempo (ARAUJO, 2011). Além do tratamento
térmico, existem alternativas de inibir a polifenoloxidase, como a adicdo de acido
ascorbico, citrico, fosférico e malico que atuam na reducédo do pH e restabelecem o
valor nutricional e melhoram a cor e palatabilidade do produto (MENDONCA;
GUERRA, 2003).

A faixa de pH oOtimo de atuacdo da enzima estd entre 50 a 7,0, e em

condi¢cbes de pH menores que 3,0, as polifenoloxidase sé&o inativadas (REIS, 2007).
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3.2.2. Peroxidase

As peroxidases (EC 1.11.1.7) sédo oxirredutases encontradas em seres Vivos
(RIBEIRO et al., 2013). Possuem alta resisténcia ao calor e utilizam os peroxidos e
substancias doadores de hidrogénio (como aminas aromaticas primarias,

secundarias e terciarias) como substratos (Figura 5) (FREITAS et al., 2008).

OCHz OCHz= OCH=
OO
OH Peroxidas
+  4H0: —/» + 8 H20

O o ©
Guaiacol OCHs OcHs
Tretaguaiacoquinona

(composto marrom escuro)

Figura 5 - Reacgéo de escurecimento catalisada pela enzima Peroxidase.

A estrutura da peroxidase contém ferro na forma de um grupo prostético
ferriprotoporfirina [Il (ONSA et al., 2004) (Figura 6).

HOOCCH,-CH,

Figura 6 - Estrutura do grupo ferriprotoporfirina 1l presente
na peroxidase. Fonte: ONSA et al., (2004).
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A peroxidase também é responsavel por afetar a textura de alguns tipos de
frutas, participando da sintese de lignina e catalisando a ligagdo entre moléculas de
acido ferrulico, substituintes da cadeia de pectina (ADAMS, 1997). O amolecimento
além de reduzir a aceitacdo do produto pelos consumidores facilita a deterioracéao
microbioldgica.

A peroxidase provoca tanto alteragdes nutricionais como sensoriais. E capaz
de degradar vitamina C, alterar cor, flavor e textura de frutos frescos e processados.
Além disso, pode catalisar a degradacdo de acidos graxos insaturados e a
descoloracao de carotenoides e antocianinas (DE PAULA, 2007).

Na presenca de peroxido, a peroxidase também catalisa a oxidagdo de
dopamina, sendo o produto dessa oxidacdo passivel de reducdo eletroquimica
(RIBEIRO et al., 2013). Assim, essa enzima tem sido utilizada em muitas aplicacbes
em biossensores para a andlise clinica de glicose, hepatite, creatina, &cido Urico e
colesterol, todas sao fundamentadas pela quantidade residual de peroxido
(GALENDE et al., 2012).

Em tecidos vegetais, a peroxidase apresenta-se sollvel e ionicamente ligada
a parede celular, e, em ambas as formas, apresentam isoenzimas com diferentes
propriedades cataliticas, massas moleculares, composicdo de aminoacidos e
conteudo de carboidratos (VALDERRAMA; CLEMENTE, 2004).

As peroxidases sdo termoestaveis, possuindo capacidade de regeneracao
apos desnaturacado térmica, por isso sua atividade é utilizada como um indicador da
eficiéncia do branqueamento. Apresentam atividade 6tima na faixa de pH de 5,0 a
6,0 e sua atividade € determinada pela reacdo com guaiacol, formando o

Tetraguaiacoquinona, pigmento de coloracao escura (CLERICI et al. 2014).

3.3. Ultrassom

Os ultrassons sdo ondas sonoras inaudiveis, com frequéncias superiores a 20
kHz (AWAD et al., 2012), que foram descobertas por Pierre Curie no ano de 1880
(SHANKAR;e PAGEL, 2011).
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Apés 14 anos, Thornycroft e Barnaby observaram que as vibracdes geradas
pela propagacdo de ondas ultrassdnicas produziam bolhas e o0s sucessivos
processos de compressdo e expansdo, e até implosdo destas bolhas foram
chamados de cavitagéo (SUSLICK, 1994; MARTINES, DAVOLOS, e JUNIOR, 2000).

A partir de 1920 iniciou-se a investigacdo sobre o efeito do ultrassom no
processamento de alimentos (KNORR et al., 2011). Na década de 1960, o ultrassom
ja era utilizado para a limpeza de superficies e soldas de plasticos (MASON, 1998).

Desde entéo, estudos com resultados promissores foram realizados utilizando
a aplicacdo do ultrassom no processamento e conservacao de diferentes alimentos
(ADEKUNTEset al., 2010; CAO et al. 2010; SORIA e VILLAMIEL, 2010; TIWARI et al.
2010; FAVA et al., 2011; ARZENI et al., 2012; GABRIEL, 2012; SAO JOSE e
VANETTI, 2012; BIRMPA, SFIKA, e VANTAKARIS, 2013)

A utilizacdo de ondas ultrassbnicas € uma das tecnologias emergentes
desenvolvida com a finalidade de conferir efeitos positivos no processamento de
alimentos, reduzindo o tempo, maximizando a qualidade e garantindo a seguranca
dos produtos alimenticios. E um processo capaz de otimizar a transferéncia de
massa e a conservacdo de alimentos, podendo ser utilizado para auxiliar os
tratamentos térmicos (KNORR et al., 2011).

De acordo com a frequéncia os processos podem ser classificados em alta
poténcia (frequéncias de 20 a 100 kHz) e baixa poténcia (frequéncias superiores a
100 kHz) (AWAD et al., 2012; SANGO et al. 2014).

