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RESUMO

KUNITAKE, M. T. Processamento e estabilidade de caldo de cana acidificado.
2012. 129 f. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de
Alimentos, Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2012.

O caldo de cana adicionado de polpa ou suco de fruta € uma bebida bastante
apreciada no Brasil. O presente trabalho consistiu na elaboragao, no processamento
em escala piloto € no estudo da vida de prateleira de caldo de cana com polpa de
maracuja. Processaram-se nove lotes de caldo de cana adicionado de 4% (m/m) de
polpa de maracuja, a 85, 90 e 95 °C/30 s, em ftriplicata. A bebida pasteurizada foi
envasada assepticamente em garrafas de polietileno tereftalato (PET) e estocada a
7 °C, na auséncia de luz. Testes fisico-quimicos foram empregados na
caracterizacao da bebida. Procedeu-se a analise do teor de vitamina C no caldo in
natura e na bebida processada. Determinaram-se as atividades das enzimas
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) antes e apds o processamento. A
estimativa da vida util do produto foi fundamentada em testes microbioldgicos e
sensoriais. A avaliacdo da estabilidade microbiolégica baseou-se na enumeracao de
bactérias e fungos psicrotroficos. Testes de escala hedbnica de sete pontos para
avaliacao da aparéncia, aroma, sabor e aceitacdo global foram empregados na
analise da estabilidade sensorial. As médias dos valores de pH, sélidos sollveis e
acidez titulavel variaram entre 3,9 e 4,0; 17 e 23 “Brix; e 0,15 e 0,19% de acido
citrico, respectivamente. A polpa de maracuja nado incrementou o teor de &acido
ascérbico da bebida que ficou entre 2,6 a 2,8 mg/ 100 mL de bebida. A atividade da
PPO variou entre 3,1 e 40,3 U/mL para os nove lotes do caldo acidificado, antes da
pasteurizacdo. Os trés binbmios empregados no processamento foram efetivos na
inativagao da enzima. A atividade da POD oscilou entre 69,8 e 220,4 U/mL; contudo,
apenas o processamento a 95 °C atingiu 100% de inativacao. As contagens de
bactérias e fungos em todos os nove lotes processados foram inferiores a 2 log
UFC/mL ao longo de 90 dias de estocagem. A bebida atingiu médias de notas entre
5 e 6 para todos os atributos avaliados apés 30 dias de estocagem. As médias dos
tempos de vida util da bebida processada a 85, 90 e 95 °C/30 s atingiram 31, 39 e
52 dias, respectivamente. Concluiu-se que o aumento da temperatura de
pasteurizacao afetou positivamente a estabilidade da bebida. Contudo, o decréscimo
da aceitagao sensorial limitou a sua vida util, no qual o sabor foi o principal atributo
limitante.

Palavras chave: caldo de cana, tecnologia dos obstaculos, envase asséptico, vida de
prateleira.



ABSTRACT

KUNITAKE, M. T. Processing and stability of acidified sugarcane juice. 2012.
129 f. M.Sc. Dissertation — Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2012.

Sugarcane juice, either pure or with fruit pulp addition, is an appreciated
beverage in Brazil. The aim of this research was to evaluate the shelf-life of
sugarcane juice mixed with passion fruit pulp (4% w/w). Nine batches were
processed at 85, 90 and 95 °C/30 s, in three replicates. The pasteurized beverage
was aseptically filled into polyethylene terephthalate (PET) bottles and stored at 7 °C
without light exposure. pH, soluble solids and titrable acidity were measured during
storage. The content of vitamin C was analyzed both in fresh sugar cane juice and
pasteurized beverage. Polyphenoloxidase (PPO) and peroxidase (POD) activities
were determined both before and after processing. Microbiological stability evaluation
was based on psychrotrophic bacteria and fungi counts. Sensory acceptance was
estimated by assigning a liking score on a 7-point hedonic scale to the attributes
appearance, flavor, taste and overall appreciation. The mean values for pH, soluble
solids and titratable acidity ranged from 3.8 to 4.3, 15 to 24 “Brix, and 0.13 to 0.17%
of citric acid, respectively, for all processed batches. The passion fruit pulp did not
increase the ascorbic acid content in the pasteurized product which ranged from 2.6
to 2.8 mg/ 100 mL of beverage. The PPO activity varied from 3.1 to 40.3 U/mL for
the nine acidified sugarcane juice batches before pasteurization. The three
pasteurization binomials were effective for enzyme inactivation. The POD activity
ranged from 69.8 to 220.4 U/mL. However, only processing at 95 °C achieved
complete inactivation. The bacteria and fungi counts in all nine pasteurized batches
were lower than 2 log CFU/mL up to 90 days of storage. The product achieved
scores between 5 and 6 for all sensory attributes evaluated after 30 days of storage.
The estimated shelf-life for beverage processed at 85, 90 and 95 °C/30 s was 31, 39
and 52 days, respectively. It was concluded that pasteurization temperature had a
positive effect on beverage stability. Nevertheless, the decrease in flavor acceptance
was the main limiting factor for the product’s shelf-life.

Keywords: sugarcane juice, hurdle technology, aseptic filling, shelf-life.
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1 INTRODUCAO

Os ultimos anos tém sido assinalados por uma elevada taxa de crescimento
do poder aquisitivo dos consumidores brasileiros, destacando-se o setor de
alimentos, que visa a obtencdo de produtos mais seguros, saudaveis, estaveis a
temperatura ambiente, isentos de conservadores quimicos, praticos e de vida de
prateleira estendida. Neste cenario, a aplicacao combinada e racional de tecnologias
de processamento € imperativa para se obter a devida eficiéncia industrial,
promovendo a seguranca e estabilidade dos alimentos; possibilitando sua
comercializagdo em ambitos local e global de acordo com os critérios estabelecidos
pela legislacao alimentar vigente.

O Brasil é um pais que se destaca por sua grande vocagao agricola, sendo
reconhecido como principal produtor mundial de cana de agucar. O consumo de
caldo de cana, bastante apreciado em diversas regides do pais, poderia ser
explorado com maior eficiéncia se o seu grau de conveniéncia e qualidade higiénico-
sanitaria fosse estendido aos consumidores, por meio do seu processamento e
envase em embalagens para o consumo final; assegurando a sua inocuidade,
ampliando sua vida util e facilitando a sua utilizagdo em redes de alimentagéo
(OLIVEIRA, A., 2007).

O caldo de cana ou garapa € altamente perecivel; por isso, recomenda-se 0
seu consumo imediato apdés a extracdo. A perecibilidade da bebida pode ser
atribuida as mas condicdes higiénico-sanitarias durante a obtencao do caldo, a sua
elevada concentracao de acgucar, a alta atividade de agua e a baixa acidez. Assim,
as tecnologias de conservagao sao extremamente relevantes no que concerne a
protecdo contra agentes fisicos (luz, calor), quimicos (O.), bioquimicos (enzimas) e
bioldgicos (micro-organismos, insetos) responsaveis por alteracbes que
comprometem as caracteristicas quimicas (composicao), fisicas (turbidez, separacao
de fases), sensoriais (odor, sabor, cor, textura) e nutricionais (proteinas, vitaminas)
da bebida, influenciando a sua vida de prateleira (GRAUMLICH; MARCY; ADAMS,
1986).

O mercado informal de caldo de cana para consumo final é constituido,
majoritariamente, por vendedores ambulantes, atuando quase sempre em precarias
condigdes higiénicas (SILVA; FARIA, 2006). Oliveira et al. (2006) avaliaram a

qualidade microbioldgica de caldo de cana in natura comercializado por ambulantes
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no interior de Sao Paulo, constatando que 25% das amostras apresentaram-se
insatisfatoérias, com niveis de coliformes termotolerantes superiores aos permitidos
pelos padrdes legais brasileiros.

A venda de caldo de cana em quiosques localizados em areas litoraneas e
em shopping centers do pais é crescente. No entanto, esta pratica tem exigido a
instalacdo de moendas nos pontos de venda, frequentemente mal higienizadas; a
necessidade de descontaminagdo da cana de acucar antes da moagem
(procedimento muitas vezes omitido) e a geracdo de grande volume de residuo
(bagaco).

Até a corrente data ndo se tem noticia da comercializacdo de caldo de cana
industrializado, pronto para consumo, no mercado nacional. As vantagens
proporcionadas por uma eventual industrializacdo relacionam-se a disponibilizacao
de uma bebida segura e de elevada qualidade, em qualquer época do ano,
independente do periodo de safra; ao aumento da vida Gtil e extensdo do consumo a
locais distantes da regiao de plantio, com a diminuicdo do volume de matéria prima
transportado, resultando na diminui¢do de custos de transporte.

A tecnologia dos obstaculos ou dos processos combinados € um conceito
amplamente empregado no processamento de alimentos em virtude as importantes
vantagens que oferece, a exemplo da redugdo da intensidade de determinado
tratamento, quando associado a outras tecnologias de conservacao. Tal pratica
assegura a producdo de alimentos de qualidade superior e vida de prateleira
estendida. Os obstaculos atuantes na estabilizacdo do caldo de cana processado no
desenvolvimento do presente trabalho incluiram a acidificagdo do produto, o
tratamento térmico, o envase asséptico da bebida pasteurizada seguidos pela
estocagem refrigerada do produto final.

Prati (2004) avaliou a adicdo de sucos de maracuja, limao e abacaxi ao caldo
de cana em diferentes propor¢des, tendo sido a bebida adicionada de 5% de suco
de maracuja a de melhor aceitacao sensorial; resultado que motivou a escolha da
polpa de maracuja pasteurizada a ser adicionada ao caldo de cana processado ao
longo desta pesquisa.

Posto isto, a proposta de estudo de um produto com grande potencial de
industrializacdo, como o caldo de cana adicionado de polpa de fruta, € uma forma de
incrementar a literatura pertinente ao tema, atualmente disponivel, e estimular o

desenvolvimento de micro e pequenos processadores da bebida. A pesquisa que
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originou o presente trabalho visou ao processamento e estudo da estabilidade de
caldo de cana adicionado de polpa de maracuja, pasteurizado, acondicionado

assepticamente em garrafas plasticas e estocado sob refrigeragao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais da cana de acucar

A cana de acgucar, pertencente ao género Saccharum L., foi introduzida no
estado de Sao Paulo no periodo colonial e transformou-se em uma das
principais culturas da economia brasileira (ORZARI, 2010). As variedades de cana
de acucar existentes atualmente sao originadas da selecao e do cruzamento entre
espécies e hibridos do género, para a obtencdo de uma variedade mais resistente a
pragas e doencgas, mais produtiva e de boa adaptacao ao solo e clima, no local de
cultivo (ROSSETTO, 2011).

O Brasil € o maior produtor mundial de cana de acucar, com mais de 8
milhdes de hectares plantados, tendo produzido aproximadamente 625 milhdes de
toneladas de cana na safra de 2010/2011. Este feito coloca o pais na lideranca
mundial em tecnologia de producdo de etanol e acgucar, além de subprodutos e
residuos utilizados para cogeracao de energia elétrica, fabricacao de racdo animal e
fertilizante para as lavouras, como o bagaco, a torta de filtro, 0 melaco e a vinhaca,
entre outros (CONAB, 2011). Portanto, a cana de agucar pode ser integralmente
aproveitada.

Essa matéria prima de grande versatilidade e viabilidade econbémica €
produzida em quase todo o territério nacional, sendo 54,23% em Sao Paulo, seguido
por Minas Gerais (8,10%), Goias (7,46%), Parana (7,25%), Alagoas (5,46%), Mato
Grosso do Sul (4,93%) e Pernambuco (4,32%). Nos demais Estados produtores as
areas sao menores com bons indices de produtividade (CONAB, 2011). Esse éxito
produtivo deve-se a disponibilidade de terras cultivaveis para o plantio da cana,
justificado pela facil adaptagao ao clima e solo, sem prejuizo aos outros alimentos,
tecnologia de producéo e estrutura na distribuicdo (DEMATTE, 2004).

O Governo Federal desenvolveu uma politica para orientar a expansao
sustentavel da cana de acucar no Brasil que tem como base, critérios ambientais,
econdmicos e sociais. A referida politica foi definida a partir de um estudo inédito e
minucioso, denominado “Zoneamento Agroecoldégico da Cana de Acucar”
(ZAECana), que estipulou as &reas mais propicias ao plantio da cultura
considerando tipos de clima, solo, biomas, declividade do terreno e necessidade de
irrigacao, entre outras caracteristicas (MAPA, 2011).
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Segundo Ripoli e Ripoli (2004), a qualidade da cana de acgucar era
determinada exclusivamente pelo teor de sacarose aparente (POL); entretanto, as
caracteristicas fisico-quimicas e microbiolégicas dessa matéria prima também
podem afetar significativamente a qualidade do produto final. Por esta razao,
incluiram-se analises complementares visando a uma avaliagdo mais abrangente da
matéria prima. Considera-se ainda que a qualidade da cana é influenciada por
fatores intrinsecos e extrinsecos, a saber:

e Qs fatores intrinsecos relacionam-se aos teores de sacarose, agulcares
redutores, fibras, compostos fendlicos, amido, acido aconitico e minerais;
influenciados pela variedade da cana, variacées de clima (temperatura, umidade
relativa do ar, chuva), solo e tratos culturais.

e Os fatores extrinsecos estdo associados a presenca de materiais estranhos no
colmo (terra, pedra, residuos de cultura, plantas invasoras etc.) ou compostos
produzidos por micro-organismos devido a sua agao sobre os acgucares do
colmo.

Outros fatores que afetam a qualidade da matéria prima incluem a
contaminagdo microbiana; o teor de alcool no caldo da cana; a concentragdo de
amido na cana; ocorréncia de pragas e doencas; indice de Honig-Bogstra; teores de
palhico e acido aconitico; acidez, produzida pela acdo de micro-organismos;
concentracdo de dextrana, composto formado a partir da hidrélise da sacarose por
bactérias, e associada, portanto, a deterioracao da cana (RIPOLI; RIPOLI, 2004).

O setor agroindustrial canavieiro iniciou, sobretudo nas Uultimas décadas,
pesquisas sobre a qualidade da matéria prima. Neste sentido, desenvolveram-se
trabalhos em parceria com usinas e destilarias possibilitando a melhoria da
qualidade e produtividade tanto para a area agricola como para a industrial. Assim,
as usinas de cana de agucar estao procurando adequar-se ao cenario da economia
nacional por meio de inovagdes, a fim de integrar dreas agricolas e industriais.
Acrescenta-se a necessidade de implantacdo de técnicas, equipamentos e recursos
para beneficiar o planejamento e o controle do processo produtivo decorrente do
aumento da competitividade no setor, evitando o desperdicio (VIAN; MARIN, 2011).
O investimento em pesquisa e desenvolvimento é extremamente importante para
aumentar a produtividade das usinas e destilarias, uma vez que o mercado tende a

ser cada vez mais competitivo.
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Outro aspecto relevante a ser considerado é a variabilidade de preco
observada ao longo do tempo, referente aos diferentes niveis constatados em anos-
safras consecutivos, e as variacdes observadas entre os diferentes meses do ano-
safra. A flutuacdo dos niveis de preco no mercado, em anos consecutivos, esta
diretamente relacionada a quantidade de cana de acucar produzida e a sua
destinacao (producéo de agucar ou alcool, principalmente). Verifica-se, portanto, que
as variacbes ao longo do ano estdo associadas ao ciclo produtivo da cana de
acucar. Durante os meses de safra (abril a dezembro) ha mais competicao entre os
produtores, 0 que gera queda do preco, comparado aos meses de entressafra
(BACCHlI, 2006).

2.2 Caracterizacao do caldo de cana

O caldo de cana, popularmente reconhecido como garapa, obtido pela
moagem da cana de aclUcar & caracterizado como uma bebida energética nao
alcodlica de gosto doce e agradavel, opaca, de baixa acidez (pH 5,0 - 5,5), com
coloragdo que varia de parda a verde escura, composicao variavel em funcao da
variedade, idade e sanidade da cana, solo, condi¢des climaticas e praticas agricolas
(OLIVEIRA et al., 2007).

A Tabela 1 mostra a composicédo centesimal do caldo de cana in natura,
determinada por alguns pesquisadores, confirmando a inconstancia da composicao

da matéria prima.

Tabela 1. Composi¢cao centesimal do caldo de cana in natura.
IBGE (1999) Oliveira A. (2007) Rezzadori (2010)

Valor calérico (Kcal) 82,00 73,80 80,82
Umidade (%) 78,80 81,14 79,47
Carboidratos (%) 20,50 18,20 19,95
Acucares totais (%) 17,68
Proteinas (%) 0,30 0,21 0,26
Cinzas (%) 0,30 0,41 0,33
Solidos soluveis (°Brix) 22,74 19,35

Vitamina C (mg/100 mL) 2,00 2,98 5,64
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Conforme Fava (2004), o caldo in natura é constituido basicamente por
agua e solidos totais, no qual a sacarose responde por 70 a 91% do total de sélidos
soluveis. Além de preservar os nutrientes presentes na cana de acucar, entre eles,
minerais (ferro, calcio, potassio, sédio, fosforo, magnésio), vitaminas do complexo B
e vitamina C.

A garapa ndo € considerada uma boa fonte de vitamina C, mas este
nutriente pode ser adicionado a fim de enriquecer o produto e atrair o consumidor
(PRATI, 2004).

O caldo de cana é considerado um 6timo substrato para o desenvolvimento
de amplo espectro microbiano, por conter nutrientes organicos e inorganicos,
apresentar alta atividade de agua e pH entre 5,0 e 5,5 (GALLO; CANHOS, 1991). Os
micro-organismos mais importantes presentes no caldo de cana sdo essencialmente
oriundos do solo e do ambiente atmosférico, dentre os quais se destacam leveduras
e fungos filamentosos, bactérias laticas e esporuladas (OLIVEIRA et al., 2007).

Segundo Yusof et al. (2000), o caldo de cana in natura sofre deterioracédo de
sabor e aparéncia 24 horas apds a sua extracdo, mesmo sob refrigeracdo. Essa
perda de qualidade é ocasionada pela fermentacdo do caldo, resultando em
produtos acidos de origem microbiana (BHUPINDER; SHARMA; HARINDER, 1991).

Os micro-organismos presentes no caldo extraido podem ser originados néao
s6 da cana como também de focos de contaminacdo nas moendas € em outros
equipamentos e utensilios (SILVA; CANHOS, 1990). Neste contexto, os
manipuladores assumem importante papel ao atuarem como potencial fonte de
disseminagdo de micro-organismos patogénicos (VANZO; AZEVEDO, 2003), sendo
estes um grupo de relevancia epidemiolégica na transmissdo de enteropatégenos
(LORENCO; UCHOA; BASTOS, 2002).

2.3 Mercado e consumo de caldo de cana

O consumo de alimentos vendidos nas ruas é um habito disseminado
mundialmente. Notadamente no Brasil, encontram-se vendedores de biju, puxa-
puxa, cachorro quente, pastel, acarajé, tapioca, churros, coco verde, pamonha,
caldo de cana, entre outros (LUBATTI, 1999).

A garapa é consumida frequentemente por pessoas de diferentes faixas
etarias e classes sociais, especialmente nos periodos mais quentes do ano (PRATI;
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MORETTI; CARDELLO, 2005). O caldo é obtido por um processo fisico de
separacdo do bagaco pela moagem da cana em moendas elétricas ou manuais,
coado em peneiras metalicas e servido com gelo, podendo ser consumido puro ou
adicionado de suco de frutas acidas, sendo normalmente comercializado por
vendedores ambulantes, denominados garapeiros, em vias publicas, parques,
pracgas e feiras (LUBATTI, 1999).

O caldo comercializado em vias publicas apresenta algumas vantagens
como preco inferior e maior conveniéncia, comparado a bebida comercializada em
lanchonetes e quiosques em shoppings centers (WIRNANO; ALLAIN, 1991). No
entanto, o comércio da garapa na rua reune aspectos negativos relacionados as
questdes higiénico-sanitarias (YASMEEN, 2001).

Os pontos de venda nas ruas apresentam uma grande diversidade de
formas, dimensbées e materiais de construcdo. Em geral, as instalacbes sao
precarias, nao dispondo de sanitarios, de rede de energia elétrica e de sistema de
abastecimento de agua potavel, o que dificulta a higienizacdo das maos e dos
utensilios utilizados no preparo da bebida e a manutencao da temperatura adequada
da matéria prima. A 4gua residuaria e o lixo muitas vezes sado descartados proximo
ao ponto de venda, o que atrai insetos e roedores (BRYAN et al., 1988). As
precarias condi¢des higiénico-sanitarias do local, aliadas a falta de treinamento e
conhecimento dos vendedores, no que tange as boas praticas de manipulacdo de
alimentos, trazem consigo sérios riscos a saude publica, decorrentes da presenca de
perigos de natureza bioldgica e fisica (SILVA JUNIOR, 1995).

Pesquisas que investigaram alimentos comercializados em vias publicas,
em varios paises na América Latina, evidenciaram a possibilidade de ocorréncia de
disturbios gastro-intestinais em funcdo da presengca de micro-organismos
patogénicos, devido as mas condicdes higiénicas, associadas a temperaturas
ambientais elevadas (BRYAN et al., 1992; MOSUPYE; VON HOLY, 2000).

No Brasil, estudos realizados em diversas regides, envolvendo alimentos
comercializados em vias publicas, demonstraram que este tipo de produto pode
representar um severo risco a saude da populagdo (SOCCOL; SCHWAB;
KATSOKA, 1990; OLIVEIRA et al., 2006; RODRIGUES et al., 2003; KITOKO et al.,
2004). Sabe-se que a comercializacdo do caldo de cana destinado ao consumo
humano € praticada, predominantemente, no mercado informal; o que dificulta o

acesso a estatisticas acerca de seu consumo.
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2.4 Caldo de cana adicionado de polpa de fruta

A adicao de suco ou polpa de frutas acidas, em pequenas proporcoes, ao
caldo de cana, tem por finalidade aprimorar a qualidade sensorial da bebida,
conferindo ao produto um sabor diferenciado e suavizando a sua dogura, por
promover alteragdao na relacéo entre o teor de sélidos sollveis e a acidez titulavel
(MATSUURA et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2007). Além disso, 0 aumento da acidez
favorece a estabilidade microbiolégica da bebida (VERA et al., 2003).

