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RESUMO

GOMES, J. L. Processamento térmico de caldo de cana integral. 2019. 97 f.
Dissertacdo (Mestrado) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,
Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2019.

O caldo de cana € uma bebida altamente perecivel e sua estabilizacdo depende da
intensidade do tratamento térmico a que é submetido. Neste estudo foram avaliados
diferentes bindbmios temperatura x tempo de retengéo aplicados na pasteurizacao de
caldo de cana integral destinado ao consumo direto, visando a otimizacdo do
processamento térmico. Onze ensaios foram realizados segundo um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR). A temperatura (78 a 92 °C) e o tempo de
retencdo (16 a 44 s) foram testados como varidveis independentes. A bebida
pasteurizada foi acondicionada assepticamente em garrafas de polietileno tereftalato
(PET) e estocada a 0 °C, na auséncia de luz. A avaliacdo do desempenho dos
binbmios aplicados foi fundamentada em testes fisico-quimicos, microbioldgicos,
enzimaticos, sensoriais e na andlise instrumental de cor. Os dados obtidos foram
processados por meio de Analise de Variancia (ANOVA), teste de Tukey, Analise de
Componentes Principais (ACP) e Superficie de Resposta. Os valores obtidos para o
pH, teor de sdlidos soluveis (SS) e acidez titulavel (AT) do caldo in natura variaram de
5,15 a 5,37; 17,8 a 24,5 °Brix; e 0,052 a 0,125% (&acido citrico), respectivamente. A
bebida pasteurizada apresentou valores de 5,18 a 5,37 para o pH, de 17,4 a 24,1 para
TSS e de 0,062 a 0,123% para AT. As onze amostras, produzidas em diferentes
ensaios, apresentaram diferencas significativas entre si, em relacdo aos parametros
fisico-quimicos. A comparacdo entre as amostras de caldo in natura e pasteurizado
indicou que o tratamento térmico exerceu reduzida influéncia nesses parametros. Os
resultados obtidos por meio da andlise instrumental de cor para as variacbes da
luminosidade (AL*), do croma vermelho/verde (Aa*) e do croma amarelo/azul (Ab*)
oscilaram entre -2,3 e +2,4; -3,2 e -0,9; e -5,5 e +0,2, respectivamente. A diferenca
total de cor (AE*), entre a bebida in natura e pasteurizada, variou de 1,95 a 5,91. As
reducdes decimais de micro-organismos alcancadas variaram de 2,9 a >4,7 para
mesdfilos, de >2,9 a >3,8 para bolores e leveduras e de >3,0 a >4,7 para psicrotroficos.
As reducdes da atividade enzimatica variaram de 24,6 a 89,5% para a polifenoloxidase

(PPO) e de 47,8 a 93,7% para a peroxidase (POD). As médias de notas obtidas para



a bebida pasteurizada variaram de 5,6 a 7,3 para a aparéncia, de 7,2 a 7,8 para o
sabor e de 6,9 a 7,7 para a impressao global. Os resultados da pesquisa indicaram
gue o impacto dos bindmios testados na pasteurizacdo do caldo de cana variou
consideravelmente. Com relagdo a inativagdo enzimatica e reducdo de micro-
organismos, o tratamento a 90 °C/40 s foi o mais eficiente. O tratamento a 85 °C/44 s
foi mais efetivo na manutencédo da cor original da bebida. No tocante a aceitabilidade
sensorial, 0 binbmio 85 °C/16 s apresentou melhor desempenho. O bindmio 90 °C/40
s foi identificado como o0 mais adequado para a pasteurizacdo do caldo de cana
integral.

Palavras-chave: Bebida néo alcéolica. Delineamento fatorial. Tecnologia dos

obstaculos.



ABSTRACT

GOMES, J. L. Thermal processing of whole sugarcane juice. 2019. 97 f.
Dissertation — (Master degree) - Faculdade de Zootecnia e Engenharia de Alimentos,

Universidade de Sao Paulo, Pirassununga, 2019.

Sugarcane juice is a highly perishable beverage, and its stabilization may be achieved
by applying the proper heat treatment. This study aimed at optimizing the binomial
holding time x temperature for whole cane juice pasteurization. Eleven runs were
carried out according to a Central Composite Rotatable Design (CCRD). The
pasteurized juice was aseptically filled into polyethylene terephthalate (PET) bottles
and stored at O °C in the dark. The temperature (ranging from 78 to 92 °C) and holding
time (from 16 to 44 s) were tested as independent variables. The performances of the
binomials were evaluated by physicochemical, microbiological, enzymatic and sensory
tests, and instrumental measurement of color. The data were processed through
Analysis of Variance (ANOVA), Tukey test, Principal Component Analysis (PCA), and
Response Surface. The values obtained for pH, soluble solids content (SS) and
titratable acidity (TA) of freshly extracted juice ranged from 5.15 to 5.37; 17.8 at 24.5
°Brix; and 0.052 to 0.125% (citric acid), respectively. The pasteurized juice showed
values of 5.18 to 5.37 for pH, 17.4 to 24.1 for TSS and 0.062 to 0.123% for TA. The
eleven samples, produced in different runs, showed significant differences in terms of
physicochemical parameters. The comparison between the samples of fresh and
pasteurized juice indicated that the heat treatment had little or no influence on those
parameters. The lightness variations (AL *), red / green chroma (Aa *) and yellow / blue
chroma (Ab *) ranged from -2.3 to +2.4; -3.2t0 -0.9; and -5.5 to +0.2, respectively. The
total color difference (AE *) between fresh and pasteurized juice ranged from 1.95 to
5.91. Decimal reductions of microorganisms ranged from 2.9 to > 4.7 for mesophiles,
> 2.9 to > 3.8 for molds and yeasts, and > 3.0 to > 4.7 for psychrotrophics. Reductions
in enzymatic activity ranged from 24.6 to 89.5% for polyphenoloxidase (PPO) and from
47.8 to 93.7% for peroxidase (POD). The average scores obtained for the pasteurized
juice ranged from 5.6 to 7.3 for appearance, from 7.2 to 7.8 for flavor and from 6.9 to
7.7 for overall impression. The impact of the binomials applied to the pasteurization of
the sugarcane juice widely varied. With respect to enzymatic inactivation and

microorganism’s reduction, the treatment at 90 °C/40 s was the most efficient. The



treatment at 85 °C/44 s was the most effective in maintaining the original color of juice.
In terms of sensory acceptability, the treatment at 85 °C/16 s had the best performance.

The binomial 90 °C / 40 s was considered the most suitable for sugarcane juice
pasteurization.

Keywords: Non-alcoholic beverage. Factorial design. Hurdle technology.
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1 INTRODUCAO

O caldo de cana & uma bebida bastante consumida no Brasil e a sua
industrializacéo, para consumo direto, € crescente. Nos Ultimos sete anos registrou-
se, informalmente, o lancamento de mais de uma dezena de marcas da bebida
processada no mercado nacional. Considerando-se o crescente interesse comercial
pelo caldo de cana, o desenvolvimento de tecnologias de processamento e sistemas
de embalagem que promovam a sua seguranca e estabilidade, possibilitando melhor
distribuicdo e estimulo a agroindustria, representa uma importante contribuicdo ao
setor.

O caldo de cana é caracterizado como um liquido opaco, de coloracéo parda a
verde escura, de baixa acidez (pH 5,0-5,5), elevada atividade de agua (Aa 0,99),
composicado variavel em funcéo da variedade, do cultivar, do estagio de maturacao,
do solo, das condi¢des climéticas e agricolas, com limitado tempo de vida util devido
a sua rapida deterioracdo microbiolégica e enzimética (OLIVEIRA et al., 2007).

O caldo recém-extraido deteriora-se em poucas horas, mesmo sob estocagem
refrigerada (YUSOF; SHIAN; OSMAN, 2000), se tecnologias de conservagdao nao
forem prontamente implementadas. Dentre as tecnologias de processamento
compativeis com o caldo de cana para consumo direto, a pasteurizacao térmica € a
Unica, até o presente, que tem sido empregada em escala comercial no Pais.

No tocante ao binbmio tempo x temperatura empregado na pasteurizacdo de
caldo de cana, diferentes parametros tém sido citados na literatura cientifica.
Remachandran et al. (2016) submeteram a bebida a 72 °C por 15 s. Huang, Chang e
Wang (2015) utilizaram o binbmio 97 °C/1 min. Brochier, Mercali e Marczak (2016)
aplicaram temperaturas na faixa compreendida entre 60 e 80 °C em intervalos de 2 a
12 min. Oliveira et al. (2007) pasteurizaram caldo de cana a 70 °C por 25 min. Verifica-
se, portanto, que os métodos de pasteurizagdo lenta e rapida tém sido investigados.
Neste estudo, empregou-se o sistema de pasteurizacdo rapida (HTST) em trocador
de calor a placas. Nenhum dos estudos localizados na literatura, pertinente ao objeto
do estudo aponta o bindbmio ideal para pasteurizacao de caldo de cana integral. Posto
isto, a sua otimizacao pode representar um bom potencial de aplicabilidade comercial,
uma vez que é promissor o mercado consumidor de caldo de cana processado no
Brasil.

Segundo Raso e Barbosa-Canovas (2003), o processamento térmico reune

muitas vantagens na conservacdo de alimentos. No entanto, a aplicacdo de
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tratamentos severos pode causar danos indesejaveis ao produto final, afetando suas
propriedades sensoriais e nutricionais. Devido ao alto teor de sacarose (14,5 — 24%)
em sua composicdo, o caldo de cana tende a adquirir um sabor “cozido” quando
submetido a temperaturas elevadas. A fim de minimizar a formacao de produtos de
degradacéo, o tratamento High Temperature Short Time (HTST) pode ser empregado
(KUNITAKE, 2012). Aliada a isso, a tecnologia dos obstaculos (hurdle technology)
possibilita a preservacdo da qualidade do alimento, uma vez que combina métodos
de conservacdo em niveis moderados (LEISTNER; GORRIS, 1995; AZEREDO,
2012).

A pasteurizacdo térmica, seguida do envase asséptico em embalagens
plasticas, associada a refrigeracdo pode proporcionar uma satisfatoria estabilidade ao
caldo de cana (KUNITAKE, 2012). Neste cenario, o presente estudo avaliou o impacto
de diferentes binGmios temperatura x tempo de retengcdo empregados na

pasteurizacéo de caldo de cana integral, visando a sua otimizacao.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Cana-de-acucar

A cana-de-agucar é uma planta perene pertencente a familia Poaceae e ao
género Saccharum, muito cultivada em regibes de climas tropicais e subtropicais.
Devido ao seu alto teor de sacarose, a cana representa uma contribuicdo
socioecondmica de grande importancia, servindo principalmente como matéria-prima
para a producdo de agucar, aguardente e alcool, que por sua vez geram subprodutos
e residuos, como o bagaco, o0 melago e a vinhaca. Estes sdo aproveitados para a
cogeracdo de energia, para a producdo de papel, de racdo para animais e de
fertilizantes (STUPIELLO, 1987; BROCHIER; MERCALI; MARCSAK, 2016).

Embora a origem da cana seja incerta, acredita-se que a planta seja originaria
do sudeste asiatico, tendo a india, a Nova Guiné e as ilhas do Arquipélago da Polinésia
como as regides mais citadas. No Brasil, a cana foi introduzida no periodo colonial,
sendo inicialmente cultivada em Sao Paulo. A partir de entdo, seu cultivo expandiu-se
e desenvolveu-se grandemente no Pais (FIGUEIREDO, 2010). Atualmente, o Brasil é
o maior produtor mundial de cana-de-acgucar, seguido pela india, China, Tailandia e
Paquistdo (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS
- FAO, 2018).

Em 2017/18, a area plantada de cana no Brasil ultrapassou 8,7 milhdes de
hectares. Apesar de ser cultivada em todo Pais, a regido Centro-Sul concentra a maior
a area plantada, com mais de 7,8 milhdes de hectares cultivados nesse periodo, sendo
mais de 4,5 milhdes (ha) apenas no estado de Sao Paulo. A produtividade nacional
nesse periodo foi de 72,5 kg/ha e a producéo foi de 633 milhdes de toneladas de cana,
aproximadamente. As previsdes para a safra de 2018/19 sugerem pequena reducéo
da é&rea plantada e aumento da producdo e, consequentemente, da produtividade
(Figura 1). (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO — CONAB, 2018).
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Figura 1 - Dados agropecuarios da cana-de-agucar no Brasil.

Fonte: Adaptado de Conab. Indicadores da agropecuéria. Brasilia: Conab, 2018.

Dentre as espécies do género (S. officinarum, S. spontaneum, S. sinensis, S.
barberi, S. robustum e S. edule), a Saccharum officinarum era a mais cultivada no
Brasil, devido aos seus altos teores de sacarose, porte elevado, boa pureza de caldo
e teor de fibra adequado para moagem. No entanto, essa espécie € muito exigente
em relacdo ao clima e ao solo, além de apresentar alta susceptibilidade a doencas,
como o mosaico. Através do melhoramento genético foram desenvolvidas variedades
hibridas, denominadas Saccharum spp., que aliam as caracteristicas potenciais de
varias espécies, visando a obtencdo de cultivares que apresentem rusticidade,
resisténcia a doencas, alto teor de sacarose e teor médio de fibras, para atender as
necessidades agrondmicas e industriais (BACCHI, 1983; STUPIELLO, 1987;
SCARPARI; BEAUCLAIR, 2010).

As variedades hibridas possuem nomenclatura especifica, que informa o pais

de origem e/ou a instituicdo responsavel pelo cruzamento e selecdo, o ano de
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cruzamento ou selecdo e o numero especifico do clone. As principais variedades
cultivadas no Brasil foram desenvolvidas pelo Planalsucar/Ridesa (variedade RB —
Republica do Brasil), pela Copersucar (variedade SP), pelo Centro de Tecnologia
Canavieira (variedade CTC) e pelo Instituto Agronémico de Campinas (variedade IAC)
(LANDELL; BRESSIANI, 2010; SCARPARI; BEAUCLAIR, 2010).

De acordo com o censo varietal de cana-de-acucar de 2017/18, realizado pela
Rede Interuniversitaria para o Desenvolvimento do Setor Sucroenergético (Ridesa),
as cinco variedades de cana-de-agucar mais cultivadas no Brasil sdo RB867515
(25%), RB966928 (12%), RB92579 (10%), CTC4 (5%) e RB855156 (5%). O Quadro

1 apresenta as principais caracteristicas dessas variedades.

Quadro 1 - Caracteristicas das variedades de cana-de-agucar mais importantes do Brasil.

Variedade/Cultivar | Caracteristicas

Alta produtividade, exigéncia ambiental média, rapida
RB867515 velocidade de crescimento, maturagdo média tardia, alto teor
de sacarose, teor de fibras medio.

Alta produtividade, exigéncia ambiental média, rapida
RB966928 velocidade de crescimento, maturacdo precoce, teores de
sacarose e de fibras médios.

Alta produtividade, exigéncia ambiental média, velocidade de
RB925791 crescimento lenta, maturacdo meédia tardia, alto teor de
sacarose, teor de fibras médio.

Alta produtividade, exigéncia ambiental média, alto teor de

2
CTC4 sacarose e baixo teor de fibras.

Produtividade média, exigéncia ambiental baixa-média,
RB8551561 velocidade de crescimento regular, maturacdo precoce, alto
teor de sacarose, baixo teor de fibras.

Fonte: ! REDE INTERUNIVERSITARIA PARA O DESENVOLVIMENTO DO SETOR
SUCROALCOOLEIRO — RIDESA. Catalogo nacional de variedades “RB” de cana-de-agucar. Curitiba,
PR: Ridesa, 2010. 2ASSOCIACAO DOS PLANTADORES DE CANA DA REGIAO DE JAU —
ASSOCICANA. CTC4. Disponivel em: <http://www.associcana.com.br/adm/conteudo/956.pdf>. Acesso
em: 18 fev. 2019. 2019.

O clima tropical, com temperatura predominante entre 19 e 32 °C e chuvas bem
distribuidas, apresenta as condicdes ideais para o desenvolvimento da cultura de
cana-de-acgUcar. Durante o crescimento vegetativo, a planta é favorecida pelo clima

guente e umido, enquanto que durante a maturacéo sao requeridas temperaturas mais
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amenas e baixa disponibilidade de &gua para maior concentracdo da sacarose.
Quanto ao solo, a cana ndo requer um tipo especifico, no entanto os solos ideais para
obter uma produtividade elevada devem ser bem arejados, ter mais do que 1 metro
de profundidade, ter boa capacidade de retencdo de agua e alta fertilidade (MARIN,
2017; FAO, 2015).

A qualidade da cana-de-acucar como matéria-prima é funcdo de iniUmeros
fatores intrinsecos e extrinsecos, que podem afetar a qualidade do produto final.
Dentre os fatores intrinsecos, pertinentes a composi¢cdo da cana, podem ser citados
os teores de sacarose, agucares redutores, fibras, compostos fenélicos, amido, &cido
aconitico e minerais. Os fatores extrinsecos, que sao relacionados com materiais
estranhos ao colmo, podem ser considerados como terra, pedra, restos de cultura,
plantas invasoras, micro-organismos e 0s compostos por eles produzidos. Esses
fatores também séo afetados pelo clima, solo, pragas e doengas e pelas condi¢cdes
de cultivo, colheita, manuseio e transporte da cana (RIPOLI; RIPOLI, 2004).