Os ultrassons de baixa poténcia produzem efeitos fisicos, quimicos e
mecanicos nos alimentos sendo capazes de induzir alteracdes nas propriedades
guimicas e bioguimicas dos alimentos (AWAD et al., 2012). Ja o ultrassom de alta
poténcia tem sido aplicado em meios alimenticios para inativar enzimas e
microrganismos, auxiliar no processo de congelamento e secagem, emulsificar,
dentre outros (ARZENI et al., 2012).

Durante os ultimos anos a aplicacdo de ultrassom tem atraido crescente
interesse na area da Ciéncia e Tecnologia de alimentos (KNORR et al., 2011), sendo
considerado uma das tecnologias mais promissoras para conservacao dos alimentos
(CONDON, RASO e PAGAN, 2005). Apesar das diferentes aplicacdes e amplo
desenvolvimento, a tecnologia ultrassom ainda é considerada recente (SAO JOSE et
al., 2014).
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3.3.1. Principio de aplicacdo do ultrassom

Os ultrassons sdo gerados pela conversdo de energia elétrica ou mecanica
em energia sonora pela acao dos transdutores (O’'DONNEL et al., 2010).

Quando propagado através de um meio, o ultrassom promove a compressao
e expansdo do gas presente no liquido, resultando na producdo de uma elevada
quantidade de energia, fenbmeno conhecido como cavitacdo (KENTISH e
ASHOKKUMAR, 2011). A formacdao, crescimento e colapso das bolhas de cavitagcéo
sdo responsaveis pela liberacdo de energia (RASTOGI, 2011). Essas microbolhas
formadas entram em colapso violentamente devido aos sucessivos ciclos de
expansao e compressdo formados pela propagacdo da onda sonora. Isto resulta em
regibes de altas temperaturas, chamadas de pontos quentes que podem atingir até
5000 °C e pressoes de até 50000 kPa (MASON, 1991; PIYASENA et al., 2003).

A intensidade de cavitacdo pode ser estimada pela quantificacdo de perdoxido
de hidrogénio (H.0,) (MEAD, SUTHERLAND, e VERALL, 1976), que é formado
devido ao processo chamado de sondlise da &gua, no qual as moléculas sao
rompidas pela energia liberada no colapso das bolhas, gerando H,O,, OH e H *
(SAO JOSE et al., 2014). No entanto, a determinacdo de perdxido de hidrogénio
durante o processo de aplicacdo da sonicacgao € dificultada pela presenca de ions e
outros componentes coloidais (RAVIYAN et al., 2005).

Nesse processo também ocorre a liberagdo de radicais livres, resultado da
dissociacao do vapor aprisionado nas bolhas (RASTOGI, 2011; GABRIEL, 2012).

Os pontos quentes podem induzir o rompimento das interacdes de van der
Waals e ligacdo de hidrogénio levando a alteracdes das estruturas secundarias e
terciarias da proteina, alterando a atividade biolégica da enzima (MAWSON et al.,
2011). Além disso, esse fendbmeno possui efeitos bactericidas, pois o DNA das
células bacterianas tem sua estrutura alterada pelos radicais livres liberados com a
sondlise (BERMUDEZ-AGUIRRE et al., 2011).

Segundo Tsukamoto et al. (2004), a medida da amplitude das ondas esta

relacionada a cavitacéo e poténcia do ultrassom.
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3.3.2. Ultrassom e enzimas

O uso de ultrassom isolado (sonicacdo) ou combinado com temperatura
(termossonicagao), pressdo (manossonicagdo) ou ambos (manotermossonicacgéo)
tem sido eficaz sobre diversas enzimas de importancia industrial, tanto na industria
de sucos como em laticinios (LOPEZ at al. 1994; LOPEZ e BURGOS, 1995;
VERCET, LOPEZ, e BURGOS, 1997; VILLAMIEL e DE JONG, 2000).

Resultados de estudos indicaram a inativagao da enzima pectinametilesterase
presentes em sucos de tomate e laranja apdés o tratamento com ultrassom
combinado com temperatura e ou pressdo (LOPEZ et al.,1998, VERCET, LOPEZ, e
BURGOS, 1999; KULDILOKE, 2002; VERCET, ORIA, MARQUINA, CRELIER, e
LOPEZ-BUESA, 2002; SCHUINA, 2014).

Cruz, Vieira, e Silva (2006) reduziram o tempo de branqueamento necessario
para inativacdo da peroxidase em agrido ao se aplicar a termossonicacéo a 20 kHz.
Sendo que para reduzir 90 % da atividade foram necessario 5 s de termossonicacéo
a 90 °C, enquanto paro tratamento térmico foram necessarios 70 s.

Trabalhos mostram que poucas sdo as alteracdes na composi¢do fisico-
quimica de sucos de frutas tratados com ultrassom, como suco de laranja
(SCHUINA, 2014), suco de goiaba (CHENG et al, 2007) e suco de morango (TIWARI
et al., 2009).

A desnaturacao da proteina ocorre por efeito quimico, ou seja, pela acao dos
radicais livres formados pela sondlise da agua (H,O — OH™ + H") ou por efeito fisico,
acao das forcas de cisalhamento, resultado da formacao ou o colapso das bolhas de
cavitagao (O'DONNELL et al., 2010).

O controle da atividade enzimética por ultrassom, depende de fatores
intrinsecos e extrinsecos, como concentracdo enzimatica, temperatura, pH,
composicdo do meio (O'DONNELL et al., 2010).

Ozbek, e Ulgen (2000), afirmam que os parametros que promovem a
inativacdo séo especificos para cada tipo de enzima, e depende da composicao de
aminoacidos e estrutura conformacional da enzima.