A determinacdo da razdo entre o teor de soélidos soluveis e acidez titulavel
(SS/AT), denominada ratio, € um método pratico para avaliar o sabor e a
palatabilidade de uma bebida. Do ponto de vista industrial, o teor elevado de AT
diminui a necessidade de adicdo de acidificantes e propicia melhoria nutricional,
segurancga alimentar e qualidade sensorial (ROCHA et al., 2001).

O decreto n.2 6.871 de 04/06/2009 regulamenta a Lei n.® 8.918 de 14/07/1994,
que dispde sobre a padronizacdo, a classificagao, o registro, a inspecao, a producao
e a fiscalizacao de bebidas (BRASIL, 2009). Conforme a Secéo Il do Capitulo VIl da
padronizacao das bebidas, o caldo de cana adicionado de polpa de maracuja pode
ser considerado um suco misto, segundo a descricdo: “Bebida ndo fermentada, nao
concentrada e nao diluida, obtida da parte do vegetal de origem por processamento
tecnoldgico adequado e combinagao de polpa de fruta. Esta mistura € submetida a
tratamento que assegura a sua apresentagdo e conservagao até o momento do
consumo”.

Prati (2004) analisou amostras de caldo de cana acidificado com suco de
limao, abacaxi e maracuja, sendo a bebida adicionada de 5% de suco de maracuja a
atingir melhor aceitacdo sensorial. Rezzadori (2010) também obteve uma aceitagéo
sensorial satisfatoria para esta formulagédo de bebida mista.

2.4.1 Polpa de fruta

A industria de polpa de frutas tem como objetivo a obtencao de produtos
seguros com caracteristicas sensoriais e nutricionais proximas da fruta in natura,
visando atender aos padrboes de identidade fixados pela legislacdo brasileira e as
exigéncias do consumidor (AMARO; BONILHA; MONTEIRO, 2002; BRASIL, 2000).
Por vezes, contudo, estes objetivos ndo sao alcancados.
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A vida util da polpa de fruta é limitada e reduzida dependendo da temperatura
de estocagem, do oxigénio residual e da permeabilidade da embalagem ao oxigénio,
entre outros fatores. Por isso, a pasteurizacdo seguida pelo congelamento sao
tecnologias empregadas industrialmente para manter a qualidade da polpa.
Conforme Monteiro, Amaro e Bonilha (2005), a polpa de fruta, mesmo pasteurizada
e congelada, pode sofrer degradacdao com alteracdo de seu valor nutricional, do
aroma e do sabor. Este autor analisou a polpa de maracuja amarelo (Passiflora
edulis f. flavicarpa Deg.) em trés faixas de temperatura de pasteurizacao (69-72, 73-
76 e 77-82 °C/30 s) e mantida sob refrigeracdo durante 180 dias.

O maracuja amarelo é um fruto ndo climatérico, de elevada acidez, fonte de
niacina, riboflavina e vitaminas A e C; mostrando-se interessante ao processamento
de bebidas mistas (MEDINA et al., 1980; GARRUTI, 1989). Em pequenas
proporcdes ja confere seu aroma e sabor intensos, sendo vantajoso em producéo de
grande escala, pois no caso de outros sucos, seriam necessarias maiores
quantidades dos mesmos para realcar seu sabor (SOUZA; SANDI, 2001).

Fruticultores mostram grande interesse na producdo do maracuja-amarelo,
face a sua rapida producédo em relagédo a outras frutiferas e a sua grande penetracéo
e aceitacdo no mercado nacional e internacional, fazendo do Brasil seu maior
produtor (PIO et al., 2003; ROSSI, 2005). A sazonalidade da produg¢do do maracuja
e as perdas ocasionadas por condicées climaticas adversas, pela colheita, pela
distancia em que é transportado e a perecibilidade das frutas tém estimulado a
producédo industrial de polpas, pois o mercado tem se tornado cada vez mais
atraente, aliado ao maior valor agregado do produto (MONTEIRO; AMARO,
BONILHA, 2005).

Conforme o Anexo |, a Instrucdo Normativa n.° 01 de 07/01/2000, que aprova
o regulamento técnico geral para fixacdo dos padrées de identidade e qualidade
para polpa de fruta (BRASIL, 2000), polpa de maracuja é definida como um produto
nao fermentado e nao diluido, obtido da parte comestivel do maracuja (Passiflora
spp.), através de processo tecnoldgico adequado, com teor minimo de sélidos totais.
Esta deve apresentar cor variando de amarelo a alaranjado, gosto acido e aroma
préprio, além de obedecer aos padrdes de identidade e qualidade mostrados na
Tabela 2.
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Tabela 2. Padrées de identidade e qualidade para polpa de maracuja (BRASIL, 2000).’

Valor minimo  Valor maximo

Solidos soluveis (°Brix, a 20 °C) 11,0

pH 2,7 3,8

Acidez total expressa em é&cido citrico (g/1009) 2,50
Acucares totais naturais do maracuja (g/100g) 18,00

Sélidos totais (g/1009) 11,0

2.5 Mecanismos de deterioracao de caldo de cana

A qualidade e estabilidade de bebidas de origem vegetal sdo afetadas por
reacdes oxidativas que dependem das condicdes de processo, presenca de oxigénio
no espaco livre da embalagem ou dissolvido no produto, taxa de permeabilidade a
gases da embalagem, tempo e temperatura de estocagem, presenca de luz e
catalisadores (GRAUMICH; MARCY; ADAMS, 1986; ALVES; GARCIA, 1993).

Pigmentos escuros sdo formados durante o processamento da cana de
acucar iniciando-se com a etapa de extracdo do caldo. Os mecanismos
responsaveis pelo escurecimento sdo de natureza enzimatica, por oxidacao de
compostos fendlicos culminando com a formac¢do de melaninas, e de natureza ndo
enzimatica, via reacdo de Maillard, oxidacdo de acido ascorbico, degradacao
térmica, alcalina e condensacdo de agucares. No tocante as transformacoes
enzimaticas, verifica-se a atuacao da polifenoloxidase (PPO/EC 1.10.3.1), principal
enzima atuante no caldo de cana (BUCHELI; ROBINSON, 1994; VAMOS-VIGYAZO,
1981).

Segundo Almeida (2007), os compostos fendlicos ou polifendis presentes em
quase todos os vegetais possuem grupos hidroxila (-OH) ligados diretamente a um
anel aromatico e varios grupos substituintes, como carboxilas, metoxilas, estruturas
ciclicas nao-aromaticas, entre outras. Assim, os compostos fenédlicos podem ser
classificados de acordo com o tipo e numero de anéis fendlicos e em subclasses de
acordo com substituicbes especificas na estrutura basica, associagdes com
carboidratos e formas polimerizadas. Polifendis podem oxidar ou reagir com o ferro e

! http://extranet.agricultura.gov.br/sislegis-consulta/servlet/VisualizarAnexo?id=1617
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oxigénio formando compostos escuros, justificando a importancia do uso de material
inerte no contato com o alimento, como o acgo inoxidavel.

O escurecimento do caldo (browning) também pode derivar da polimerizacao
e/ou reacao de radical carbonila com grupos amino provindos da oxidacado do acido
ascérbico, causando perdas nutricionais (SHAW; MOSHONAS, 1991). A reacao de
Maillard ou a oxidagdo de acglucares que formam aldeidos ativos sdo formas de
escurecimento nao enzimatico que podem ocorrer na bebida, além da perda de cor
caracteristica do produto decorrente da oxidacdo de pigmentos, como clorofila,
xantofila, caroteno e antocianina (SIMAQ, 1985).

De acordo com Riffer (1988), a tendéncia a cor amarela pode ocorrer devido a
oxidacao dos carboidratos, que é evidenciada pela mudanca de cor, tendendo
frequentemente para a tonalidade ligeiramente parda/amarelada ou marrom, com o
decorrer da estocagem do caldo de cana. Neste sentido, a pasteurizacdo e a
acidificacao sao tecnologias aplicadas com o intuito de retardar a degradacgéao da cor
da bebida.

No que concerne a oxidagao de proteinas, esta ndo se relaciona a alteracoes
no sabor, pois tais componentes sdo hidrolisados por enzimas proteoliticas e
desnaturados por aquecimento e reacdes enzimaticas (SIMAO, 1985).

Outro fator que limita a vida de prateleira é a floculacdo de colbides presentes
no caldo. A solucao coloidal € composta por substéncias de elevada massa molar,
como o caramelo, as melanoidinas e as melaninas (KOBLISH; MORETTI, 1999),
podendo sofrer separacdo de fases, prejudicando a aceitacdo sensorial da bebida,
notadamente a aparéncia.

Como mencionado anteriormente, o caldo de cana € uma bebida altamente
perecivel, sendo bastante vulneravel a deterioracdo microbiana durante as etapas
de processamento, acondicionamento, distribuicdo e estocagem; resultando em
mudancas nas caracteristicas quimicas, fisicas, sensoriais e nutricionais. Contudo, a
utilizacdo de uma matéria prima de elevada qualidade, aliada a aplicacao racional de
tecnologias de processamento e embalagem garantem um produto seguro, de boa
qualidade e vida util estendida (WILLARD, 2002).
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2.5.1 Reacoes enzimaticas

A degradacéo do caldo de cana provindo das enzimas se deve principalmente
ao seu escurecimento e a alteracdo de sua viscosidade com possivel separacéo de
fase. Segundo Qudsieh et al. (2002), o escurecimento enzimatico contribui
significativamente na cor do caldo de cana e se inicia logo ap6s a extracao do caldo.

As enzimas peroxidase (POD) e polifenoloxidase (PPO) sao responsaveis por
reacdes oxidativas e biodegradacao, que podem ocasionar alteragdes associadas ao
sabor, a cor, a textura e a qualidade nutricional dos alimentos (ROMANO, 2006). As
reacbes enzimaticas que as envolvem estdo relacionadas ao escurecimento de
frutas, hortalicas, cereais e leguminosas, durante o processamento e
armazenamento (VAMOS-VIGYAZO, 1981; WHITAKER, 1994).

Bucheli e Robinson (1994) demonstraram que, embora a peroxidase
(POD/EC 1.11.1.7) apresente atividade no caldo de cana e seja termorresistente, a
PPO é a principal enzima responsavel pelo escurecimento da bebida; permitindo a
aplicacdo de um tratamento térmico mais brando, visto que a PPO é uma enzima
relativamente termossenssivel. Neste sentido, a inativacao térmica da PPO podera

proporcionar maior estabilidade a bebida.

Peroxidase (POD)

A peroxidase, presente em plantas, estd envolvida em diversas reacoes, a
saber: ligacdes de polissacarideos, oxidacdo do acido indol-3-acético, ligacdes de
mondmeros, lignificagdo, cicatrizacdo de ferimentos, oxidacdo de fendis, defesa
contra patégenos, regulacdo da elongacao de células e outras (CAMPOS et al.,
2004). As peroxidases pertencem a classe das oxirredutases e possuem no sitio
ativo um grupo Fe®" protoporfirinico, catalisando reacdes de oxidacdo de varios
substratos doadores de prétons, como monofendis, difendis, polifendis e
aminofendis na presenca de peréxido de hidrogénio (LEHMKUHL, 2006). A Figura 1
ilustra a reacao entre o guaiacol e o peréxido de hidrogénio.
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Figura 1. Reacao entre guaiacol e peréxido de hidrogénio com formacéao de tetraguaiacol
(FATIBELLO-FILHO; VIEIRA, 2002).

A Figura 2 mostra o mecanismo de reacdo da peroxidase, na presenca de
peréxido de hidrogénio e do substrato doador de elétrons (S). Na primeira etapa (a)
ocorre a transferéncia de dois elétrons, referente & oxidagéo do grupo prostético Fe®*
da enzima nativa pelo peroxido de hidrogénio, gerando o composto |, que consiste
no ferro oxiferrila (Fe* =O) e o radical protoporfirina (R+). A etapa (b) consiste na
oxidagdo de uma molécula do substrato (Seq) com consequente formagdo do
substrato oxidado (Sox) e geracdo do composto Il (Fe** =0). Na dltima etapa do
processo (c), a enzima reage com uma segunda molécula do substrato retornando

ao seu estado nativo (LEHMKUHL, 2006).

~. Composto |
Fe#*=Q,R*

/Sred

(b)
H,O ‘\ \>S )
(a) Com

posto Il
Fet#*=0

S red
H,O; (C)Q
S

L— HRP nativa = | ox
Fe3*

Figura 2. Ciclo catalitico da peroxidase, R*: radical protoporfirina, S: substrato doador de
elétrons (red: reduzido, ox: oxidado) (OLIVEIRA, I., 2007).

Alexander (1966) estudou a presenca de POD e suas propriedades na cana
de acucar, porém, a relacao desta enzima com o escurecimento do caldo nao foi

investigada.
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Polifenoloxidase (PPO)

A polifenoloxidase € encontrada numa variedade de tecidos e 6rgaos, com
maior atividade em tecidos nos estagios iniciais de desenvolvimento, na qual a
quantidade de fendis também é alta (AGRIOS, 1997). Da mesma maneira, € elevada
em tecidos infectados e tem grande importancia para as plantas com envolvimento
nos mecanismos de defesa ou na senescéncia (AGRIOS, 1997). Essas enzimas,
pertencentes a classe das oxidorredutases, contém cobre no centro ativo e
catalisam dois tipos de reacbes, ambas envolvendo oxigénio: a hidroxilacdo de
monofendis para o-difendis (atividade de cresolase, tirosinase ou monoferol
monoxigenase) e a oxidacao (desidrogenacao) desses compostos para respectivas
o-quinonas (atividade de catecolase) (SHIMIZU, 2004). As polifenoloxidases atuam
sobre uma variedade de substratos: p-cresol, tirosina e acido p-cumarico como
substratos monofendlicos, catecol, diidroxifenilalanina e &acido clorogénico como
substratos difendlicos (GOMES et al., 2001).

Segundo Lehmkuhl (2006), a atividade enzimatica observada em vegetais
varia em relagdo a espécie, cultivar, periodo do ano, clima, solo, estado de
amadurecimento e local de plantio. Nos tecidos vegetais, esta enzima localiza-se
nos cloroplastos e é responsavel pelo escurecimento de frutas e legumes quando
cortados e expostos ao ar atmosférico, causado pela oxidagcdo de compostos
fendlicos naturais as correspondentes o-quinonas na presenga de oxigénio
atmosférico e da PPO (LEHMKUHL, 2006).

O sitio ativo da PPO consiste em dois centros metalicos de cobre, na forma
oxidada e encontrada como Cu(ll)-OH-Cu(ll), em que cada cobre esta coordenado
por trés atomos de nitrogénio, residuos de histidina e um grupo hidréxido formando
uma ponte entre os dois centros metélicos (LEHMKUHL, 2006).

A Figura 3 mostra um mecanismo simplificado dessa enzima na presenca de
catecol e oxigénio molecular. O ciclo catalitico se inicia na forma met, em que o
substrato liga-se ap6s a desprotonagdo de um de seus grupos hidroxilas de forma
monodentada ao atomo de Cu(ll). Esse processo é seguido pela oxidacdo do
substrato com formacao da primeira quinona e a consequente forma reduzida da
enzima (ROMANO, 2006). A incorporacao de oxigénio molecular gera o estado oxy
da enzima, a qual reage com a segunda molécula de substrato que se coordena
apds a desprotonacao de uma de suas hidroxilas. Na oxidacédo do difenol a quinona
regenera o estado met da enzima encerrando o ciclo catalitico (ROMANO, 2006).
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Figura 3. Mecanismo proposto para a oxidagao do catecol pela PPO (OLIVEIRA, 1., 2007).

Shimizu (2004) demonstrou que a atividade de catecolase leva a formacao de
diferentes estados de oxidagao de fendis, apresentada na Figura 4, na qual a forma
fendlica permite a ligacdo com proteinas por interacdo hidrofébica e por pontes de
hidrogénio, que séo ligagdes reversiveis de baixa energia. Em contrapartida, a forma
ibnica e as quinonas interagem covalentemente com proteinas, formando ligacoes

irreversiveis (SHIMIZU, 2004). A partir disso, observa-se que a PPO possui grande

OH H
OH
+05+ 3H" —> + H,O

afinidade com o oxigénio.

Fenol Catecol
H o]
OH o]
+1/20, —= + HO
Catecol o-quincna

Figura 4. Estados de oxidagéo de fendis decorrentes da atividade de catecolase de PPOs
(FATIBELLO-FLHO; VIEIRA, 2002).

Bucheli e Robinson (1994) observaram que o0 escurecimento enzimatico
depende do oxigénio disponivel no meio, e sua indisponibilidade cessa o

escurecimento.
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As oxidagdes enzimaticas, geralmente, terminam em polimerizagdo, cujos
produtos finais sdo pigmentos escuros. Esse tipo de reacdo pode ser inibido pela
inativagdo enzimatica por meio de processamento térmico ou tratamento quimico
(SIMAO, 1985).

A partir do isolamento de uma PPO ativa com alta especificidade ao &cido
clorogénico de um tecido foliar da cana, estudos sugeriram que a PPO contribui
significativamente para a formagdo da coloracdo escura do caldo de cana
(COOMBS; BALDRY, 1978; COOMBS; GOODACRE; VANE, 1980).

Portanto, o escurecimento no caldo de cana é iniciado pela oxidagéao
enzimatica dos compostos fendlicos pelo sistema PPO. O produto intermediario da
oxidacao é a quinona, que rapidamente se condensa, formando pigmentos escuros
insoliveis, denominado melaninas. A acdo dessa enzima resulta na formagao de
pigmentos escuros, frequentemente acompanhados de mudancgas indesejaveis na
aparéncia a nas propriedades sensoriais do produto, resultando na diminuicdo da
vida (til e do valor de mercado (ROMANO, 2006).

Enzimas pécticas

Normalmente, sucos de fruta in natura possuem enzimas pécticas, sendo a
poligalacturonase a mais resistente ao tratamento térmico, com atividade étima em
pH 4,5 (IADEROZA; DRAETTA, 1991). De acordo com Prati (2004), a enzima
pectinesterase pode existir no caldo e sua inativacao é desejada, pois ao desdobrar
as pectinas em acidos pécticos e pectinicos ocorre alteracdo da viscosidade e

separacao de fases do liquido.

2.5.2 Degradacao microbioldgica

A ocorréncia do surto de mal de Chagas em 2005, no Estado de Santa
Catarina, ocasionado pela ingestdo de caldo de cana contaminado pelo
Trypanossoma cruzi (BRASIL, 2011), motivou a Resolugcao RDC 218 de 29/07/2005
da ANVISA que dispde sobre o regulamento técnico de procedimentos higiénico-
sanitarios para manipulacdo de alimentos e bebidas preparados com vegetais,
incluindo, o caldo da cana (BRASIL, 2005).
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A estabilidade e a seguranca do caldo de cana sdo baseadas em muitos
fatores, o0s quais visam evitar o desenvolvimento dos micro-organismos
contaminantes impedindo a deterioracdo e a veiculacdo de doencas de origem
alimentar.

A presenca de substratos e a alta atividade de agua da garapa favorecem o
desenvolvimento de fungos e bactérias deteriorantes. A presenca de oxigénio gera
um potencial de oxirreducao positivo (Eh > 0), proporcionando o desenvolvimento de
bolores na superficie da bebida (FRANCO; LANDGRAF, 2005).

O caldo de cana adicionado de suco de frutas acidas oferece um obstaculo ao
desenvolvimento de espécies patogénicas e deteriorantes; notadamente a
germinagéo e produgdo de toxina por esporos de Clostridium botulinum, devido a
reducdo do pH a niveis inferiores a 4,6. Entretanto, num meio acido verifica-se o
desenvolvimento de bolores, leveduras e bactérias laticas. (FRANCO; LANDGRAF,
2005; LEITAO, 1991).

Os micro-organismos existentes na cana de acucar, logo apds a extracao do
caldo, encontram um meio rico em acucar, de baixa acidez; o que propicia a
fermentacdo da bebida. Isso resulta em substancias que alteram as caracteristicas
fisicas e sensoriais do produto, levando a sua rejeicdo (EGGLESTON, 2002; PRATI,
2004; OLIVEIRA, A., 2007).

Os grupos de micro-organismos responsaveis pela deterioragdo da garapa
incluem (OLIVEIRA, A., 2007; PRATI, 2004; SILVA et al., 2007; YUSOF et al., 2000):

m Bactérias esporogénicas, que sao anaerdbicas facultativas, mesdfilas,
produtoras de acidos butirico e acético, CO, e Hy;

m  Bactérias ndao esporogénicas, como as bactérias laticas e acéticas que sao
mesdéfilas e microaerdfilas;

= Bolores e leveduras, que sado aerdbicos, mesofilos e apresentam baixa
resisténcia térmica.

O resultado imediato da deterioracao da garapa é a reducéo de sua vida de
prateleira. Técnicas de conservacao sao estudas e desenvolvidas (YUSOF et al.,
2000; MAO; XU; QUE, 2007; OLIVEIRA et al., 2007; REZZADORI, 2010), junto com
a conscientizacao da importancia da higienizagdo da matéria prima e do local de
processamento, para a criacdo de obstaculos ao desenvolvimento microbiano.

Essas metodologias impactam na seguranca, no aumento da vida util e na
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manutenc¢ao da integridade fisica, quimica e microbioldgica do produto final (GAVA,
1984).

2.6 Qualidade sensorial do produto

Testes sensoriais podem ser utilizados no controle de qualidade e estudo de
vida de prateleira (shelf-life) e possuem vantagens como a capacidade de detectar a
presenca ou auséncia de diferencas perceptiveis pelo consumidor, definirem
caracteristicas sensoriais importantes de um produto de forma rapida, € serem
capazes de detectar particularidades dificilmente detectadas por outros
procedimentos analiticos (MUNOZ; CIVILLE; CARR, 1992).

O surgimento de coloragéo escura e alteragdo do sabor no caldo de cana séao
0s principais fatores responsaveis pela rejeicao da bebida (YUSOF et al., 2000),
motivando a realizagao de testes para analise de cor e testes sensoriais.