A contaminacao do colmo é causada, principalmente, por bactérias do género
Leuconostoc, Bacillus, Lactobacillus e por leveduras. Como resultado do consumo dos
acucares presentes no colmo ocorre a formacao de gomas (dextranas e levanas) e de
acidos acético e, principalmente, latico (SANTOS et al., 2013).

A cana-de-acuUcar é constituida basicamente de raizes, folhas e colmo. Sua
composi¢cdo quimica varia em fungdo de diversos fatores, como as condi¢des
edafocliméticas da regido, o tipo de cultivo, a variedade, o estagio de maturacéo e a
idade do cultivar. Os principais componentes da cana-de-agUcar séo as fibras e o
caldo, sendo este constituido de agua e solidos soluveis, que sdo aclcares e

compostos organicos e inorganicos (SANTOS et al., 2013).

2.2 Caldo de cana

O caldo de cana é um liquido opaco, de cor parda a verde escura, extraido da
cana-de-acUcar através da sua moagem. Além de ser utilizado para a producdo de
acucar, alcool, bebidas alcoolicas, rapadura e melado, o caldo de cana é também
muito consumido como um suco fresco, no Brasil, na india e em outros paises,
principalmente em dias quentes. Muito popular por ser doce, refrescante e de baixo
custo, o caldo de cana é considerado como uma 6tima fonte energética, pois é rico
em carboidratos, minerais e acidos organicos (REZZADORI, 2010; SANKHLA et al.,
2012).
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De acordo com Stupiello (1987), o caldo de cana € uma solugdo impura e
diluida de sacarose, composta por agua e solidos soluveis, sendo estes acgUcares
(sacarose, glicose e frutose), compostos organicos (substancias nitrogenadas,
gorduras, ceras, pectinas, acidos e matérias corantes) e compostos inorganicos
(cinzas - silica, potassio, fésforo, célcio, s6dio, magnésio, enxofre, ferro, aluminio,
cloro e outros). As matérias corantes ou pigmentos sao substancias que conferem cor,
e estdo presentes no caldo de cana principalmente na forma de clorofila e de
compostos fendlicos. A Tabela 1 mostra os teores dos principais componentes do

caldo de cana in natura.

Tabela 1 — Composicao basica do caldo de cana in natura

Componente Teor (%)
Agua 75-82
Solidos solaveis 18 - 25
AcUcares 155-24
Sacarose 145 -24
Glicose 0,2-1,0
Frutose 0,0-0,5
Nao agucares 1-25

Organicos (substancias nitrogenadas, gorduras,

\ L L 08-1,8
ceras, pectinas, acidos e matérias corantes)

Inorganicos (minerais) 0,2-0,7

Fonte: STUPIELLO, J. P. A cana-de-aglcar como matéria-prima. In:
PARANHOS, S. B. Cana-de-acgUcar: cultivo e utilizagdo. Campinas: Fundacgéo
Cargill, 1987. v. 2, p. 761-804.

A composicao desta bebida é muito variavel em funcdo das caracteristicas da
matéria-prima (variedade, idade e sanidade), do meio ambiente em que a cana foi
cultivada (condi¢des de solo e clima), do planejamento agricola (maturacao, colheita,
manuseio, transporte e armazenamento) e de eventuais pragas e doencas (PRATI,
CAMARGO, 2008). A Tabela 2 apresenta a composicao centesimal do caldo de cana

in natura encontrada em alguns estudos.
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Tabela 2 — Composicao centesimal do caldo de cana in natura.

IBGE (1999) Oliveira A. (2007) Rezzadori (2010)

Valor caldrico (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
Vitamina C (mg/100mL) 2,00 2,98 5,64

--- dado indisponivel

Fonte: adaptado de KUNITAKE, M. T. Processamento e estabilidade de caldo de cana acidificado.
2012. 131 f. Dissertacéo (Mestrado em Engenharia de Alimentos) — Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos, Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2012.

Quanto as propriedades fisico-quimicas, o caldo de cana in natura apresenta,
alta atividade de agua (0,99), baixa acidez (pH entre 5 e 6, sendo mais comum 0
intervalo 5,2 — 5,4) e um teor de solidos soluveis entre 15 e 25 °Brix (PRATI;
CAMARGO, 2008). A Tabela 3 mostra as propriedades fisico-quimicas da bebida de

acordo com algumas fontes.

Tabela 3 — Propriedades fisico-quimicas do caldo de cana in natura.

Oliveira A. Prati e Rezzadori Kunitake
(2007) Camargo (2008) (2010) (2012)
pH 5,28 5,46 5,32 51-54
SS (°Brix) 22,74 24,50 22,13 17 - 23,3
AT (% acido citrico) 0,04 0,047 0,032 0,04 - 0,064
Ratio 491,49 585,11 679,69 -

SS — Sdlidos Soluveis; AT — Acidez Titulavel; --- dado indisponivel
Fonte: Adaptado dos autores mencionados na tabela.

O caldo de cana oferece varios beneficios a salde; atua como um 6étimo
repositor de glicogénio muscular, protege a musculatura, fortalece o estbmago, rins,

coracdao, olhos, cérebro e 6rgdos sexuais, € benéfico em febres e promove o ganho
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de massa corporal (STANCANELLI, 2006; KARTHIKEYAN; SAMIPILLAI, 2010). No
entanto, os atributos nutricionais do caldo de cana, aliados a sua baixa acidez e alta
atividade de agua proporcionam condi¢des altamente favoraveis ao desenvolvimento
de micro-organismos deteriorantes e potencialmente patogénicos (PRATI,
CAMARGO, 2008; SILVA, 2015).

2.3 Mercado de caldo de cana

Embora o caldo de cana seja predominantemente comercializado pelos
vendedores ambulantes, nos ultimos sete anos observou-se, informalmente, o
lancamento de mais de uma dezena de marcas da bebida processada no mercado

nacional. A Figura 2 apresenta algumas delas:

Figura 2 - Marcas de caldo de cana pasteurizado langadas no mercado nacional.

Fonte: a) KANAI, 2017; b) SUCOS JANDAIA, 2017; ¢) ENGENHO DO SUCO, 2016; d) ACANA, 2017;
e) PORTA A PORTA DOS ORGANICOS, 2019; f) DAKANA, 2015; g) BIOCANA, 2019; h) EL CANA
ALIMENTOS, 2018;i) CASA PRATICA QUALITA, 2019.

a) Kanai® da Susten, lancada no ano de 2012 em embalagens de vidro
(TAMAMAR, 2015) de 250 mL e de 1 L.
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b) A edicdo limitada da Jandaia® em embalagens laminadas cartonadas de
200 mL, em 2013 (EMPRESA..., 2013) e posterior lancamento do produto
em embalagem de 1 L (SUCOS JANDAIA, 2017).

c) O caldo de cana enriquecido com vitamina C do Engenho Novo/Engenho
do Suco® em 2015 (CALDO..., 2015) em copos de polipropileno de 300 mL
com selo de aluminio.

d) Acana®,lancado em 2015 em embalagens laminadas cartonadas de 200 mL
e 1 L nos sabores original e com lim&o (ACANA, 2017).

e) O caldo de cana integral organico da Bianchetti® em embalagens de vidro
de 300 mL e 750 mL (PORTA A PORTA DOS ORGANICOS, 2019).

f) O caldo de cana Dakana® com gotas de limdo em 2015 (DAKANA, 2015),
disponivel em garrafas de vidro de 300 mL e 1,5 L.

g) Biocana®, comercializado em copos plasticos de 300 mL (BIOCANA, 2019).

h) Topcana®, desenvolvido pela Elcana Alimentos e comercializado em copos
plasticos de 300 mL com selo de aluminio nas versdes tradicional e com
liméo (EL CANA ALIMENTOS, 2018).

i) O caldo de cana da Qualitd®, produzido pela Elcana Alimentos e
comercializado pelo Grupo Pao de Agucar (GPA) em copos de polipropileno
de 290 mL com selo de aluminio. Esta disponivel em trés versdes: com
laranja, com maracuja e com uva (CASA PRATICA QUALITA, 2019).

2.4 Mecanismos de deterioracdo do caldo de cana

2.4.1 Deterioracao microbiologica

Os micro-organismos de maior relevancia para o caldo de cana séo
provenientes do solo e dos vegetais, especialmente os fungos filamentosos (bolores)
e leveduriformes (leveduras), e as bactérias laticas e esporuladas (OLIVEIRA et al.,
2007). Esses deteriorantes utilizam os nutrientes do alimento como fonte de energia
para suas funcdes vitais, causando alteracbes quimicas indesejaveis que afetam
negativamente as caracteristicas sensoriais do produto e, consequentemente, a sua
qualidade (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

A principal alteracdo microbiolégica em bebidas de origem vegetal é o
desenvolvimento de sabores e odores desagradaveis (off-flavors). Isso ocorre em

funcdo da formacédo de acido latico, etanol e acido acético, que sao produtos da
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fermentagcdo, ocasionada pela metabolizagdo dos carboidratos presentes no caldo
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; AZEREDO, 2012). Devido a esse mecanismo, a
bebida in natura deteriora-se muito rapidamente, adquirindo gosto acido em 24 h,
guando estocada a 27 °C, e em 4 dias a 5 °C (YUSOF; SHIAN; OSMAN, 2000).

O desenvolvimento de bolores, quando visivel, também se apresenta como
uma alteracdo inaceitavel, levando a rejeicdo do produto (FRANCO; LANDGRAF,
2008). A contaminacéo do caldo de cana por micro-organismos tem origem nao so na
cana-de-aglcar, mas também durante o seu processamento e estocagem. Os
utensilios utilizados na extracdo do caldo, se ndo higienizados adequadamente,
apresentam-se como importante fonte de contaminacdo. Dessa forma, o0s
manipuladores podem influenciar na seguranca dos alimentos de forma significativa,
pois podem contamina-los através de suas roupas, maos, boca, fossas nasais e pele
(FRANCO; LANDGRAF, 2008; REZZADORI, 2010).

Também conhecido como garapa pelos brasileiros, o caldo de cana é
normalmente consumido com gelo, podendo ser adicionado de suco de frutas, como
lim&o, abacaxi e maracuja. A bebida é comercializada principalmente em vias e pracas
publicas por vendedores ambulantes, que utilizam moendas elétricas ou manuais para
extrair o caldo e peneiras para filtra-lo. Muitos desses vendedores ndo possuem
instalacbes e instrucdo adequadas, que possibilitem a obtencdo da bebida em
condicbes higiénico-sanitarias aceitaveis para o consumo (PRATI; MORETTI;
CARDELLO, 2005; OLIVEIRA et al., 2006a).

A Tabela 4 apresenta os padrées microbioldgicos para caldo de cana in natura
e pasteurizado, estabelecidos pela Resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001
da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A respectiva resolucdo néo

estabelece limites para a contagem de outros grupos de micro-organismos.
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Tabela 4 — Padrbes microbioldgicos para caldo de cana in natura e pasteurizado.

Tolerancia para amostra

Grupo/micro- Tolerancia representativa
poir para amostra P
organismo R
indicativa
(o] m M

Coliformes a 45°C/mL 102 5 3 10 102
In natura

Salmonella sp/25mL aus 5 0 aus -

Coliformes a 45°C/mL 10 5 3 5 10
Pasteurizado

Salmonella sp/25mL aus 5 0 aus -

n - nimero de unidades a serem amostradas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas
individualmente; ¢ - nimero maximo aceitavel de unidades de amostras com contagens entre 0s limites
de m e M (plano de trés classes); m - limite que, em um plano de trés classes, separa o lote aceitavel
do produto ou lote com qualidade intermediaria aceitavel; M - limite que, em plano de duas classes,
separa o produto aceitavel do inaceitavel. Em um plano de trés classes, M separa o lote com qualidade
intermediaria aceitavel do lote inaceitavel. Valores acima de M s&o inaceitaveis. Fonte: AGENCIA
NACIONAL DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA. Resolucdo - RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001.
Aprova o Regulamento técnico sobre padrdes microbioldgicos para alimentos. Diério Oficial [da] Uniéo,
Brasilia. DF, 10 jan. 2001.

Diversos estudos foram realizados para avaliar as condi¢cdes higiénico-
sanitarias do caldo de cana comercializado no Brasil. Oliveira et al. (2006b)
examinaram 24 pontos de venda da bebida na cidade de Sao Carlos/SP e constataram
gue 25% das amostras encontravam-se em condi¢cdes inadequadas para consumo
humano, com niveis de coliformes termotolerantes (a 45°C) superiores aos permitidos
pela legislagcdo. Ademais, detectaram-se coliformes termotolerantes nas méos de 37%
dos manipuladores de caldo de cana. Salmonella spp. e outros parasitas ndo foram
identificados nas amostras analisadas. De forma semelhante, em um estudo realizado
por Carvalho e Magalhdes (2007) na cidade de Itabuna/BA foram analisadas 20
amostras de caldo de cana comercializados por vendedores ambulantes.
Observaram-se altas contagens de coliformes totais em 90% das amostras, e em 75%
foram identificados coliformes termotolerantes acima do limite permitido, sendo 65%
Escherichia coli.

Azevedo et al. (2014) avaliaram a producao e comercializagao de caldo de cana
em onze lanchonetes de Fortaleza/CE por meio de um questionario sobre as
condicbes higiénico-sanitarias da cana-de-aclUcar, dos equipamentos e dos
manipuladores e através da andalise das amostras obtidas in loco. Os resultados

mostraram que 92% das lanchonetes ndo higienizavam a cana-de-agucar antes da
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moagem e cerca de 73% das amostras apresentaram algum tipo de parasita, sendo
alguns deles indicadores da higiene deficiente dos manipuladores.

No Brasil, existem registros de casos da Doenca de Chagas ocasionados pela
a ingestao de caldo de cana contaminado com o protozodrio Trypanosoma cruzi. Em
1991 foram relatados 26 casos da Doenc¢a de Chagas Aguda (DCA) no municipio de
Catolé da Rocha/PB devido ao consumo de caldo de cana contaminado com o
protozoario. Em 2005, no Estado de Santa Catarina, a ingestdo da bebida causou a
infeccdo de 24 pessoas com a doenca, das quais trés foram a 6bito (OLIVEIRA, 2007;
ANVISA, 2008). Em decorréncia desse evento, a ANVISA, visando a prevencéo de
doencas de origem alimentar, publicou no dia 29 de julho de 2005 a Resolucdo RDC
218, que dispde sobre o Regulamento técnico de procedimentos higiénico-sanitarios
para manipulacdo de alimentos e bebidas preparados com vegetais (ANVISA, 2005).
No entanto, em 2015 foram confirmados 14 casos de DCA em quatro cidades
(Tenente Ananias, Marcelino Vieira, Alexandria e Pildes) do Rio Grande do Norte, com
indicios de que a contaminacédo ocorreu por meio do consumo de caldo de cana (RIO
GRANDE DO NORTE, 2016).

Posto isto, as tecnologias de conservacdo de alimentos aliadas as boas
praticas no processamento sdo imperativas para a manutencdo da qualidade e
seguranca do produto (SILVA, 2015; KUNITAKE, 2012).

2.4.2 Deterioracao fisico-quimica, quimica e bioguimica

A principal alteracao fisico-quimica sofrida pelo caldo de cana é a degradacao
da cor, que se inicia rapidamente ap0s a sua extracdo. Essa alteracdo pode ser
resultado de reacdes de natureza enzimatica, pela acdo das enzimas polifenoloxidase
(PPO) e peroxidase (POD), ou de carater ndo enzimatico, por meio da oxidacao de
substancias presentes no caldo (clorofila, compostos fendlicos e acido ascoérbico),
reacdo de Maillard, degradacédo térmica e alcalina e pela condensacédo de agucares.
Além de implicar na perda da coloracao, essas reacfes causam perdas de nutrientes
e alteracdes no sabor, resultando na reducéo da vida util do produto (SUZART, 2009;
ARAUJO, 2011; KUNITAKE, 2012).

O escurecimento enzimatico normalmente inicia-se quando h&a dano celular
devido a ruptura do tecido vegetal, por injdrias mecanicas ou em funcdo do
processamento. A mudanca de cor acontece em virtude da formacdo de pigmentos

escuros denominados melaninas, como resultado da oxidacéo de compostos fenélicos
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pela polifenoloxidase. Essa enzima esta presente na maioria dos tecidos vegetais e
apresenta atividade diversa em funcdo da variedade, do estagio de maturacédo e das
condicdes de cultivo (ARAUJO, 2011).

A peroxidase, na presenca de peréxido de hidrogénio (H2032), é capaz de oxidar
compostos fendlicos remanescentes da atividade da polifenoloxidase. Embora o
envolvimento da peroxidase nédo seja muito bem definido, sua atividade é associada
com uma das causas do escurecimento e descoloracéo de alimentos (DAMODARAN,;
PARKIN; FENNEMA, 2010).

Dentre as reagfes de natureza ndo enzimatica, a reagdo de Maillard apresenta-
se como principal mecanismo do escurecimento durante o aquecimento e estocagem
do produto. A reacéo é deflagrada a partir da interacdo de um acucar redutor com um
grupo amina, que culmina com a producéo do pigmento escuro chamado melanoidina.
A velocidade dessa reacdo é favorecida em temperaturas mais elevadas, em faixa
alcalina de pH e valores de atividade de &gua intermediarios. Outro mecanismo
responsavel pela degradacdo da cor do caldo de cana € a foto-oxidagdo ou
fotodegradacéao da clorofila. Na presenca de luz, esse pigmento é oxidado, formando
peroxidos e sofrendo branqueamento ou perda da cor verde (DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010).

Assim como as alteracbes microbiolégicas supradescritas, as quimicas e
bioguimicas também comprometem a qualidade nutricional e sensorial do produto,

reduzindo, consequentemente, a sua vida Util.