Algumas enzimas, em determinadas condi¢des podem ser ativadas quando

tratadas com ultrassom. Cheng et al. (2007) relataram um aumento na atividade de
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polifenoloxidase de suco de goiaba ao aplicar onda ultrassbnicas na frequéncia de
35 kHz, por 30 minutos.

Cruz et al., (2006) identificaram um aumento na atividade da peroxidase de
agrido em sonicacdo a baixas temperaturas. Isto pode estar relacionado com uma
mudanca de conformagao da enzima, facilitando a interacdo com o substrato.

Portanto, acredita-se que combinando ultrassons com calor, sera observado
efeito sinergistico com reducdo do tempo necessario de aplicacdo do
processamento, por devido a diminuicdo da resisténcia térmica de diversas enzimas
(O'DONNELL et al., 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

A polpa de acai (Euterpe edulis) foi obtida no comércio local da cidade de Rio
Novo do Sul — ES, caracterizada quanto aos atributos fisico-quimicos e atividade
enzimatica, no laboratério de Quimica de Alimentos do Centro de Ciéncias Agrérias

da Universidade Federal do Espirito Santo localizado em Alegre - Es.

4.1. Tratamentos

As polpas obtidas foram descongeladas colocadas em tubos de ensaio e
tratadas em banho ultrassonico, Ultrassonic Power IGBT (CTA do Brasil) com
frequéncia de 25 kHz, poténcia de 900 W e volume de 10 litros, com temperaturas
de 20, 30, 40, 50, 60 °C, por 10 minutos. Para comparacdo, uma amostra foi
submetida ao tratamento térmico (TT), 90 °C/10 min, e outra chamada de controle foi

analisada sem a aplicagdo de nenhum tratamento. Como apresentado na Tabela 1.

Tabela 1 - Tratamentos e condi¢des aplicadas

Ultrassom Temperatura Tempo
Tratamentos .
(kHz) (°C) (min)
Controle - - -
uUS20 °C 25 20 10
US30 °C 25 30 10
US40 °C 25 40 10
US50 °C 25 50 10
US60 °C 25 60 10
Tratamento
o - 90 10
térmico

*US: ultrassom
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As amostras tratadas (ultrassom e temperaturas variadas e tratamento
térmico) foram comparadas com amostra controle (sem tratamento) quanto as
caracteristicas fisico-quimicas e medida da atividade das enzimas peroxidases e
polifenoloxidase.

Com a polpa descongelada, foi elaborado um néctar de acai, pela diluicdo de
30% de polpa em &gua potavel. Este néctar foi submetido aos mesmos tratamentos
que a polpa, e em seguida foi determinada a atividade das enzimas peroxidase e

polifenoloxidase.

4.2. Planejamento Experimental e Analise Estatistica dos Dados

O experimento foi conduzido em Delineamento Inteiramente Casualisado
(DIC) sendo realizado em triplicata e com 3 repeticdes. Os resultados obtidos foram
analisados utilizando o programa Assistat 7.7 por meio da analise de variancia
univariada (ANOVA) e teste Tukey. Os valores obtidos para as meédias, desvio
padrdo e o resultado do teste de média foram apresentados em Tabelas e gréaficos.

4.3. Metodologia

4.3.1. Caracterizacao fisico-quimica

4.3.1.1. Teor de 4gua

O teor de &gua foi determinado de acordo com as Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2005), no qual 5 g da amostra foram secas em estufa a 105 °C

até peso constante.
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4.3.1.2. Acidez titulavel

A acidez titulavel foi determinada de acordo com Normas Analiticas do
Instituto Adolfo Lutz (2005) no qual 10 mL de polpa de agai foram diluida em 100 mL
de agua e a solucédo obtida titulada com hidroxido de sédio (0,1 N) até obter pH 8,2.
Os resultados foram calculados seguindo a equacao 1 e expressos em porcentagem

de acido citrico.

Acidez (%) = (V *f*100) Equacao 1: Célculo da acidez titulavel
(P *c)

Onde:

V: n° de mL da solucéo de hidréxido de sédio 0,1 ou 0,01 M gasto na titulagéo

f: fator da solucéo de hidroxido de sodio 0,1 ou 0,01 M

P: n° de g da amostra usado na titulacédo

c: correcao para solucdo de NaOH 1 M, 10 para solucdo NaOH 0,1 M e 100
para solu¢do NaOH 0,01 M.

43.1.3. pH

O potencial hidrogeniénico foi determinado pelo método potenciométrico
descrito pelo Instituto Adolfo Lutz (2005) no qual 10 g de amostra foram
homogeneizadas em 100 mL de 4gua destilada e a determinacao foi realizada pela
insercao do eletrodo de pHmetro digital (Del Lab DLA-PH) na solucéo preparada.
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4.3.1.4. Conteudo lipidico

A andlise foi realizada segundo as Normas Analiticas do Instituto Adolfo Lutz
(2005). Uma amostra de 3 g de polpa de acgai foi colocada em cartucho e transferida
ao aparelho extrator tipo Soxhlet, que foi acoplado ao copo extrator previamente
seco a 105 °C. Eter de petroleo foi adicionado e a solucdo foi mantida sob
aguecimento em chapa elétrica para extracao durante quatro horas.

Em seguida, o cartucho foi retirado do aparelho e o baldo com o residuo
extraido foi transferido para estufa a 105 °C por uma hora. Completado o tempo, foi
resfriado em dessecador até a temperatura ambiente e pesado. O resultado foi

expresso em porcentagem.

4.3.1.5. AcuUcares redutores totais

A determinacdo de acucares redutores totais foi realizada por analise
espectrofotométrica segundo a metodologia de MILLER (1959), no qual o &cido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS) é reduzido alterando a cor do meio de reacao.