Dessa forma, o uso da colorimetria que utiliza instrumentos 6pticos para a sua
medicdo no espaco tridimensional, de modo que a cor descrita torna-se
inconfundivel e as suas coordenadas indicam um ponto no espaco de cor
(FRANCIS, 1988), € um meio apropriado para avaliar a cor do caldo de cana durante
a sua estocagem. Essa medicdo pode ser feita por um colorimetro que adota o
sistema de escala CIE 1976 (L* a* b*), também referido como CIELab, no qual o
parametro L* representa a escala de luminosidade de 0 a 100, +a ao -a representa a
escala do vermelho ao verde, +b ao -b representa a escala do amarelo ao azul do
produto (FRANCIS, 1988). A Figura 5 mostra um sistema de escala de cor da CIE L*
a* b*.

branco

Figura 5. Representagéo do sdélido colorido para o espaco colorimétrico L* a* b* (SILVA;
PETTER; SCHNEIDER, 2007).
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Os métodos empregados em analise sensorial se dividem em discriminativos
ou de diferenca, descritivos ou analiticos e afetivos (FERREIRA et al., 2000), a
saber:

e Meétodos discriminativos ou de diferenca: determinam se existe uma diferencga
sensorial perceptivel entre as amostras e estimam o tamanho de uma
eventual diferenga.

e Métodos descritivos ou analiticos: utilizados para descrever as amostras
qualitativamente e avaliar a intensidade dos atributos sensoriais por meio de
provadores treinados.

e Meétodos afetivos: avaliam a preferéncia ou aceitacdo de uma amostra junto
aos consumidores indicando o quanto gostou ou n&o por meio de uma escala
sensorial.

A avaliacdo de aceitacdo pelo consumidor é crucial no processo de
desenvolvimento ou melhoramento de produtos, pois a aceitabilidade infere a
preferéncia; ou seja, as amostras mais aceitas sao as mais preferidas e vice-versa.
Dessa forma, uma triagem inicial ou uma avaliacado preliminar da aceitacao é
realizada em condi¢des laboratoriais, com uma equipe de 30 a 50 julgadores nao
treinados (FERREIRA et al., 2000). Para estudos mais representativos, simula-se
uma situagdo mais préxima do mercado real, recrutando-se uma equipe mais
numerosa (100 provadores, aproximadamente) em locais de grande transito de
consumidores, como os supermercados (DUTCOSKI, 1996).

A escala heddnica esta entre os métodos mais empregados para medida da
aceitacdo ou necessidade de conhecer o “status afetivo” dos consumidores com
relacdo ao produto (FERREIRA et al., 2000). O provador expressa sua preferéncia
pelo produto, seguindo uma escala previamente estabelecida, com variacdo
gradativa para cada atributo analisado pela base “gosta e desgosta” (CHAVES;
SPROESSER, 1996; DUTCOSKI, 1996).

2.7 Tecnologias de processamento de caldo de cana

As tecnologias aplicadas ao processamento de alimentos visam a obtencao
de um produto inécuo ao consumidor, com atributos nutricionais e sensoriais
préximos ao alimento in natura e vida util estendida. O processamento deve ainda
assegurar a inativacdo de enzimas que catalisam a degradagédo do produto (RASO;
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PAGAN; CANDON, 2005), e apresentar uma relacdo custo-beneficio vantajosa
(TAPIA; ARISPE; MARTINEZ, 2005; BRUHN, 2007).

Conforme argumentado na introducao desta dissertacdo, nao foram
localizadas informagdes acerca de eventual industrializagdo de caldo de cana no
pais. Contudo, as tecnologias de processamento compativeis com a bebida, pura ou
acidificada, sdo multiplas, incluindo métodos térmicos convencionais, como a
pasteurizacdo e a esterilizacdo comercial, e métodos nao convencionais ou
emergentes, a exemplo do aquecimento &hmico, da irradiagdo (raios gama),
separacdo por membranas, ultrassom, campo elétrico pulsado e alta pressao
hidrostatica (APH).

2.7.1 Métodos convencionais

Uma das tecnologias de processamento mais difundidas é a pasteurizacao
(T<100 °C), cujo binébmio tempo/temperatura é delineado de acordo com o0s
parametros de resisténcia térmica do micro-organismo ou enzima alvo que se
pretende inativar (FONSECA, 1984). Neste processo, alguns micro-organismos sao
destruidos e outros injuriados (BANWART, 1989). Contudo, a populacao microbiana
remanescente limita o tempo de estocagem do alimento quando comparado aos
produtos comercialmente esterilizados. Por esta razdo, a pasteurizacdo ¢é
frequentemente associada a outros métodos de preservacdo, como estocagem
refrigerada, reducdo do pH, incorporacdo de aditivos quimicos, complementados
pelo emprego de embalagens herméticas de alta barreira, no intuito de aumentar a
vida (til do alimento (POTTER; HOTCHKISS, 1995).

Trabalhos realizados por Bhupinder, Sharma e Harinder (1991) mostraram
que a pasteurizacdo a 80 °C/10 min seguida da adicdo de 140 mg/L de
metabissulfito de potassio, 3% de suco de limdo e 1% de extrato de gengibre,
conferiu uma estabilidade de 24 semanas ao caldo de cana engarrafado e um bom
indice de aceitacao sensorial.

Em contrapartida, tratamentos térmicos mais severos (T>100 °C) podem
causar efeitos colaterais indesejaveis ao produto final, afetando as propriedades
sensoriais € nutricionais, consequéncia da degradacdo de componentes
termossensiveis, que resulta na rejeicao do produto pelo consumidor final (RASO;
PAGAN; CANDON, 2005). Notadamente, em caldo de cana, observa-se o



35

surgimento de um sabor “cozido”, devido a grande quantidade de acgucar presente
na bebida.

Estudos realizados por Sivasubramanian e Pai (1994) demonstraram que o
melhor resultado sensorial para o tratamento do caldo de cana foi obtido quando o
mesmo foi submetido ao processo high temperature short time (HTST), devido as
altas taxas de transferéncia de calor envolvidas no aquecimento e resfriamento do
produto, minimizando a formagao de produtos de degradacao.

Prati, Moretti e Cardello (2005) estudaram as caracteristicas microbiolégicas,
fisicas, quimicas e sensoriais de caldo de cana parcialmente clarificado-estabilizado
e misturas de caldo de cana com sucos de frutas acidas como lim&o, abacaxi e
maracuja. Os autores observaram variagdes nas caracteristicas fisico-quimicas, com
boa retencao de vitamina C apds o tratamento térmico (75 °C/15 s) nas diferentes
misturas. As analises microbiolégicas indicaram boas condi¢ées higiénicas da
bebida processada, adequadas ao consumo. A garapa parcialmente clarificada-
estabilizada adicionada de 5% de suco de maracuja foi identificada como o produto
de maior preferéncia pela equipe de provadores.

2.7.2 Métodos nao convencionais ou emergentes

A fim de garantir a seguranca alimentar e preservar a qualidade sensorial e
nutricional do produto, estudos de novas tecnologias que utilizam métodos nao
convencionais vém crescendo promissoramente; embora ndo tenham sido
localizados trabalhos cientificos que descrevessem a aplicacdo de alguns dos
métodos ndo convencionais mencionados, na estabilizacdo de caldo de cana.
Salienta-se a relevancia do desenvolvimento de pesquisas relacionadas ao
mecanismo e a cinética de destruicao/inativacdo de micro-organismos e enzimas
que permitam a escolha correta dos parametros de processo (RASO; PAGAN;
CANDON, 2005).

O aquecimento 6hmico é um processo térmico alternativo, com o objetivo de
aquecer o alimento de forma rapida e uniforme, reduzindo a severidade da aplicacao
do calor no produto (SASTRY, 2005). Wang e Sastry (2002) relataram o uso dessa
tecnologia como um pré-tratamento para o aumento do rendimento na extracao de
sucos e maior eficiéncia energética durante o processamento, com a utilizagdo de

uma temperatura moderada e baixa frequéncia.
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A aplicacao do campo elétrico pulsado em sucos associada ao emprego de
temperaturas moderadas e tempos reduzidos de operacao, atinge alta eficiéncia na
inativacao de esporos, micro-organismos patogénicos e enzimas, enquanto retém a
qualidade nutricional e sensorial do produto (RIVAS et al., 2006; PALOMEQUE et
al., 2001; JIN et al., 2001). Acrescentam-se vantagens de custo-beneficio favoravel,
aumento de rendimento na extragdo de liquido e liberacdo de compostos que
aprimoram a qualidade nutricional e fisico-quimica do produto ap6s o tratamento e a
estocagem (ELEZ-MARTINEZ; SUAREZ-RECIO; MARTIN-BELLOSO, 2007;
AGUILO-AGUAYO et al., 2008; RIENER et al., 2008).

A combinacdo do processamento por homogeneizacdo a alta pressao
hidrostatica (APH) com temperaturas amenas gera um produto seguro, com boas
qualidades nutricionais e sensoriais e de vida de prateleira estendida (DELIZA et al.,
2005; BULL et al., 2004). Essa associacdao promove, notadamente, a inativacao de
bactérias altamente resistentes a pressdo, como Staphylococcus aureus e
Escherichia coli O157:H7, isolados de sucos de fruta (BAYINDIRLI et al, 2006;
BUZRUL et al., 2008). Além de aprimorar a qualidade do suco industrializado, em
relacdo aos métodos convencionais, devido a destruicdo de micro-organismos sem a
acao de calor. O teor vitaminico, de compostos volateis e a cor do alimento nao séo
afetados (COELHO, 2002; WELTI-CHANES et al., 2005). Contudo, apresenta um
custo elevado.

Oliveira et al. (2007) estudaram os efeitos do processamento térmico (70
°C/20 min) e da radiacao gama (2,5 kGy) na estabilidade fisico-quimica e sensorial
de caldo de cana puro e adicionado de suco de frutas. Ambos os tratamentos nao
alteraram a composicao fisico-quimica, o aroma e o sabor da bebida. No entanto, o
teor de vitamina C no caldo de cana puro foi afetado pelo processo de irradiacao
isolado e combinado com o tratamento térmico. Houve reducdo microbiana em
ambos os tratamentos; entretanto, o processo de irradiagdo apresentou-se como o
menos eficiente na reducéo da populacao de micro-organismos.

A interagcdo entre o tratamento térmico e a radiacdo gama apresentou maior
eficacia na inativacdo da PPO. As porcentagens de inativagdo enzimatica
alcangadas pela combinagdo do tratamento térmico com a radiagdo gama, pela
pasteurizacéo e pela radiacao gama foram 76,37; 47,90 e 35,60%, respectivamente,
em comparagao com o controle (OLIVEIRA et al., 2007).



37

A microfiltragéo, a ultrafiltragdo e a osmose inversa chamadas, também, de
pasteurizacdo a frio, podem ser utilizadas para substituir os processos térmicos
tradicionais (VAN DER HORST; HANEMAAIJER, 1990). Rezzadori (2010) estudou a
aplicacao da microfiltracdo para clarificacdo de caldo de cana adicionado de polpa
de maracuja tendo obtido resultados satisfatérios. O autor concluiu que a
microfiltracdo € uma alternativa vidvel aos processos térmicos na conservacao de
caldo de cana, visto que as propriedades fisico-quimicas foram pouco alteradas e a
bebida obtida apresentou boa aceitacdo sensorial. As principais vantagens deste
processo relacionam-se ao emprego de baixas temperaturas, resultando em
menores custos energéticos e na manutencado das caracteristicas nutricionais. A
andlise microbiolégica do caldo de cana microfiltrado mostrou uma redugéo de 3 a 6
log UFC/ mL na contagem microbiana, indicando que este se encontra dentro dos
padrbes exigidos pela legislacédo brasileira.

Poucos estudos empregam ultrassom para a inativagcdo microbiana; no
entanto, essa tecnologia favorece a inativacao enzimatica e a qualidade sensorial
dos alimentos (CANDON; RASO; PAGAN, 2005; TEREFE et al., 2009; TIWARI et al,
2009; ADEKUNTE et al., 2010). Caliari et al. (2004) irradiou caldo de cana de agucar
de primeira extracdo com ondas ultrassénicas visando a reducao da populagdo de
Leuconostoc mesenteroides. Os resultados mostraram que a maior taxa de
mortalidade (10,55%) foi obtida com a poténcia de 50 W, por 225 s, em caldo de
cana com 18 °Brix, pH 4,5 e 45 °C. Alguns trabalhos, realizados em Cuba, relataram
0 uso de ondas ultrass6nicas como um método alternativo para reduzir a populacao
microbiana no caldo de cana (FERNANDEZ; CRUZ; GONZALEZ, 1982,
RODRIGUEZ; LODOS; MENESES, 1984).

2.8 Sistemas de embalagem

As possibilidades de sistemas de embalagem para caldo de cana, puro ou
acidificado, sdao multiplas e dependem do tempo de vida de prateleira pretendido e
das condicées de distribuicdo, estocagem e comercializagdo. Alguns exemplos
incluem o sistema de envase asséptico, o enchimento a quente e o envase a
temperatura ambiente com prévia incorporacdo de conservadores quimicos ao

produto.
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O caldo de cana puro ou adicionado de suco ou polpa de frutas pode ser
acondicionado em garrafas plasticas, frascos de vidro, laminados cartonados, latas
de aluminio, bag-in-box (mais difundido no segmento institucional) e filmes flexiveis
tipo “almofada”. Destaca-se que as possibilidades de incorporacdo de agentes e/ou
camadas de alta barreira sdo igualmente multiplas, a exemplo da utilizagdo de folha
de aluminio e nanocompasitos.

O acondicionamento de caldo de cana, a embalagem e o sistema de
fechamento, devem proteger a bebida da exposicdo ao oxigénio e a luz,
apresentando baixa taxa de permeabilidade a estes agentes, uma vez que sao
promotores dos mecanismos de escurecimento enzimatico e da oxidacdo de
pigmentos e vitaminas (BUCHELI; ROBINSON, 1994).

A relacado custo/beneficio do sistema de embalagem, a vida de prateleira
pretendida assim com a faixa de temperatura praticada durante as etapas
distribuicdo, estocagem e comercializacdo do produto também sao fatores
primordiais a serem considerados na escolha de uma embalagem (GAVA, 1984).

A literatura investigada relata o depésito de uma patente originada a partir do
desenvolvimento de uma embalagem descartavel para cana de agucar, que permite
a extracdo do caldo retendo o bagaco no interior da embalagem. Salienta-se que
esta inovacdo reduz os indices de contaminacdo da matéria prima (REPUBLICA
FEDERATIVA DO BRASIL, 2011).

2.8.1 Envase asséptico

A tecnologia de embalagem para alimentos fluidos de maior destaque nas
ultimas décadas, em escala global, € o sistema de envase asséptico, que consiste
no acondicionamento do produto em uma embalagem previamente esterilizada. O
grau de eficiéncia do envase depende da qualidade do ar; que deve ser
rigorosamente controlado, seguido de fechamento asséptico e hermético
(HOLDSWORTH, 1992; BUCHNER, 1993). De acordo com Klaus (2002), as
principais vantagens atribuidas ao uso de sistemas assépticos sdo o aumento da
vida de prateleira, prescindindo da cadeia do frio para conservag¢ao do produto e da
utilizacdo de conservadores quimicos; controle de processo mais confiavel e

melhoria da qualidade do produto.
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O sistema asséptico destaca-se por permitir o uso de embalagens
termossensiveis, como os termoplasticos, que sao leves e podem ser moldados em
diversos formatos. Os principais termoplasticos utilizados incluem o polietileno de
baixa densidade (PEBD), polietileno de alta densidade (PEAD), polietileno tereftalato
(PET) e policloreto de vinila (PVC) (ALVES; GARCIA, 1993). Estes frascos podem
utilizar rétulos opacos ou ser pigmentados na tentativa de impedir a interacdo do
produto com a luz, aumentando a barreira de protecao. A garrafa de PET é uma
op¢ao interessante ao atraente mercado atual porque permite o envase de
praticamente qualquer tipo de bebida (CAMILO, 2010), incluindo caldo de cana.

Silva e Faria (2006) estudaram o processamento de caldo de cana em escala
piloto, envasado em garrafas de vidro, a quente e assepticamente (em sala limpa).
Avaliou-se a qualidade do caldo produzido pelos dois processos e estocado a
temperatura ambiente. Em relacdo aos aspectos sensoriais, microbiolégicos e fisico-
quimicos, as analises pds-processo mostraram que o caldo de cana, quando
processado assepticamente, apresentou-se estavel durante 30 dias, enquanto que o
caldo de cana processado e envasado a quente atingiu uma vida util de 60 dias.

2.9 Vida de prateleira de caldo de cana

O tempo de vida util de um produto é basicamente determinado por meio de
testes fisico-quimicos, enzimaticos, microbioldégicos e sensoriais. No caldo de cana,
0 escurecimento e o0 surgimento de sabores estranhos sdo os principais fatores
associados a rejeicao do produto, deflagrado por mecanismos de natureza quimica,
enzimatica e microbioldgica.

A procura por alimentos que conservam suas caracteristicas depois de
submetidos ao processamento térmico tem conquistado a preferéncia do mercado
consumidor; a exemplo dos sucos processados, refrigerados e prontos para beber
(ALVES; GARCIA, 1993; CORREA NETO, 1998).

A combinacdo entre as tecnologias de processamento incluindo agentes
oxidantes, como perdxido de hidrogénio e ozbnio, calor, refrigeracdo, entre outras
pode atingir uma sinergia que favoreca a estabilidade do produto (WALKLING-
RIBEIRO et al., 2008; UKUKU et al., 2010).
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2.9.1 Tecnologia dos obstaculos

Interagbes entre os fatores extrinsecos e intrinsecos originaram o conceito
dos obstaculos de Leistner, que visa a estabilidade bioquimica e microbiolégica do
alimento em escala industrial (CHIRIFE; FAVETTO, 1992). Os obstaculos
normalmente considerados na conservag¢ao dos alimentos sdo: temperatura (alta ou
baixa), atividade de agua, pH, potencial de oxirreducao, conservadores quimicos,
atmosfera modificada e micro-organismos competitivos (bactérias laticas e produtos
do seu metabolismo), podendo também ser incluido a adequacado da embalagem.
Dentre eles, o pH figura como obstaculo de grande relevancia estabelecendo limites
de seguranca para os alimentos. A aplicagdo sinérgica desses fatores amplia a
estabilidade e a qualidade do alimento, tornando-o inécuo a saude do consumidor
(SENAI/SEBRAE, 1999).

A aplicacdo do tratamento térmico brando combinada a pH acido, envase
asséptico e estocagem refrigerada cria obstaculos que favorecem a estabilizacao
microbioldgica, enzimatica e sensorial do caldo de cana. Ademais, a selegdo do
binbmio tempo/temperatura deve ser norteada pela composicao, caracteristicas
fisico-quimicas e pH do alimento, devendo ser suficiente para inativar os micro-
organismos patogénicos e deteriorantes termorresistentes (BARUFFALDI;
OLIVEIRA, 1998; AZEREDO, 2004).

Chauhan et al. (2002) submeteram caldo de cana ao processo de
pasteurizacao (70 °C/10 min), adicionado de acido citrico (40 mg/100 mL de suco),
acido ascorbico (40 mg/100 mL) e de metabissulfito de potassio (150 mg/L), isoladas
ou combinadas, estocadas as temperaturas de 30 °C e refrigeracao de 4 °C. Estas
condi¢des conferiram ao produto, acondicionado em garrafas de vidro previamente
esterilizadas, estabilidade de 90 dias e qualidade sensorial aceitavel, principalmente

para as amostras mantidas sob refrigeracéo.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo desta pesquisa baseou-se no processamento e no estudo da vida de
prateleira de caldo de cana acidificado, pasteurizado, acondicionado assepticamente
em garrafas plasticas e estocado sob refrigeracéo.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente estudo foram:

e Analisar a estabilidade microbioldégica e sensorial de caldo de cana
adicionado de 4% de polpa de maracuja, pasteurizado e acondicionado
assepticamente em garrafas de polietileno tereftalato (PET).

e Investigar o impacto de diferentes bindbmios de pasteurizacao (85, 90 e 95 °C /
30 s) na inativacao das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD),
na qualidade microbioldgica e sensorial da bebida, como também, na vida de
prateleira.

e Estimar o tempo de vida util do caldo de cana acidificado estocado a 7 °C, na
auséncia de luz.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material e equipamentos

A matéria prima, os principais materiais e equipamentos utilizados na

pesquisa estao relacionados a seguir.

4.1.1 Matéria prima

A cana de acucar (Saccharum officinarum), cultivar SP 3250, foi fornecida
pela Tecnocana Tecnologia em Cana Ltda, Santa Cruz das Palmeiras/SP, cidade
localizada a 40 km, aproximadamente, do local de processamento, no campus da
USP de Pirassununga.

A polpa congelada de maracuja amarelo (Passiflora edulis) foi adquirida no

mercado local, em Pirassununga/SP.

4.1.2 Embalagem

Foram utilizadas garrafas de polietileno tereftalato (PET) cristal de 320 mL,
com terminacao de 45 mm e tampa de rosca de polipropileno (PP). Tais embalagens
foram adquiridas da Emplas®, Sdo Paulo — SP, em uma unidade paletizada da qual
foram retiradas para descontaminacao e acondicionamento do produto.

4.1.3 Sanificante quimico

O agente quimico utilizado na descontaminagao da linha de processamento e
das embalagens foi o produto Proxitane® 1512 AL, solu¢do aquosa constituida por
15% de acido peracético (APA), fornecido pela Thech Desinfeccdo Ltda, Sao
Paulo/SP.

O acido peracético (APA) é um agente que possui amplo espectro
microbicida, atuando em baixas concentragdes a temperatura ambiente. A
decomposicdo do APA resulta em produtos indcuos a saude e ao meio ambiente,
tais como o acido acético e oxigénio (ANVISA, 2003).

Os testes toxicoldégicos com &cido acético conduzidos pelo Joint Expert
Committee on Food Additives (JECFA/FAO/WHO), estabeleceram uma ingestao
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diaria aceitavel (IDA) “ndo limitada”, significando que o seu uso estd limitado a
quantidade necessaria para atender as Boas Praticas de Fabricacédo (BPF); ou seja,

a quantidade suficiente para obter o efeito tecnolégico necessario (ANVISA, 2003).

4.1.4 Moenda de cana

O caldo de cana foi extraido em uma moenda elétrica com rolos de aco
inoxidavel, modelo Cana Shop 200 (200 L/h), de fabricacao Magtron, Joagaba/SC.