2.5 Métodos de conservacéao

As tecnologias de processamento que podem ser empregadas para a
conservacao do caldo de cana abrangem os métodos convencionais de tratamento
térmico, como a pasteurizacdo, e os métodos ndo convencionais, como a radiacdo
gama, alta pressdo hidrostatica, campo elétrico pulsado, filtracdo por membranas,
micro-ondas, e técnicas combinadas (KUNITAKE, 2012).

A aplicacdo de um unico método de conservacao requer condicdes severas,
gue provocam perdas nutricionais e sensoriais. A procura dos consumidores por
alimentos naturais e frescos, tem estimulado a aplicacdo de técnicas de conservacao

combinadas para o desenvolvimento de produtos (AZEREDO, 2012).



24

2.5.1 Tecnologia dos obstaculos

A tecnologia dos obstaculos (hurdle technology), também conhecida como
tecnologia das barreiras ou ainda como tecnologia dos métodos combinados (TMC),
consiste na associacdo de fatores ou métodos de conservacdo, denominados
obstaculos, que atuam sinergicamente de forma a impedir o desenvolvimento
microbiano. A aplicacdo combinada dos métodos de conservacdo em doses
moderadas, favorece a preservacao da qualidade do alimento (LEISTNER; GORRIS,
1995; AZEREDO, 2012).

Diversos estudos empregando a tecnologia dos obstaculos para a estabilidade
de alimentos, inclusive caldo de cana, vem sendo realizados. Em um estudo
desenvolvido por Chauhan et al. (2002), foram alcancados 90 dias de estabilidade
para caldo de cana pasteurizado a 70 °C por 10 min, adicionado de &cido citrico (400
mg/L) e metabissulfito de potassio (150 mg/L), acondicionado em garrafas de vidro
pré-esterilizadas, e estocado a 4 e 30 °C. Quando comparado com o caldo de cana
estocado em temperatura ambiente, o produto sob estocagem refrigerada apresentou
melhores resultados tanto do ponto de vista microbiolégico, como sensorial.

Sankhla et al. (2012) investigaram a estabilidade de caldo de cana pasteurizado
a 80 °C por 10 min e adicionado de metabissulfito de potassio (150 mg/L) e &cido
citrico (0,05 %). A bebida processada foi acondicionada em diferentes embalagens
(garrafas de vidro, garrafas de polietileno tereftalato — PET e pouches de polietileno
de baixa densidade - PEBD), submetida a doses distintas de irradiagao (0,25, 0,5 e
1,0 kGy) e estocadas a 4 e 30 °C. Os resultados mostraram que a combinagéo da
pasteurizacdo, tratamento quimico e irradiacdo a 1,0 kGy prolongaram a vida de
prateleira do caldo de cana, acondicionado em garrafas de PET, para 60 dias quando
estocado a temperatura ambiente e para 90 dias quando refrigerado.

Rajendran e Bharathidasan (2018) alcangcaram 60 dias de estabilidade para o
caldo de cana adicionado de extratos de gengibre (0,006%), liméo (0,03%) e menta
(0,007%), sal (1 g/mL) e metabissulfito de potassio (225 mg/L), em combina¢cdo com
a pasteurizacao a 70 °C/10 min.

Os obstaculos que foram explorados no presente estudo para a conservacao
do caldo de cana integral incluiram a pasteurizacdo, 0 envase asséptico e a

estocagem refrigerada.
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2.5.2 Pasteurizacao

A pasteurizacdo é uma tecnologia tradicional largamente empregada no
processamento térmico de alimentos, que pode ser utilizada com sucesso na
conservagao de caldo de cana.

A pasteurizacdo pode ser realizada pelo método rapido (HTST - High
Temperature, Short Time), quando se utilizam temperaturas mais altas por um tempo
mais curto, ou pelo método lento (LTLT — Low Temperature, Long Time), quando se
aplicam temperaturas mais baixas por um periodo de tempo mais longo. O binémio
tempo e temperatura varia de acordo com o alimento que sera tratado e é determinado
em funcdo da enzima ou do micro-organismo-alvo (FELLOWS, 2006; GAVA; SILVA;
FRIAS, 2008).

Embora os alimentos liquidos possam ser pasteurizados apés embalados,
frequentemente sdo empregados trocadores de calor para seu processamento devido
as vantagens que oferecem, a considerar: tratamento térmico mais uniforme, maior
controle das condicbes de processamento, menor espaco requerido para o
processamento e menores custos de manutencédo e de mao-de-obra. Os trocadores
de calor, podem ser a placas, tubulares, de superficie raspada ou vasos encamisados,
sendo que para liquidos de baixa viscosidade, como leite e sucos de frutas,
normalmente sdo utilizados trocadores de calor a placas (FELLOWS, 2006; GAVA;
SILVA; FRIAS, 2008).

Os estudos relacionados ao caldo de cana, encontrados na literatura,
apresentam diferentes condi¢Oes de pasteurizacdo, que podem ser observadas no
Quadro 2.

Quadro 2 - Condi¢Bes de pasteurizacédo aplicadas em estudos com caldo de cana (continua).

Produto Condicbes de pasteurizagao Fonte
- Pasteurizacdo em Erlenmeyer KARMAKAR; GHOSH;
GANGOPADHYAY,

- Bindbmios: 80,85e90°C/30s, 1 min,2mine 5min | 2010.

- Pasteuriza¢@o em Erlenmeyer KARMAKAR: GHOSH:
ﬁf‘;d?a?e cana | _pgingmios: 80, 85, 90 e 95 °C / 2 min e GANGOPADHYAY,
9 90°C/30s,1min, 2 mine5 min 2011.

- Pasteurizacdo em sacos de polietileno por imerséo
em agua quente HUANG; CHANG;

WANG, 2015.
- Bindbmio: 97 °C / 1 min




26

Quadro 2 - CondicBes de pasteurizacdo aplicadas em estudos com caldo de cana (continua).

Produto

Condicbes de pasteurizacéo

Fonte

Caldo de cana
integral

- Pasteurizacdo em sacos plasticos por imersdo em
agua quente

- Binbmios: 60, 70, 75e 80°C/ 0, 2, 4,6, 8,10 e 12
min

BROCHIER; MERCALI,
MARCZAK, 2016.

- Pasteurizag&o por imersdo em agua quente

- Binbmios: 60, 70, 80 e 90 °C/ 5, 10, 15 e 20 min

SAXENA; MAKROO;
SRIVASTAVA, 2016.

- Pasteurizagcdo em béquer por imersdo em agua
quente

ABHILASHA,; PAL,

2018.

- Binbmios: 70, 80 € 90 °C /5, 10 e 15 min

- Pasteurizagé@o em trocador de calor a placas BOMDESPACHO,
2018.

- Binbmio: 85°C /30 s

- Pasteurizacdo em embalagens de vidro
- Binbmios: 90 °C/ 5, 10 e 15 min

HAJAR-AZHARI,
SHAHRUDDIN; RAHIM,
2018.

Caldo de cana
integral
posteriormente
acidificado

- Pasteuriza¢&o a 90 °C / 5 min

YASMIN; MASOQOD;
ABID, 2010.

- Pasteurizacdo em trocador de calor a placas
- Binbmio: 95°C /30 s

ANDRADE, 2014.

- Pasteurizagdo em trocador de calor a placas de
bancada de laboratério

- Binbmio: 72°C /15 s

RAMACHANDRAN et
al., 2016.

Caldo de cana
integral e caldo
de cana
acidificado

- Pasteurizagéo a 60, 70, 80 e 90 °C / 10 min

CHAUHAN et al., 2002.

- Pasteurizacdo em garrafas de PEAD por imerséo
em tanque de pasteurizacdo a gas

- Bindbmio: 70 °C / 25 min

OLIVEIRA et al., 2007.

Caldo de cana
acidificado

- Pasteurizagdo em trocador de calor a placas
- Binbmios: 90 °C /40 s

SUZART, 20089.

- Pasteurizacdo em trocador de calor a placas
- Binbmios: 85,90e95°C/30 s

KUNITAKE et al., 2013.

- Pasteurizagdo em trocador de calor a placas
- Binbmio: 95°C /30 s

SILVA, 2015.

- Pasteurizacdo em embalagens de vidro por imersao
em agua quente

- Bindbmio: 70 °C / 10 min

SANDA et al., 2016.
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Quadro 2 - CondicBes de pasteurizacéo aplicadas em estudos com caldo de cana (concluséo).

- Pasteurizacdo em embalagens de vidro RAJENDRAN;
A . BHARATHIDASAN,
- Binbmios: 60, 65, 70 e 75 °C/10 min 2018.

Fonte: Prépria autoria.

Com base nos estudos listados no Quadro 2, observa-se a aplicacdo de
diversos bindmios para a pasteurizacdo de caldo de cana. No entanto, ndo foram
encontrados na literatura cientifica, estudos que investigassem os efeitos do bindmio
tempo e temperatura na pasteurizagdo de caldo de cana integral, em trocadores de
calor a placas, com o objetivo de otimizar o tratamento térmico da bebida.

2.5.3 Envase asséptico

O processamento continuo do produto em trocadores de calor seguido do
envase asséptico possibilita a aplicagdo de binbmios tempo/temperatura mais
brandos. Portanto, causa menos danos sensoriais e nutricionais ao produto, quando
comparados ao tratamento térmico realizado no alimento previamente acondicionado
(AZEREDO, 2012).

O envase asséptico de bebidas em garrafas plasticas apresenta ainda maior
sustentabilidade quando comparado ao envase a quente, ja que este sistema requer
a utilizacdo de embalagens com maior massa para resistir as temperaturas mais
elevadas no enchimento (MANFREDI; VIGNALI, 2015).

Silva (2004) comparou 0os métodos de envase a quente e asséptico para o
acondicionamento do caldo de cana acidificado em garrafas de vidro. A bebida
produzida através do sistema asséptico foi submetida a 141 °C/10 s e alcangou uma
vida de prateleira de 30 dias. Em outro ensaio, antes do envase a quente (85 — 95 °C),
o caldo foi processado a 110 °C/10 s, obtendo-se uma bebida estavel por até 60 dias.

Andrade (2014) estimou a vida de prateleira do caldo de cana padronizado
(19,4 °Brix e 0,084 % de acidez) e pasteurizado (95 °C/30 s), acondicionado
assepticamente em garrafas de polietileno tereftalato (PET). A bebida manteve-se

estavel por até 74 dias, quando estocada a 8 °C.

2.5.4 Refrigeracao
A refrigeracdo € uma tecnologia de conservacdo considerada branda

(ORDONEZ, 2005), normalmente empregada em combinacdo com outros métodos,
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como a pasteurizagao, pois aplica temperaturas acima do ponto de congelamento do
alimento, entre -1 °C e 8 °C. Os alimentos e bebidas refrigerados apresentam
alteracbes minimas em suas caracteristicas sensoriais e nutricionais (FELLOWS,
2006) e, por isso, costumam ser bem aceitos pelos consumidores, que os consideram
como produtos frescos e de boa qualidade (ORDONEZ, 2005).

De acordo com a Resolucdo RDC 218, de 29 de julho de 2005, os alimentos e
as bebidas com vegetais, assim como o caldo de cana, quando ndo consumidos
imediatamente ap0s o preparo, devem ser estocados sob refrigeracdo, a uma
temperatura inferior a 5 °C (ANVISA, 2005).

Sankhla et al. (2012) reportaram um aumento de 30 dias na vida de prateleira
do caldo de cana estocado a 4 °C, quando comparado ao produto estocado a 30 °C,
produzido a partir das mesmas condi¢cdes (pasteurizagdo a 80 °C/10 min +
metabissulfito de potassio a 150 mg/L + &cido citrico a 0,05% + pasteurizacao a 80
°C/20 min + irradiacao a 1,0 kGy).

2.6 Otimizacéo de processos

A competitividade no mercado global tem gerado uma demanda constante para
a otimizacdo de processos e produtos visando a reducdo de custos (RAO, 2009;
RODRIGUES; IEMMA, 2012). A otimizacao consiste em obter o melhor resultado sob
determinadas circunstancias (RAO, 2009) e tem objetivos diversos, a saber: reducéo
do tempo de producdo, aumento do rendimento e produtividade, melhoria na
qualidade de produtos processados, entre outros.

O planejamento experimental € uma ferramenta valiosa na otimizacdo de
processos e/ou desenvolvimento de produtos (RODRIGUES; IEMMA, 2012) e pode
ser considerada como a atividade estatistica mais importante de um estudo. Por meio
dessa ferramenta é possivel obter o maximo de informa¢des de um sistema, a partir
de um numero minimo de experimentos (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010).

De acordo com Rodrigues e lemma (2012), o planejamento adequado esta
condicionado ao numero de variaveis independentes (fatores) que serado investigadas,
a disponibilidade da matéria-prima, ao nimero de ensaios viaveis e ao custo desse
processo. Além disso, o numero de fatores que serédo estudados determina o nimero
minimo de ensaios que devem ser executados para que a analise estatistica seja

confiavel.
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Neste estudo foram investigados os efeitos dos fatores temperatura e tempo de
retencdo na pasteurizacdo do caldo de cana integral, com a finalidade de determinar
uma faixa ideal para este tratamento. Com este escopo, o0 Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) é o indicado para a investigacdo de dois fatores (ou
variaveis independentes) (RODRIGUES; IEMMA, 2012) e a Metodologia de Superficie
de Resposta € a técnica de otimizacdo recomendada quando se deseja otimizar um
sistema, satisfazendo a determinados critérios (BARROS NETO; SCARMINIO;
BRUNS, 2010).

2.6.1 Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR)

O delineamento composto central rotacional, também conhecido como
planejamento em estrela, é estruturado por uma parte fatorial (ou cubica), uma parte
axial (ou em estrela) e ensaios realizados no ponto central (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

A parte fatorial (ou cubica) é formada por nf.c pontos de coordenadas x; = —1
oux; = +1, paratodososi = 1,...,k, onde:

k € o numero de fatores (ou variaveis independentes) devidamente
codificados como xy, ..., xy ;

x; = —1 representa o nivel (ou valor) inferior ou minimo de um fator, e

x; = +1 representa o nivel (ou valor) superior ou maximo de um fator.

Dessa forma, a parte fatorial € composta por ensaios que contemplam todas as
combinacdes possiveis entre os niveis dos fatores de interesse (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Um planejamento idéntico ao fatorial, porém com uma rotacdo de 45° em
relacdo a orientacdo de partida, corresponde a parte axial de um delineamento
composto central rotacional. Ela contém n,, = 2 k pontos, sendo que a coordenada
de um fator € igual a um certo valor a (positivo ou negativo) e as demais coordenadas
sdonulas x; = 0. O valorde a éigual a i/% (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS,
2010) ou (2¥)"/4+ (RODRIGUES; IEMMA, 2012).

Os ensaios no ponto central séo realizados com o objetivo de fornecer uma

medida do erro puro e estabilizar a variancia da resposta. Para isso, normalmente o

ensaio no ponto central é repetido de 3 a 5, se a estiver proximo de vk (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).
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A Figura 3 apresenta uma representacdo grafica das coordenadas de um
delineamento composto central rotacional para 2 fatores ou variaveis independentes,

codificados como x; e x5.

Figura 3 - Representacao grafica das coordenadas de um delineamento composto central rotacional
para duas variaveis independentes (fatores) codificadas.

2

-2 -1 1] 1 2

X4

x1— variavel independente 1; x2 — variavel independente 2.
® Representacao da parte fatorial (ou cubica) ® Representacdo da parte axial (ou em estrela)
O Representacdo do ponto central. Fonte: Adaptado de Barros Neto, Scarminio e Bruns (2010).

2.6.2 Metodologia de Superficie de Resposta

A Metodologia de Superficie de Resposta (MSR) ou Response Surface
Methodology (RSM) foi introduzida por G. E. P Box em meados de 1950 (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010), e consiste no uso de técnicas matematicas e
estatisticas visando o desenvolvimento, aperfeicoamento e otimiza¢do de processos
e produtos (MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-COOK, 2009).

Ao aplicar essa técnica, o primeiro passo € identificar a relacéo funcional entre
a resposta e as variaveis independentes (MONTGOMERY, 2012). Inicialmente,
considera-se que a superficie de resposta na regido estudada é uma funcéo linear dos
fatores (BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010). Nesse caso, séo investigados
apenas os resultados dos ensaios da parte fatorial e no ponto central. Se a resposta
se adequar a uma funcdao linear das variaveis independentes, ela pode ser estimada
por uma equacao ou modelo de primeira ordem (MONTGOMERY, 2012; BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2010).

Considerando um estudo envolvendo dois fatores, o0 modelo de primeira ordem
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y = bO + b1x1 + bzxz (Equa(;éo 1)

Onde,

y = resposta (ou variavel dependente) de interesse
x; = fator ou variavel independente 1

x, = fator ou variavel independente 2

b = coeficiente (ou parametro) do modelo de regresséo

Quando o modelo linear ndo é adequado, deve-se utilizar o modelo quadratico
(ou modelo de segunda ordem). Nesse caso, 0s resultados de todos os ensaios do
delineamento composto central rotacional (DCCR) séo investigados, incluindo os da
parte axial (MYERS; MONTGOMERY; ANDERSON-COOK, 2009; BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010; MONTGOMERY, 2012). O modelo de segunda ordem

para um estudo com duas variaveis independentes é representado pela Equacao 2:

y = by + byx; + byxy + byx2 + byyx2 + biyxix, (Equacéo 2)

Em muitos casos utiliza-se ambos modelos (MONTGOMERY, 2012). Embora
0 ponto 6timo ou maximo possa ser localizado por meio de calculos, normalmente
utiliza-se uma representacdo grafica da superficie de resposta (BARROS NETO;
SCARMINIO; BRUNS, 2010), como na Figura 4.