Foi construida uma curva de calibracdo utilizando solucdo de glicose com
concentracdes variando de 0,01 mg/mL até 0,5 mg/mL .

Para andlise a amostra foi diluida na proporcao de 1:50 (v/v) e os resultados
foram expressos em miligramas de glicose por 100 mL de amostra.

A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro (Bel Photonics
2000 UV) a 540 nm.

4.3.1.6. Antocianinas

Primeiramente foi realizada a extracdo das antocianinas totais pela

metodologia descrita por Francis (1982). Esta analise ocorreu em trés etapas:
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obtencdo do extrato concentrado e do extrato diluido, seguida da quantificacdo das
antocianinas.

Uma amostra de 5 g de polpa de acai foi adicionada a 50 mL de solvente
extrator (Etanol-Agua, proporcéo 70:30 v/v) e HCI 3M (para obter o pH final igual a
2,0). Para a extracdo, essa solugcéo permaneceu em descanso por 24 horas a 5 °C,
em local isento de luz. Em seguida, para formagdo do extrato concentrado, a
solucéo foi filtrada, o extrato transferido para baldo de 100 mL e completado com
solvente extrator.

Para a obtencdo do extrato diluido, uma aliquota de 0,5 mL do extrato
concentrado foi transferida para baldo de 10 mL e o volume completado com
solucéo tampao de etanol e HCI (85:15 v/v).

A quantificacédo foi realizada pela medida da absorbancia do extrato diluido
em espectrofotbmetro marca Bel Photonics 2000 UV a 510 nm e o resultado foi

expresso em mg de cianidina-3-glicosideo /100g da fracdo da amostra analisada.

4.3.1.7. Compostos fendlicos

A determinacdo de polifenois totais foi realizada utilizando o reagente Folin-
Ciocauteau, segundo o método espectrofotométrico de Singleton e Rossi (1965)
adaptado.

A mistura de 0,6 mL do extrato da polpa e 3,0 mL de reagente Folin-
Ciocalteau (1:10; v/v) permaneceu em repouso por 3 minutos em local isento de luz.
Apos este tempo, 2,4 mL de solucéo saturada de Na,COs (7,5 %; m/v) foi adicionada
e apos 1 hora de repouso a absorbancia foi determinada a 760 nm. Os resultados

foram expressos em acido galico equivalente (mg AGE / 100 g).
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4.3.2. Determinagcdo da atividade das enzimas peroxidase e

polifenoloxidase

Para a obtencdo do extrato enzimético, a polpa de acai descongelada foi
homogeneizada com tampéo fosfato de sodio 0,05 M pH 6, na proporgdo de 1:1, e
em seguida a mistura foi centrifugada em centrifuga refrigerada, marca Hermle
Labortechnik, a 8000 x g por 10 minutos a 4 °C.

A atividade da enzima peroxidase (POD) na polpa de acai foi determinada
pelo método descrito por Khan e Robinson (1994) modificado. O meio de reacao
contendo 1,5 mL de guaiacol 1% (v/v) em tampéo fosfato de sédio 0,05 M pH 6 e
adicionado mais 1,2 mL de tampao fosfato de sodio 0,05 M pH 6 foi incubado a 25
°C por 10 minutos. Ap6s o tempo determinado, foi adicionado a mistura 0,4 mL de
H,0, 0,3% (0,33 mL de H,O, em 100 mL de tampao fosfato de sodio 0,05 M pH 6) e
0,1 mL do extrato enzimatico. A reacdo foi acompanhada durante 5 minutos em
espectrofotometro da marca Bel Photonics 2000 UV a 470 nm e a atividade foi
expressa em unidade (atividade capaz de alterar 0,001 de absorbancia a 470 nm)
por minuto por grama da amostra (U.min™".g™). Para o branco, o meio continha 1,5
mL de solucdo 1% de guaiacol em tampéo fosfato 0,05 M pH 6,0, 1,6 mL de tampéao
fosfato 0,05 M pH 6,0 e 0,1 mL do extrato enzimatico.

A atividade da polifenoloxidase (PPO) foi determinada de acordo com o
método descrito por Oktay et al. (1995) modificado. Foi adicionado a um tubo de
ensaio 2,9 mL de solucdo de catecol 0,01 M em tampéo fosfato 0,1 M pH 6,0 e 0,1
mL do extrato enzimatico. A reacdo foi acompanhada em espectrofotbmetro marca
Bel Photonics 2000 UV por 5 minutos a 420 nm e o tubo da amostra controle ou o
branco foi determinado pela adicdo de 2,9 mL de catecol 0,05 M em tampéao fosfato
0,1 M pH 6,0 e 0,1 mL de tampao fosfato de sédio 0,05 M pH 6. A atividade de PPO

foi definida com o aumento de uma unidade de absorbancia por minuto/mL.
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4.3.3. Efeito da temperatura na atividade da enzima Peroxidase
(POD)

O meio de reacdo para determinacdo da atividade enzimatica da Peroxidase
descrito no item 4.3.2. foi incubado a 20, 30, 40, 50 e 60 °C por 10 minutos. Em
seguida a reacdo foi acompanhada durante 5 minutos em espectrofotometro (Bel
Photonics 2000 UV) a 470 nm.

4.3.4. Efeito da temperatura na atividade da enzima
Polifenoloxidase (PPO)

O meio de reacdo para determinacdo da atividade enzimatica da
Polifenoloxidase descrito no item 4.3.2. foi incubado a 20, 30, 40, 50 e 60 °C por 10
minutos. Em seguida a reacdo foi acompanhada durante 5 minutos em
espectrofotometro (Bel Photonics 2000 UV) a 470 nm.