4.1.5 Pasteurizador

O caldo de cana adicionado de polpa de maracuja foi pasteurizado em um
trocador de calor a placas elétrico com vazao nominal de 150 L/h, equipado com
valvula pneumatica de retorno de produto ndo pasteurizado, de fabricacdo Suma
Industria e Comércio Ltda, Campinas/SP.

4.1.6 Homogeneizador

A bebida foi homogeneizada a 150 Bar em homogeneizador de um estagio
com vazao nominal de 150 L/h, fabricado pela Artepecas P&B Ind. Com. Ltda. Esta
operacgao unitaria foi incluida com o objetivo de reduzir o tamanho das particulas de
polpa de maracuja, visando a melhor estabilidade fisica da bebida.

4.1.7 Cabina de fluxo de ar unidirecional

Para assegurar o envase asséptico do produto utilizou-se uma cabina de fluxo
de ar unidirecional (ISO classe 5) horizontal de fabricacdo Veco do Brasil,
Campinas/SP.

4.1.8 Dosadora

O envase da bebida em garrafa plastica foi conduzido por meio de uma
dosadora gravimétrica microprocessada semi-automatica de fabricacdo Polienva-
Movitron, Sdo Paulo/SP.
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4.1.9 Estufa incubadora BOD

Equipamento utilizado na estocagem refrigerada dos lotes processados, de
fabricagdo Fanem®, Sdo Paulo/SP.

4.2 Procedimento experimental

4.2.1 Preparo da bebida

A cana de acucar foi cortada, raspada e higienizada por imersao em solucéo
de hipoclorito de sodio (NaClO) por 20 minutos a temperatura ambiente, contendo
30 mg/L de cloro residual livre (CRL). Imediatamente em seguida procedeu-se a
extracdo do caldo em moenda elétrica, ao qual foram adicionados 4% (m/m) de
polpa de maracuja, em relacdo a massa de caldo extraido; seguido da
homogeneizacdo manual da mistura. A adicdo da polpa congelada foi feita
imediatamente apés a extragdo do caldo para atenuar a acdo da enzima
polifenoloxidase (PPO).

4.2.2 Processamento

Apés a extracdo e acidificacao do caldo, a bebida foi filtrada, misturada, pré-
aquecida, homogeneizada, pasteurizada, resfriada a 8 °C, aproximadamente, e
bombeada para um tanque pulmao isotérmico antes do envase asséptico em
garrafas de PET previamente descontaminadas.

Processaram-se nove lotes de caldo de cana, contendo 4% de polpa de
maracuja, a 85, 90 e 95 °C/30 s (irés replicatas para cada binédmio). Os
processamentos foram realizados com uma frequéncia mensal, aproximadamente,
alternando-se as temperaturas de pasteurizacéo, a fim de se atenuar a influéncia
sazonal, que altera a composicdo da matéria prima, sobre a pesquisa. O
processamento e envase foram conduzidos em uma linha descontaminada
imediatamente antes de seu uso com solucao de acido peracético 0,1% (v/v) a 55 °C
durante 30 minutos. Ao término da descontaminacdo da linha esta foi enxaguada

com agua aquecida a mesma temperatura de pasteurizacdo da bebida, para
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remocao do residual de acido peracético. Apés o processamento foi realizada a
limpeza clean in place (CIP) com detergentes alcalino e acido. O fluxograma, as
imagens do processamento e da planta piloto estao ilustrados na Figura 6, Apéndice
A e Apéndice B, respectivamente.

EXTRAGAO DO CALDO DE CANA

v

ADICAO DE POLPA DE MARACUJA
(4% m/m)

v

CALDO ACIDIFICADO

v

FILTRACAO

v

HOMOGENEIZACAO
(150 Bar)

v

PASTEURIZACAO
(85,90 e 95 °C /30 s)

v

RESFRIAMENTO
(8 C)

v

ENVASE ASSEPTICO

v

ESTOCAGEM REFRIGERADA
(7 °C)

Figura 6. Fluxograma de producéao experimental de caldo de cana acidificado com polpa de

maracuja.
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4.2.3 Envase asséptico

A bebida acidificada foi envasada assepticamente em garrafas de PET
descontaminadas por imersdo em solucéo de acido peracético 0,05% (v/v) a 50 °C,
durante 30 min. Para este fim, foi utilizada uma cabina de fluxo de ar unidirecional
ISO classe 5, construida em aco inoxidavel.

4.2.4 Testes fisico-quimicos, enzimaticos e analise de cor

Os testes fisico-quimicos, enzimaticos e de cor foram realizados na bebida
adicionada de polpa de maracuja, antes e apdés o processamento, e durante o
periodo de estocagem a 7 °C, com frequéncia mensal.

Os testes fisico-quimicos foram executados conforme metodologia
determinada pela Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 1997).

Atividade de agua

A atividade de agua foi determinada pelo equipamento Aqualab da Decagon
Devices, Inc do modelo Series 3 TE.

pH
Para a determinagéo do pH foi utilizado um medidor digital Analyser modelo
300M. Solucbes tampao de pH 4,0 e 7,0 foram utilizadas para a calibragdo do

equipamento.

Teor de solidos soluveis

O teor de sdlidos soluveis (expresso em °Brix) foi determinado por um

refratdmetro portatil digital Reichert modelo AR 200.

Acidez total titulavel

A acidez total titulavel (expressa em % de &cido citrico) foi determinada
utilizando-se NaOH 0,1 M e fenolftaleina, sendo o ponto de viragem aquele no qual
a coloracéo rosa persistiu por mais de 30 s.
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Determinacao de acido ascorbico

As analises de acido ascorbico foram realizadas nas amostras do caldo de
cana in natura, na polpa de maracuja pasteurizada e congelada, na bebida
acidificada, antes e ap6s o tratamento térmico. Para tanto, empregou-se o método
de Tillmans, conforme descrito no Manual do Instituto Adolfo Lutz/ método 3651V
(ANVISA, 2005).

Ratio

O calculo do ratio se deu por meio da razdo entre solidos soluveis e acidez

titulavel (expresso em °Brix/% de &cido citrico).

As andlises supracitadas foram empregadas na caracterizagdo do caldo de
cana in natura, da polpa de maracuja e do caldo acidificado, antes e apés o
processamento. As anadlises do caldo de cana in natura foram realizadas

imediatamente apds a sua extracao.

Parametros de cor

Os parametros de cor instrumental foram determinados apenas na bebida
processada, ao longo do periodo de estocagem. Para tanto, utilizou-se um
colorimetro Hunterlab Ultra-Scan, Modelo SN7877, em sistema de cor CIELab, para
monitorac¢do do grau de escurecimento da bebida. Os valores foram expressos como
luminosidade ‘L’, esverdeado ‘a’ e amarelado ‘b’. A mudanca de cor durante a
estocagem foi calculada por meio da Equacédo (1), conforme proposto por Yusof et
al. (2000).

cor=(L" +a* +b>)"? (1)

Determinacao de atividade enzimatica

As atividades da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) foram
determinadas conforme metodologias descritas por Campos e Silveira (2003).

Para analise da atividade da PPO foram adicionados tamp&o fosfato (pH 6,0)
e catecol a uma aliquota da amostra incubada a 30 °C por 30 min. Apdés a
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paralisagao da reacao com &cido perclérico prosseguiu-se a leitura da absorbancia,
em espectrofotdbmetro, a 395 nm.

Para andlise da atividade da POD foram utilizados tampao fosfato (pH 5,0),
peréxido de hidrogénio e solucao alcodlica de guaiacol incubados a 30 °C por 15 min
e o inibidor da reacao metabissulfito de sédio. A leitura de absorbancia foi feita em
espectrofotometro a 470 nm. Como branco, foi utilizado o caldo correspondente da
analise, caldo de cana in natura e a bebida antes e apds processamento, por
apresentar cor, substituindo-se os reagentes por tampao.

A atividade enzimatica foi expressa em unidades U/mL, sendo uma unidade
equivalente a variacao de 0,001 na absorbéancia, por minuto, por mL de amostra.

Para o célculo de atividade foi aplicada a Equagéo (2).

(Abamostra — Abbranco)

0,001x¢

Atividade(U | mL) =

Sendo:
Abamostra = absorbancia da amostra.
Abpranco = absorbancia do branco.

t = tempo (min).

4.2.5 Avaliacao microbioldgica e sensorial para estimativa da vida util

Testes microbioldgicos

Realizaram-se analises microbiolégicas, com frequéncia mensal, para
quantificacdo de bactérias e fungos psicrotréficos na bebida estocada sob
refrigeracdo. Definiu-se esta frequéncia porque a taxa de desenvolvimento dos
referidos grupos microbianos foi bastante reduzida no produto estocado a 7 °C. Para
este fim, adotou-se a metodologia descrita por Silva et al. (2007).

A avaliacao da estabilidade microbiolégica foi fundamentada na quantificacdo
de bactérias e fungos psicrotroficos; considerando que o pH final do produto foi
préximo a 3,9 e que a bebida foi estocada sob refrigeracdo (6,5 £ 0,5 °C). Para
tanto, foram analisadas trés embalagens de cada lote e periodo. Os limites pré-

estabelecidos para contagem de bactérias e fungos psicrotréficos foram 10* e 10°
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UFC/mL, respectivamente. Ou seja, niveis superiores aos referidos valores
apontaram o término da vida util do produto.

Conforme a resolugcdo RDC n.?12 de 2 de janeiro de 2001, que fixa padrdes
microbiolégicos para caldo de cana (puro) pasteurizado e refrigerado, a bebida deve
apresentar uma contagem nao superior a 10 coliformes a 45 °C/mL e auséncia de
Salmonella sp/25 mL (BRASIL, 2001). Outros grupos de micro-organismos nao sao
incluidos na referida RDC. A fim de complementar as analises microbiolégicas, na
caracterizagdo da matéria prima e da bebida formulada foram realizadas a
quantificacdo de mesdfilos aerdbicos, bactérias laticas e bolores e leveduras,
segundo a metodologia descrita por Silva et al. (2007).

Para a andlise de Salmonella utilizaram-se cinco amostras, resultantes da
composigcao dos nove lotes processados, visando a uma maior representatividade e
confiabilidade na amostragem. Para aquele fim, empregou-se o 1-2 Test®, kit de
andlise rapida para deteccdo de espécies moveis de Salmonella em alimentos,
baseado no método oficial 989.13 da AOAC. O teste baseia-se na imobilizacdo da
Salmonella no meio de motilidade por meio de anticorpos polivalentes H (flagelar). A
imobilizagdo das espécies méveis de Salmonella resulta na formag¢do de uma banda
visivel e bem definida. O “kit” de analise, endossado pela AOAC, foi adquirido da
BIOCONTROL; sendo o protocolo de andlise apresentado no Anexo A.

Testes sensoriais

A metodologia descrita a seguir foi adaptada da American Society for Testing
and Materials (ASTM E 18.06.07), que se baseia em testes afetivos para estimar a
vida de prateleira de alimentos (ASTM, 1981).

Os testes sensoriais aplicados incluiram escala hedbnica e diferenca do
controle, conforme procedimento descrito por Stone e Sidell (1985). A primeira
sessdo de analise sensorial, iniciada por testes de escala hedbnica, foi realizada no
dia seguinte ao processamento, sendo este considerado o ponto de partida ou
“tempo zero” do estudo. Apds trinta dias, contados a partir da data do
processamento, acrescentou-se a avaliacdo sensorial, o teste de diferenca do
controle a fim de detectar eventual diferenca significativa entre as amostras.

A estabilidade sensorial da bebida foi determinada utilizando-se uma escala
hedénica de 7 pontos. Uma equipe de 50 provadores nao treinados, apreciadores de
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caldo de cana, julgou a aparéncia, o aroma, o sabor e a impressao global do
produto, servido monadicamente a uma temperatura aproximada de 12 °C. Os testes
foram conduzidos em cabines individuais climatizadas a 24-25 °C, com luz branca.

As sessbes foram realizadas com frequéncia mensal, introduzindo-se uma
amostra controle (estocada a -18 °C, 2-3 h ap6s o processamento), descongelada
em geladeira, naturalmente, 24 horas antes da avaliagdo sensorial.

No teste de escala hedbnica o valor 4 (nem gostei/nem desgostei) foi adotado
como nota de corte na escala de 1 (desgostei muito) a 7 (gostei muito). Estabeleceu-
se uma porcentagem de aceitacdo superior a 60%, para os atributos avaliados,
como critério complementar para definicdo do término da estabilidade sensorial do
produto. Na ficha do teste de escala hedébnica incluiu-se a avaliagdo da intencao de
compra (Figura 7).

FICHA DE AVALIAGAO SENSORIAL DE CALDO DE CANA COM POLPA DE MARACUJA

Nome: Data:

Por favor, avalie a amostra de caldo de cana com polpa de maracuja e indique,
utilizando a escala abaixo, o quanto vocé gostou ou desgostou em relacdo aos atributos
apresentados.

. Gostei muito

. Gostei moderadamente

. Gostei ligeiramente

. Nem gostei/nem desgostei
. Desgostei ligeiramente

. Desgostei moderadamente
. Desgostei muito

“NDNWhrhOTIO

AMOSTRA Aparéncia Aroma Sabor Impresséao Global

Se encontrasse esse produto no mercado, vocé:

( ) certamente compraria

( ) provavelmente compraria

( ) talvez compraria

( ) provavelmente ndo compraria
( ) certamente ndo compraria

Comentarios:

Figura 7. Ficha de avaliagdo para teste de escala heddnica de 7 pontos.
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O teste de diferenca do controle consistiu na apresentacdo de uma amostra
padréao (P) e duas amostras codificadas (uma delas idéntica a P), simultaneamente.
Utilizou-se uma escala de 5 pontos, sendo o valor 0 = nenhuma diferenca de P e o
valor 4 = extremamente diferente de P. Posicionadas de modo que formassem um
tridngulo, as amostras foram oferecidas aos provadores, que receberam orientacdes
de como realizar a analise e preencher a ficha disponibilizada, como mostrado na
Figura 8. O referido teste compara as amostras em analise com P e evidencia
eventual diferenca entre a amostra e o controle/padrdao (P), além de estimar o
tamanho de tal diferenca.

FICHA DE AVALIAGAO SENSORIAL DE CALDO DE CANA COM POLPA DE MARACUJA

Nome: Data:

Vocé esta recebendo uma amostra padrao (P) e duas amostras codificadas de caldo
de cana com polpa de maracuja. Prove o padrdo e em seguida, cada uma das amostras
codificadas e avalie, na escala abaixo, 0 quanto cada amostra codificada difere, em termos
globais, da amostra padrao.

(0) Nenhuma diferenca

(1) Ligeiramente diferente de P
(2) Moderadamente diferente de P
(3) Muito diferente de P

(4) Extremamente diferente de P

Amostra Grau de diferenca

Comentérios:

Figura 8. Ficha de avaliagcdo para teste de diferenga do controle.

4.2.6 Analise das embalagens

Avaliacdao microbiologica

Procedeu-se a analise microbiolégica das garrafas plasticas para verificar a
eficacia da etapa de descontaminacao das embalagens por imersdo em solucéao de
APA, nas condicbes operacionais anteriormente descritas. Para tanto, empregou-se

o método da solugdo de enxague, conforme descrito por Silva et al. (2007).
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Utilizaram-se cinco garrafas tratadas com APA e cinco garrafas sem tratamento.
Preparou-se uma solucdo de enxague contendo tween 80 (tenso ativo), tiossulfato
de sbdio (neutralizante de APA) e agua peptonada 0,1%. As embalagens foram
enxaguadas vigorosamente, de forma padronizada, e a solugéo foi filtrada a vacuo
utilizando uma membrana com poros de 0,22 ym, seguindo-se ao plagueamento em

agar PCA (plate count agar), incubado a 35 °C / 48 h.

Verificacao do residual de solucao de acido peracético (APA)

O residual da solucdo de APA nas embalagens foi verificado por meio do
teste de diferenca do controle, utilizando-se caldo de cana com maracuja,
acondicionado em garrafas tratadas com APA e garrafas apenas enxaguadas com
agua mineral (P). Portanto, o procedimento descrito visou assegurar que o residual
da solucéo presente nas garrafas ndo interferisse na qualidade sensorial do produto

final.

4.2.7 Analise estatistica dos resultados

Os resultados da pesquisa foram processados por meio de analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey para comparacao de médias entre as amostras
dos diferentes lotes produzidos e as amostras analisadas durante a sua estocagem.
Adicionalmente, o teste Dunnett foi incluido para analisar os resultados do teste
sensorial de diferenga do controle. As analises estatisticas foram realizadas por
meio do programa SAS (Statistical Analysis Software), versao 9.1.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados os resultados gerados a partir do
processamento e do estudo de estabilidade dos nove lotes de caldo de cana
acidificado e pasteurizado a 85, 90 e 95 °C/30 s, em triplicata.

5.1 Caracterizacao fisico-quimica da matéria prima

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos na caracterizacao fisico-quimica
da matéria prima e da bebida acidificada, antes do processamento. Os valores em

destaque representam indices minimos e maximos obtidos.



Tabela 3. Caracterizacao fisico-quimica da matéria prima e do caldo de cana acidificado antes do processamento.

R1 R2 R3
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9
CALDO DE CANA IN NATURA
(recém extraido)
Rendimento obtido na extracao (%)* 57,61 61,04 57,68 58,16 52,72 52,55 48,29 50,80 45,94
pH 5,30 5,36 5,63 5,19 5,21 5,06 4,98 5,23 5,13
Solidos soluveis (°Brix) 20,5 16,8 20,5 23,6 22,8 23,4 19,3 15,2 17,1
Acidez titulavel (% acido citrico) 0,048 0,052 0,043 0,038 0,038 0,038 0,071 0,061 0,059
POLPA DE MARACUJA
pH 3,42 3,21 3,46 2,98 2,92 3,18 2,97 3,12 2,77
Sélidos soluveis (°Brix) 8,0 9,3 10,2 10,1 10,0 9,0 9,1 9,3 10,6
Acidez titulavel (% acido citrico) 2,37 2,35 2,64 2,80 1,66 1,27 3,16 3,11 3,77
CALDO ACIDIFICADO
pH 3,83 3,95 3,77 4,29 3,83 4,03 4,00 4,22 3,77
Solidos soluveis (°Brix) 18,90 20,8 19,4 23,0 244 22,4 18,3 15,2 17,4
Acidez titulavel (% acido citrico) 0,142 0,146 0,163 0,216 0,176 0,180 0,165 0,167 0,160
R —replicata.

L — lote.
*rendimento em relagcdo a massa da cana de agucar raspada.
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Comparando-se os dados dos nove lotes de matéria prima entre si, verifica-se
uma consideravel diferenca entre as caracteristicas fisico-quimicas do caldo de cana
in natura (recém extraido). Essa observacdao também foi notada para os dados da
polpa de maracuja industrializada. As diferencas observadas na composi¢cao do
caldo de cana podem ser atribuidas as variacbes na composicao do vegetal em
virtude de diferentes periodos de plantio, época de colheita, condi¢cdes climaticas e
eventual estagio de maturacdo, apesar da matéria prima ter sido originada do
mesmo cultivar e da mesma fonte de producdo; uma vez que 0S e€ensaios
experimentais estenderam-se por um periodo aproximado de 12 meses. Supde-se
que as mesmas justificativas apresentadas possam explicar as variagcdes
observadas na polpa de maracuja industrializada e congelada, adquirida no mercado
local, em Pirassununga/SP.

O rendimento obtido na extracao do caldo de cana, considerando todos os
lotes de matéria prima, oscilou entre 45,94 e 61,04%, supostamente devido as
variagdes climaticas ocorridas no transcorrer da pesquisa, incluindo periodos de
seca e chuva. Em estudo realizado por Mao, Xu e Que (2007), o rendimento obtido
na extracao foi de 70,83 £ 2,9%. A diferenca encontrada em relagdo ao presente
estudo pode estar relacionada a variedade de cana utilizada, ao estagio de
maturacdo e ao método de extracdo do caldo. Teores superiores sdao normalmente
obtidos em escala industrial, propiciado pelo tratamento enzimatico do bagago. A
variacdo observada no rendimento € estatisticamente evidenciada entre as médias
das replicatas R1 e R3, na Tabela 4.

A Tabela 4 apresenta as médias calculadas para os trés lotes de cada
replicata, incluindo os desvios e a comparacao estatistica entre as médias,
complementando a Tabela 3.
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Tabela 4. Médias dos trés lotes processados em cada replicata para caracterizagao fisico-

quimica da matéria prima e do caldo de cana acidificado, antes do processamento.

R1 R2 R3
CALDO DE CANA IN NATURA
(recém extraido)
Rendimento obtido na extracéo (%)* 59 + 2° 54 + 3% 48 + 2°
pH 5,4 +0,2° 5,15 +0,08° 5,1+0,1°
Sélidos soltveis (°Brix) 19 £ 1 23,3+0,4° 17 £2°
Acidez titulavel (% acido citrico) 0,05+0,05° 0,04 +0,00° 0,064 + 0,006
POLPA DE MARACUJA
pH 3,4+0,12 3,0+0,1%® 2,9+0,2°
Sélidos solliveis (°Brix) 9+12 9,7 £0,6% 9,7 +0,8°
Acidez titulavel (% acido citrico) 2,4 +0,2% 1,9+0,8° 3,3+0,4°
CALDO ACIDIFICADO
pH 3,85 + 0,09° 4,0 +£0,2° 4,0 £0,2°
Sélidos soltveis (°Brix) 20+ 1° 23 +1° 17 £2°
Acidez titulavel (% acido citrico) 0,150 £ 0,011° 0,19+0,02* 0,164 + 0,004%°

Médias (irés lotes) seguidas pelo mesmo expoente ndo diferem entre si a 5% de significancia.
* rendimento em relagcdo a massa da cana de agucar raspada.

Nos estudos de Oliveira et al. (2007), o caldo de cana in natura apresentou
pH proximo a 5,28; teor de sélidos soluveis de 22,74 °Brix e acidez titulavel de
0,04% de acido citrico; valores semelhantes aqueles determinados nesta pesquisa.