Figura 4 - Representagédo grafica de uma superficie de resposta envolvendo duas variaveis
independentes.

(A) (B)
(A) Superficie quadratica de um estudo envolvendo duas variaveis. (B) Curvas de nivel da superficie
de resposta. Fonte: Adaptado de Barros Neto, Scarminio e Bruns (2010).
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Na literatura é possivel encontrar diversos estudos em que a metodologia de
superficie de resposta foi empregada, com o intuito de otimizar algum processo e/ou
produto, inclusive caldo de cana.

Rezzadori et al. (2014) investigaram os efeitos dos parametros temperatura
(13,2 — 45 °C), presséo (1,32 — 4 bar) e velocidade tangencial (0,36 — 1,00 m.s?) na
microfiltracdo de caldo de cana acidificado, através da aplicacdo de um DCCR e da
MSR. Os resultados apontaram como condi¢cdes Otimas a temperatura de 45 °C, a
velocidade tangencial de 0,87 m.s e presséo transmembrana de 2 bar.

Kumar e Chand (2015) aplicaram um DCCR e a MSR visando otimizar as
condicBes para clarificacdo do caldo de cana. As variaveis independentes analisadas
foram a temperatura (73,59 - 90,41 °C), a espessura do carvao ativado (0,83 - 1,67
mm) e a quantidade adicionada do clarificante natural “deola” (0,063 — 0,74 g/L).
Considerando como respostas a viscosidade, o teor de sélidos soluveis e os sélidos
totais, os valores 6timos obtidos para os fatores estudados foram: temperatura de
77,55 °C, espessura do carvao ativado de 1,5 mm e adicdo de deola a 0,48 g/L.

Singh et al. (2016) desenvolveram um processo de estabilizagcdo para o caldo
de cana a partir da adicdo de ingredientes (acido ascorbico, &cido citrico e deola) e da
temperatura de estocagem da bebida. Os pesquisadores empregaram a MSR para
otimizar os niveis dos aditivos e da temperatura de estocagem, considerando como
respostas o pH, o teor de sélidos soluveis, a acidez, os agUcares totais, os agucares
redutores, a atividade antioxidante, a atividade de PPO, a qualidade microbiolégica e
a aceitacao sensorial da bebida. Os valores 6timos encontrados (para 100 mL de caldo
de cana) foram de 35 mg de acido ascorbico, 20 mg de acido citrico, 6 mL de deola e
temperatura de estocagem de 18 °C.

Embora a literatura apresente estudos nos quais a metodologia de superficie
de resposta foi empregada, ressalta-se que né&o foi identificada a aplicagdo desta
técnica com o objetivo de otimizar o binbmio temperatura e tempo para pasteurizacao
de caldo de cana integral.

O delineamento fatorial é uma ferramenta estatistica bastante util no
planejamento de experimentos e analise de dados. Os efeitos da interacdo entre os
fatores (varidveis independentes) estudados sdo melhor explorados, comparado a
outras metodologias. O experimento pode ser executado com um nimero reduzido de
ensaios, explorando todo o espaco experimental e calculando o erro por meio da

repeticdo das condic¢des (niveis das variaveis independentes) no ponto central, com o
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proposito de avaliar a reprodutibilidade do processo em questdo. Esta metodologia
também possibilita a obtencdo de um modelo matematico permitindo a otimizacao de
parametros do processamento (RODRIGUES; IEMMA, 2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
O objetivo central do presente estudo consistiu na otimiza¢ao do bindbmio tempo
X temperatura de pasteurizacéo, visando a estabilizacdo de caldo de cana integral.

3.2 Objetivos especificos
Identificar o bindbmio tempo x temperatura para pasteurizagéo de caldo de cana
integral, na faixa compreendida entre 16 e 44 s e 78 e 92 °C, objetivando 0s seguintes
efeitos:
= Maior numero de reducdes logaritmicas na populacdo de micro-organismos
mesdfilos, psicrotroficos e bolores e leveduras.
= Maior percentagem de reducdo das atividades de polifenoloxidase e
peroxidase.
= Menores indices de escurecimento e de variacao total de cor.

= Maior aceitabilidade sensorial do produto final.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagcdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) (Cadigo de financiamento
001) e da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo (FAPESP)
(processo 2016/19002-1).

Os ensaios experimentais foram conduzidos na Faculdade de Zootecnia e
Engenharia de Alimentos (FZEA) da Universidade de Sao Paulo (USP), no campus
de Pirassununga/SP, nas seguintes dependéncias do Departamento de Engenharia
de Alimentos (ZEA):

» Planta Piloto de Processamento de Alimentos.

= Laboratério de Gestdo da Qualidade e Seguranca de Alimentos

(GEQUASA).
= Laboratorio de Tecnologia de Sistemas de Embalagem (LATSE).

= Laboratério Multiusuério de Andlise Sensorial de Alimentos (LAMASA).

4.1 Matéria-prima

A cana-de-acUcar (Saccharum spp.), cultivar RB 867515, utilizada para a
producdo do caldo de cana neste estudo, foi gentilmente doada pela usina Baldin
Bioenergia S/A (Pirassununga - SP). Sua colheita foi realizada no dia anterior ao
processamento, sendo transportada até a Planta Piloto de Processamento de
Alimentos, onde foi recepcionada e processada.

A escolha do cultivar foi baseada em uma pesquisa desenvolvida por
Bomdespacho (2018), que avaliou a qualidade sensorial da bebida extraida de
diferentes cultivares de cana-de-agucar. O estudo demonstrou que o cultivar RB

867515 produziu uma bebida com elevada aceitacdo sensorial.

4.2 Embalagens

Para o acondicionamento do caldo de cana foram utilizadas garrafas de
polietileno tereftalato (PET) transparentes com capacidade para 500 mL, com tampas
de polipropileno (PP), conforme Figura 5-a.

As embalagens foram higienizadas anteriormente ao envase do produto. A
superficie externa das garrafas foi descontaminada por imersdo em solugéo de &acido
peracético (Thech APA® SAN, Thech Desinfecgéo Ltda., Cotia — SP, Brasil) 0,05%
(v/v) a 25 °C por 20 minutos (Figura 5-b). O interior das garrafas foi sanificado por
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aspersao de solucdo de acido peracético a 0,05% (v/v) durante 10 segundos a 45 °C
(Figura 5-c), utilizando um sistema semiautomatico de descontaminacédo de frascos

(Zegla Industria de Maquinas para Bebidas Ltda., Bento Goncgalves — RS, Brasil).

Figura 5 - Sanificacdo das embalagens utilizadas na pesquisa.

(b)

@)

(c)

(a) Garrafa de PET utilizada no acondicionamento do caldo de cana (b)
Descontaminagado da superficie externa. (c) Sanificagdo interna.
Fonte: Prépria autoria.

As tampas foram esterilizadas a 121 °C por 15 minutos em autoclave vertical
modelo AV Plus Digital (Phoenix Industria e Comercio de Equipamentos Cientificos

Ltda., Araraquara — SP, Brasil).

4.3 Processamento
A cana recepcionada na planta piloto foi processada conforme o ilustrado na

Figura 6.



Figura 6 - Fluxograma do processamento de caldo de cana integral.

1. Recepcao da
matéria-prima

4. Pesagem

6. Extracao e pré-filtragédo do
caldo de cana

8. Envase asséptico

2. Selecéo, pré-limpeza 3. Raspagem
e corte

5. Sanificagéo
(acido peracético 0,05% v/v / 30 min)

7. Pasteurizacao e resfriamento
em trocador de calor a placas

9. Estocaaem refrigerada (0 °C)

Fonte: Prépria autoria.
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4.3.1 Selecdo e preparo da matéria-prima para processamento

As palhas da cana recepcionada foram removidas e os colmos foram
visualmente inspecionados, visando a selecdo de canas sadias e livres de injarias
para o processamento. Os colmos foram submetidos a cortes transversais com facas
de aco inoxidavel para facilitar o seu manuseio, sendo as cascas removidas por meio
de raspagem em limpador de cana (Magtron Importacao e Exportacao Ltda., Joacaba
— SC, Brasil).

Os colmos foram pesados em uma balanca digital (Urano Ind. de Balangas e
Equip. Eletronicos Ltda., Canoas — RS, Brasil), lavados em agua corrente e, em
seguida, imersos em solucdo de acido peracético (Thech APA® SAN, Thech
Desinfeccédo Ltda., Cotia — SP, Brasil) 0,05% (v/v), durante 30 minutos a 25 °C.

De acordo com a RDC N° 2, de 8 de janeiro de 2004 (ANVISA, 2005), o acido
peracético € um desinfetante com alto poder germicida, mesmo em baixas
concentracdes, e ndo apresenta risco a salude ou ao meio ambiente, uma vez que 0s

produtos gerados pela sua decomposicao (acido acético e oxigénio) sdo atoxicos.

4.3.2 Extracao do caldo de cana

A extracdo do caldo foi realizada por meio da moagem dos colmos em uma
moenda elétrica com cilindros de aco inoxidavel modelo Cana Shop 200 (Magtron
Importacdo e Exportacédo Ltda., Joacaba — SC, Brasil), com peneira movel de nylon
acoplada (28 mesh). Cada colmo foi inserido duas vezes no equipamento para maior
aproveitamento da matéria-prima e padronizacdo do processamento. O caldo extraido
passou por uma pré-filtracdo na propria moenda e foi coletado em recipientes opacos
com tampa de rosca, para pesagem em uma balanca digital (Urano Ind. de Balancas
e Equip. Eletronicos Ltda., Canoas — RS, Brasil). O caldo foi triplamente filtrado em
peneira conica de aco inoxidavel (35 mesh), transferido para o tanque de recepcédo da

linha de processamento e pasteurizado.

4.3.3 Pasteurizacao

O caldo de cana foi pasteurizado em um trocador de calor a placas elétrico,
modelo Micro Plak (Suma Industria e Comeércio Ltda., Campinas — SP, Brasil), com
vazdo nominal de 300 L/h e valvula pneumética para retorno do produto
subprocessado ao tanque de recepcdo. Apos a pasteurizacdo, a bebida foi resfriada

a 10 °C, conduzida para um contentor isotérmico hermético e transferida para o
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sistema de envase. A temperatura e tempo de retencdo variaram de acordo com o

ensaio realizado.

4.3.3.1 Delineamento experimental

Com o objetivo de otimizar o tratamento térmico, realizou-se um Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR), com duas variaveis independentes (fatores):
(1) temperatura de pasteurizacdo e (2) tempo de retencdo. O delineamento
experimental foi elaborado com cinco niveis (-1,41; -1; 0; +1; +1,41) e onze ensaios,
sendo trés no ponto central.

Os niveis foram estabelecidos com base em estudos anteriores (OLIVEIRA et
al., 2007; YASMIN; MASOOD; ABID, 2010; KARMAKAR; GHOSH,;
GANGOPADHYAY, 2011; KUNITAKE et al., 2013; HUANG; CHANG; WANG, 2015;
RAMACHANDRAN et al., 2016; ABHILASHA; PAL, 2018) e na capacidade do trocador
de calor disponivel para a pesquisa, que atinge a temperatura maxima de 95 °C. A

Tabela 5 apresenta os niveis reais e codificados das variaveis estudadas.

Tabela 5 — Niveis reais e codificados das variaveis independentes (fatores) incluidas no Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR).

Niveis
Fatores
-1,41 (-a) -1 0 +1  +1,41 (+a)
X1 Temperatura (°C) 78 80 85 90 92
X2 Tempo de retencao (s) 16 20 30 40 44

(-a) ponto axial inferior. (-1) nivel inferior. (0) ponto central. (+1) nivel superior. (+a;) ponto axial superior.
Fonte: Prépria autoria.

A temperatura de pasteurizacéo e o tempo de retencao foram ajustados a cada
ensaio, de acordo com o delineamento experimental. A selecdo da temperatura foi
realizada diretamente no painel de controle do trocador de calor e o tempo de
retencdo, acoplando-se tubos e mangueiras com diferentes comprimentos. A Figura 7

mostra os tubos de retenc¢ao utilizados.
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Figura 7 - Tubos de retencao utilizados na pasteurizacdo do caldo de cana.

(d)

(a) (b) (c)

(e)

(a) retencéo de 16 s. (b) retencéo de 20 s. (c) retengéo de 30 s.
(d) retencéo de 40 s. (e) retencéo de 44 s. Fonte: Propria autoria.

As variaveis dependentes estudadas (respostas) foram as reducbes
logaritmicas das popula¢cdes de micro-organismos (mesofilos, psicrotroficos e bolores
e leveduras), as porcentagens de reducédo da atividade das enzimas PPO e POD; a
variacdo na luminosidade da bebida (AL*); a diferenga total de cor entre o produto
pasteurizado e a bebida in natura (AE*), e as médias de notas obtidas para os atributos
aparéncia, sabor e impressao global do caldo de cana pasteurizado.

A Tabela 6 apresenta o DCCR com as condi¢des de pasteurizacdo para este

estudo, incluindo a massa de cana processada e data de realizacéo de cada ensaio.
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Tabela 6 — Matriz de delineamento para otimizacdo do tratamento térmico de caldo de cana integral.

Variaveis independentes Massa de
Ensaio (fatores) d'\gé;r/zg% proc(:::Q:ada
T(°C) tret (S) (kg)
1 80 (-1) 20 (-1) Junho/2017 111,02
2 90 (+1) 20 (-1) Agosto/2017 93,30
3 80 (-1) 40 (+1) Agosto/2017 70,67
4 90 (+1) 40 (+1) Maio/2017 120,20
5 85 (0) 30 (0) Abril/2017 73,47
6 85 (0) 30 (0) Junho/2017 75,35
7 85 (0) 30 (0) Setembro/2017 78,70
8 78 (-q) 30 (0) Outubro/2017 61,54
9 92 (+a) 30 (0) Novembro/2017 134,54
10 85 (0) 16 (-0) Outubro/2017 117,51
11 85 (0) 44 (+a) Novembro/2017 132,39

Variaveis independentes codificadas entre parénteses. (-a) ponto axial inferior. (-1) nivel inferior. (0)
ponto central. (+1) nivel superior. (+o)) ponto axial superior. o = 1,41. T: temperatura. tret: tempo de
retencao. Fonte: Prépria autoria.

De acordo com a matriz, foram realizados onze (11) ensaios, sendo cada
ensaio considerado como um lote de caldo de cana processado. As replicatas do

ponto central (85 °C/30 s) foram realizadas no inicio, meio e final da pesquisa.

4.4 Envase asseéptico

O envase asséptico do caldo de cana pasteurizado foi conduzido no interior de
uma cabina de fluxo de ar horizontal unidirecional 1ISO Classe 5 (Vecoflow Ltda.,
Campinas — SP, Brasil), por meio de uma dosadora gravimétrica semiautomatica
modelo DOSALIQ G54 (Polienva Equipamentos de Envase Ltda., Sdo Paulo — SP,
Brasil). A limpeza das superficies da area de envase foi realizada com lencos
umedecidos com perédxido de hidrogénio 3% m/m (THECHVIR®, Thech Desinfeccédo

Ltda., Cotia — SP, Brasil). Apés o envase, as garrafas foram fechadas com tampas de
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rosca, identificadas e estocadas a 0 °C até a conclusao de todas as analises (cerca
de 15 dias).

4.5 Caracterizagdo da bebida

A caracterizacao da bebida in natura e pasteurizada foi realizada por meio de
testes fisico-quimicos, microbiologicos, enzimaticos e sensoriais, e da analise
instrumental de cor. Com excec¢ao aos testes sensoriais, os demais foram conduzidos

em triplicata.

4.5.1 Caracterizagao fisico-quimica

Os ensaios fisico-quimicos foram conduzidos no Laboratério de Tecnologia de
Sistemas de Embalagem (LATSE). Para a determinacao do pH e do teor de sélidos
soluveis (TSS) seguiu-se a metodologia da Association of Official Analytical Chemists
(AOAC International) (2010). A acidez titulavel (AT) foi determinada conforme
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008).

4.5.1.1 Determinacao do pH
Para a determinacgéo do pH utilizou-se um medidor de pH modelo mPA210 (MS
Tecnopon Equipamentos Especiais Ltda., Piracicaba — SP, Brasil), previamente

calibrado com soluc¢des tampdes de pH 4,0 e 7,0.

4.5.1.2 Teor de Sélidos Soluveis (TSS)
O teor de solidos soluveis foi determinado por meio de um refratbmetro portatil
digital modelo AR 200 (Reichert Inc., Estados Unidos da América) e expresso em

°Brix.

4.5.1.3 Acidez Titulavel (AT)

A acidez titulavel foi determinada pela técnica de volumetria potenciométrica,
sendo as amostras tituladas com hidroxido de sédio (NaOH) a 0,1 mol/L. A solucdo
de NaOH foi padronizada com biftalato de potassio, utilizando-se o indicador
fenolftaleina para determinar o ponto de equivaléncia ou viragem.

A titulacdo do caldo de cana foi considerada completa ao atingir pH na faixa de

8,2 a 8,4. Os resultados foram expressos em % (m/v) de &cido citrico.
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4.5.1.4 Ratio
O ratio foi calculado por meio da razdo entre o teor de solidos soluveis e a
acidez titulavel (TSS/AT).