4.3.5. Cor instrumental

A andlise de cor foi realizada utilizando o colorimetro da marca konica-Minolta
CM-5 no modo reflectancia, sendo utilizada a escala de cor do sistema CIELAB
utilizando as coordenadas retangulares de cor L* (luminosidade), a* (intensidade de
vermelho e verde) e b* (intensidade de amarelo e azul) .

A partir das coordenadas L*, a* e b* obtidas, foram calculadas a diferencas
totais de cor para cada tratamento sendo comparadas a coloragdo da polpa sem

tratamento. Para o calculo foi utilizada a Equagéo 2.

AE =[(AL*)” + (Aa*)? +(Ab%)°] 2 Equacéo 2: Célculo da diferenca de cor das

amostras.
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Além disso, utilizando os valores das coordenadas a* e b*, foram calculados
os valores de C* (saturacéo de cor) e H* (&ngulo de tonalidade) de acordo com as

Equacbes 3 e 4.

C*= V(a*?+b*?) Equacdo 3: Célculo da saturac&o de cor.
H* = arctan (b*/a*) Equacéo 4: Célculo do angulo de tonalidade.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacao fisico-quimica

As amostras de acai foram caracterizadas quanto ao teor de agua, pH, acidez
titulavel e lipidios. Os valores encontrados estdo apresentados na Tabela 2.

Como na literatura ainda néo é possivel encontrar trabalhos com a polpa de
acai Jussara, em alguns casos, os resultados obtidos foram comparados com sucos
de frutas que apresentam em sua composicdo as enzimas peroxidase e

polifenoloxidase.

Tabela 2 - Médias e desvios padrdo dos teores de agua, pH, acidez titulavel e
lipidios da polpa de acai (Euterpe edulis) com e sem tratamento

Acidez titulavel

Tratamentos Teor de agua (%)** pH * o Lipidio (%) "
(% acido citrico)*
Controle 90,71+1,25°2 512+020%® 0,25+0,03%®  33,78+0,53%
US20 °C 91,21 +0,17 2 503+0,19%® 0,27+0,03% 33,63+1,592
US30 °C 91,10+ 0,36 2 481+009% 0,32+0,022 31,72+4,36°
US40 °C 89,66+023% 493+003%® 028+0,04% 3374+1,43%2
US50 °C 91,27 +0,67 @ 520+0,10% 023+002% 3476+0,33%
US60 °C 87,94+1,16°" 524+0,12% 025+001%*  37,64+5,682
Tratamento b b
o 91,55+1,18°2 5,09 +0,13 2 0,19 + 0,08 34,60 +0,97 2
téermico

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna ndo apresentaram diferenca

significativamente pelo teste de Tukey.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0.01)

* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (0.01 =< p < 0.05)
"®ndo significativo (p >= 0 .05)

Os valores de teor de agua, pH e lipidios das amostras ndo apresentaram

diferenca significativa apds serem submetidos aos tratamentos, termossonicagéo e

tratamento térmico, como mostrado na Tabela 2. O tratamento com ultrassom e
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tratamento térmico (90 °C) aplicados durante 10 minutos ndo foram eficientes para
gerar alteragBes pronunciadas nessas caracteristicas fisico-quimicas, mantendo-as
estatisticamente semelhantes as obtidas para amostra controle.

Comparando os resultados deste estudo com os limites estabelecidos para
polpas de acai Euterpe oleracea pela Instrucdo normativa n° 1 de 7 de janeiro de
2000 do MAPA, devido ao fato de nao existir legislacado vigente para os frutos de
Jussara, percebe-se que os dados encontrados estdo de acordo com a legislacéo
gue define valores de pH entre 4,0 a 6,2, lipidios de 20 a 60 g/100g, e acidez de 0,27
a 0,45 g/100g.

O teor de 4gua manteve-se por volta de 90 %, valor proximo ao apresentado
na Tabela TACO (2011) (88 %) e encontrado por Guimardes e Mascigrande (2011)
(90,22%).

Foram encontrados pHs proximos a 5,0 para todas as amostras,
caracterizando a polpa em alimento pouco &cido. De Castro (2012) encontrou
valores semelhantes ao adquirir e despolpar frutos de E. edulis. Zafra-Rojas et al.
(2013) ao tratar suco de péra com ultrassom n&o encontraram efeito significativo nos
valores de pH ao alterar o tempo de aplicacédo (10 a 25 minutos) e amplitude das
ondas. Tiwari et al. (2008), Tiwari et al. (2009) e Adekunte et al. (2010) assim como
neste estudo, ndo observaram diferenca significativa nos valores de pH ao tratar
ultrassonicamente sucos de limao, laranja e tomate, respectivamente.

Quanto a acidez titulavel total presente na amostra analisada, apenas o
tratamento com ondas ultrassbnicas em banho a 30 °C apresentou diferenca
significativa ao nivel de 5 % de probabilidade do tratamento térmico (90 °C / 10 min).

Adekunte et al. (2010) ndo observaram diferenca significativa na acidez ao
tratar suco de tomate a 20 kHz por 2 a 10 minutos. De Castro (2012) observou um
aumento na acidez apds tratar a polpa de Euterpe edulis a 100 °C por 5 s.

Sabe-se que o0 acai é considerado um alimento energético devido ao elevado
teor de lipidios presentes. Este componente fornece cerca de 90 % das calorias
presentes na polpa (ROGEZ, 2000). Neste estudo, foram observados teores
proximos a 33 % de lipidios, que n&do se diferiram significativamente apds a
aplicacao dos tratamentos.