A replicata R2 apresentou o maior valor para sélidos soluveis, provavelmente
por ter sido cultivada e colhida no periodo de seca, modificando sua composi¢ao
centesimal, principalmente em relagdo ao teor de umidade. As analises sensoriais
realizadas no referido periodo demonstraram que os provadores identificaram um
gosto doce mais acentuado conferido pela bebida processada.

Para a polpa de maracuja as variagdes entre os resultados obtidos foram
inferiores aqueles observados para o caldo in natura. Os teores de solidos soluveis
da polpa nao diferiram estatisticamente entre si, cujas médias geraram um desvio
padrao relativamente baixo.

Rezzadori (2010) estudou o caldo de cana puro e acidificado pela adi¢cdo de

5% de polpa de maracuja pasteurizada. A polpa de maracuja analisada apresentou
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um pH equivalente a 2,95 e teor de sdlidos soluveis de 10,30 °Brix, valores
semelhantes ao suco de maracuja analisado por Prati (2004) e a polpa de maracuja
utilizada nesta pesquisa.

O caldo de cana acidificado apresentou um decréscimo do pH e aumento da
acidez em relacdo ao caldo in natura, justificados pela adicdo da polpa de fruta
acida. O pH inferior a 4,6 classifica o caldo de cana adicionado de polpa de
maracuja como uma bebida acidificada. Esta condicdo favorece a estabilidade
microbioldgica, restringindo o desenvolvimento bacteriano, e a estabilidade
enzimatica, inibindo a acdo de enzimas, notadamente o sistema PPO, cujo pH étimo
de atividade é proximo a 7,2 (YON; JAAFAR, 1994). Ademais, o acido citrico da
polpa de maracuja complexa com o cobre (Cu?'), presente no sitio ativo da
polifenoloxidase, responsavel pelo escurecimento enzimatico do caldo.

5.2 Testes fisico-quimicos e enzimaticos na bebida processada

As Tabelas 5 a 9 reiunem os resultados obtidos na avaliacao fisico-quimica
dos nove lotes estocados a 6,5 + 0,5 °C. As analises foram interrompidas quando as
amostras atingiram os critérios de “corte”, estabelecidos nos testes sensoriais.

A atividade de agua determinada em amostras dos lotes processados foi
préxima a 0,99; mantendo-se estavel ao longo do periodo de estocagem.

Os resultados de pH das bebidas, nos distintos lotes, em diferentes tempos

de estocagem sao mostrados na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores de pH de caldo de cana adicionado de 4% de polpa de maracuja,
pasteurizado e estocado a 6,5 £ 0,5 °C.

85 °C/30 s 90 °C/30 s 95 °C/30 s
Est(c()jci::sg)em L1 Est(()é:izgs;am L2 Estc()é:izgsc)am L3
0 4,31 + 0,02 0 4,17 +0,03*® 0 412+0,13%
30 4,13 + 0,02 29 4,15+ 0,01% 30 3,92 + 0,02
R1 59 4,15+ 0,01% 65 3,83 +0,01°
93 4,0 0,18
130 3,93 +0,01"°
Est(c()jci::sg)em L4 Est(()(;:izgs;am L5 Est(c()jci::sg)em L6
0 4,29 + 0,02" 0 3,85+ 0,01"° 0 4,00 +0,02°°
30 4,25 +0,01% 32 3,78 + 0,02°%° 33 4,03 + 0,00°°
A2 59 3,78 +0,02° 62 4,12 £ 0,03"
90 3,85+ 0,01%
Est(c()jci::sg)em L7 Est((()jci::g)em L8 Est(c()jci::sg)em L9
0 4,08 +0,02"° 0 4,23 + 0,017 0 3,91 +0,08"°
R3 30 4,07 £0,017° 34 4,22 + 0,03 30 3,96 + 0,017°
63 4,07 +0,03"

*Médias (trés amostras) seguidas pelo mesmo expoente mailisculo, na mesma coluna (comparagio
entre tempos de estocagem considerando cada replicata independentemente) ou pelo mesmo
expoente mindsculo na mesma linha (comparagéo entre os tratamentos térmicos) nao diferem entre si
a 5% de significancia.

Comparando-se o0os tratamentos térmicos observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre os valores de pH. Possivelmente, pela
variabilidade da matéria prima utilizada ao longo do experimento.

Nota-se pela Tabela 5, que os tratamentos a 85 °C tenderam a apresentar
maiores valores de pH entre as replicatas, sendo o maximo de 4,31 na primeira
replicata e 4,29 na segunda. A terceira replicata foi a excecdo, pois o tratamento a
90 °C apresentou o maior valor de pH (4,23). Em contrapartida, o tratamento a 95 °C
apresentou menores valores de pH com minimo de 3,83 em R1 e 3,91 em R3, com

excegao de R2 em que o tratamento a 90 °C apresentou o menor pH (3,78).



59

As pequenas variagdes observadas ao longo do tempo de estocagem para

alguns lotes podem estar associadas as reacées de natureza microbiologica,

ocasionadas pelo desenvolvimento de bactérias e bolores psicrotroficos, ou mesmo,

as reacoes de natureza quimica e bioquimica.

As médias obtidas na determinacédo de sélidos solluveis estao apresentadas

na Tabela 6.

Tabela 6. Médias de solidos soluveis (°Brix) em caldo de cana acidificado, pasteurizado e

estocado a 6,5 + 0,5 °C.

85 °C/30 s 90 °C/30 s 95 °C/30 s
S m emem L SgEen
0 19,0 £ 0,2% 0 18,9 + 0,4™ 0 19,4 £ 0,17
30 18,90 + 0,06 29 18,9 + 0,17 30 19,43 + 0,067
R1 59 18,67 £ 0,06" 65 19,23 + 0,2°
93 20,1 +0,3"
130 19,33 + 0,06°
A L
0 22,97 + 0,06™ 0 24,5 + 0,17 0 22,1 +0,0%
ro 30 22,73 +0,01%° 32 24,13 + 0,06 33 22,2 +0,0%
59 24,17 +0,06° 62 22,4 +0,1%
90 24,3 +0,0°
A L
0 18,37 + 0,06 0 15,4 +0,3% 0 17,0 £ 0,3
R3 30 17,93 + 0,06 34 15,1 £ 0,17 30 17,37 £ 0,06
63 18,0 +0,2°

*Médias (trés amostras) seguidas pelo mesmo expoente mailisculo, na mesma coluna (comparagio
entre tempos de estocagem considerando cada replicata independentemente) ou pelo mesmo
expoente mindsculo na mesma linha (comparagéo entre os tratamentos térmicos) nao diferem entre si

a 5% de significancia.
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Os resultados apresentados na Tabela 6 indicam uma tendéncia de reducao
dos teores de sélidos soluveis ao longo do tempo de estocagem, que pode estar
associada a degradacdo da sacarose presente no caldo. Os teores de sélidos
soluveis em R1 nao diferiram estatisticamente entre si até 60 dias de estocagem,
para os diferentes tratamentos térmicos; comportamento que nao se confirmou em
R2 e R3, que apéds 30 dias de estocagem apresentaram diferenca estatistica.

As variagbes encontradas entre as amostras submetidas aos diferentes
tratamentos térmicos devem-se, provavelmente, a falta de padronizacao do teor de
solidos soluveis da matéria prima.

Oliveira, A. (2007) e Prati (2004) em seus estudos sobre a vida util de caldo
de cana com adicao de suco de fruta, pasteurizacao a 70 °C/25 min e 75 °C/15 s,
respectivamente, também observaram que o teor de soélidos sollUveis diminuiu
durante 30 dias de estocagem refrigerada (4—6 °C). Segundo Andrade, Porto e
Spoto (2008) uma eventual queda do teor de sélidos soluveis pode estar associada
ao desenvolvimento de micro-organismos, principalmente bolores e leveduras, 0s
quais consomem o0s agucares disponiveis por meio do processo de fermentacao.
Contudo, as contagens de fungos psicrotroficos determinadas nesta pesquisa nao
atingiram 3.10" UFC/mL, para todos os lotes, durante o periodo de estocagem.

Segundo Eggleston (2002), os micro-organismos S0 0Ss principais
deteriorantes do caldo de cana, sendo responsaveis por 93% da degradacao da
sacarose e 5,7% por acao enzimatica. Neste sentido, supde-se que os trés binémios
empregados no tratamento térmico atingiram um desempenho satisfatério no que
tange a estabilizacao microbiolégica da bebida estocada sob refrigeracdo (Figuras
14 e 15); uma vez que os valores de solidos solUveis permaneceram praticamente
inalterados.

As médias de acidez titulavel obtidas durante a estocagem do produto estdo
expostas na Tabela 7, que evidencia variacdes significativas, comparando-se 0s
lotes entre si e os diferentes tempos de estocagem, em cada replicata,
independentemente.
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Tabela 7. Médias de acidez titulavel (g acido citrico/100 mL) de caldo de cana adicionado de
4% de polpa de maracuja, pasteurizado e estocado a 6,5 + 0,5 °C.

85 °C/30 s 90 °C/30 s 95 °C/30 s
Estocagem Estocagem Estocagem
(dias) L1 (dias) L2 (dias) L3
0 0,145 + 0,001°° 0 0,146 + 0,001"° 0 0,146 + 0,001
30 0,155 + 0,001 29 0,133 + 0,002%° 30 0,105 + 0,005°°
R1 59 0,130 + 0,008 65 0,117 + 0,002°
93 0,133 + 0,004°
130 0,120 + 0,003°
Estocagem Estocagem Estocagem
(dias) L4 (dias) LS (dias) L6
0 0,224 + 0,007 0 0,175 + 0,001"° 0 0,173 +0,0017°
fo 30 0,207 + 0,001%2 32 0,165 + 0,003%° 33 0,172 + 0,003"°
59 0,162 + 0,003 62 0,173 + 0,001*
90 0,130 + 0,001°
Estocagem Estocagem Estocagem
(dias) L7 (dias) L8 (dias) L9
0 0,166 + 0,001 0 0,168 + 0,00152 0 0,162 + 0,001"°

R3 30 0,155 + 0,003 B¢ 34 0,173 + 0,001 30 0,161 + 0,001"°
63 0,157 + 0,004°

*Médias (trés amostras) seguidas pelo mesmo expoente mailisculo, na mesma coluna (comparagio
entre tempos de estocagem considerando cada replicata independentemente) ou pelo mesmo
expoente mindsculo na mesma linha (comparagéo entre os tratamentos térmicos) nao diferem entre si
a 5% de significancia.

Conforme apresentado na Tabela 7, verificou-se diferenca significativa entre
as médias das amostras processadas a 85 e 95 °C, para as trés replicatas. Os lotes
processados a 90 °C ora diferiram de 85 °C (R2), ora diferiram de 95 °C (R1 e R3).
Tais resultados demonstram a dificuldade de se correlacionar a influéncia da
temperatura de pasteurizacdo devido a variabilidade da composicdo da matéria
prima.

Para a maioria dos lotes verificou-se uma redugéo da acidez titulavel ao longo
do tempo de estocagem. O aumento daquele parametro observado em alguns lotes
pode ser atribuido a sintese de acido acético e latico pelos micro-organismos
resistentes ao tratamento térmico. Oliveira, A. (2007) e Yusof et al. (2000)
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observaram um aumento na acidez de caldo de cana adicionado de 4% de suco de
liméo e de caldo de cana puro, respectivamente.

Prati (2004) avaliou a vida util de caldo de cana adicionado de suco de
maracuja, seguido de pasteurizagao a 75 °C/15 s. Durante a estocagem refrigerada
a 4-6 °C observou-se reducdo significativa da acidez titulavel da bebida;
comportamento também verificado em alguns dos lotes processados no presente
estudo. A reducao da acidez titulavel observada, pode estar associadas as reagoes
de natureza bioguimica e quimica, como a degradacgao do acido ascérbico.

As determinacdes de acido ascorbico foram realizadas em amostras do caldo
de cana in natura, polpa de maracuja pasteurizada e congelada, bebida nao
processada e bebida pasteurizada. Como os teores de acido ascérbico foram muito
préximos nas trés replicatas, calculou-se a média para cada binébmio a fim de facilitar
a visualizacao e interpretacao dos resultados, como mostra a Tabela 8.

Tabela 8. Determinagéo de &cido ascérbico (mg/100 mL).

85°C/30 s 90°C/30 s 95°C/30 s

Caldo de cana in natura 2,7 +0,3% 3,1+0,5% 2,8 +0,4%
Polpa de maracuja 13,2 + 0,5 13,1 +1,0" 12,6 + 0,4"
Bebida néo processada 2,6 +£0,4% 2,8+0,3% 2,8 +£0,4%
Bebida pasteurizada 2,6 +0,4% 2,8 +0,3% 2,8 +0,5%

Bebida — caldo de cana adicionado de 4% (m/m) de polpa de maracuja.
*Médias (trés amostras) seguidas pela mesma letra mindscula, na mesma linha (comparagéao entre os
lotes) ou pela mesma letra mailscula, na mesma coluna, nao diferem entre si a 5% de significancia.

Os resultados apresentados na Tabela 8 demonstraram que os binémios
empregados na pasteurizacdo da bebida nao impactaram no teor de acido
ascoérbico. Notou-se que a adicao de polpa de maracuja nao incrementou o teor de
acido ascérbico no caldo de cana, ja que os teores determinados no caldo in natura
e na bebida acidificada nao diferiram entre si a 5% de significancia. Este resultado
pode ser devido ao provavel tratamento térmico sofrido pela polpa na industria
fornecedora, que reduziu de modo significativo o teor que se situa na faixa de 20
mg/100 mL quando esta sob a forma de suco in natura (MEDINA et al., 1980;
PRATI, 2004).
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Como os teores de &cido ascérbico determinados na bebida pasteurizada
foram bastante reduzidos (2,5-3,0 mg/100 mL), ndo procedeu-se a continuidade das
analises ao longo do periodo de estocagem do produto. Destaca-se que a oxidagao
€ o principal mecanismo de degradagdo da vitamina C em alimentos. Posto isto,
espera-se uma reducao no seu conteudo durante o periodo de estocagem.

Amaro, Bonilha e Monteiro (2002) analisaram o teor de &cido ascorbico em
polpa de maracuja pasteurizada e congelada, tendo obtido teores entre 14,2 e 14,9
mg/100 mL, préximos aqueles detectados nesta pesquisa.

Em relacdo ao teor de vitamina C no caldo de cana, Prati (2004) obteve
resultados préximos a 3,2 mg/100 mL, coerente com a determinacao feita no
presente estudo. Verifica-se, portanto, que o caldo de cana nao é boa fonte de
vitamina C.

A despeito da importancia deste micronutriente no valor nutricional de
alimentos, a bebida formulada e processada nesta pesquisa ndo se apresentou
como fonte de vitamina C.

A Tabela 9 apresenta os valores do ratio, calculado a partir dos resultados
obtidos na determinacao do teor de sélidos soltveis (SS) e acidez titulavel (AT).

Segundo Thé et al. (2001), o sabor dos frutos é determinado, em grande
parte, pelo balanco de &cidos e acucares e avaliado pela relagdo entre sélidos
soluveis e acidez titulavel. De acordo com Benassi Jr. (2001, 2005) o ratio reflete o

grau de dogura e é utilizado como indicador da qualidade e maturacao da fruta.
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Tabela 9. Médias do ratio (% sélidos solUveis/acidez titulavel) do caldo de cana acidificado,
pasteurizado e estocado a 6,5 + 0,5 °C.

85 °C/30 s 90 °C/30 s 95 °C/30 s
Est(t()j?:é;)em L1 Est?é:iz%()am L2 Est?é:iz%()am L3
0 131 £ 2" 0 129 + 2°2 0 132 £ 12
30 122 + 1% 29 146 + 178 30 185 + 8"
R1 59 144 + 9 65 165 + 28
93 151 + 4°
130 161 + 45°
Est(t()j?:g)em L4 Est?é:iz%()a‘m L5 Est(%ci::g)em L6
0 102 + 3% 0 140 + 1¢2 0 128 + 1%
30 110,0 £ 0,7%° 32 147 + 252 33 129 + 2%
A2 59 149 + 3° 62 129 + 2*
90 186 + 2"
Est((()jci::gem L7 Est(c()jci::Sg)em L8 Est(c()jci::Sg)em L9
0 110 £ 172 0 91 + 17° 0 105 + 2%
R3 30 116 + 2 34 87,4 +0,3% 30 107,7 +0,6™
63 115 £ 28

*Médias (trés amostras) seguidas pelo mesmo expoente mailisculo, na mesma coluna (comparagio
entre tempos de estocagem, considerando cada replicata independentemente) ou pelo mesmo
expoente mindsculo na mesma linha (comparagéo entre os tratamentos térmicos) nao diferem entre si
a 5% de significancia.

Observou-se variacao significativa no ratio da bebida, comparando-se os lotes
entre si. Tal comportamento deve-se a grande variacdo observada na acidez da
bebida devido a variabilidade da matéria prima. Ao longo do tempo de estocagem
houve um aumento do ratio, que era esperado devido a diminuicdo da acidez
titulavel ja mencionada.

Prati, Moretti e Cardello (2005) detectaram valores préximos aos encontrados
nesta pesquisa para pH, acidez titulavel, teor de sélidos soluveis e ratio (4,02; 0,16%
acido citrico; 22,6 “Brix e 141,2 °Brix/% de acido citrico; respectivamente) em caldo
de cana adicionado de maracuja, pasteurizado a 75 °C/15 s.
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A Tabela 10 apresenta os resultados obtidos na determinacéo da atividade da
polifenoloxidase (PPO) no caldo de cana com polpa de maracuja, antes e apds a

pasteurizacdo e no caldo de cana in natura.

Tabela 10. Atividade da polifenoloxidase (U/mL) em caldo de cana in natura e na bebida
acidificada antes e apés a pasteurizacao.

Caldo de cana

Lote in natura Antes da pasteurizacdo Apds a pasteurizacao
(85 °|c_:1/30 s) 7,97 3,10 0,00
R1 (90 °|(_3§30 s) 40,33 0,00
(95 °|c_31/%30 ) 33,56 37,44 0,00
(85 °(L:L}30 5) 7.1 11,44 0,00
R2 (90 °|c_:?30 s) 3,22 0,00
(95 °I(_DE/;30 s) 9,33 7,11 0,00
(85 °|c_:530 ) 95,78 37,11 0,03 +0,88°
R3 (90 °|c_3?3o ) 40,33 31,00 0,08 £ 0,14
(95 °|(_3?3o s) 79,89 38,78 0,00?

*Médias (trés amostras da bebida pasteurizada) seguidas pelo mesmo expoente na mesma coluna
(comparacado entre os tratamentos térmicos, para cada replicata independentemente) ndo diferem
entre si a 5% de significancia.

--- indisponivel.

Bucheli e Robinson (1994) verificaram que a cor escura desenvolvida no
caldo de cana deve-se, principalmente, a quantidade e disponibilidade de compostos
fendlicos e a presenca de oxigénio. Contudo, uma alta atividade enzimatica aumenta
a velocidade de escurecimento diminuindo a aceitagdo da bebida. Portanto, a
inativacao das enzimas presentes no caldo é imperativa para a manutencao de sua
qualidade sensorial.

A Tabela 10 evidencia a diferenca entre as atividades da PPO detectadas
antes da pasteurizacao dos diferentes lotes; o que pode ser atribuido as variacoes
na composicao da matéria prima utilizada no decorrer da pesquisa. Nao obstante, os
trés bindbmios empregados na pasteurizacdo da bebida (85, 90 e 95 °C/ 30 s) foram

considerados efetivos na inativacdo do sistema PPO, indicando a
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termossensibilidade desta enzima. Vamos-Vigyazé (1981) relatou que as enzimas
PPO sao inativadas em tratamentos térmicos a 80 °C.

Mao, Xu e Que (2007) citam que o escurecimento observado no caldo de
cana em presenca de atividade de PPO é consequéncia de sua interagdo com 0s
compostos fendlicos, que sao convertidos a polimeros de coloracdo escura quando
a cana de acgucar é moida. Contudo, uma leve perda de cor é persistente em
bebidas com PPO inativa, sugerindo que o escurecimento também pode estar
relacionado a degradacéao de clorofila.

Os resultados obtidos a partir da determinacdo da atividade da peroxidase
(POD) sdo mostrados na Tabela 11.

Tabela 11. Atividade da peroxidase (U/mL) em caldo de cana in natura e na bebida
acidificada antes e apés a pasteurizacao.

Lote Caldo de cana Antes da Apésa
In natura pasteurizacao pasteurizacdo
(85 %1/30 ) 84,44 97,78 17,31 £1,92°
R1 90 530 ) 203,78 50,57 + 1,78
(95 530 s) 57,33 118,44 0,00°
(85 %4/130 ) 157,78 172,00 9,20 + 3,64
R2 (90 °(L:?30 ) 112,22 69,78 0,27 +0,38°
(95 °|C_:E/;3o s) 88,67 99,56 0,00°
(85 °(L:730 ) 436,00 220,44 4+7
B3 (o0 <30 s) 97,56 86,22 3+4°
L9 154,44 105,78 0,4 +0,6°

(95 °C/30 s)
*Médias (irés amostras pasteurizadas) seguidas pelo mesmo expoente, na mesma coluna, para cada
replicata independentemente (comparagao entre os tratamentos térmicos), nao diferem entre si a 5%
de significancia.

A Tabela 11 demonstra a termorresisténcia da POD, contrastando com a
PPO, tendo a peroxidase sido inativada apenas pelo bindmio mais severo (95 °C/
30 s). Bucheli e Robinson (1994) demonstraram que, embora a peroxidase
apresente atividade no caldo de cana e seja termorresistente, a polifenoloxidase € a

principal enzima responsavel pelo escurecimento da bebida. Tal fato permite a
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aplicacdo de um tratamento térmico mais brando, visto que a PPO é uma enzima
relativamente termossensivel.

As diferencas observadas nos valores de atividade da PPO e da POD podem
ser atribuidas as variagbes na composicdo do vegetal resultantes de diferentes
periodos de plantio, época de colheita, condi¢des climaticas e estagio de maturagao.
Contudo, destaca-se que a matéria prima utilizada nos trés processamentos foi do
mesmo cultivar, originada da mesma fonte de producdo e cultivada segundo as

mesmas praticas agricolas.