4.6 Anélise instrumental de cor

A andlise instrumental de cor foi realizada por meio de um espectrofotbmetro
portatil de medida de cor refletida modelo MiniScan EZ 4500L (Hunter Associates
Laboratory, Inc., Reston — VA, Estados Unidos da América), configurado com
iluminante D65 e angulo de observacgao de 10°.

As amostras foram acondicionadas em um conjunto de acessorios especificos
para analise de liquidos translucidos, composto por uma cubeta cilindrica de vidro com
anel escuro de borracha acoplado e disco metélico (tampa) com padrdo branco
(Figura 8).

Figura 8 - Conjunto de acessorios para analise de cor de liquidos translicidos em espectrofotdmetro.

Fonte: Prépria autoria.

Trés (3) amostras de caldo in natura e trés (3) amostras de caldo pasteurizado,
produzidas em cada ensaio, foram analisadas. O equipamento registrou trés (3)
leituras de cada amostra, e a cor da bebida foi definida pela média obtida para os

parametros L*, a*, b* do sistema CIELab, onde:

L* - luminosidade (0 a 100);
a* - coordenada vermelho (+60) / verde (-60)

b* - coordenada amarelo (+60) / azul (-60)

Os parametros L*, a* e b* foram inseridos na calculadora de cores EasyRGB

(https://www.easyrgb.com/en/convert.php) para obtencao da cor da bebida.
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A diferenca total de cor (AE*) entre o caldo de cana pasteurizado e a bebida in

natura foi calculada pela equacéao 3:
AE* = (AL2 + Aa*2 + Ab*2)72 (Equagéo 3)

4.7 Analises microbiolégicas

Os ensaios microbiolégicos foram conduzidos no laboratério de Gestdo da
Qualidade e Seguranca de Alimentos (GEQUASA), no interior de uma cabine de
seguranca biolégica modelo PA410 ECO (Pachane Equipamentos para Laboratérios
Ltda., Piracicaba — SP, Brasil).

Visando atender a Legislacdo Brasileira, realizou-se a contagem de coliformes
termotolerantes a 45 °C e a verificacdo da presenca/auséncia de Salmonella spp. nas
amostras de caldo de cana in natura e pasteurizado. Para analisar o desempenho dos
binbmios estudados, realizaram-se contagens de aerdbios mesofilos, aerdbios

psicrotréficos e de bolores e leveduras, em amostras in natura e processadas.

4.7.1 Salmonella spp.
As andlises de Salmonella spp. foram realizadas por meio do método BAX®
System, descrito por Kushida (2005). Esse método consiste em quatro etapas,

conforme detalhado a seguir, e apresenta resultado qualitativo (positivo/negativo).

1) Pré-enriquecimento
25 mL de amostra de caldo de cana foram diluidos em 225 mL de caldo
lactosado (Bacto™, Difco Laboratories, Estados Unidos da América) (diluicdo
1:10) e incubados a 35-37 °C/18-24 horas.

2) Enriquecimento
10 pL da amostra pré-enriquecida foram diluidos em 500 pL caldo BHI (Brain
Heart Infusion) (Bacto™, Difco Laboratories, Estados Unidos da América)
(diluicdo 1:50) e incubados a 35-37 °C/3 horas.

3) Lise
5 pL da amostra enriquecida foram transferidos para tubo de lise contendo 200

pL do reagente de lise (solugdo tampéo fosfato com protease) do kit DuPont™
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BAX® System PCR Assay for Salmonella 2 (certificado pela AOAC n°100201,
2018).

Os tubos foram incubados em blocos aquecedores (Dry Block Heater, DuPont
Qualicon, Estados Unidos da América) a 37 °C/20 min para rompimento da
parede celular e, em seguida, a 95 °C/10 min para liberacdo do DNA.

Para interromper o processo enzimatico, os tubos foram acondicionados em

blocos de resfriamento por 5 minutos.

4) PCR (Polymerase Chain Reaction ou Reacao de Polimerase em Cadeia)
50 pL do lisado foram transferidos para tubos de Eppendorf contendo tabletes
de PCR e, em seguida, acondicionados no termociclador para analise.
A deteccdo das amostras positivas/negativas foi realizada com o auxilio do

programa computacional Bax® System Operator Interface.

4.7.2 Coliformes a 45 °C

A andlise de coliformes a 45 °C foi realizada pela técnica de plaqueamento em
superficie de Compact Dry CF (certificado pela AOAC n° 110401, 2014), com
incubacado a 45 °C por 24 — 48 h, conforme a Figura 9.

Figura 9 - Analise de coliformes a 45 °C.

H20p — 4gua peptonada (Bacto™, Difco Laboratories, Estados Unidos da América).
Fonte: Propria autoria.
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Para essa andlise foram plagueadas a amostra de caldo de cana pura (10°) e
a diluicdo 107, tanto para o caldo de cana in natura quanto pasteurizado. Os

resultados foram expressos em logUFC/mL.

4.7.3 Aerbbios mesofilos, aerébios psicrotroficos e bolores e leveduras

As analises de aerdébios mesofilos, aerdbios psicrotréficos e de bolores e
leveduras foram conduzidas por meio da técnica de plagueamento em superficie,
conforme metodologias descritas por Silva et al. (2010). Para as andlises de aerébios
mesofilos e de aerdbios psicrotroficos utilizou-se o Plate Count Agar (PCA) (Bacto™,
Difco Laboratories, Estados Unidos da América) como meio de cultura, enquanto que
para as analises de bolores e leveduras utilizou-se o agar Dicloran Rosa de Bengala
Cloranfenicol (DRBC) (Merck S/A). A Figura 10 apresenta o detalhamento dessas

analises.

Figura 10 - Andlises de aerdbios mesofilos, aerdbios psicrotréficos e bolores e leveduras.

H20p — agua peptonada (Bacto™, Difco Laboratories, Estados Unidos da América).
Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2010.

As diluicGes plaqueadas para a andlise do caldo de cana in natura foram: 102,
103 e 104, Para o caldo processado foram plagueados o caldo puro (10°) e a diluicdo

101, Os resultados foram expressos em logUFC/mL.
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4.8 Anélises enziméticas

As atividades das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) no caldo
de cana in natura e na bebida pasteurizada foram determinadas conforme
metodologia descrita por Campos et al. (1996) e adaptada por Andrade (2014).

Os equipamentos utilizados foram um banho ultratermostatizado modelo MA-
184 (Marconi Equipamentos para Laboratoério Ltda., Piracicaba — SP, Brasil) e um
espectrofotdometro modelo SP-22 (Labmais Comércio de Equipamentos Ltda., Curitiba
— PR, Brasil).

Como branco foram utilizados todos os reagentes, conforme analise especifica
de cada enzima, sem a adi¢cdo da amostra diluida de caldo de cana.

As atividades enzimaticas foram expressas em unidades (U), sendo uma
unidade equivalente a variagdo de 0,001 na absorbancia por minuto por mL de
amostra. Para o céalculo de atividade foi aplicada a Equacéao 4.

(A bamostra - Abbranco)

Atividade (U) = Equacéao 4

widade (U) 0,001.¢ (Equacao 4)
Onde:

Abamostra = absorbancia da amostra.

Abbranco = absorbancia do branco.

t = tempo de incubacdo da amostra no meio reacional em banho

ultratermostatizado (min).

As reducbes das atividades enziméticas foram expressas em %, sendo

calculadas a partir da equacéo 5.

(AEin natura ~ AEpasteurizado)

RA (%) =
’ (AEin natura)

.100 (Equacéo 5)

Onde:
AEin natura = atividade enziméatica no caldo in natura.

AEpasteurizado = atividade enzimatica no caldo pasteurizado.

As etapas das andlises de PPO e POD sao apresentadas na Figura 11.



Figura 11 - Etapas das analises de atividade das enzimas (A) polifenoloxidase (PPO) e (B)
peroxidase (POD).
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(A)

(B)

Fonte: Propria autoria.
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4.9 Testes Sensoriais

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado (CAAE:
67221017.9.0000.5395, parecer n° 2.083.624 de 25/05/2017) pelo Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos da Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz
(ESALQ-USP), sendo os testes conduzidos somente apds a confirmacdo da
seguranca microbiolégica da bebida.

A andlise sensorial € uma ferramenta extremamente valiosa, pois pode ser
utilizada para avaliar diversos aspectos, como o efeito do processamento nas
caracteristicas sensoriais do produto (TEIXEIRA, 2009), e consequentemente, na sua
aceitabilidade.

A avaliacdo sensorial do caldo de cana integral pasteurizado foi realizada por
meio de testes de aceitacdo, baseados na metodologia descrita por Dutcosky (2013).
Para a avaliagcao, foi utilizada a escala hedonica estruturada de 9 pontos, com a nota
9 significando “gostei muitissimo”, nota 5 “nem gostei/nem desgostei” e nota 1,
“‘desgostei muitissimo. Os atributos avaliados foram a aparéncia, o sabor e a
impressao global. Para complementar os testes de escala hedobnica, testes de
intencdo de compra foram aplicados utilizando-se uma escala estruturada de cinco
pontos, variando de “5 - certamente compraria” a “1 - certamente ndo compraria® o
produto.

Os testes foram aplicados em cabines individuais do Laboratério Multiusuario
de Andlise Sensorial de Alimentos (LAMASA) da FZEA-USP, sob luz branca, a uma
equipe provadores nao treinados, recrutados entre alunos e funcionarios da
instituicdo, com idade igual ou superior a 18 anos, e habituados ao consumo de caldo
de cana. A participacdo na pesquisa foi condicionada ao preenchimento do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Para Dutcosky (2013), o numero de julgadores deve ser superior a 60 por
grupo. Por outro lado, Hough e colaboradores (2006) apontaram um nimero minimo
necessario de 112 consumidores, para testes de aceitacdo. Nesta pesquisa foram
utilizadas equipes com 112 provadores, em média, em cada ensaio. O perfil dos

consumidores que participaram dos testes € mostrado na Figura 12.
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Figura 122 - Género (A) e faixa etéria (B) dos consumidores que participaram dos testes sensoriais.

Género (%) Faixa etaria
1%

= 18 a 25 anos

= 26 a 35 anos

= Masculino = 36 a 45 anos

= Feminino 46 a 55 anos

= 56 a 65 anos

Fonte: Prépria autoria.

As amostras foram apresentadas aos avaliadores de forma monadica, em
copos brancos descartaveis de 50 mL, codificados com numeros de trés algarismos,
e acompanhadas de um copo de agua e da ficha para avaliag&do sensorial (Figura 13).
Serviram-se aproximadamente 40 mL da bebida a 7 °C.

A porcentagem de provadores que atribuiram notas superiores a 5, no teste de
escala hedonica, foi considerada como porcentagem de aceitacdo da bebida
pasteurizada.



51

Figura 133 - Ficha de avaliacao sensorial de caldo de cana integral pasteurizado.

FICHA DE AVALIACAO SENSORIAL DE CALDO DE CANA INTEGRAL
PASTEURIZADO

Nome: Data: / /

Por favor, avalie a amostra de caldo de cana e indique, utilizando a escala
abaixo, 0 quanto vocé gostou ou desgostou em relacdo a aparéncia, ao sabor e a
impresséao global.

9 - Gostei muitissimo

8 - Gostei muito

7 - Gostei moderadamente
6 - Gostei ligeiramente Amostra | Aparéncia | Sabor
5 - Nao gostei, nem desgostei
4 - Desgostei ligeiramente

3 - Desgostei moderadamente
2 - Desgostei muito

1 - Desgostei muitissimo

Impressao
Global

Se vocé encontrasse esse produto no mercado, VOcé:

() Certamente compraria

( ) Provavelmente compraria

( ) Talvez compraria, talvez ndo compraria
( ) Provavelmente ndo compraria

() Certamente ndo compraria

Indique o que vocé mais gostou na amostra:

Indique o que vocé menos gostou na amostra:

Comentarios:

Fonte: Prépria autoria.
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4.10 Analise estatistica dos dados

Os resultados obtidos a partir dos testes fisico-quimicos, microbiolégicos,
enzimaticos e sensoriais foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (5% de significancia), por meio do software SAS, versdo 9.3, (SAS Institute,
Inc., Cary, NC, USA) para comparacdo das médias dos diferentes lotes processados.

A Analise de Componentes Principais (ACP) foi realizada por meio do software
STATISTICA®, versdo 13.0.4.14, para verificagdo de eventuais correlacdes entre 0s
parametros determinados para os 11 lotes processados.

Os dados dos ensaios experimentais, segundo o Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) proposto, foram processados por meio do software
Protimiza Experimental Design (http://experimental-design.protimiza.com.br/) para a
andlise dos efeitos das variaveis independentes (fatores) nas respostas.
Primeiramente, procedeu-se a andlise de regressao para 12 (incluindo apenas as
respostas dos ensaios realizados nos pontos centrais) e 2 2 (adicionando-se as
respostas dos pontos axiais) ordens, a 10% de significancia. Tendo em vista a alta
variabilidade das respostas, inerente aos ensaios microbiolégicos, enzimaticos e
sensoriais, valores de p < 0,1 foram considerados significativos, baseado em
Rodrigues e lemma (2012). Em seguida, o modelo matematico foi reparametrizado
considerando apenas 0s coeficientes estatisticamente significativos. A ANOVA foi
realizada para verificar a significancia estatistica do modelo gerado. Demonstrado o
ajuste dos modelos aos dados experimentais, construiu-se a superficie de resposta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
Neste topico serdo apresentados o0s resultados obtidos a partir do
processamento dos onze lotes de caldo de cana, para a bebida in natura e

pasteurizada.
5.1 Rendimento da extracdo do caldo de cana
A Tabela 7 apresenta os dados referentes as massas de matéria-prima

processada e de caldo extraido, em cada um dos lotes.

Tabela 7 — Rendimento obtido na extracdo de caldo de cana.

Ensaio Cana Calc!o Rendimen~to da
o raspada extraido extracao
(Lote/Binbmio) (kg) (kg) (%)
L1 (80°C/20s) 111,02 62,99 57
L2 (90 °C/20 s) 93,30 51,13 55
L3 (80 °C/40 s) 70,67 42,31 60
L4 (90 °C/40 s) 120,20 70,59 59
LS (78 °C/30 s) 73,47 41,81 57
L6 (92 °C/30 s) 75,35 41,30 55
L7 (85°C/16s) 78,70 43,10 55
L8 (85 °Cl44 s) 61,54 33,73 55
L9 (85°C/30 s) 134,54 81,99 61
L10 (85°C/30s) 117,51 68,94 59
L11 (85°C/30s) 132,39 75,76 57
Média + DP 97,15 + 26,72 55,79 + 16,69 57 +2

Rendimento da extracdo (%) = (massa de caldo extraido/massa de cana raspada)*100.
DP: Desvio Padrédo. Os valores em destaque indicam os rendimentos minimo e maximo
obtidos na extrac¢é@o do caldo. Fonte: Prépria autoria.

Os valores alcancados para o rendimento da extracdo do caldo de cana
situaram-se na faixa de 55 a 61%. Considerando que a matéria-prima utilizada nos

onze ensaios pertence ao mesmo cultivar de cana-de-acucar (RB 867515), cultivado
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pelo mesmo produtor sob as mesmas praticas agricolas, e que os lotes foram
processados ao longo de oito (8) meses, essa variacdo de pouco mais de 6% no
rendimento pode ser atribuida as variacdes na composicdo da matéria-prima, que
pode ser afetada pelos periodos de plantio e colheita, pelas condi¢cdes climéticas e
pelo estagio de maturagdo (KUNITAKE, 2012).

Em um estudo desenvolvido por Bomdespacho (2018), envolvendo oito
cultivares de cana-de-acucar, o rendimento da extracdo variou de 49 a 61%, sendo
53% o rendimento observado para a bebida extraida do mesmo cultivar utilizado nesta
pesquisa (RB867515).

Suzart (2009) estudou o caldo de cana extraido de vinte cultivares de cana, ao
longo dos meses de fevereiro e setembro, e obteve valores médios de rendimento na
faixa de 47 a 58%.

A Figura 14 apresenta as amostras de caldo de cana in natura e pasteurizado

produzidas nos onze ensaios.
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Figura 14 — Amostras de caldo de cana in natura (esquerda) e pasteurizado (direita).

L1 (80 °C/20 s) L2 (90 °C/20 s) L3 (80 °C/40 s) L4 (90 °C/40 s)
L5 (78 °C/30 s) L6 (92 °C/30 s) L7 (85 °C/16 s) L8 (85 °C/44 s)
L9 (85 °C/30 s) L10 (85 °C/30 s) L11 (85 °C/30 s)

Fonte: Prépria autoria.

5.2 Analises fisico-quimicas
A Tabela 8 apresenta as médias dos resultados obtidos nas analises fisico-

guimicas da bebida in natura e processada.



Tabela 8 — Resultados dos testes fisico-quimicos realizados em caldo de cana in natura e pasteurizado.