Segundo Borges et al. (2011) os éacidos oleico e linoleico sdo os acidos

graxos predominantes no acai, que contém de 18,45 - 44,08% de lipidios. O
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contetdo de lipidio no acai Jussara € maior que o0 encontrado em outras espécies,
como o Euterpe oleracea (DE SOUZA et al., 2014).

Gordon et al. (2012) ao analisarem espécies Euterpe oleracea e Euterpe
edulis, afirmam que o teor de lipidios é alterado com o estagio de maturacdo do
fruto. Os frutos maduros apresentam maior quantidade de lipidios (SCHULZ et al.,
2015), o que pode justificar a variagao dos resultados encontrados na literatura.

Os resultados das caracteristicas fisico-quimicas obtidos podem ser alterados
com as condicfes do tratamento, como frequéncia, intensidade de som (poténcia) e,
ou, tempo de exposicdo em banho ultrassbnico. Quanto menor a frequéncia
ultrassbnica, maiores as bolhas formadas, maior a energia liberada (POVEY e
MASON, 1998), portanto, supfBe-se que modificando a frequéncia aplicada, as
caracteristicas obtidas poderdo também sofrer alteragdes.

Sabendo que os acgUcares sao os solidos presentes em maior quantidade em
polpa de frutas e sucos, foram quantificados acuUcares redutores totais. Os

resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Médias e desvio padrao de mg de glicose/100g de amostra obtidos para
polpas controle e tratadas.

AcuUcar redutor **

Tratamentos
(mg de glicose/ 1009)
Controle 1,51+0,32%
US20°C 0,47 +0,07°
US30°C 0,70+ 0,06 °
US40°C 0,57 +0,05°
US50°C 0,43+0,02°
US60°C 0,51+ 0,06°
Tratamento térmico 0,59+ 0,26 °

Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nao
apresentaram diferenca significativamente pelo teste de Tukey.
** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01)

Foi encontrado 1,51 % de aguUcares redutores para polpa de Jussara,
enquanto para polpa de Euterpe oleracea Mart.,, Oliveira e Santos (2011)
encontraram 1,23 %, provando que ambas as espécies apresentam teores proximos

de acgucares redutores totais.
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Observando a Tabela 3 pode-se perceber que independente do tratamento
aplicado a polpa de acai Jussara houve reducdo nos teores de acUcares redutores
totais comparando a polpa sem tratamento.

Estudos como de Cheng et al. (2007), que aplicaram ondas ultrassbnicas com
frequéncias de 35 kHz para tratar suco de goiaba, e Zafra-Rojas et al. (2013), que
trataram suco de péra sonicamente, ndo apresentaram alteracdes nos teores de
sélidos solaveis, resultados que estdo em divergéncia com os teores de agucares
redutores encontrados neste estudo.

O Ultrassom possui a capacidade de extrair os agucares, pois, a cavitacdo
gera a ruptura da parede celular e com isso ha um aumento da transferéncia de
massa (MASON, PANIWNYK e LORIMER, 1996). Acredita-se que esse fator pode
ter interferido na determinacao dos acgucares redutores pelo método DNS, visto que
neste método h& a reacdo do reagente DNS convertendo os aglcares que estdo na
forma reduzida para forma oxidada. Assim, os agucares extraidos durante os
tratamentos podem reagir com outros compostos ou mesmo nao conseguirem entrar

em contato com o reagente DNS para serem determinados.

5.2. Antocianinas e Compostos Fendlicos

Na Figura 7 estdo apresentados os valores obtidos (mg/100g de amostra)

para 0os compostos antocianinas e fendlicos.
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Figura 7- Teores de antocianina (®) e compostos fendlicos () da polpa de acai com e
sem tratamento.

Os valores de antocianinas das amostras (240 a 290 mg/100 g amostra) ndo
sofreram variacao significativa com os tratamentos. No tratamento no qual ultrassom
foi aplicado a 30 °C houve um aumento no teor de antocianinas extraidas, enquanto
no tratamento térmico isolado houve degradacédo de 9 %, porém estes valores nao
apresentaram diferenca estatistica dos demais pelo teste de Tukey ao nivel de 5 %
de probabilidade.

Assim como neste estudo, Tiwari et al. (2009) observaram que antocianinas
apresentam um elevado grau de estabilidade a sonicacdo ao tratar suco de amora
com ultrassom a 20 kHz por tempo de 0 a 10 minutos. Tiwari et al. (2010)
observaram retencdo nos teores de antocianinas ao tratar suco de uva com
ultrassom com frequéncia constante de 20 kHz e pulsos com duracbes de 5
segundos.

Segundo Pompeu et al. (2009) as antocianinas estdo localizadas nos
vacuolos na forma soltvel ou ligada. Assim, a remocéo de oxigénio dos espacos
intracelulares devido a aplicacdo de calor facilita a extracdo de antocianinas na
polpa de acai. Isto pode explicar a manutencdo deste componente quando a polpa
foi tratada termicamente, visto que esperava-se uma reducao pronunciado devido ao

fato deste componente ser facilmente degradado pelo calor. Portanto, acredita-se
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que o aumento da extracdo superou a degradacdo durante o tratamento térmico.

Comprovando os fatores citados, Schultz (2008), afirma ter observado
aumento na extracdo de antocianinas apés pasteurizar polpa de acai Euterpe edulis.

Para os compostos fenodlicos, observou-se reducdo deste componente
quando a polpa foi tratada em banho ultrassénico a 30, 40, 50 e 60 °C, enquanto a
aplicacdo de ultrassons a 20 °C nao gerou alteragdo significativa deste componente
ao se comparar com os resultados obtidos para polpa sem tratamento.