5.3 Analise de cor

Os parametros L, a e b detectados pelo colorimetro sdo apresentados na
Tabela 12. Quanto menor o parametro L (luminosidade), maior a intensidade do
escurecimento da bebida. Destaca-se, também, a escala de cor dos parametros +a
ao —a e +b ao —b, que representam a recorréncia do tom vermelho ao verde e do
amarelo ao azul, respectivamente. A interpretacdo dos parametros de cor e seus
deltas indicam a tendéncia de coloracdo da bebida durante sua estocagem em

comparacao ao tempo inicial (to).



Tabela 12. Parametros L, a e b detectados pelo colorimetro Hunterlab Ultra-Scan e os deltas AL, Aa e Ab das amostras de caldo de cana

acidificado antes e apés a pasteurizacao.

Tempo de estocagem L a b AL Aa Ab
Bebida nao pasteurizada 17,03 -1,42 1,28
85 %}30 s 0 18,94 +0,93 -1,31+£0,17 2,45+0,17 2,59 -0,04 1,33
30 16,87 +257 -1,35+0,16 3,57 £0,27 -2,07 -0,04 1,12
Bebida nao pasteurizada 8,67 -0,5 0,78
L2 0 19,14+0,88 -0,89+0,17 1,583+0,59
90 °C/30s 29 1599+1,03 -1,46+0,20 292+023 -3,15 -0,58 1,40
R1 59 12,74+ 0,53 -1,83+£0,21 3,25+0,29 -6,4 -0,95 1,73
Bebida nao pasteurizada 13,2 -2,78 3,32
0 20,4309 -2,11+£0,08 3,17x0,08
L3 30 15,18 +0,01 -226+0,19 2,51 +0,24 -5,25 -0,14 -0,66
95 °C/30's 65 1436+0,14 -1,90+0,66 1,96+027  -6,07 0,22 1,21
93 1447 +0,14 -1,71+£0,10 1,88+0,33 -5,96 0,40 -1,29
130 16,16 + 0,62 -1,89+0,11 2,95+0,18 -4,27 0,22 -0,21
Bebida nao pasteurizada 10,49 -1,83 3,96
R2 85 °I(T;/‘30 s 0 11,83+2,16 -1,67+£0,27 2,86+ 1,64
30 16,08 +1,97 -0,99+0,18 0,66 +0,98 4,25 0,68 -2,21




Tempo de estocagem L a b AL Aa Ab
Bebida nao pasteurizada 8,42 -2,14 3,32
0 13,55+1,68 -2,14+0,32 4,83+1,75
L5 32 15,48 £0,91 -0,93+0,14 3,79 +0,36 1,93 1,21 -1,03
fo 90 °C/30 s 59 11,23+1,64 -1,51+0,28 3,37+0,74 -2,32 0,63 -1,45
90 12,95+0,66 -0,68+0,30 3,19%0,77 -0,6 1,46 -1,64
Bebida n&o pasteurizada 12,62 -1,84 3,51
L6 0 19,39£0,79 -2,01+0,01 3,82+0,56
95 °C/30's 33 13,46 £0,13 -1,812£0,09 4,38+0,29  -593 0,20 0,56
62 12,53+0,56 -1,35+0,18 3,96%0,30  -6,85 0,66 0,14
Bebida nao pasteurizada 9,11 -1,58 2,89
L7 0 12,61+1,51 -216+047 452+1,17
85 °C/30's 30 10,90 £0,20 -0,77+£0,20 3,94+0,14  -1,71 1,39 -0,58
63 11,30 £0,71 -1,70+0,48 3,58+0,19  -1,31 0,46 -0,94
R3 s Bebida nao pasteurizada 7,6 -1,62 1,14
90 °C/30 s 0 10,40 +1,77 -2,01 0,12 1,92+0,94
30 9,10+1,97 -1,35+0,83 256+0,37 -1,30 0,67 0,64
Bebida néo pasteurizada 10,76 -1 2,31
95 °Ic-:9/)3o S 0 14,16 +0,85 -1,67+0,20 2,16 +0,51
30 13,07 +£1,82 -241+0,28 457+1,09  -1,09 -0,75 2,42

69
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Os dados apresentados na Tabela 12 apontaram o escurecimento da bebida
ao longo do tempo de estocagem, devido a diminuicdo do parametro L e valores
negativos de AL para todos os lotes. Nota-se, também, uma tendéncia a coloragao
vermelha, devido ao aumento dos valores do parametro a e Aa > 0.

A peroxidase catalisa a degradacao do peroxido de hidrogénio liberando O
que reage com os compostos fendlicos. Considerando-se que esta enzima néo foi
inativada a temperaturas de 85 e 90 °C/30 s (Tabela 11), a sua atividade pdde ser
evidenciada pelo desenvolvimento de uma a coloragdo marrom avermelhada
durante o periodo de estocagem.

Analisando-se o parametro b, para os lotes L3, L4, L5 e L7, notou-se uma
tendéncia ao tom azul ao longo do tempo de estocagem, confirmada pelos valores
de Ab < 0. Para os lotes L1, L2, L6, L8 e L9 obsevou-se uma tendéncia ao tom
amarelo em que o parametro b aumenta ao longo do tempo e Ab > 0.

Conforme Yusof et al. (2000), que avaliaram caldo de cana néao pasteurizado,
estocado a 10 e 27 °C, a clorofila contribui para a aparéncia “verde fresco” do caldo,
modificando-se para a cor amarela e marrom ao longo do tempo de estocagem. Este
pigmento degrada-se com o0 aumento da temperatura, presenca de oxigénio, luz e
enzimas.

Os parametros L, a e b detectados pelo colorimetro foram traduzidos em
indices de cor, apresentados na Tabela 13. Destaca-se que quanto menor o indice

de cor, maior a intensidade do escurecimento.
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Tabela 13. Médias do indice de cor' de caldo de cana com polpa de maracuja, pasteurizado
e estocado a 6,5+ 0,5 °C.

85 °C/30 s 90 °C/30 s 95 °C/30 s
Estocagem Estocagem Estocagem
(dias) L1 (dias) L2 (dias) L3
0 19,1 + 0,9" 0 19,2 + 0,9" 0 20,8 + 0,9
30 14,2 + 0,25 29 16 + 182 30 15,56 + 0,085C%
R1 59 13,3+ 05° 65 14,6 +0.2°
93 14,7 +0,2°
130 16,5 + 0,6°
Estocagem Estocagem Estocagem
(dias) L4 (dias) L5 (dias) L6
0 12 + AP 0 14 + 2 0 19,9 + 0,77
ro 30 16 + 272 32 16,0 + 0,8" 33 14,3 + 0,252
59 12 + 2° 62 13,2 +0,5°
90 13,4 + 0,5
Estocagem Estocagem Estocagem
(dias) L7 (dias) L8 (dias) L9
0 14 + 2R 0 11 £+ 2R 0 14,4 +0,8"
R3 30 11,6 +0,2" 34 10 £+ 2% 30 14 + 2R
63 12,0 + 0,8"

‘cor = (L*+a°+b%)""°

*Médias (irés amostras) seguidas pelo mesmo expoente mailsculo, na mesma coluna (comparagao
entre tempos de estocagem, considerando cada replicata independentemente) ou pelo mesmo
expoente mindsculo na mesma linha (comparagéo entre os tratamentos térmicos) nao diferem entre si
a 5% de significancia.

O escurecimento foi observado em todos os tratamentos térmicos aplicados
nas trés replicatas, verificando-se um rapido decréscimo dos indices de cor durante
os 30 primeiros dias de estocagem, para a maioria dos lotes processados. No que
diz respeito aos lotes L3 e L6 (processados a 95 °C/30 s), observou-se uma
coloragao mais clara (maior indice de cor), o que pode estar relacionado a inativacao
da enzima POD, alcancada somente nesta temperatura de pasteurizacdo, uma vez
que esta enzima também contribui para o escurecimento do produto.

Os fungos filamentosos existentes na microbiota natural de matérias primas
vegetais sdo capazes de se desenvolverem em uma ampla faixa de pH e de
atividade de agua, sendo pouco exigentes em nutrientes. Sao fundamentalmente
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aerbbios e apresentam baixa resisténcia térmica; portanto, sado facilmente
eliminados pela pasteurizagdo (FRANCO; LANDGRAF, 2005). Contudo, a
deterioracao por estes fungos manifesta-se pela produgao de CO: e etanol, podendo
ocorrer a formagéao de peliculas e floculagdo, que diminui a turvacdo do caldo de
cana (PRATI, 2004; OLIVEIRA, A., 2007); justificando, supostamente, 0 aumento da
luminosidade observada em L3, cujo periodo de estocagem estendeu-se a 130 dias.
Nesta pesquisa foram notados os referidos produtos de degradagcéo em alguns lotes,
depreciando a qualidade sensorial da bebida

As Figuras 9, 10 e 11 ilustram amostras de caldo de cana com maracuja, para
diferentes temperaturas de pasteurizacdo e tempos de estocagem refrigerada.
Nestas ilustragdes pode-se observar o escurecimento da bebida ao longo do tempo
de estocagem variando da cor amarela a parda/marrom.

) . .
) . . .

0 dia 30 dias 60 dias

R1

Figura 9. Amostras dos lotes de caldo de cana com polpa de maracuja processados a
85 °C/ 30 s e estocado a 6,5 £ 0,5 °C na auséncia de luz.
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) .
i .
R3
0 dia 30 dias 60 dias 90 dias

Figura 10. Amostras dos lotes de caldo de cana com polpa de maracuja processados a
90 °C/ 30 s e estocado a 6,5 £ 0,5 °C na auséncia de luz.
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Figura 11. Amostras dos lotes de caldo de cana com polpa de maracuja processados a

95 °C/ 30 s e estocado a 6,5 + 0,5 °C na auséncia de luz.

Os gréficos da Figura 12 complementam os resultados da determinagao dos

indices de cor, apresentados anteriormente.
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Figura 12. Evolucdo dos indices de cor calculados para os lotes de caldo de cana
acidificado com polpa de maracuja, pasteurizado e estocados a 6,5 £ 0,5 °C.
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Na primeira replicata (R1) verificou-se que todos os lotes apresentaram um
indice de cor proximo a 20, no inicio do estudo de estabilidade (tempo zero),
observando-se um decaimento mais acentuado no primeiro més de estocagem.
Oliveira, A. (2007) apresentou valores de luminosidade (L) de 29,01 a 27,51 ao
longo do tempo de estocagem de 42 dias a 5 °C para o caldo de cana adicionado de
4% de suco de limao pasteurizado (70 °C/25 min). Prati (2004) obteve luminosidade
de 85,14 a 84,87 durante os 30 dias de estocagem refrigerada de 4-6 °C no caldo de
cana parcialmente clarificado-estabilizado adicionado de 12,5 mg/100 mL de &cido
ascorbico.

Contudo, esta tendéncia ndao se confirmou para os lotes processados em R2
(exceto para o lote pasteurizado a 95 °C) e R3. No decorrer da pesquisa todos os
lotes atingiram indices de cor entre 20 a 10. Em RS3, os lotes mantiveram-se
relativamente estaveis, no intervalo entre 15 e 10.

Segundo Bucheli e Robinson (1994), a coloracéo escura do caldo de cana se
inicia desde a extracdo com formacéao de pigmentos escuros oriundos das reacoes
enzimaticas. Por essa razado, nesta pesquisa a extracao foi feita a temperatura
ambiente, em torno de 26 °C, seguido de acidificagdo do caldo pela polpa de
maracuja e pasteurizagcao, a fim de retardar seu escurecimento. Os indices iniciais
de luminosidades foram baixos e se mantiveram quase que inalterados devido a

inativagao enzimatica conseguida neste estudo.

5.4 Testes microbiolégicos

Micro-organismos deteriorantes presentes no caldo de cana sao os principais
responsaveis pela alteracdo do produto estocado, resultando em sensivel
degradacao das caracteristicas quimicas, fisicas e sensoriais da bebida.

O mecanismo de deterioracdo microbiolégica da cana de acucar pode ser
acelerado se as condigbes de armazenamento ndo forem adequadas, podendo
ocorrer aumento da acidez tituldvel, dos indices de pH e do teor de gomas (SILVA;
CESAR; SILVA, 2003), resultado de algumas bactérias, fungos filamentosos e
leveduras que tém habilidade de transformar aglcares em acidos e gomas,
substancias indesejaveis a industrializacao de alguns alimentos. Durante as analises

fisico-quimicas e sensoriais foram observados os referidos produtos em algumas
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amostras. A Figura 13 apresenta algumas amostras da bebida processada com
indicios de deterioracdo, com separacdo de fases e formacado de precipitado e
floculacéo.

Figura 13. Caldo de cana adicionado de polpa de maracuja com indicios de deterioragao.

Yusof et al. (2000) estudaram o caldo de cana in natura e notaram um
aumento da viscosidade durante a estocagem refrigerada; atribuido ao
desenvolvimento de dextrana, substancia gomosa provavelmente produzida pela
bactéria Leuconostoc mesenteroides.

A resolucdo RDC n.? 12 de 2 de janeiro de 2001 apresenta os padroes
microbiolégicos para caldo de cana (puro) pasteurizado e refrigerado, segundo os
quais a contagem de coliformes a 45 °C ndo deve ultrapassar 10 NMP/mL (BRASIL,
2001). A mesma resolucao estabelece a auséncia de Salmonella sp em 25 mL de
amostra. Outros grupos de micro-organismos nao sao incluidos na referida RDC.

Para fins de estimativa da estabilidade microbiolégica da bebida processada,
estocada sob refrigeracdo, estabeleceu-se os limites maximos de 10* e 10° UFC/mL
para enumeracao de bactérias e fungos psicrotroficos, respectivamente. Ou seja,
niveis superiores aos referidos valores apontariam o término da vida de prateleira do
produto.

Neste estudo, a garapa in natura, apresentou elevada contagem de mesdéfilos
aerébios. A cana contém naturalmente muitos micro-organismos em seus colmos,
raizes e folhas (KITOKO et al., 2004; MELO et al., 2007). Segundo Duncan e Colmer
(1964), esta matéria prima pode conter entre 10" a 10® colénias de bactérias por
grama de colmo e 10" a 10° col6nias de fungos.

As Tabelas 14 e 15 apresentam os resultados dos testes microbiol6gicos
realizados na bebida antes e apds o processamento.



Tabela 14. Resultados das contagens de micro-organismos mesofilos aerébios (UFC/mL)2.
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R1 R2 R3
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9
Caldo de cana in natura  3,8x10°  3,8x10*  6,7x10°  1,2x10°  1,0x10°  58x10*  1,6x10° incontavel 2,0x10°
Polpa de maracuja 2,4x10°  57x10*  5,2x10°
Bebida formulada (BF)® 1,9x10* 1,1x10* 6,4x10° 4,0x10° 5,2x10° 8,8x10* 1,9x10° incontavel  2,7x10°
85 °C 90 °C 95 °C 85 °C 90 °C 95 °C 85 °C 90 °C 95 °C
Bebida pasteurizada (BP)®  1,0x10' 1,3x10" 5,3x10" 2,5x10? 1,9x10' 2,8x10" 3,0x10? 2,8x10" 1,4x10?
Redugdo decimal 3,3 2,9 2,1 1,2 2,4 3,5 2,8 3,3

(log BF —log BP)

?média de trés amostras.

®caldo de cana adicionado de 4% (m/m) de polpa de maracuija.

--- ndo quantificado.
Tempo de retencéo da pasteurizagéo: 30 s.
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A Tabela 14 mostra que as populacdes de mesdfilos aerdbios quantificadas
no caldo de cana in natura e na bebida formulada antes do processamento foram
préximas entre si. Contudo, alguns incrementos observados, a exemplo de L1 (de
3,8x10° para 1,9x10%) podem ter sido ocasionados pela manipulagdo do caldo e da
bebida nas etapas que antecederam a sua pasteurizagao.

O fato do lote L3 ter apresentado a menor redugcdao decimal em R1, mesmo
aplicando-se o binbmio mais severo (95 °C/30 s), pode ser um indicio da presenca
de micro-organismos termorresistentes e/ou recontaminagdo. Contudo, pode-se
constatar a relativa eficiéncia dos trés binbmios de pasteurizacdo na reducao da
populacao de mesdéfilos aerdbios.

Na replicata R2 pode-se notar um aumento gradativo da redugéo logaritmica
com o aumento da temperatura de pasteurizacdo. Na terceira replicata (R3), o
tratamento térmico atingiu 2,8 e 3,3 reducgdes logaritmicas para L7 e L9, em
consonancia com R2.

Suzart (2009) avaliou a estabilidade microbiolégica de caldo de cana
adicionado de dimetil dicarbonato, agente de controle de micro-organismos para a
conservacao de bebidas com pH entre 2,0 e 4,2. Essa bebida foi pasteurizada a
90 °C/40 s, obtendo-se valores de contagem padrdo em placas semelhantes aos
quantificados neste estudo, com nimero de redugdes decimais préximas a 4,0.

Rezzadori (2010) analisou amostras de caldo de cana com 5% de polpa de
maracuja, pasteurizado a 90 °C/30 s (P1) e 95 °C/30 s (P2). O controle da bebida
nao processada apresentou contagens de mesdfilos e bolores e leveduras
equivalentes a 1,2x10° e 1,7x10* UFC/mL, respectivamente. Os tratamentos P1 e
P2 alcancaram reducgdes decimais préximas a 3 e 4, respectivamente.

A Tabela 15 apresenta os resultados da contagem de bolores e leveduras,
grupo reduzido a niveis proximos a zero ap0s o processamento de todos os lotes,
exceto L4. Supbe-se que 0S micro-organismos remanescentes no produto sejam

fungos termorresistentes.



Tabela 15. Contagens de bolores e leveduras (UFC/mL)%.
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R1 R2 R3
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9
Caldo de cana in natura  6,6x10°  3,3x10°  6,2x10°  4,0x10°  3,2x10°  1,8x10°  7,2x10°  3,0x10®°  5,4x10°
Polpa de maracuja < 10egt 3,8x10° 7,1x10?
Bebida formulada (BF)® 1,6x10°  3,9x10? 7,4x10? 2,9x10° 8,1x10? 2,7x10° 7,2x10° 6,1x10° 1,0x10*
85 °C 90 °C 95 °C 85 °C 90 °C 95 °C 85 °C 90 °C 95 °C
Bebida pasteurizada (BP)® 6,7 5,0 5,3 2,5x10? < Test < Test < Test 1,3 < Test
Redugdo decimal 2,3 1,9 2,1 1,1 2,9 3,4 3,8 3,7 4,0

(log BF —log BP)

®média de trés amostras.

®caldo de cana adicionado de 4% (m/m) de polpa de maracuja.
est — contagem estimada.

--- ndo quantificado.

Tempo de retencao da pasteurizagao: 30 s.
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Oliveira et al. (2007) obtiveram contagens de fungos filamentosos e leveduras
no caldo de cana in natura préximas a 10° UFC/mL. Apés o processamento a 70 °C/
25 min verificaram-se 5 redugdes logaritmicas. O caldo de cana adicionado de suco
de fruta (limdo ou abacaxi) apresentou uma populagao inicial de 10°a 10° UFC/mL,
reduzindo-se entre 10" a 102 UFC/mL, apds a pasteurizagao.

Segundo Leitdo (1973) e Uboldi-Eiroa (1989), a ocorréncia de fungos
filamentosos em  sucos termoprocessados deve-se, geralmente, ao
subprocessamento ou a recontaminacdo, pois as leveduras utilizam acidos
organicos para seu desenvolvimento, resultando em elevacado do pH, producéo de
CO,, etanol e acetaldeido, que contribuem para o odor fermentado. Nesse estudo,
foram detectadas algumas embalagens com indicios de presenca de gas e odor
fermentado, sugerindo a atuacdo de fungos filamentosos.

Os resultados obtidos a partir da andlise de bactérias laticas, coliformes e
Salmonella em amostras da bebida pasteurizada sao apresentados na Tabela 16.



Tabela 16. Contagens microbianas (UFC/mL) em caldo de cana com polpa de maracuja pasteurizado e envasado assepticamente.
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R1 R2 R3
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9
85 °C 90 °C 95 °C 85 °C 90 °C 95 °C 85 °C 90 °C 95 °C
Bactérias laticas 2.3x102 1,4x10? 3,8x10' 1,9x10" 5,5 4.8 3,1x10? 8,8x10' 6,6
Coliformes a 35 °C
(NMP/mL) <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 57 54 <3,0
°°"f(°,;|\“;|§fma|_‘)'5 T 30 <30 <30 <30 <30 <30 <30 <30 <30
Salmonella sp
(em 25 mL)
(---) ausente.

Tempo de retencao da pasteurizagao: 30 s.
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De acordo com Geraldini et al. (1979) as bactérias laticas sdo microaerdfilas,
toleram pH &cido e apresentam baixa resisténcia ao tratamento térmico; o que
justifica a baixa contagem deste grupo observada no presente estudo.

O diacetil € o produto resultante da degradacéo do caldo pelas bactérias
laticas, originando odor forte e sabor desagradavel, além de CO,, &cido latico e
dextranas, que alteram a viscosidade do produto (GERALDINI et al., 1979).

As contagens de coliformes a 35 e 45 °C foram inferiores a 3,0 NMP/mL para
a maioria dos lotes processados, com excecao de L7 e L8, que atingiram niveis
ligeiramente superiores.

Prati (2004) em seu estudo de garapa com suco de maracuja clarificado e
refrigerado a 4-6 °C obteve valores menores que 0,03 NMP/mL de coliformes a
35 °C. Rezzadori (2010) obteve valores de coliformes a 45 °C menores que 0,3
NMP/mL e auséncia de Salmonella para o caldo de cana adicionado de polpa de
maracuija.

Salienta-se que todos os lotes processados nesta pesquisa atenderam aos
padrdes legais vigentes, em conformidade com o item 1.1 do Anexo Il do
Regulamento RDC n.. 12 (BRASIL, 2001), segundo 0s quais a bebida deve
apresentar uma contagem de coliformes a 45 °C/mL nao superior a 10 NMP/mL e
auséncia de Salmonella sp/25 mL de amostra.