Ensaio TSS (°Brix) AT (% ac. citrico) Ratio (TSS/AT)

(Lote/Bindbmio) IN P IN P IN P IN P
L1 (80 °C/20 s) 5,31°+ 0,01 5,31°+ 0,01 19,69+ 0,1 19,5+ 0,0 0,095 + 0,004 0,094 + 0,000 206 208
L2 (90 °C/20 s) 5,31°+0,01 5,32°+ 0,01 23,39+ 0,1 22,99+0,1 0,063%+ 0,000 0,063¢+ 0,000 368 362
L3 (80 °C/40 s) 5,30+ 0,01 5,31¢+ 0,00 21,2¢+ 0,0 20,8+ 0,1 0,1252+ 0,004 0,1232+ 0,003 170 170
L4 (90 °C/40 s) 5,32°+ 0,01 5,34 + 0,01 17,8"+0,1 17,4"+0,1 0,095 + 0,004 0,090 + 0,004 188 193
L5 (78 °C/30 s) 5,27°+ 0,01 5,27¢+ 0,01 24,3+ 0,1 23,4°+ 0,1 0,1212+ 0,004 0,115% + 0,003 201 203
L6 (92 °C/30 s) 5,317+ 0,01 5,31+ 0,00 24,3°+0,1 24,02+ 0,0 0,080°+ 0,002 0,080°% + 0,002 303 299
L7 (85 °C/16 s) 5,189+ 0,01 5,19'+ 0,01 24,52+ 0,1 24,12+ 0,0 0,064%+ 0,002 0,062¢+ 0,003 382 389
L8 (85 °C/44 s) 5,31°+ 0,01 5,299+ 0,00 24,0°+0,1 23,6°+0,0 0,072% + 0,004 0,072%% + 0,004 332 326
L9 (85 °C/30 s) 5,15° + 0,02 5,18+ 0,01 17,9"+0,0 17,69+ 0,0 0,052¢ + 0,008 0,071°%% + 0,028 344 248
L10 (85 °C/30 s) 5,372+ 0,01 5,372+ 0,00 19,87+ 0,1 19,5+ 0,0 0,080°+ 0,004 0,083 + 0,002 249 235
L11(85°C/30s)  5,189+0,01 5,18+ 0,00 24,4%+0,1 24,02+ 0,1 0,066+ 0,000 0,068%+ 0,002 370 353
MPC 5,23+0,12 5,24 +0,11 20,7+ 3,3 20,4 +3,3 0,066 + 0,014 0,074 + 0,008 321 279

Médias de trés repeticbes + desvio padréo. IN: In Natura. P: Pasteurizado. TSS: Teor de Sélidos Solaveis. AT: Acidez titulavel. MPC: Média dos pontos

centrais. Médias seguidas pelo mesmo expoente na mesma coluna (comparacao entre lotes/bindbmios) nao diferem entre si (p>0,05). Fonte: Propria autoria.
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Os valores de pH do caldo de cana in natura variaram de 5,15 a 5,37 nos onze
lotes processados. Essa variacao de 0,22 pode ser atribuida a diferentes composicoes
da matéria-prima e pode ser considerada aceitavel, uma vez que 0s processamentos
foram conduzidos ao longo de 8 meses. Comparando o pH da bebida in natura e
pasteurizada, observou-se variacdo méaxima de 0,03; indicando que o processamento
térmico exerceu pouca ou nenhuma influéncia significativa nesse parametro.

A variabilidade nos valores de pH do caldo de cana in natura foi observada na
literatura. Uma pesquisa idealizada por Chauhan et al. (2002) na india, avaliou a
bebida extraida de diferentes cultivares de cana-de-acUcar e registrou valores de pH
entre 5,28 e 5,54. Bomdespacho (2018), no entanto, apontou valores na faixa de 4,7
a 5,3 em uma pesquisa semelhante desenvolvida no Brasil.

Khare et al. (2012) relataram pH de 4,35 para o caldo de cana in natura, valor
inferior aqueles encontrados nesta pesquisa. Da mesma forma, Machado, Ribeiro e
Bertolo (2012) observaram pH de 4,75 e Ferreira (2012) de 5,07. Valores superiores
(5,49 a 5,60), no entanto, foram relatados por Soares (2017). Por outro lado, valores
de pH muito semelhantes aos encontrados neste estudo foram apontados por
Kayalvizhi et al. (2016), Rezzadori (2010) e Brochier, Mercali e Marczak, (2016) para
a bebida nao processada, sendo 5,10; 5,32 e 5,36, respectivamente.

Assim como o pH, os resultados de TSS obtidos para o caldo de cana in natura
(17,8 a 24,5 °Brix) apresentaram diferencas significativas. Essa variacdo pode ser
atribuida aos diferentes graus de maturagcdo da matéria-prima, disponiveis no
momento do processamento. Diferentes teores de soélidos sollveis para caldo de cana
in natura podem ser observados ao comparar resultados obtidos em outros estudos.
Krishnakumar, Thamilselvi e Devadas (2013) relataram TSS de 16,0 °Brix, enquanto
gue Huang, Chang e Wang (2015) encontraram TSS de 17,4 °Brix. Saxena, Makroo e
Srivastava (2016) observaram TSS de 19,6 °Brix, enquanto que Machado, Ribeiro e
Bertolo (2012) apontaram TSS de 20,1 °Brix e Silva et al. (2016) relataram ainda TSS
na faixa de 20,4 a 23,7 °Brix.

Comparando-se as amostras in natura e pasteurizada, observou-se uma
reducdo no teor de sélidos sollveis apds o0 processamento em todos 0s onze lotes. A
variacdo maxima observada, no entanto, foi de 1,0 °Brix, portanto considera-se que
0 processamento ndo exerceu efeito relevante neste parametro. Kayalvizhi et al.

(2016) também notaram uma reducéo (de 17,5 para 17,0 °Brix) no teor de soélidos
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solliveis da bebida processada por campo elétrico pulsado (30 kV cm™, 150 pulsos,
110 s). Em contrapartida, Abhilasha e Pal (2018) apontaram um aumento de 18,1 para
18,7 °Brix no TSS do caldo de cana processado a 70 °C por 5 minutos.

A reducdo no TSS ocasionada pelo tratamento térmico poderia ser justificada
por eventuais reacbes de polimerizagdo de mono e dissacarideos, deflagradas
durante o processamento.

Assim como o teor de solidos solaveis, a acidez apresentou variacdo
significativa (0,052 a 0,125% de acido citrico) entre os diferentes lotes da bebida in
natura. Kunitake et al. (2014) relataram acidez na faixa de 0,047 a 0,052% de &cido
citrico, enquanto que Huang, Chang e Wang (2015) apontaram acidez de 0,097 (% de
acido citrico). Esses resultados sdo semelhantes aos encontrados nesta pesquisa. No
entanto, outros estudos apontaram acidez ligeiramente maior. Kayalvizhi et al. (2016)
relataram acidez de 0,2% de &cido citrico no caldo de cana in natura e Chauhan et al.
(2002) observaram acidez na faixa de 0,24 a 0,39% para a bebida extraida de
diferentes cultivares.

Embora tenham sido observadas diferencas significativas entre os lotes, em
relacdo a acidez titulavel, o processamento ndo exerceu efeito apreciavel nesse

parametro.

5.2.1 Analise de Componentes Principais (ACP)

A Figura 15 ilustra os resultados da ACP para os parametros fisico-quimicos

dos onze lotes de caldo de cana in natura.
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Figura 15 - (A) Projecd@o das amostras do caldo de cana in natura e (B) parametros fisico-quimicos

determinados.
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A Figura 15 mostra que os componentes principais 1 e 2 (PC1 e PC2)
explicaram 83,01% (58,65 % + 24,36 %) da variabilidade total entre os lotes de caldo
in natura. O ratio foi o parametro que mais contribuiu em PC1, e o teor de solidos
soluveis em PC2.

As amostras posicionadas no mesmo quadrante do plano (Figura 15-A)
apresentam caracteristicas semelhantes. Dessa forma, os lotes 2, 6, 7, 8 e 11
assemelham-se em relacéo ao teor de solidos solUveis e ao ratio, enquanto que os
lotes 3 e 5 sdo semelhantes em relacdo ao pH e a acidez.

A variabilidade entre as amostras € melhor explicada por vetores mais longos.
Posto isso, o teor de sélidos soluveis foi o parametro que melhor explicou a variacéao
entre os lotes de caldo in natura.

A ACP sugere, que 0s parametros com vetores préximos um dos outros, assim
como o pH e a acidez, normalmente apresentam alta correlacdo positiva. Parametros
com vetores formando um angulo préximo a 90°, como entre o TSS e a AT e entre o0
pH e o TSS, geralmente ndo apresentam correlacao linear significativa. Vetores que
formam um angulo proximo a 180° sugerem correlacdo negativa entre 0s parametros.
A analise estatistica complementar indicou uma correlagdo negativa entre o ratio e
acidez, a 5% de significancia.

Os resultados da ACP para o caldo de cana pasteurizado estdo apresentados

na Figura 16.



Figura 16 - (A) Projecdo das amostras do caldo de cana pasteurizado e (B) parametros fisico-

gquimicos determinados.
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Os componentes principais 1 e 2 (PC1 e PC2) foram capazes de explicar
81,27% (61,51% + 19,76%) da variabilidade total entre os lotes da bebida
pasteurizada. Analogamente a ACP do caldo in natura, os parametros que mais
contribuiram em PC1 e PC2 foram o ratio e o teor de solidos soliveis,
respectivamente.

A projecao das amostras do caldo pasteurizado no plano (Figura 16-A), indicou
gue os lotes 3 e 5 sdo semelhantes em relacdo ao pH e a acidez, enquanto que 0s
lotes 2, 6, 7, 8 e 11 se assemelham em relac&o ao teor de sélidos sollveis e ao ratio.

O teor de sdlidos soluveis foi 0 parametro que melhor explicou a variacao entre
os lotes de caldo de cana pasteurizado. A ACP sugere gue parametros pH e acidez
apresentam correlacédo positiva, tendo em vista a proximidade de seus vetores. No
entanto, a andlise estatistica complementar confirmou apenas uma correlacédo

negativa entre o ratio e acidez, a 5% de significancia.

5.3 Analise instrumental de cor

Os resultados dos parametros de cor (L*, a*, b*) obtidos nos onze lotes, assim
como a diferenca total de cor (AE*) calculada sdo apresentados na Tabela 9. A
luminosidade da bebida é representada pelo parametro L* (0: preto, 100: branco),

engquanto que a cromaticidade € indicada pelos parametros a* (-60: verde; +60:

vermelho) e b* (-60: azul; +60: amarelo).



Tabela 9 — Resultados da andlise instrumental de cor do caldo de cana in natura e pasteurizado.

Ensaio e e b* e
(Lote/Bin6mio) IN P IN P IN P
L1 (80 °C/20 s) 36,332 + 0,33 38,722 + 0,86 +2,4 6,78°£ 0,27 4,689+ 0,31 -2,1 26,763 + 0,44  25,68% + 1,80 -11
L2 (90°C/20s)  31,12°"+1,25 28,811+ 0,06 -2,3 10,132+ 0,40 6,89%+0,01 -3,2 24,474+ 1,81  21,95% + 0,09 -2,5
L3 (80°C/40s) 35,22 +0,53 36,99°+ 0,28 +1,8 9,12°+0,13  7,54% 10,16 -1,6 28,572+ 1,01 28,372+ 0,16 -0,2
L4 (90 °C/40s)  38,732x0,62 37,47* + 0,20 -1,3 7,759+ 0,09  6,41% +0,05 -1,3 25,6230+ 0,61  21,84°¢+ 0,09 -3,8
L5 (78 °C/30s) 33,76™% +0,47 34,839+0,18 +1,1 8,43 +0,11 6,61°+0,05 -1,8 23,309+ 0,68 23,11 + 0,46 -0,2
L6 (92°C/30s) 33,81™¢+0,12  32,79°+0,54 -1,0 7,19 +0,04 5,189+0,14 -2,0 25,5734+ 0,08 22,46°+0,91 -3,1
L7 (85°C/16s) 33,37°+0,41 34,729+ 0,78 +1,4 7,73%+0,10 6,34%+0,34 -1,4 27,40% + 0,41 27,602+ 1,35 +0,2
L8 (85°Cl44s)  31,91% +0,51 32,72° £ 0,45 +0,8 8,43 + 0,14 5,78'+ 0,10 -2,7 22,669+ 1,73 19,339+ 0,47 -3,3
L9 (85°C/30s)  31,22%+1,69 29,327+ 0,43 -1,9 8,99 + 0,36 8,102+ 0,09 -0,9 27,90% + 1,76 22,38°+ 0,64 -5,5
L10 (85°C/30s) 37,922+0,40 39,232 £ 0,44 +1,3 7,579+ 0,09 5,97¢"+ 0,07 -1,6 28,00% + 0,88 26,09% £ 0,58 -1,9
L11 (85°C/30s) 30,757+ 0,04 29,001+ 0,36 -1,8  10,23*+0,05 7,09 +0,15 -3,1 26,1230+ 0,30  22,64°+ 0,52 -3,5

Médias de trés repetices + desvio padréo; L*: Luminosidade (0: preto; 100: branco). a*: croma vermelho/verde (-60: verde; +60: vermelho). b*: croma
amarelo/azul (-60: azul; +60: amarelo). IN: In Natura. P: Pasteurizado. Médias seguidas pelo mesmo expoente na mesma coluna (comparacao entre

lotes/bindmios) ndo diferem entre si (p > 0,05). A = processado — in natura. Fonte: Propria autoria.
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Os valores obtidos para o parametro L* do caldo de cana in natura variaram de
30,75 a 38,73. Esses valores indicam que a bebida apresentou baixa luminosidade,
uma vez que a escala utilizada varia de 0 (preto) a 100 (branco).

No que se refere ao parametro a* (+60: vermelho; -60: verde) do caldo de cana
in natura, observou-se, em todos os lotes, uma leve inclinagdo para o croma vermelho,
apresentando valores na faixa de 6,78 a 10,23. O caldo de cana pasteurizado, por sua
vez, apresentou valores de 4,68 a 8,10, o que indica uma reducao na intensidade da
cor avermelhada da bebida.

Quanto ao parametro b* (+60: azul; -60: amarelo) foram obtidos valores na faixa
de 22,66 a 28,57 para o caldo de cana in natura, caracterizando uma bebida mais
amarelada. Os valores deste parametro obtidos para a bebida pasteurizada variaram
de 19,33 a 28,37. Com excecéo ao lote L7 (85 °C/16 s; Ab* = +0,2), foi observada
menor intensidade da cor amarela do caldo de cana pasteurizado em comparagéo ao
caldo in natura.

Em relacdo a variagao observadas nos parametros de cor para o caldo in natura
e processado, pode-se considerar que a pasteurizacdo exerceu pouca influéncia na
cor da bebida, tendo em vista que as variacdes foram pequenas em relacdo ao
tamanho da escala (L* - Luminosidade: de 0 a 100; a* - croma vermelho/verde: de -60
a +60, e b* - croma amarelo/azul: de -60 a +60).

Indriani et al. (2017) relataram valor de a* igual a 7,0 para o caldo de cana in
natura, valor semelhante ao observado neste estudo. Os valores observados para os
parametros L* e b* foram inferiores, sendo 23,6 e 6,7 respectivamente. No entanto,
ressalta-se que o cultivar de cana-de-acucar utilizado pelos pesquisadores difere do
cultivar empregado nesta pesquisa.

Em um estudo realizado por Bomdespacho (2018), no qual foram analisados
caldos de cana extraidos de oito diferentes cultivares de cana-de-agucar, também se
observaram reducdes nas cores vermelha e amarela da bebida apos a pasteurizacao
(85 °C/30 s), para todos os cultivares estudados. Os valores de L*, a* e b* relatados
para a bebida in natura extraida do mesmo cultivar utilizado nesta pesquisa (RB
867515) foram iguais a 36,0, 9,6 e 38,2, respectivamente. Foram relatados ainda, para
0S mesmos parametros, valores iguais a 37,1, 8,0 e 32,7, para a bebida pasteurizada.
Os valores de L* e a* foram semelhantes aos encontrados nesta pesquisa, ja 0S

valores de b* foram superiores, caracterizando uma bebida ainda mais amarelada.



O Quadro 3 mostra as cores obtidas para os onze (11) lotes de caldo de cana

a partir da conversao dos parametros L* a* b* na calculadora EasyRGB (EASYRGB,
2019).

Quadro 3 — Cores obtidas para o caldo de cana in natura e pasteurizado a partir da conversao dos
parametros L* a* b* na calculadora EasyRGB (EASYRGB, 2019).

IN: In Natura. P: Pasteurizado. L1 (80 °C/20 s). L2 (90 °C/20 s). L3 (80 °C/40 s). L4 (90 °C/40 s). L5

(78 °C/30 s). L6 (92 °C/30 s). L7 (85 °C/16 s). L8 (85 °C/44 s). L9, L10 e L11 (85 °C/30 s — ponto
central). Fonte: Prépria autoria.

A diferenca total de cor (AE*) entre a bebida in natura e pasteurizada foi
calculada a partir dos parametros L* a* b*. Os resultados obtidos para os onze lotes
séo apresentados na Figura 17.

Figura 147 - Diferenca total de cor (AE*) entre o caldo de cana integral in natura e pasteurizado.

7 A

Diferenca Total de Cor (AE*)

L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L10 L11 MPC

Ensaio (Lote/Bindmio)

L1 (80 °C/20 s). L2 (90 °C/20 s). L3 (80 °C/40 s). L4 (90 °C/40 s). L5 (78 °C/30 s). L6 (92 °C/30 s).
L7 (85 °C/16s). L8 (85 °C/44 s). L9, L10 e L11 (85 °C/30 s — ponto central). MPC: Média dos
pontos centrais. AE* = (AL + Aa*? + Ab*?)/2. Fonte: Propria autoria.
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A partir da Figura 17 é possivel observar maiores diferencas totais de cor nos
lotes de caldo de cana pasteurizados a temperaturas mais severas. Por outro lado, 0
lote 7 (L7 - 85 °C/16 s) apresentou a menor variacao de cor entre os onze lotes (1,95).
Este resultado pode ser atribuido ao bindbmio de pasteurizacao utilizado, ja que o
tempo de retencao para o referido lote foi menor, comparado aos demais.