Dubrovic et al. (2011) e Rawson et al. (2011) estudaram a aplicacdo de
ultrassons em suco de morango e melancia, respectivamente, e encontraram
reducdo nos teores de compostos fendlicos apos os tratamentos.

Provavelmente a reducdo observada no conteudo de fendlicos quando a
polpa foi tradada pela termossonicacdo pode estar relacionada a formacdo de
radicais livres (WAN et al., 2005). Além disso, vapor de 4gua ou demais gases (O, e
N2, provenientes dos alimentos) que favorecem a degradacéo oxidativa dos fendlicos
podem ser liberados apos a implosdo das bolhas de cavitacdo (DUBROVIC et al.,
2011).

5.3. Enzimas

Os resultados para a atividade das enzimas, peroxidase (POD) e
polifenoloxidase (PPO) encontrada apds os tratamentos aplicados a polpa de acai,
estdo expostos na Figura 8.



41

4000
3500

3000 -
2500
2000
1500
1000
500
0 -

Q
E.b‘
N

Atividade enzimatica na polpa
(U/min/mL)

gy
6’00

;\O
S @q, 0(0‘5

oa
& S N%

Tratamentos

Figura 8 - Atividade enzimética da Peroxidase (M) e Polifenoloxidase (®) da polpa de acai
com e sem tratamento

Independente das temperaturas na qual as ondas ultrassénicas foram
aplicadas nao foi observado diferenca significativa na atividade das enzimas
polifenoloxidase e peroxidase naturalmente presentes na polpa de acai Jussara,
apenas foi obtida reducdo significativa na atividade destas enzimas com o
tratamento térmico (90 °C/10min).

Analisando-se o teste de média, observa-se que a atividade enzimatica da
enzima peroxidase ap0s tratamento de ultrassom a 20 °C ndo se diferenciou
estatisticamente da atividade desta mesma enzima quando se aplicou o tratamento
térmico. Assim, pode-se afirmar que nessas condi¢des (Ultrassom de 25 kHz a 20
°C) é possivel obter reducdo na atividade desta enzima, como no tratamento
térmico.

A inativacao enzimética pela aplicacdo de ultrassom ocorre devido a formacao
de radicais livres na reacdo de sondlise e por efeito fisico, pelo colapso das bolhas
de cavitacdo. Porém, a eficiéncia do ultrassom sobre o alimento € influenciada por
fatores como pH, sélidos sollveis e viscosidade, sendo estes barreiras que
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dificultam a difusdo das ondas e assim a formacdo de bolhas de cavitacdo
(BERMUDEZ- AGUIRRE et al., 2011; SAO JOSE et al., 2014).

A temperatura 6tima da peroxidase e polifenoloxidase presentes na polpa de
acai Jussara esta na faixa de 20 °C (como mostrado na Figura 9), pois nesta

condicao é possivel observar maior atividade da enzima.
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Figura 9 - Efeito da temperatura na atividade enzimatica de peroxidase
() e polifenoloxidase ().

Em outro trabalho, Santos (2001) encontrou atividade maxima da
polifenoloxidase em temperatura na faixa entre 40-45 °C em tampéao fosfato pH 6, e
atividade maxima da peroxidase em temperatura de 45 °C e pH 5,0 em acai (E.
oleracea).

Em trabalho utilizando ameixa Rubimel, a temperatura 6tima encontrada para
as enzimas polifenoloxidase foi de 30 a 35 °C em pH 6,5 e para peroxidase 40 °C
em pH 4,0 (PAZ, 2010).

A partir dos resultados encontrados, foi elaborado um néctar de acai (30%)
que foi tratado de maneira semelhante a polpa, para assim, verificar se havia
diferenca na atividade enziméatica residual. Os valores obtidos estdo apresentados

na Figura 10.
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Figura 10 - Atividade enzimatica da Peroxidase (M) e Polifenoloxidase (™) no néctar de acai
com e sem tratamento.

Para a enzima peroxidase presente no néctar, o tratamento térmico reduziu
mais de 90 % a atividade, enquanto a atividade desta mesma enzima tratada com
ultrassom néo se diferenciou estatisticamente da amostra controle, independente da
temperatura aplicada (Figura 10).

Analisando a atividade da enzima polifenoloxidase presente no néctar,
observa-se que nenhum dos tratamentos apresentou diferenca estatistica da
amostra controle.

Além das caracteristicas fisico-quimicas que interferem no efeito que as
ondas sonoras podem provocar, Ozbek e Ulgen (2000) afirmam que o mecanismo
de inativacdo por sonicacdo é especifico para cada enzima, e isso depende da
composicdo de aminoacidos e da estrutura conformacional.

Outro fator que pode justificar a baixa inativagdo enzimatica pela combinagéo
de ultrassom com temperaturas moderadas € o tipo de sonicacdo aplicada, como a
utilizacdo de banho ultrassbnico ou por sonda. O equipamento de banho,
normalmente consome baixa quantidade de energia com a finalidade de evitar danos
cavitacionais a parede do reservatorio e, consequentemente a energia propagada é
menor (CHENG et al., 2007).
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Existem compostos fendlicos ligados a parede celular (ESCARPA e
GONZALEZ, 2001) e estes, podem ser liberados devido a ruptura da parede
causada pela imploséo das bolhas de cavitacdo durante o tratamento de sonicacgéao.
Sabendo-se que a polifenoloxidase e peroxidase oxidam compostos fendlicos e
polimerizam quinonas com a formag&o das substancias escuras, aumentando a
quantidade destas substancias ao meio poderd aumentar também a atividade da
enzima.

Além disso, as proprias enzimas podem ser encontradas ligadas a parede
celular. Quando esta € rompida hd um aumento global na quantidade de enzimas
que podem ser identificadas pelo método espectrofotométrico, sugerindo a ativacgao.