5.4.1 Avaliacao da estabilidade microbiolégica

A Tabela 17 apresenta os resultados obtidos na quantificacdo de bactérias e
fungos psicrotroficos na bebida pasteurizada e estocada sob refrigeracdo, visando
ao estudo de sua estabilidade microbiolégica. Os resultados apresentados a seguir
demonstram que todas as contagens obtidas foram inferiores aos limites pré-
estabelecidos para bactérias (4 log UFC/mL) e fungos psicrotréficos (3 log UFC/mL),
ao longo do estudo. Ressalta-se que os testes microbiolégicos foram interrompidos
na analise de lotes que sofreram um declinio da aceitacdo sensorial abaixo dos

limites pré-fixados.
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Tabela 17. Contagem de micro-organismos psicrotréficos (UFC/mL)? em caldo de cana acidificado, pasteurizado e estocado a 6,5 + 0,5 °C.

R1 R2 R3
Estocagem Bactérias Bolorese Estocagem Bactérias Bolorese Estocagem Bactérias Bolorese
(dias) leveduras (dias) leveduras (dias) leveduras
0 < 10est 7,0 0 < 1est < 1est 0 < 1est < 1est
85°C/30s 1 1
30 3,8x10 8,0 30 3,0 2,0 30 4,7x10 < eyt
(L1,L4eL7)
63 2,7x10 1,1x10'
0 < 106 < 106 0 < ost < ost 0 1,2x10' < ogt
90 °C/ 30 s 29 5,0 5,0 32 1,0x10 5,0 34 3,3x10' 1,9x10'
(L2,L5eL8) 59 5,0 5,0 59 9,0 2,1x10'
90 < 1est 1,0
0 < 1093{ 5,0 0 < 1est < 1est 0 < 1est < 1est
30 5,0 5,0 33 1,0 1,0 30 < Test < Tegt
95 °C/30 s 1
65 2,0 2,0 62 3,0 2,3x10
(L3, L6 e L9)
93 2,0 5,0
130 1,3x10' < ogt

4 Média de trés amostras.
est — estimado (abaixo do limite inferior para contagem em placas).

Limites superiores para contagem de bactérias e fungos psicrotréficos: 10* e 10 UFC/mL, respectivamente.
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Todos os lotes apresentaram boa estabilidade microbioldégica quando
estocados sob refrigeracdo, durante o periodo investigado. A Tabela 17 revela
que nao houve variagcdo consideravel na contagem de bactérias e fungos
psicrotroficos. Ou seja, no que tange a sua qualidade microbiolégica todos os
lotes apresentaram-se adequados ao consumo durante o periodo do estudo.

Oliveira et al. (2007) obtiveram contagens de psicrotréficos na ordem de
10" UFC/mL apoés 42 dias de estocagem a 5 °C para caldo de cana adicionado de
4% de suco de limao, pasteurizado a 70 °C/25 min; similares ao presente estudo.

Conforme Prati (2004), as leveduras sao o principal grupo de micro-
organismos responsavel pela deterioracao do caldo de cana acidificado com suco
de fruta. O mesmo autor constatou a predominancia de colénias gomosas e de
cor rosada que foram isoladas e identificadas como Rhodotorula mucilaginosa.
Segundo Pitt e Hocking (1999), esta levedura desenvolve-se na faixa de 0,5 a
35 °C e exige altos niveis de acucar, condicdes oferecidas pela bebida
processada nesta pesquisa, onde observou-se o referido tipo de colbnia,
conforme ilustrado na Figura 14. Contudo, o isolamento e a identificacdo desta

nao foram realizados.

Figura 14. Imagem de col6nias desenvolvidas em amostras de caldo de cana com polpa

de maracuja.

Os resultados apresentados na Tabela 17 foram utilizados no célculo
estimado das médias das trés replicatas, para cada binébmio utilizado na
pasteurizacao, visando a construcao dos graficos apresentados nas Figuras 15 e
16. As curvas mostram o desenvolvimento de bactérias e fungos psicrotréficos na
bebida, ao longo do tempo de estocagem a 6,5 + 0,5 °C. Salienta-se que os

resultados das contagens microbianas foram estimados, por estarem situados



86

abaixo do limite de sensibilidade dos métodos de contagem em placas, utilizados
nesta pesquisa.

4,0 +

Log UFC/mL
N
=)

—e—385°C/30s
—8—-90°C/30s
—&—95°C/30s

0 30 60 90 120
Tempo de estocagem (dias)

Figura 15. Desenvolvimento de bactérias psicrotréficas em caldo de cana adicionado de
polpa de maracuja, pasteurizado e estocado a 6,5 £ 0,5 °C.

Log UFC/mL

—e—85°C/30s
—8—90°C/30s

—4&—95°C/30s

0 30 60 90 120
Tempo de estocagem (dias)

Figura 16. Desenvolvimento de fungos psicrotréficos em caldo de cana adicionado de
polpa de maracuja, pasteurizado e estocado a 6,5 £ 0,5 °C.
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As Figuras 15 e 16 demonstram que as contagens de bactérias e fungos
psicrotroficos foram inferiores a 2,0 e 1,5 log UFC/mL, respectivamente, até 90
dias de estocagem, indicando boa estabilidade microbiolégica da bebida.

Apbés 90 dias de estocagem, notou-se um incremento na taxa de
desenvolvimento microbiano nas amostras processadas a 95 °C, destacando-se
em relacdo as amostras pasteurizadas as temperaturas mais brandas. Para
explicar este resultado, supde-se que a temperatura mais severa (95 °C) tenha
destruido a microbiota termossensivel, tendo 0s micro-organismos
termorresistentes encontrado um meio pouco competitivo, favorecendo desta
forma o seu desenvolvimento. Em contraste aos binbmios mais brandos, a
temperatura de pasteurizacdo nao teria sido efetiva na destruicdo da populacéo
competitiva, resultando na inibicdo do desenvolvimento microbiano.

No que tange a avaliacao microbiolégica do produto, maior destaque é
dado a sua seguranca e a constatacdo de que todas as contagens obtidas foram
inferiores aos limites pré-estabelecidos para bactérias (4 log UFC/mL) e fungos
psicrotroficos (3 log UFC/mL), assegurando a qualidade microbiol6gica da bebida
ao longo do periodo investigado.

5.5 Avaliacao sensorial

A avaliacdo sensorial revelou-se estratégica para estimar a vida util da
bebida elaborada e processada nesta pesquisa; uma que vez que a aceitacao do
produto foi o fator limitante na determinacao de sua estabilidade.

Os alimentos submetidos a um processamento térmico brando, como a
pasteurizacdo seguida da estocagem refrigerada, apresentam caracteristicas
sensoriais mais proximas a matéria prima que lhe deu origem (ALVES; GARCIA,
1993), 0 que agrada ao mercado brasileiro, que possui um paladar exigente e
sensivel as alteragdes no sabor ocasionadas por tratamentos térmicos intensos
(OLIVEIRA, A., 2007).

As Tabelas 18 a 23 reunem os resultados obtidos nos testes de escala
hedbnica e diferengca de controle, das trés replicatas, visando a estimativa da
estabilidade sensorial da bebida, em conformidade com os critérios descritos no
item Material e Métodos.
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Os valores em negrito nas tabelas de aceitagdo sensorial destacam as
médias de notas de corte (< 4), obtidas no teste de escala hedbnica de 7 pontos,
e porcentagens de aceitacao < 60% para os quatro atributos avaliados.

O indice de aceitabilidade geral para o caldo de cana adicionado de polpa
de maracuja foi positivo em relacdo aos trés tratamentos, considerando-se o
tempo inicial (to) do estudo de estabilidade sensorial, variando de 72 a 100% para
qualquer atributo analisado. Conforme Teixeira, Meinert e Barbetta (1987) e
Dutcoski (1996), indices acima de 70% de aprovacao revelam uma boa aceitagao.



Tabela 18. Aceitagédo sensorial de caldo de cana acidificado e pasteurizado a 85 °C/30 s.
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ATRIBUTO AVALIADO (média / % aceitacao*)

ESTOCAGEM
a 7 °C Aparéncia Aroma Sabor Impressao global
(dias) Amostra Controle Amostra Controle Amostra Controle Amostra Controle

Replicata 1 (L1)

0 5,84"/88 6,58"/98 6,44"/94 6,34"/98

30 5,82"%/89,8 5,78%85,7 5,88%%/89,8 5,94%91,8 6,04"%/91,8 5,86%/85,7  5,96°%/959  5,73%93,9
Replicata 2 (L4)

0 6,10%/92 5,95"/96 4,93"/98 5,28"/98

30 5,50%/85 5,88%/88 5,43%9/93 5,80%/93 4,75"°/93 5,55%/95 4,88"°/93 5,68%/95
Replicata 3 (L7)

0 6,12"/96 6,34"/96 6,14"/94 6,16"/100

30 5,78"%/86 5,72%/82 5,84"%/92 5,72%/88 5,52"%/90 5,36%/78 5,60°%/92 5,42%/78

63 4,725°/54 6,12%/96 4,64%°/54 6,06%/92 4,08%°/44 5,76%90 4,36°°/48 5,88%/96

Médias seguidas pelo mesmo expoente mailsculo, na mesma coluna (comparagéo entre tempos de estocagem para o mesmo lote) e médias com o

mesmo expoente mindsculo na mesma linha (comparagao entre amostra e controle) ndo sao diferentes (P > 0,05).
*Porcentagem de provadores que atribuiu nota superior a 4. Controle: estocado a -18 °C. Numero de provadores: 50. Temperatura de degustagao: 12-13

°C. Escala hedbnica de 7 pontos (1 = desgostei muito; 4 = nem gostei/nem desgostei; 7 = gostei muito).



90

Os resultados da Tabela 18 demonstram a elevada aceitacdo sensorial dos
lotes processados a 85 °C/30 s, com médias para impressao global situadas entre
5,3 e 6,4 e porcentagens de aceitagdo proximas a 100%, no inicio do estudo de
estabilidade (tp). Ap6s 30 dias de estocagem refrigerada determinaram-se médias
entre 4,75 e 6,0; para impressao global, e porcentagens de aceitacdo entre 92 e
96%. Para os lotes L1 e L4 a proxima sessdo seria realizada apds 60 dias de
estocagem, aproximadamente; contudo, as amostras apresentaram indicios de
deterioragdo. Por esta razdo, estas nao foram servidas aos provadores. Assim,
estimou-se uma estabilidade sensorial de 30 dias para os trés lotes processados a
85 °C, envasados em garrafas de PET e estocados a 7 °C na auséncia de luz.

Prati (2004) estudou a vida util de caldo de cana adicionado de 5% de suco
de maracuja clarificado e estabilizado. O autor utilizou uma escala hedbnica nao
estruturada de 9 pontos e verificou que a média da notas para a cor, sabor e
impressdo global da bebida processada diminuiu significativamente durante o
periodo de 30 dias de estocagem refrigerada (4-6 °C), atingindo valores em torno de
7. Contudo, o desenvolvimento microbiano limitou a vida util do produto a 15 dias.

Em relagdo ao lote L7, verificou-se que o sabor foi o atributo que sofreu a
maior depreciacao apés 63 dias de estocagem, por ter recebido as menores notas e
porcentagens de aceitacdo. De acordo com a Tabela 18, a diferenca entre as
amostras estocadas a 7 °C e a amostra controle ndo foi estatisticamente
significativa, na maior parte dos testes de Tukey realizados, apés 30 dias de
estocagem.

Oliveira, A. (2007) notou reducao significativa da aceitacdo dos provadores
em relagdo ao sabor nas bebidas, de caldo de cana adicionado de suco de limao,
irradiadas e submetidas a pasteurizacdo associada a radiacado gama. Apds 28 dias
de estocagem a 5 °C, a bebida pasteurizada (70 °C/25 min) apresentou maior
aceitacdo do sabor comparado aquela irradiada. Entretanto, apds 42 dias, bebida
submetida a pasteurizacdo combinada com radiacdo gama de 2,5 kGy, juntamente
com a bebida pasteurizada, atingiu a melhor aceitacdo para a cor e aparéncia.

Complementarmente ao teste de escala hedbnica, aplicou-se o teste
discriminatério de diferenga do controle para identificar eventual diferenca entre a
amostra refrigerada e o controle (congelado), além de estimar o tamanho de tal
diferenca. Os resultados do referido teste estao apresentados na Tabela 19.



Tabela 19. Teste de diferenga do controle (Dunnett) para caldo de cana acidificado pasteurizado a 85 °C/30 s.

. Minima
Lote Estoca(lg; r;l)a [ Média do controle’  Média da amostra leggenr:gzizrsltre diferenca
significativa
L1 30 1,12° 1,722 0,60 (>0,36) 0,36
L4 30 1,03° 2,63% 1,60 (>0,37) 0,37
L7 30 1,24° 1,242 0,00 (<0,35) 0,35
63 1,58° 2,22% 0,64 (>0,57) 0,57

Médias com o mesmo expoente, na mesma linha, ndo séo diferentes (P > 0,05).
'estocado a -18 °C. Nimero de provadores: 50. Temperatura de degustagao: 12-13 °C.

(0) nenhuma diferenga da amostra controle (1) ligeiramente diferente (2) moderadamente diferente (3) muito diferente (4) extremamente diferente.
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Os resultados da Tabela 19 apontaram diferenga significativa entre a
amostra e o controle dos lotes L1 e L4, ap6s 30 dias de estocagem. Para L7,
verificou-se diferenca estatistica apenas com 63 dias de estocagem. Os
resultados também mostram que a maior diferenca (1,60) foi observada para L4,
apoés 30 dias de estocagem.

Os estudos de Oliveira, A. (2007) revelaram uma rapida deterioracao da
bebida acidificada; sendo que o controle do caldo de cana adicionado de 4% de
suco de limao in natura foi rejeitado pelos provadores a partir do sétimo dia de
estocagem a 5 °C.

Os resultados obtidos a partir dos testes de aceitacdo e diferenca de
controle dos trés lotes processados a 90 °C/30 s sdo mostrados nas Tabelas 20 e
21.



Tabela 20. Aceitagédo sensorial de caldo de cana acidificado pasteurizado a 90 °C/30 s.
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ESTOCAGEM

ATRIBUTO AVALIADO (média / % aceitacao®)

a 7 °C Aparéncia Aroma Sabor Impressao global
(dias) Amostra Controle Amostra Controle Amostra Controle Amostra Controle
Replicata 1 (L2)
0 6,14"/94 6,46"/98 5,50%/78 5,80%/86
29 5,40°%/80 5,66%/86 5,36°%%/70 5,58%/84 4,86"°%%/66 4,98%/72 4,88%%/72 5,34%/84
59 5,40%°/76 5,92%/92 5,06°°/66 5,78%/90 4,48%°/54 5,02%/70 4,86"°/64 5,40%/82
Replicata 2 (L5)
0 5,98%/90 6,52"/98 5,90"/94 6,14"/98
32 6,10"%/88 6,13%95 6,05"%%/90 5,70%83 5,30"%%/78 5,75%83 5,78"%%/88 5,88%93
59 5,73"°/82 6,13%93 5,605°°/80 6,13%/96 5,04"5°/67 5,71%/89 5,44"5/g2 5,91%/89
90 5,47"/77 6,57%/100 5,23%°/73 6,27%/100 4,50%°/53 5,93%/90 4,83°%°/60 6,27°/100
Replicata 3 (L8)
0 6,04"/92 6,14"/94 5,88"/98 5,88%/94
34 5,96"°/90 6,32%/94 5,86"%/84 6,04%/96 5,38%%/78 5,82%/90 5,52"°/80 5,92%/88

Médias seguidas pelo mesmo expoente mailsculo, na mesma coluna (comparacéo entre tempos de estocagem para o mesmo lote) e médias com o

mesmo expoente mindsculo na mesma linha (comparagao entre amostra e controle) ndo sao diferentes (P > 0,05).
*Porcentagem de provadores que atribuiu nota superior a 4. Controle: estocado a -18 °C. Numero de provadores: 50. Temperatura de degustagao: 12-13

°C. Escala hedbnica de 7 pontos (1 = desgostei muito; 4 = nem gostei/nem desgostei; 7 = gostei muito).
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Os resultados da Tabela 20 mostram médias entre 4,9 e 5,8 aos lotes
processados a 90 °C/ 30 s e porcentagens de aceitacdo variando entre 72 e 88%,
para impressdo global, ao longo de 30 dias de estocagem refrigerada,
aproximadamente. Apds 59 dias observou-se uma reducdo consideravel na
porcentagem de aceitacdo do sabor da amostra estocada a 7 °C, atingindo 54% e
53% para R1 e R2, respectivamente; inferior ao limite pré-estabelecido (60%). Posto
isto, os testes sensoriais foram interrompidos. Portanto, a estabilidade sensorial do
produto foi estimada em cerca de 30 dias, como no lote processado a 85 °C, para L2
e L8. De maneira analoga aos resultados obtidos a partir da andlise dos lotes
processados a 85 °C, a depreciagdo do sabor limitou a vida util da bebida. Em
contrapartida, o lote L5 apresentou maior estabilidade, estimada em 60 dias,
supostamente influenciada pela maior acidez (3,85), comparada aos lotes L2 (4,17)
e L8 (4,23).

Rezzadori (2010) estudou os tratamentos de microfiltracdo e pasteurizacao
P1 (90 °C/30 s) e P2 (95 °C/30 s) de caldo de cana adicionado de 5% de polpa de
maracuja. Os atributos analisados apresentaram diferenga significativa a um nivel de
confianca de 95%, indicando que a bebida pasteurizada P2 recebeu as maiores
notas para os atributos aparéncia, sabor e impressao global, entre “gostei muito” e
“gostei muitissimo”, correspondendo a um indice de aceitabilidade superior a 90%. O
uso da microfiltracdo, utilizando temperaturas mais amenas, contribuiu para reduzir
as perdas sensoriais do produto processado levando-o a uma maior aceitacao.

A Tabela 21 mostra que a partir de 30 dias de estocagem, aproximadamente,
as amostras da bebida refrigerada e controle diferiram entre si; exceto o lote L2, em

que a diferenca foi observada com 59 dias de estocagem.



Tabela 21. Teste de diferenca do controle (Dunnett) para caldo de cana acidificado e pasteurizado a 90 °C/30 s.

Lote Estoc?giea r:)a 7°C Média do controle’ Média da amostra Dif:;enr:gzizr;tre Mirsﬂig:i ﬁg‘;ﬁ:ga
29 1,64° 1,722 0,08 (<0,38) 0,38
-2 59 1,30° 1,96% 0,66 (>0,46) 0,46
32 1,53° 2,05% 0,52 (>0,46) 0,46
L5 59 1,42° 1,98% 0,57 (>0,44) 0,44
90 0,77° 2,872 2,10 (>0,49) 0,49
L8 34 1,20° 2,70° 1,50 (>0,46) 0,46

Médias com o mesmo expoente, na mesma linha, ndo séo diferentes (P>0,05).
'estocado a -18 °C. Nimero de provadores: 50. Temperatura de degustagao: 12-13 °C.
(0) nenhuma diferenga da amostra controle (1) ligeiramente diferente (2) moderadamente diferente (3) muito diferente (4) extremamente diferente.



96

A diferenca identificada entre as amostras refrigeradas e controle pode
representar indicios de perda de qualidade da bebida; ocasionada, supostamente,
por acao enzimatica remanescente, degradacdo de pigmentos do caldo, como a
clorofila, ou eventual atuacdo de leveduras termorresistentes, que fermentam o
caldo, resultando no fim da vida util da bebida.

Eggleston (2002) pressupde que o odor de vinho e a cor escura estejam
relacionados a presenca de micro-organismos no caldo de cana; sendo as
leveduras as principais responsaveis pela producdo de etanol durante a
degradacao da bebida.

A Tabela 22 apresenta as médias das notas do teste de escala heddnica e
as porcentagens de aceitacao para as trés replicatas do processamento a 95 °C.
Salienta-se que a andlise seguinte de L3 seria realizada apds 150 dias; contudo,
as amostras apresentaram-se deterioradas na data do teste sensorial.



Tabela 22. Aceitacao sensorial de caldo de cana acidificado pasteurizado a 95 °C/30 s.
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ATRIBUTO AVALIADO (média / % aceitacao*)

ESTOCAGEM
a 7 °C Aparéncia Aroma Sabor Impressao global
(dias) Amostra Controle Amostra Controle Amostra Controle Amostra Controle

Replicata 1 (L3)
0 5,63"/86 5,61%/84 4,97"/72 5,34"/84
30 5,96"°/90 6,32%/94 5,86"%/84 6,04%/96 5,38"%/82 5,82%/92 5,52"°/84 5,92%/90
65 6,04"9/92 5,70%/86 5,90"%/90 5,44°/80 5,82"%/92 5,14%70 5,86"/96  5,34°/86
93 5,44"°/92 6,14%/86 5,26"°/90 6,14%/80 4,80"%/92 5,24%/70 4,92*%/96 5,48%/86
130 5,42°/78 6,20%/95 5,25"%/75 6,18%95 5,13"%/78 6,25%/98 5,25"°/80  6,13%100
Replicata 2 (L6)
0 6,29"/94 6,32%/98 5,73%/84 5,86"/86
33 6,20"°/100 6,58%/100 5,86"%/88 6,14%100 4,98%°/64 6,02%/100 5,46"°/80  6,34%100
62 4,90%/70 6,37%/100 4,90%°/73 6,33%93 4,27%°/57 6,20%/97 4,20°°/43  6,13%97
Replicata 3 (L9)
0 5,94%/94 5,94%/92 5,86"/90 6,06"/94
30 4,57°°/60 5,88%/93 5,07%/73 5,89%/89 4,51%°/56 5,532/87 4,67°°/53  5,76/93

Médias seguidas pelo mesmo expoente mailsculo, na mesma coluna (comparagéo entre tempos de estocagem para o0 mesmo lote) e médias com o
mesmo expoente mindsculo na mesma linha (comparagao entre amostra e controle) ndo sao diferentes (P > 0,05).
*Porcentagem de provadores que atribuiu nota superior a 4. Controle: estocado a -18 °C. Numero de provadores: 50. Temperatura de degustagao: 12-13
°C. Escala heddnica de 7 pontos (1 = desgostei muito; 4 = nem gostei/nem desgostei; 7 = gostei muito).
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Os resultados mostram que a estabilidade sensorial da replicata R1, baseada
em sua aceitabilidade, alcangou 130 dias; consideravelmente superior aquela
atingida pelas replicatas R2 e R3.