Os valores de AE* obtidos nesta pesquisa (1,95 a 5,91) mostraram-se
semelhantes aos observados por Bomdespacho (2018), que relatou valores na faixa
de 2,9 a 7,5 para a bebida extraida de diferentes cultivares e submetida a
pasteurizacéo a 85 °C/30 s. O valor de AE* encontrado para o cultivar RB 867515 foi
de 5,8.

Abhilasha e Pal (2018) relataram valores de AE™ entre 3,5 a 10,8 para o caldo
de cana pasteurizado a diferentes temperaturas (70, 80 e 90 °C) e tempos de retencao
(5, 10 e 15 min).

5.4 Andlises microbioldgicas

Os resultados obtidos a partir dos testes microbiolégicos do caldo in natura e
recém-processado sdo apresentados na Tabela 10. Os testes de verificacdo da
presenca/auséncia de Salmonella spp. e de quantificacdo de coliformes
termotolerantes (a 45 °C) foram realizados com o intuito de assegurar a qualidade
higiénico-sanitaria da bebida. As contagens de micro-organismos aerobios mesdofilos,
aerébios psicrotréficos e bolores e leveduras foram utilizadas como indicadores da
eficiéncia do binébmio aplicado na pasteurizagéo da bebida.

De acordo com os dados da Tabela 10, todos os 11 lotes apresentaram
resultados de coliformes termotolerantes (a 45 °C) e Salmonella spp. dentro dos
limites estabelecidos pela legislacéo vigente (ANVISA, 2001), indicando, portanto, a
gualidade e a seguranca da bebida processada.

No que se refere as contagens de aerdbios mesobfilos, aerdbios psicrotréficos e
bolores e leveduras, observou-se elevada carga microbiana no caldo de cana in

natura.



Tabela 10 — Contagens microbianas em caldo de cana in natura e pasteurizado.

Coliformes Salmonela Aerébios Bolores e Aerdbios
. termotolerantes mesofilos leveduras psicrotréficos
Ensaio
(Lote/Binomio) (UFC/mL) (em 25 mL) (logUFC/mL) (logUFC/mL) (logUFC/mL)
IN P IN P IN P IN P IN P
L1 (80 °C/20 s) 21 <1 est. - - 5,2 2,3 4,2 < 1est 4,8 <1 est
L2 (90 °C/20 s) 13 <1 est - - 3.9 <1 est 4,1 < lest 4,0 <1 est
L3 (80 °C/40 s) < Lest. <1 est. - - 4,7 1,3 4,0 < 1est 4,1 <1 est.
L4 (90 °C/40 s) 28 <1 est - - 6,2 1,6 4,2 < lest 5,7 <1 est.
L5 (78 °C/30 s) 13 <1 est. - - 50 <1,2 est. 4,1 < 1est 4,1 <1 est
L6 (92 OC/SO S) 15 < 1 est. - - 4,6 < 1 est. 4,2 < 1 est. 4,8 < 1 est.
L7 (85 °C/16 s) <1 est. <1 est. - - 4,4 1,4 4,0 < 1est 4,3 <1 est.
L8 (85 °C/44 s) 14 <1 est - - 4,7 <1 est 4,0 < 1est 4,3 <1 est
L9 (85 °C/30 s) <1 est <1 est. - - < 6,7 est. 2,0 4.8 <1 est 4,6 <1 est.
L10 (85°C/30 s) 10 <1 est. - - 5,2 <14 est 3,9 < 1est 4,5 <1 est.
L11 (85°C/30 s) 16 <1 est - - 4,6 <1 est 4,0 < lest 4,1 <1 est

IN: In Natura. P: Pasteurizado. est: contagem estimada. — ausente. Fonte: Propria autoria.
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As contagens de aerdbios meséfilos no caldo de cana in natura verificadas
neste estudo (3,9 a 6,7 logUFC/mL) foram semelhantes as observadas por outros
autores. Kunitake (2012) relatou contagens na faixa de 3,0 a 5,3 logUFC/mL, enquanto
gue Andrade (2014) obteve valores na faixa de 3,9 a 4,6 logUFC/mL, e Silva et al.
(2016) reportaram uma populacéo de 6,3 logUFC/mL de aerdbios mesdfilos.

Em relacdo as contagens de bolores e leveduras, valores inferiores aos
observados neste estudo (3,9 a 4,8 logUFC/mL) foram relatados por Kunitake (2012),
gue obteve valores na faixa de 2,5 a 3,9 logUFC/mL. Valores superiores, no entanto,
foram constatados em outros estudos. Silva et al. (2016) e Sankla et al. (2012)
observaram populacdes de bolores e leveduras de 5,2 e 5,4 logUFC/mL,
respectivamente, em caldo de cana in natura, enquanto que Rezzadori (2010) relatou
uma populacédo de 6,4 logUFC/mL em caldo de cana acidificado.

No que concerne a populacdo de aerdbios psicrotroficos, Suzart (2009) obteve
uma contagem de 5,2 logUFC/mL em caldo de cana in natura, valor proximo aos
observados neste estudo (4,0 a 5,7 logUFC/mL).

Os resultados das contagens de micro-organismos no caldo de cana recém-
processado indicaram que todos os bindbmios aplicados foram efetivos na reducdo da
populagdo microbiana inicial.

As reducdes decimais (RD) alcancadas neste estudo variaram de 2,9 a > 4,7
para aerébios mesdfilos, de > 2,9 a > 3,8 para bolores e leveduras e de > 3,0 a > 4,7
para aerébios psicrotroficos. O lote 9 (85 °C/30 s) alcancou as maiores reducdes
decimais de aerdbios mesdfilos e de bolores e leveduras, enquanto que o lote 4 (90
°C/40 s) foi o mais efetivo na reducéo de aerébios psicrotréficos.

Reducdes decimais semelhantes foram observadas em um estudo realizado
por Bomdespacho (2018), no qual foram avaliadas as bebidas in natura e pasteurizada
(85 °C/30 s) extraidas de diferentes cultivares de cana-de-agucar. Os valores de RD
alcancados foram de 2,0 a 3,6 para aerobios mesofilos, de > 1 a > 3,6 para bolores e

leveduras e de > 2,5 a > 4,1 para aerobios psicrotroficos.

5.5 Anélises enziméticas
A Tabela 11 apresenta os resultados obtidos nas analises de atividade das
enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD), nos onze lotes de caldo de cana

in natura e pasteurizado.
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Tabela 11 — Atividade (U) das enzimas polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD) em caldo de cana
in natura e pasteurizado.

Ensaio PPO POD

(Lote/Bin6mio) IN PAST IN PAST

L1 (80 °C/20 s) 7,70°+061  2,77%+0,22 4438*+344  15422+0,08
L2 (90 °C/20s) 6,01 +0,07  2,58°+0,08 33,517 +1,08 5,719+ 0,75
L3 (80 °C/40 s) 7,28 40,11  2,70% + 0,32 29,42 +0,96  11,04°+1,37
L4 (90 °C/40 s) 10,692 +0,21 1,99+ 0,08 32,67° +1,05 2,07¢ + 0,29
L5 (78 °C/30 s) 483°+0,10  3,58%+0,16 30,07 +1,17 15,712+ 0,10
L6 (92 °C/30 s) 573%+0,12  3,632+0,03 32,00 +1,10  542%+0,25
L7 (85 °C/16 s) 491°+0,10  3,01%+0,08 31,80 + 1,87 5,89 + 0,08
L8 (85 °C/44 s) 528%+0,11 3,20 +0,07 31,40 +0,31 7,80 +0,18
L9 (85 °C/30 s) 5,06°+053  0,539+0,12 42,67+ 0,24 9,84 + 341
L10 (85°C/30s)  7,82+0,11 1,96' + 0,02 28,96 +329  5,11%+0,32
L11 (85°C/30s)  6,64™0+130  2,96% +0,07 26,98° + 0,99 6,56% + 1,25

IN: In Natura. P: Pasteurizado. Médias seguidas pelo mesmo expoente na mesma coluna (comparagao
entre lotes/binbmios) nao diferem entre si (p > 0,05). Fonte: Prépria autoria.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 11 é possivel observar
diferencas nas atividades iniciais das enzimas PPO e POD detectadas nos onze lotes.
Uma vez que os lotes foram processados ao longo de 8 meses, supde-se que essas
diferencas estejam relacionadas a variabilidade na composicdo e maturacdo da
matéria-prima.

A atividade da POD no caldo in natura (26,98 a 44,38 U) foi consideravelmente
superior a atividade da PPO (4,83 a 10,69 U) o que também pode ser observado em
outros estudos. Andrade (2014) relatou atividades de PPO e POD na faixa de 3,70 a
40,57 U e de 3,35 a 148,56 U, respectivamente. Bomdespacho (2018) observou
atividades de PPO na faixa de 9,4 a 15,4 U no caldo de cana in natura, enquanto que
a atividade de POD detectada variou de 5,2 a 33,2 U.

Bucheli e Robinson (1994), ao utilizar o acido clorogénico como substrato,

observaram maior atividade da PPO no caldo de cana, quando comparado ao uso de
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outros substratos, como o catecol. Sendo este o0 substrato utilizado neste estudo, €
possivel que a PPO estivesse presente em niveis superiores aos detectados.
As porcentagens de reducéo das atividades de PPO e POD estao apresentadas

na Figura 18.

Figura 158 - Porcentagens de reducéo da atividade (%) das enzimas PPO (a) e POD (b) no caldo de
cana alcancadas pelo tratamento térmico.
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pontos centrais. Fonte: Prépria autoria.
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Os resultados ilustrados na Figura 18, indicam que os binGmios aplicados neste
estudo n&o inativaram completamente as enzimas PPO e POD presentes no caldo de
cana. No entanto, observa-se que o0 binémio 90 °C/40 s (L4) foi o mais efetivo na
inativacdo de ambas as enzimas estudadas. Esse resultado era esperado,
considerando que este foi 0 tratamento mais severo dentre 0os empregados neste
estudo.

Abhilasha e Pal (2018) alcancaram reducfes da atividade de PPO na faixa de
41,1 a 64,3% para o caldo de cana pasteurizado a diferentes temperaturas (70, 80 e
90 °C) e tempos de retencéo (5, 10 e 15 min) em banho-maria. A maior inativacao
ocorreu na bebida pasteurizada pelo binGmio mais severo (90 °C/15 min).

Brochier, Mercali e Marczak (2016), ao analisar diferentes temperaturas de
pasteurizacdo (60, 70, 75 e 80 °C) e tempos de retencao (2, 4, 6, 8, 10 e 12 minutos),
observaram maior reducao da atividade de POD (66 %) a partir do binbmio 80 °C/12
minutos.

Bomdespacho (2018) verificaram reducdes de 50,0 a 83,1% e de 34,8 a 77,6%
nas atividades de PPO e POD, respectivamente, ao pasteurizar o caldo de cana a 85
°C/30 s. Andrade (2014) alcancou reducdes de 42,7 a 99,4% na atividade de PPO, e
de 52,5 a 98,9% na atividade de POD, ao utilizar o bindmio 95 °C/30 s.

Analisando os graficos da Figura 18, nota-se que foram alcancadas maiores
reducdes da atividade da POD (47,8 a 93,7%), quando comparado a PPO (25,6 a
89,5%). Esse resultado ndo condiz com o obtido por Bucheli e Robinson (1994), que
observaram maior estabilidade da POD ao calor, em relacdo a PPO. No entanto, o
contrario também foi constatado por outros autores.

Toralles et al. (2005) verificaram que a temperatura Otima para a maxima
atividade de ambas as enzimas, extraidas de péssego Granada, foi de 30 °C. A partir
de 40 °C, os autores notaram menor estabilidade da POD em relacdo a PPO. A 70 °C,
observaram cerca de 27 % de atividade residual de PPO, enquanto que a inativagéo
guase completa da POD foi alcancada.

Lopes, Toralles e Rombaldi (2014) estudaram a inativacdo térmica da PPO e
da POD em péssegos Jubileu. Os resultados mostraram que uma reducéo de 95% da
atividade da POD foi alcancada a 65 °C, ap6s 150 minutos. O mesmo indice de perda
de atividade foi observado para a PPO a 70 °C/540 minutos, sugerindo maior

estabilidade térmica desta enzima.
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Segundo Araujo (2011), a fonte da enzima e a natureza substrato séo fatores
gue influenciam o pH 6timo para atuacédo da PPO, que normalmente se encontra entre
6,0 e 7,0. Ademais, embora a inativacdo da PPO geralmente seja alcancada atraves
da exposicao a temperaturas de 70 a 90 °C, por curtos periodos de tempo, algumas
enzimas sao relativamente termoestaveis, apresentando meia-vida de 12 min a 70 °C.

Vamos-Vigyazo e Haard (1981) sugeriram que a termoestabilidade da PPO
pode ser bastante variada entre as suas diferentes formas moleculares, provenientes
da mesma fonte. Posto isso, sugere-se que os resultados obtidos neste estudo sejam
atribuidos as variacoes fisico-quimicas as quais a matéria-prima esta sujeita, neste

caso, devido principalmente a época de colheita.

5.6 Anélise sensorial

Os resultados dos testes de escala heddnica estao apresentados na Tabela 12.

Tabela 12 — Médias de notas e porcentagens de aceitacao obtidas a partir do teste de escala
heddnica de 9 pontos para caldo de cana pasteurizado.

Ensaio Atributo
(Lote/Bindmio) Aparéncia Sabor Impress&o Global
L1 (80 °C/20 s) 6,79+1,7/77 759+15/92 717+1,3/89
L2 (90 °C/20 s) 57'+21/57 7,50+ 1,4/92 7,00+ 1,4/87
L3 (80 °C/40 s) 6,8°+1,7/79 7,6°+1,4/93 7,39+1,3/93
L4 (90 °C/40 s) 6,79+1,7/82 7,2°+1,7/85 6,9"+1,5/82
L5 (78 °C/30 s) 6,79+1,7/79 7,7°+1,3/95 75°+1,3/92
L6 (92 °C/30 s) 6,2°+1,9/65 7,2°+1,6/87 7,09+1,5/82
L7 (85 °C/16 s) 7,1°+15/88 7,82+1,1/96 7,72+1,1/95
L8 (85 °C/44 s) 5,99+2,0/64 7,59+1,3/93 7,17+1,4/89
L9 (85 °C/30 s) 6,2°+1,8/68 7,6°+1,6/90 7,2°+1,6/86
L10 (85 °C/30 s) 7,3*+1,5/88 7,7°+15/92 7.6°+1,2/92
L11 (85 °C/30 s) 5,6M"+20/52 7,7°+1,3/94 717+1,2/92

Média das notas! + desvio padrao / Porcentagem de aceitacéo (% de provadores que atribuiram
notas superiores a 5). tMédias seguidas pelo mesmo expoente na mesma coluna (comparagéo
entre lotes) ndo diferem entre si (p > 0,05). Os valores em destaque indicam o resultado minimo
e maximo obtidos. Fonte: Propria autoria.
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Os dados apresentados na Tabela 12 revelaram uma avaliacdo positiva de
todos os lotes processados, uma vez que as médias das notas conferidas aos
atributos avaliados foram superiores a 5, em uma escalade 1 a 9.

Bomdespacho (2018) avaliou caldo pasteurizado a 85 °C/30 s, extraido de oito
cultivares de cana. As notas médias atribuidas a aparéncia variaram de 4,8 a 7,1
enguanto que o indice de aceitacdo para esse atributo variou de 45 a 82% sendo a
maior média relacionada a bebida extraida do mesmo cultivar utilizado neste estudo
(RB867515). Esses valores sdo semelhantes aos resultados obtidos nesta pesquisa
(5,6 a 7,3). As médias das notas conferidas ao sabor da bebida variaram de 5,0 a 6,8;
sendo 6,3 o valor obtido para o cultivar RB867515, que também apresentou um dos
melhores desempenhos para esse atributo. Esses valores, no entanto, foram
inferiores aqueles alcancados neste estudo (7,2 a 7,8), mesmo quando comparados
as médias obtidas para 0 mesmo bindbmio de pasteurizacdo. Os indices de aceitacao
obtidos para o cultivar mencionado foram de 87% para a aparéncia e 73% para o
sabor.

Rezzadori (2010) obteve valores semelhantes para as notas medias obtidas
para os atributos aparéncia (6,3) e sabor (7,7) do caldo de cana adicionado de 5% de
maracuja e pasteurizado a 95 °C/30 s.

A menor e a maior média de notas obtidas para a aparéncia neste estudo (L11
=5,6 e L10 = 7,3), foram observadas no ponto central (85 °C/30 s). Isso indica que o
tratamento térmico ndo teve efeito nesse parametro. As diferencas nos resultados
podem estar relacionadas a variabilidade da composi¢do da matéria-prima, ja que o0s
lotes foram processados em épocas distintas.

Os menores indices de aceitacdo obtidos para a aparéncia foram observados
nos lotes 2 (90 °C/20 s) e 11 (85 °C/30 s). Esse resultado pode estar correlacionado
a luminosidade (L*) da bebida, uma vez que varios avaliadores indicaram a “cor muito
escura” como a caracteristica que menos gostaram no produto. Os lotes mencionados
apresentaram 0s menores valores para o parametro L* (L2 = 28,81 + 0,06 e L11 =
29,00 £ 0,36). No entanto, a variacdo da luminosidade (AL*) entre a bebida
pasteurizada e o caldo in natura, foi baixa (L2 = - 2,3 e L11 = - 1,75), corroborando a
hipétese de que a pasteurizacdo nédo teve influéncia nesse parametro.