Comparando os resultados obtidos com os de outros estudos, observa-se que
demais autores também encontraram diferentes efeitos, ativacdo e inativacao, para
as mesmas enzimas ao aplicar o tratamento de ultrassom.

Silva et al. (2015) afirmaram que o tratamento com ultrassom nao foi
eficiente para inativar POD e PPO de suco e pedacos de maca. Os mesmos autores
observaram um aumento da atividade a medida que se aumentou o tempo de
processamento e a poténcia ultrassonica aplicada, mostrando a importancia destes
parametros para a eficiéncia do tratamento.

Cheng et al. (2007) ao combinar ultrassom com carbonatacdo no tratamento
de suco de goiaba verificaram a ativacdo da polifenoloxidase. Baslar e Ertugay
(2013) observaram uma taxa de ativacdo de 20 % ao tratar mag¢as com ultrassom e
temperaturas de 20 a 60 °C.

Saeeduddin et al. (2015) trataram suco fresco de péra com ultrassom e
temperaturas por 10 minutos, utilizando equipamento de sonda com frequéncia de
20 kHz e poténcia de 750 W, a 25, 45 e 60 °C e observaram um aumento na
inativacdo da POD e PPO a medida que se aumentou a temperatura. Os mesmos

autores afirmaram que o ultrassom e a temperatura atuam sinergisticamente.
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5.2. Cor

A cor, além de ser um atributo de importancia para aceitacdo dos alimentos,
também é considerado um indicador de qualidade. Para sua determinacéo, utilizou-
se a escala de cor CIELAB ou CIE L*a*b*, recomendada em 1976 pela CIE.

A coordenada L* apresenta valores de luminosidade que variam de O (preto) a
100 (branco), a coordenada a* varia de verde (- 60) ao vermelho (+ 60), e a b* varia
entre azul (- 60) e amarelo (+ 60). Enquanto C* representa a intensidade e h* o
angulo de tonalidade (RAMOS e GOMIDE, 2007).

Os valores obtidos para as coordenadas de cor L*, a* b* c* e h* e os

resultados para indice de escurecimento estdo apresentados na Tabela 4.

Tabela 4 — Parametros de cor L*, a*, b*, c, h* e AE e obtidos para polpa de acgai controle e
tratadas com termossonicacgao e tratamento térmico

Tratamentos L* " a*"® " Cc*"® h*"® AE
Controle 11,03 5,87 -1,16 6,20 337,57 -
uSs20 10,36 6,48 - 0,82 6,58 351,44 0,96
US30 15,16 5,94 - 0,59 6,00 356,87 0
US40 11,56 6,35 -0,95 6,49 350,50 0
US50 13,20 5,62 -1,06 5,74 349,14 4,17
US60 12,49 7,24 -0,54 7,27 345,55 0
Tratamento
o 14,24 4,28 -0,58 4,56 341,62 0
térmico

"*ndo significativo (p >= 0 .05)

Analisando os resultados para as coordenadas de cor (L* a* b*, C e H)
observou-se que os tratamentos aplicados nao influenciaram significativamente a cor
da polpa de acai, ou seja, a cor do produto ndo foi alterada mantendo-se
estatisticamente igual a da amostra controle.

Aday et al. (2013) ndo observaram diferenca significativa nos parametros L* e

a* entre morangos tratados com ultrassom a 25 kHz e morangos sem tratamento.
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O indice de escurecimento (AE) das amostras tratadas foi obtido a partir dos
valores de AL*, Aa*, Ab* sendo que se assumiu a amostra controle como padr&o. Foi
observado que apenas o tratamento de ultrassom a 20 °C e a 50 °C apresentaram
diferenca global de cor. Porém, essa diferenca ndo € visualmente percebida. Ramos
e Gomide (2007), afirmam que apenas diferencas superiores a 5 podem ser
facilmente percebidas pelo olho humano, valor superior ao encontrado neste
trabalho.

Tiwari et al. (2008) e Cheng et al. (2009) afirmam que a cavitacdo gerada
durante a sonicagdo pode contribuir na alteragdo da cor de sucos. Porém, efeito
contraditorio foi obtido. Esse efeito pode ser justificado pelo fato da sonicacéo
auxiliar no aumento de extracdo de antocianina, que sdo 0s principais pigmentos
presentes na polpa de acai, conseguindo com isso a manutencao da cor natural do

produto.
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6. CONCLUSOES

A tecnologia do ultrassom de banho, combinado com temperaturas medianas,
foi aplicada a polpa de acai e demonstrou capacidade manter caracteristicas como
pH, acidez, cor, teor de agua, lipidios e antocianinas que sao de grande interesse
para os consumidores do produto, comprovando que esta tecnologia é capaz de
manter a qualidade do produto natural.

Além disso, foi observado que o ultrassom de banho com frequéncia de 25
kHz aplicado a 20 °C € capaz de atuar na reducdo da atividade da enzima
peroxidase igualmente ao tratamento térmico, mantendo ainda as caracteristicas
fisico-quimicas do produto.

Entretanto, acredita-se que fatores como componentes quimicos dos
alimentos interferem na propagacdo de energia e geracdo da cavitacdo, assim
como, o tipo de enzima estudada possui resisténcia as condi¢cdes ultrassbnicas
aplicadas.

Assim, sugere-se que sejam estudadas demais formas de reduzir os
interferentes a propagacdo das ondas ultrassonica, ou, verificar a aplicacdo
ultrassom de sonda com variagbes de amplitude, poténcia e tempo para se obter

maior porcentagem de inativagdo com a termossonicagao.
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