A variacao observada nos tempos de vida Gtil atingidos pelos lotes L3, L6 e L9
deve-se, provavelmente, a variagdo na composicao fisico-quimica da matéria prima,
influenciada pelo periodo de chuva e seca, que afeta o teor de sélidos sollveis

(substrato para micro-organismos deteriorantes) e a acidez da bebida.

A Tabela 23 reune os resultados obtidos a partir do teste de diferenca do
controle, indicando diferenga estatisticamente significativa entre as amostras
refrigerada e controle, do inicio ao final dos testes sensoriais, para as trés replicatas
do tratamento a 95 °C.



Tabela 23. Teste de diferenca do controle (Dunnett) para caldo de cana acidificado e pasteurizado a 95 °C/30 s.

Estocagem a7 °C 1 1 Média da Diferenca entre Minima diferenca
Lote (dias) Media do controle amostra as médias significativa
30 0,96° 1,80° 0,84 (>0,34) 0,34
65 0,98° 2,02° 1,04 (>0,37) 0,37
L3
93 1,34° 2,78% 1,44 (>0,43) 0,43
130 0,93° 2,35% 1,42 (>0,30) 0,30
33 1,34° 2,00° 0,66 (>0,53) 0,53
L6
62 0,63° 2,472 1,84 (>0,69) 0,69
L9 30 1,09° 2,565% 1,46 (>0,39) 0,39

Médias com o mesmo expoente, na mesma linha, ndo séo diferentes (P>0,05).
'estocado a -18 °C. NUmero de provadores: 50. Temperatura de degustacdo: 12-13 °C.
(0) nenhuma diferenca da amostra controle (1) ligeiramente diferente (2) moderadamente diferente (3) muito diferente (4) extremamente diferente.



100

A Tabela 23 mostra que a diferenca entre as médias do controle e da amostra
aumentou ao longo do tempo de estocagem, sugerindo a perda de qualidade
sensorial da bebida refrigerada. Apds 93 dias, L3 atingiu uma média (2,78)
sensivelmente acima do padrao esperado, representado pelo aumento gradativo da
diferenca entre as médias. Esta observacao pode ter resultado da formacéo de uma

equipe de provadores nao treinados.

5.5.1 Estimativa da vida de prateleira

A Figura 17 ilustra a vida de prateleira média estimada para os lotes de caldo
de cana com maracuja, processados a 85, 90 e 95 °C/30 s, envasado
assepticamente em garrafas de PET e estocados a 6,5 = 0,5 °C na auséncia de luz;
em conformidade com os critérios microbiolégicos e sensoriais estabelecidos no

desenvolvimento da pesquisa.
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Figura 17. Vida de prateleira estimada para caldo de cana adicionado de polpa de

maracuja, pasteurizado e estocado sob refrigeracao na auséncia de luz.



101

Inicialmente, destaca-se que a aceitacao sensorial, notadamente o sabor,
limitou a vida util dos nove lotes processados ao longo da pesquisa.

Contrastando com lotes pasteurizados a 85 e 90 °C, com um tempo médio de
vida util estimado em 31 e 39 dias, respectivamente; a bebida processada a 95 °C
atingiu maior estabilidade (52 dias). A Figura 17 demonstra que o incremento da
temperatura de pasteurizagcdo exerceu um impacto positivo na vida util da bebida,
ocasionado, provavelmente, pela inativacdo de enzimas que deterioram a qualidade
do produto, a exemplo da polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD); ressaltando
que a POD foi inativada somente pela temperatura de pasteurizacdo mais severa.

Nos estudos de Oliveira, A. (2007), as bebidas elaboradas pela mistura de
caldo de cana e 4% de suco de limao submetidas a radiagcdo gama, a pasteurizacao
combinada com a radiacdo gama e a pasteurizacdo isoladamente, acondicionadas
em garrafas de polietiieno de alta densidade e estocadas sob refrigeracao
mantiveram qualidade satisfatéria durante os periodos de 28, 35 e 42 dias,
respectivamente. Tais resultados indicaram que o processamento térmico isolado foi
0 mais adequado a preservacdo da qualidade do produto, além de ter menor

impacto no custo operacional.

5.5.2 Intencao de compra

O teste de intengdo de compra foi aplicado com o intuito de avaliar a atitude
dos potenciais consumidores da bebida. Os resultados estao ilustrados nas Figuras
18,19 e 20.
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Figura 18. Intencdo de compra de caldo de cana com polpa de maracuja pasteurizado e
estocado a 6,5 £ 0,5 °C para a Replicata R1 (VP: vida de prateleira em dias).



103

100+
85°C/30s
90
— 80
2
< 70
£
@ 60
g
50
g
l
8 w0 < VPO
o VP30
Q. 30
18
i 15
20 13 1
10- 5
ol k k
T T T T f
certamente provavelmente talvez compraria provavelmente certamente ndo
compraria compraria n&o compraria compraria
Intencao de compra
100
90°C/30s
90 |
80
~~
;NS il
o 70
g 60 |
o))
S 50 > VPO
0‘:) o VP32
40- 36
< o % VP59
[¢] o
a 30 L = VP90
~
o
20 L
e 8
10 2
2 3
0 oy L\
certamente provavelmente talvez compraria provavelmente  certamente ndo
compraria compraria nao compraria compraria
Intencao de compra
100+
95°C/30s
90
80
_—
&
N 70,
£
@D 60
g
£ 50 % VPO
Q 38
o 40- — m VP33
[e] 28
o 304 23
20 16 17 s
10 o 8
o N
T T T T f
certamente provavelmente talvez compraria provavelmente certamente ndo
compraria compraria nao compraria compraria

Intencao de compra

Figura 19. Intencdo de compra de caldo de cana com polpa de maracuja pasteurizado e
estocado a 6,5 + 0,5 °C para a Replicata R2 (VP: vida de prateleira em dias).



104

100,
%0 85°C/30s
80
70
60
501

40|

Porcentagem (%)

30

20

certamente provavelmente talvez compraria provavelmente certamente ndo
compraria compraria n&o compraria compraria

Intencédo de compra

100

90°C/30s

90

80

70+

60

50

“ VPO

40 VP34

Porcentagem (%)

30
20

TN

0 T T T T f
certamente provavelmente talvez compraria provavelmente certamente ndo
compraria compraria ndo compraria compraria

Intencao de compra

100+

95°C/30s

©
o
I

@
o
I

~
=}
L

D
o
I

(61}
o
I

VPO
| VP30

Porcentagem (%)

24 24

Ly N
0 T

T T
certamente provavelmente talvez compraria provavelmente certamente ndo
compraria compraria n&o compraria compraria

Intencao de compra

Figura 20. Intencdo de compra de caldo de cana com polpa de maracuja pasteurizado e
estocado a 6,5 + 0,5 °C para a Replicata R3 (VP: vida de prateleira em dias).



105

As Figuras 18, 19 e 20 revelam o comportamento dos lotes ao longo do
tempo. De modo geral, notou-se que a intencdo de compra diminuiu com a evolucéo
do tempo de estocagem. Independentemente da temperatura de pasteurizacao, a
porcentagem de intencdo de compra concentrou-se em “certamente compraria” e
“provavelmente compraria”, no inicio do estudo de estabilidade (to). Neste sentido,
tais resultados foram coerentes com os valores determinados nos testes de escala
hedénica e diferenca do controle. Estes resultados corroboram a hipétese acerca do
bom potencial mercadolégico do produto.

Prati, Moretti e Cardello (2005) avaliaram bebidas elaboradas com caldo de
cana parcialmente clarificado-estabilizado com adi¢cdo de 5% de suco de maracuja,
10% de suco de abacaxi e 7,5% de suco de limao, separadamente; constatando
uma intencdo positiva de compra, no inicio do estudo de vida de prateleira.
Rezzadori (2010) também constatou uma intengéo positiva de compra para caldo de
cana adicionado de polpa de maracuja pasteurizado. Resultados similares foram
obtidos no presente estudo.

Na primeira replicata (R1) verificou-se a influéncia positiva do aumento da
temperatura no que tange ao aumento da vida Gtil da bebida e negativa em relacéo a
intencdo de compra no inicio do estudo de estabilidade (1p). Essa tendéncia também
foi percebida na replicata R3, em que os resultados das analises de solidos soluveis
e do ratio foram inferiores, comparados a R1 e R2.

Em contrapartida, R2 apresentou um padrdo de comportamento oposto; ou
seja, verificou-se um aumento na intencdo de compra com o0 aumento da
temperatura de pasteurizacao. Esta observacao pode ser atribuida a variabilidade da
matéria prima. Ressalta-se que alguns provadores comentaram que o intenso gosto
doce depreciou a qualidade sensorial do produto, consequéncia dos maiores teores
de sélidos soluveis determinados nos lotes processados em R2.

A falta de padronizacdo da composicdo da bebida dificultou a comparacao
entre os lotes processados.
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5.6 Analise das embalagens

5.6.1 Testes microbioldgicos

A etapa de descontaminacao das embalagens antes do envase € crucial para
a seguranca do consumidor, para a qualidade e estabilidade do produto.

A andlise microbiolégica das garrafas pela técnica da solucdo de enxague e
filtragdo a vacuo em membrana indicou auséncia de micro-organismos em todas as
amostras analisadas, demonstrando a elevada eficiéncia do procedimento de
descontaminacao empregado.

5.6.2 Avaliacao sensorial para verificacao de acido peracético residual

A Tabela 24 mostra os resultados da analise sensorial do produto
acondicionado nas garrafas de PET antes e apds a sua descontaminagao, para
identificar eventual efeito de residuos de APA nas embalagens.

Tabela 24. Teste de diferenca do controle (Dunnett) para verificagdo da agao residual de
acido peracético (APA) nas embalagens.

Média Média . Minima diferenca
Diferenca C e .
con‘:l'?ole1 amc:?;.'tra2 entre as medias significativa
1,142 1,282 0,14 (<0,39) 0,39

Médias com o mesmo expoente ndo sao diferentes (P>0,05).

'Amostra de caldo de cana com polpa de maracuja acondicionado em garrafa sem tratamento com
APA (apenas enxaguada com &gua destilada).

2Amostra de caldo de cana com polpa de maracuja acondicionado em garrafa previamente imersa em
solugéo de APA 0,05% (v/v) /50 °C / 30 min.

Numero de provadores: 50.

(0) nenhuma diferenca da amostra controle, (1) ligeiramente diferente, (2) moderadamente diferente,
(3) muito diferente (4) extremamente diferente do controle.

Os resultados da Tabela 24 mostram que a utilizacdo de APA, nas condi¢des
descritas, ndo interferiu na qualidade sensorial do conteddo acondicionado, uma vez
que o residuo do agente quimico nas embalagens nao foi percebido pelo provador.
A importancia deste resultado reside na possibilidade de aplicagdo de APA,
prescindindo de enxague final das embalagens, acdo que incorpora um relativo
potencial de recontaminacao do produto final.
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CONCLUSOES

As principais conclusdes do presente trabalho de pesquisa sdo destacadas a

sequir:

e Os lotes de matéria-prima processados apresentaram consideravel variacao
em suas caracteristicas fisico-quimicas.

e A composicao fisico-quimica da bebida processada variou significativamente
ao longo do tempo de estocagem e entre os diferentes lotes produzidos, nas
trés replicatas realizadas.

e Os trés binbmios aplicados na pasteurizagédo da bebida (85, 90 e 95 °C/30 s)
foram efetivos na inativagéo da polifenoloxidase.

e A peroxidase foi inativada apenas pelo tratamento térmico mais severo,
possibilitando a obtencdo de uma bebida com menor taxa de escurecimento
enzimatico.

e As contagens de bactérias e fungos psicrotroéficos mantiveram-se reduzidas e
relativamente estaveis ao longo do periodo de estocagem a 6,5 + 0,5 °C, na
auséncia de luz.

e A bebida acidificada apresentou elevada aceitacdo e intencao de compra no
periodo de 30 dias de estocagem refrigerada.

e O decréscimo da aceitacao sensorial ao longo do periodo de estocagem,
notadamente na avaliacdo do sabor, limitou a vida util da bebida.

e A falta de padronizacdo da matéria prima gerou resultados relativamente
inconsistentes. Contudo, foi possivel estimar uma vida de prateleira minima
de 30 dias para a bebida.

e O tempo médio de vida util estimado para o caldo de cana com polpa de
maracuja aumentou com a temperatura de pasteurizagao.

e A combinacdo de tecnologias de processamento e envase, assim como 0
produto gerado por esta pesquisa mostraram-se promissores no que
concerne a uma eventual industrializacdo e comercializacdo de caldo de cana

acidificado com polpa de fruta.
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SUGESTOES PARA PESQUISAS FUTURAS

As sugestbes apresentadas para eventuais estudos futuros incluem:

e Padronizacao do ratio do caldo de cana recém-extraido.

e Combinacdo da pasteurizagdo térmica com tecnologias nao convencionais
como ultrassom e campo magnético, visando a obtencao de um produto mais
estavel, com maior retencao das propriedades sensoriais e nutricionais.

e Aplicagdo de um selo de aluminio as embalagens visando a redugédo de sua
taxa de permeabilidade ao oxigénio.

e Utilizacdo de um contentor de produto processado, hermeticamente fechado,

e embalagens de alta barreira visando a esterilidade comercial da bebida.
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APENDICE A - Imagens do processamento.

Envase asséptico da bebida Dosagem gravimétrica semi-automatica
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APENDICE B - Imagens panoramicas da planta piloto.
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ANEXO A - Protocolo de analise de Salmonella.

1-2 Test®

ADAC® Official Method 38913
DESCRIGE D GERAL

O 12 Test* & um méndo Epido
qualtativo para detecgdo de espédes
mayvels de Satmonela em  almentos,
Ingredientss & amosTas amblentals. Se
basela na Imobllizacin da Sakmonela no
mein de motiidade araves de anlicorpos
pollvalerttes H (Sagelar. A moolizagio
#as especies: movels de Samaonela
resuia na formagdo o8 uma banda
vislel Dem definida (ImmuroBand™ ).

PROCEDIMENTO DE USO0

& Preparagio da amostra e
anrquecimanto

Pré-snriquecimanto

Prepare @b amostas oe acordo com
o5 procedmentss  descitos  nos
Manuals de Anallses Microbiokigicas
({EAM) ou nos Médodos Ofclals e
Analise ACAC. Incubar 3 35 - 37 "C
por 24 £ 2 horas.

Para fodas as amostras, oom
BECEEE0 d6 CAIme cfua & Amostras
com Contagem Total de Bacisras
Igual ou malor que 10°, pmulga na
alapa B. Frocedimento de tasts

Para cama crua & Amostras com
Confagpem Total de Bactérias igual
ou malor que 10°

Enriquecimanto Sslstivo

Transfim 1 mi da amosta  pré-
erviquecida da etapa anfesor pars 9
ml de cado ietrationato — werde
prihante ativado com lodo (TGE)
Agite deliadamente para  misturar.
Incub= a 42 = 0,5 "C dwante &5
horas em banho Mara.

B. Procadimsanto da tesis

Cada el3pa da preparsgan pode ser
executadd par@ um Onico iesie ou

simuitaneamenis para varas unidades
de teste. A ldentficagdo da amosTa
pode ser fefa 1) na metade Inferior
da camara de motlidade, para ndo
Interfiarr na leltura dos neswitados, ou
2} sobre a tampa branca.

MNTROI

L D

BIOCO

{a) Adigio da Solugio de lodo-odeto

Para todas as amostras com aacegde da
CaAIMme CNla & AmoEiras oim f: Total
de Bacigrias iqual ou H'hﬂlﬂl’l].lﬂ 1

Posidone o 1-Z Test com a fampa prefs pam cima =
emova & tampa. Adicione 1 gota do Reagenks 1
[sokugio de lodo-odetn) na cAmars de nocuagio.
Recologus= 3 Bmpa = aph= genfimeni= para
mikshurar.

HOTA: Esta siapa nio & syscutada para cames
ruas & Amosiras com Conbagem Toll d= Eachériss
Kgual ou maior gue 10° porgue a incubaglo do caido
irtabonaio & conduzida & parbs em ubo de ersalo.

'! % mhhmwa

u% i

{b] Remogio do plug tampdo da cimara da
| o

Recologus 3 unidade do 1-2 Test com a s preta
para cima = remova a tampa. Remova o plug
tampSo da cimara de inoculaglc com uma piRga
esiir] & descarbe-o. Se o plug Bampdo da cimars
nSo for removido, 25 bacttrias nSo serSo capazes de
sz mover da cAmara de imoodacho pam a ciman
de motildade.

(g} Inoculagio

Apbes da imcculacho, assegure-se de que o caldo de
pré-enrqueciments contendo a amosta askeja bem
homogeneizedo.

Para fodac ot amDchras oom 0 8 DAMS
prua & Amosirac com Contagem Toial de
Baotériss manor qus 10°

Transferir 0,1 ml da amostra enfquedda para a
cAmara de Inoculacia.

Para pams onss & Amoctrac som Contagem Total
de Baobérias lgual ou malor gue 18" Trarsferr 15
ml do calde beirafSonabo incubads & 42 "C para a
cimara de iInoodaglo previaments esvaziada.

) Cortar 3 ponta da tampa branca do gel 11|
Posicione a unidade do 1-Z Test com a fampa [T "E'"H;L T 8 FE
Lranca pam cima & remova A tampa. Core a ponl | ol
da tarps Com uma t=soura cu alicabe esferitzdo & EE
descanme-a. O corle dewve e felo na base da forma ‘é@
da tampa. st il‘

o .

T [ ——

Fiwwrs 4

{8} Adigho da soluglo de Anticorpos
Adcion= 1 gota do FReagente 2 [anbcorpo) na P
Cidmara de motlidasde no orificlo do gl formado pela 2
tampa comsds. Recologue a tampa branca. Uma -
ol do Reagenie I deve presnder dobs lerpos da rn i

cavidades wars mo Qe Isio pods ser pbserdado
atavés da cor azul da solupio de anboorpos. Mo -
adicione mals de e pota do reagenis 2.

T} Incubagio
Inpube as unidades do 1-2 Test na estufa com & iampa branca para dma & 35
"C por 14-30 horas. As unidades podem ser incubadas imdividuesimenbs ou
mantidas na bandeja plastica gue acompanha o KE, usandc-a oomo suaporte.

EinConirol Armdnios Lating - Campina, Fne 70 32035019 o 19 301 34850 Tao 19 301 33500, -l EeSood Do ol (ol oo B 1

Doisiritasi o @iriodiEads

Evrviiaign Erasll — E30 Paiilo, fors 11 Z533-2600, fx 11 33352408, e-mal vedslbs ol (o [v

B dnavin
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1-2 Test®

C. Laltura & Interpretagiio dos resultados

Com 3 tampa branca volteda para dma, mantenha a
uridade de fesie priwima a uma fomte de e
Culdagosamente obsene 0 gel da cdmara de
motilidade em todas o5 lados gireando a unidade do 1-
2 Test oe ras para Tente, numa rotagda de 3507, em
frenie da iz

|a) Resultados Posltivos

O resuliado positivo presunivo do teste & Indicado
oela presenga de uma Imunobanda na metade
superior do gel na cdmara de motilidade. Trata-s2 de
uma banda esoranquigada que &8 apresenta em
forma de U ou menisco. A banda pode ser totaimente
formada ou mals visivel em wm dos lados da edmara
de matilidade do gel. Confime os resultados positvos
QU armazene as unidades sob refrigeracdo (2 - 8 *C).

{b) Resultados Negativos

Se nenhuma banda & obsenvada apds a Incubagio
do 1-2 test por pelo menos 14 horas, © resulado do
iesi2 & negallvo. As unidades negativas podem
apresentar fumidez unfiorme por toda 3 cdmara de
motiidade como resuiEcto §0 movimenio de oulras
Dacierias no gel.

Posltivo Magativo

Exgmpie de Imunobanda Ecampbe da imuncbanda

BIO

Exgmpio de Imuncbands Exemplo de Imunocbanda
Em forma de menlsco Azalmatrica

D. Confimiag3o
Confirme todos o resuliados presunivos FIEEJE'.I'I:IE
d3E aMOEasE como descrito nos FT'.:I:EIITE'HD:IE o
referencia da ADAC Intemacional. Isole 3 Salmonelia
| |:I3I't|r do caldo betrationato contkdo na camar de

noculagso.

E. Controdes Positivos & Nagativos
Podem s&7 efeluados conwoles juniD com as
amostras de teste. Utlize uma unidage de 1-2 Test
para cada conrode posiive 2 negativa.
Controls Positivoc Inocule uma cepa o2 espece
conheckda de Salmonela mbwel Isoiada, em 10 mi ge
caldo nuirienis e Incubs ovemight 3 35 "C. Apds
compietar 3 Incubacdo, inocule 0,1 ml do calda de
cuitura na camama de Inoculagdo da unidade do 1-2
Test. Siga o PROCEDIMENTO DE TESTE como
ge5C0 anterormente.
Controbe Megative: Inocule uma espécie conhacida
0= Dacierla entenica mavel Is0lada (por e Kebskala
sp@.) 2m 10 mi de caldo nuients e Incube overmight
a 35 "C. Apbs completar 3 Incubagdo, nocule 0,1 mi
go calfo oo cultura na camara de Inoculagdo da
unikdade do 1-2 Tesl Slga o PROCEDIMENTS DE
TESTE coma desciin anienommentte.

F. Duﬂd]q-:ua-a 0 armiazenameantos
Manienha o ki refigarado a 2 - B "C. MAD
CONGELE AS UMIDADES DE TESTE.

G. Dascarts
As unidades do 1-2 Test ndo =30 reutlizavels.
Unidades Inocwladas podem contes  microganismos
patogénizos & devem s&f manipuladas com as
tenicas de assepela adequadas. Todas as tampas
devem s2r fiTmemenis fechadas, de forma segura.
Apos 3 utilzagdo, todas 35 unidades de teste devem
ser esterlizadas a 121 *C por nd minkmo 30 minutos.

H. Embalagam
Bandeja com 12 unidades  cod. 10107-12
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apsimetrica a direlta Azalmiétrica 3 esquenda Calxa com 72 unidades codd. 10107-72

EbnCoivived duvelrion Lafire — Coampinas, fone 70 300305099 0in 19 500 34880 faw 19 524 24500 errail Ehcaandvodl sSi o caniy b 7
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