Os maiores indices de aceitacdo para a aparéncia (88%), o sabor (96%) e a
impressao global (95%), foram observados no lote 7. Esse resultado pode ser

atribuido ao binébmio aplicado na pasteurizacao da bebida (85 °C/16 s), que foi um dos
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mais brandos dentre os estudados. Em contrapartida, os lotes submetidos a
tratamentos mais severos, como o L4 (90 °C/40 s) e L6 (92 °C/30 s), apresentaram 0s
menores indices de aceitacdo para o sabor (85 e 87%, respectivamente) e para a
impressao global (82%, para ambos os lotes). Salienta-se que o sabor foi o atributo
mais importante, j& que teve maior influéncia na avaliagdo da impresséo global da
bebida, quando comparado a aparéncia.

De forma complementar aos testes de escala hedbnica foram realizados testes
para avaliar a atitude de compra do provador em relagdo a bebida. Os resultados
obtidos nos onze lotes sao apresentados na Figura 19.

Para a andlise da atitude de compra, considerou-se como indice de intencao
de compra positiva a soma das notas 4 (provavelmente compraria) e 5 (certamente
compraria). O somatorio das notas 1 (certamente ndo compraria) e 2 (provavelmente
ndo compraria) foi considerado como indice de rejeicdo. A porcentagem de notas
iguais a 3 (talvez compraria, talvez ndo compraria) foi estimada como indice de

indecisdo ou incerteza.
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Figura 19 - Distribuicdo de frequéncia da atitude de compra (%) do caldo de cana integral pasteurizado.
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A Figura 19 revela que todos os lotes apresentaram indices de intencdo de compra
satisfatorios, e rejeicdo de no maximo 12%. A menor frequéncia de intencdo de compra
positiva (59%) foi observada para o lote 11 (85 °C/30 s), que obteve também o maior indice
de indecisao (31%).

O lote 7 (85 °C/16 s) destacou-se com a maior frequéncia de intencdo de compra
positiva (82%) e menor indice de rejeicdo (3%). Esse resultado pode ser relacionado aos
dados apresentados na Tabela 12, onde os maiores indices de aceitacdo sao observados
para este mesmo lote.

Bomdespacho (2018) alcangcou um indice de 53% de intencdo de compra para o caldo
de cana integral pasteurizado (85 °C/30 s), obtido a partir do mesmo cultivar de cana utilizado
neste estudo. Andrade (2014) relatou atitude de compra positiva variando de 44 a 66% para
0 caldo de cana acidificado, pasteurizado a 95 °C/30 s e estocado a 4 °C. Kunitake (2012)
reportou indices na faixa de 50 a 88%, para o caldo de cana adicionado de polpa de maracuja
pasteurizado (85 °C/30 s, 90 °C/30 s e 95 °C/30 s) e estocado a 6,5 + 0,5 °C.

5.6.1 Andlise de Componentes Principais (ACP) dos dados da avaliacdo sensorial e
analise instrumental de cor

Os dados relativos a avaliacao sensorial e a analise instrumental de cor foram utilizados
na ACP. Os demais dados obtidos nos testes microbiologicos e enzimaticos (Tabela 13) ndo
foram incluidos em virtude da baixa porcentagem de explicacdo (< 70%) atribuida aos
componentes principais (PCl1 e PC2), quando todos os dados foram analisados

simultaneamente.
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Figura 20 - (A) Projecdo das amostras do caldo de cana pasteurizado e (B) variaveis (pardmetros de cor
instrumental e atributos sensoriais).
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A Figura 20 mostra que os componentes principais 1 e 2 explicaram 83,32% (59,08 +
24,24) da variabilidade total entre os onze lotes. A aparéncia foi o parametro que mais
contribuiu em PC1, enquanto que o sabor foi o principal contribuidor em PC2.

A partir do posicionamento das amostras (lotes) no plano (Figura 20-A), verifica-se que
os lotes 7 e 10 sdo semelhantes em relacdo ao sabor e a impresséao global. Os lotes 1, 3 e 5
se assemelham em relacéo a aparéncia e a variacao da luminosidade. Os lotes 2, 9 e 11 sdo
semelhantes em relacao a diferenca total de cor.

A impresséao global foi o parametro que mais contribuiu para a variabilidade entre as
amostras, uma vez que apresentou o vetor mais longo. A proximidade entre os vetores dos
parametros aparéncia e variacdo da luminosidade, assim como do sabor e da impresséo
global e da aparéncia e impressao global, sugerem uma correlacéo positiva entre as variaveis.

Os parametros de diferenca total de cor e variacao da luminosidade possivelmente nao
apresentam correlagéo linear significativa com o sabor, uma vez que o angulo formado entre
seus vetores é proximo a 90°. No entanto, vetores formando um angulo préximo a 180°, como
a diferenca total de cor e variacdo da luminosidade, sugerem correlacdo negativa entre os
parametros.

A analise de correlagbes a 5% de significancia confirmou correlagdes positivas entre a
variacdo de luminosidade e aparéncia, aparéncia e impressao global, e sabor e impressao

global.

5.7 Andlise de dados do delineamento fatorial

Neste topico serd apresentada a analise dos dados obtidos a partir do Delineamento
Composto Central Rotacional (DCCR).
A Tabela 13 apresenta a matriz do DCCR para as variaveis independentes (valores

reais e codificados) e os valores obtidos para as respostas.
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Tabela 13 — Dados do delineamento composto central rotacional (DCCR) para otimizacao do tratamento térmico de caldo de cana integral.

. Variaveis Variaveis dependentes
Ensaio independentes (respostas)
(fatores)
(Lote/
Binomio) T (°C) tret (S) ((ylz FI;OA) (OI/Z ORI'DA\) AL* AE* Me(;(’)tl;i)los E?/(%E)fai Psicr(glr:;)')ﬁcos Aparéncia®  Sabor? Im(;gebs;fo
1 80 (-1) 20 (-1) 63,4 65,3 +2,4 3,36 2,9 3,2 3,8 6,7 7,5 7,1
2 90 (+1) 20 (-1) 57,1 83,0 -23 471 2,9 3,1 3,0 5,7 7.5 7,0
3 80 (-1) 40 (+1) 62,9 62,5 +1,8 2,38 34 3,0 31 6,8 7,6 7,3
4 90 (+1) 40 (+1) 81,4 93,7 -1,3 4,20 4,6 3,2 4,7 6,7 7,2 6,9
5 78 (-a) 30 (0) 25,6 47,8 +1,1 2,12 3,8 3,1 3,1 6,7 7,7 7,5
6 92 (+a) 30 (0) 36,6 83,1 -1,0 3,84 3,6 3.2 3,8 6,2 7,2 7,0
7 85 (0) 16 (-0) 38,7 81,5 +1,4 4,33 3,0 3,0 3,3 7,1 7,8 7,7
8 85 (0) 44 (+a) 39,4 75,2 +0,8 1,95 3,7 3,0 3,3 5,9 7,5 7,1
9 85 (0) 30 (0) 89,5 76,9 +1,9 5,91 4,7 3.8 3,6 6,2 7,6 7,2
10 85 (0) 30 (0) 75,0 82,4 +1,3 2,81 3,8 2,9 3,5 7,3 7,7 7,6
11 85 (0) 30 (0) 55,5 75,7 +1,8 5,00 3,6 3,0 3,1 5,6 7.7 7.1
MPC 85 (0) 30 (0) 73,3 78,3 +1,7 4,6 4,0 3,2 3.4 6,4 7,7 7,3

Variaveis independentes codificadas entre parénteses. (-o) ponto axial inferior. (-1) nivel inferior. (0) ponto central. (+1) nivel superior. (+o)) ponto axial superior.
o = 1,41. MPC: Média dos pontos centrais. T: temperatura. tret: tempo de retengdo. PPO: polifenoloxidase. POD: peroxidase. % RA: reducao da atividade
enzimética. AL*: variagdo da luminosidade. AE*: diferenca total de cor do caldo de cana pasteurizado em relacdo ao caldo de cana in natura. RD: reducdes
decimais/logaritmicas. a: media de notas obtidas no teste de escala heddnica de nove pontos. AL* = L *pasteurizado — L*in nawra. AE* = (AL*? + Aa*2 + Ab*?)1/2, Os
valores em destaque indicam o melhor resultado obtido para cada parametro analisado. Fonte: Prépria autoria.
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Os dados apresentados na Tabela 13 foram utilizados na analise dos efeitos
da temperatura de pasteurizacdo e do tempo de retencao.

Os modelos matematicos de 12 (com pontos centrais apenas) e 22 ordem
(incluindo pontos axiais) foram testados a 10% de significancia, para cada resposta.
Embora os testes estatisticos sejam normalmente realizados a 5%, a analise a 10% é
considerada aceitavel em algumas situagcdes, como ensaios microbiolégicos,
enzimaticos e sensoriais, devido a grande variabilidade inerente a esses testes
(RODRIGUES; IEMMA, 2012).
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Figura 21 - Diagrama de Pareto para a andalise dos efeitos de 12 ordem (p < 0,1) em funcédo da
temperatura de pasteurizagdo (x1) e do tempo de retencdo (xz2).
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Fonte: Prépria autoria.
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Os diagramas obtidos a partir da analise de 12 ordem (Figura 21) mostram que
a temperatura de pasteurizagdo (x1), na faixa estudada (78 a 92 °C), teve efeito
significativo (p < 0,1) somente na reducao de POD e na variagdo da luminosidade
(AL*). O tempo de retencéo (x2), na faixa de 16 a 44 s, nao teve efeito significativo em
nenhuma resposta. No entanto, a interacéo entre x1 e xz foi significativa nas reducdes
da atividade da POD e da populacdo de micro-organismos aerobios psicrotroficos.

A ANOVA foi realizada apenas para as respostas (variaveis dependentes) que
foram significativamente afetadas pela temperatura e/ou tempo de retencao.

A Tabela 14 exibe os resultados da ANOVA para a reducao da atividade da
POD (na analise de 22 ordem), excluindo-se a variavel x2 (tempo de retencéo), por

ndo ter sido significativa. Os valores de Fcac € R? foram destacados.

Tabela 14 — Analise de variancia (ANOVA) para a reduc¢éo de atividade de peroxidase na analise de
efeitos de 22 ordem (p < 0,1).

Fonte de Teste F
Resposta o~ SQ GL oM R2
variagcéo
Fcalc Ftab
Regressao 1421,5 2 7105 38,20 3,11 0,91
Residuo 148,8 8 18,6
POD .
(% RA) Falta de ajuste 123,2 6 20,5
Erro puro 25,5 2 12,8
Total 1570,3 10

POD: Peroxidase. RA: Reducédo da atividade. SQ: Soma dos Quadrados. GL: Graus de Liberdade.
QM: Quadrado Médio. Fcac: valor F calculado. Frb: valor F tabelado. R2: percentual da variabilidade
explicada. Fonte: Propria autoria.

O elevado coeficiente de determinac¢éo (R2 = 0,91) obtido, associado a um valor
de Fcaic superior ao Ftab, indicam um bom nivel de ajuste do modelo matemético gerado
(Equacdo 6), a um nivel de confianca de 90%. A Figura 22 mostra a curva da
porcentagem de reducéo da atividade da peroxidase (POD) em funcdo da temperatura

de pasteurizacao (x1).
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Figura 22 - Curva da porcentagem de reducéo da atividade da peroxidase (POD) em funcéo da
temperatura de pasteurizacao (x1).
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Fonte: Prépria autoria.

A curva da Figura 22 indica uma faixa de temperatura 6tima (89 — 92 °C) para
reducdo da atividade da peroxidase. Essa informacao € mais relevante comparado a
indicacao de unico valor de temperatura, pois demonstra a “robustez” do processo, ou
seja, mostra a variacdo permitida na temperatura (+ 1,5 °C) em torno do valor 6timo
(90,5 °C) que ainda mantém o processo em condi¢gfes 6timas (RODRIGUES; IEMMA,
2012). Conforme mencionado, o tempo de retencdo ndo exerceu efeito significativo (p
> 0,1), na faixa estudada (16 — 44 s).

A equacdo 6 exibe o modelo estatistico preditivo que correlaciona a
porcentagem de reducgdo da atividade da POD a temperatura de pasteurizagao.

Y = 79,34 + 12,35 x1 — 5,70 X2 (Equagio 6)

Onde:
Y = % de reducao de atividade de POD.

x1 = Temperatura (°C).

A equacdo 6 (codificada) pode ser usada para prever a porcentagem de
reducao de POD aplicando-se diferentes temperaturas, na faixa estudada (78 — 92
°C). O modelo codificado é aquele cujos coeficientes de regressao sao obtidos a partir

da matriz de variaveis codificadas (-a, -1, 0, +1, + a). Desta forma, para obter um valor



84

previsto a partir do modelo, € necessario substituir os valores na equacéo codificada.
A utilizacao de valores reais no modelo matematico pode conduzir a uma predicéo
incorreta e até mesmo “absurda”, segundo Rodrigues e lemma (2012).

Salienta-se que a Equacdo 6 contém apenas 0S termos estatisticamente
significativos a 10%. Para fins praticos, é desejavel que o modelo ajustado seja 0 mais
simples possivel e contenha o menor numero possivel de parametros, sem
comprometer a qualidade do delineamento experimental. O modelo apresentado foi
reparametrizado/reduzido, uma vez que 0S parametros com pouca ou nenhuma
influéncia sobre o resultado do ajuste final, como o tempo de retengcdo, foram
excluidos.

A Tabela 15 exibe os resultados da ANOVA para o sabor do caldo de cana

pasteurizado, obtidos na andlise de 22 ordem.

Tabela 15 — Andlise de variancia (ANOVA) para o sabor do caldo de cana pasteurizado na anélise de
efeitos de 22 ordem (p < 0,1).

Fonte de Teste F
Resposta - SQ GL oM R2
variacao
Fcalc Ftab
Regressao 0,3 4 0,075 9,9 3,18 0,87
Residuo 0,1 6 0,017
Sabor? Falta de ajuste 0,0 4 0,0
Erro puro 0,0 2 0,0
Total 0,4 10

a: Média de notas obtidas no teste de escala heddnica de 9 pontos. SQ: Soma dos Quadrados. GL:
Graus de Liberdade. QM: Quadrado Médio. Fcac: valor F calculado. Fiap: valor F tabelado. Rz
percentual da variabilidade explicada. Fonte: Prépria autoria.

Os valores obtidos para o coeficiente de determinacéo (R? = 0,87) e Fcac
indicaram um bom nivel de ajuste do modelo matemético gerado (Equacado 7), a um
nivel de confianca de 90%. A superficie de resposta para o sabor em funcdo da
temperatura de pasteurizacéo (x1) e do tempo de retencéo (x2), assim como as curvas

de nivel da superficie de resposta, sdo apresentadas na Figura 23.
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Figura 23 — (A) Superficie de resposta do sabor do caldo de cana pasteurizado em funcao da
temperatura de pasteurizagao (x1) e do tempo de retencao (x2) e (B) Curvas de nivel da superficie de
resposta.

(A)

(B)

Fonte: Prépria autoria.
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De acordo com a Figura 23, as melhores notas para o sabor (7,6 — 7,8) foram
alcancadas com temperaturas na faixa de 81 a 89 °C, e tempos de retencao entre 15
e 20 s.

O modelo estatistico preditivo, que correlaciona o sabor do caldo de cana a

temperatura de pasteurizacdo e ao tempo de retencdo, € apresentado a seguir:
Yo = 7,64 - 0,14 X1 - 0,12 x4 - 0,08 x5 - 0,10 X; X» (Equacao 7)

Onde:
Yo = Média de notas para o sabor do caldo de cana pasteurizado.
x1 = Temperatura (°C).

X2 = Tempo de retencao (s).

A partir da equacéo 7 é possivel predizer o grau de aceitabilidade para o sabor,
nas faixas de temperatura (78 — 92 °C) e de tempo de retencdo estudadas (16 — 44
S).

A ANOVA realizada para as demais respostas nao foi apresentada, pois 0s
percentuais de variabilidade explicada (R?) foram menores do que 0,80 e os valores

de Fcac ndo foram significativos.
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6 CONCLUSOES
As principais conclusdes relativas a pesquisa sdo apresentadas a seqguir:

= Os lotes de caldo de cana produzidos ao longo da pesquisa apresentaram
diferencas significativas relativamente aos seus parametros fisico-quimicos.

= O tratamento térmico, nas faixas de temperatura (78 a 92 °C) e tempo de
retencdo (16 a 44 s) estudadas, ndo exerceu efeito consideravel nas
propriedades fisico-quimicas do caldo de cana.

= A temperatura de pasteurizagao teve efeito significativo na inativagdo da POD,
na variacdo da luminosidade, na reducdo de micro-organismos aerdbios
psicrotroficos, e no sabor da bebida. O tempo de retencdo teve efeito
significativo apenas na reducé@o de micro-organismos aerobios mesdfilos e no
sabor.

= O binbmio 90 °C/40 s foi o mais efetivo nas reducdes da atividade enzimatica
e de micro-organismos. A menor variacdo na cor da bebida foi identificada no
processado a 85 °C/44 s. A bebida pasteurizada a 85 °C/16 s apresentou
melhor desempenho quanto a qualidade sensorial.

» Considerando-se que as reducdes de micro-organismos e da atividade
enzimatica sao os requisitos mais criticos para a preservacao da qualidade, o
binbmio 90 °C/40 s revelou-se como mais adequado para a pasteurizacéo de

caldo de cana integral.
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APENDICE A — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Consentimento formal de participag&o no projeto de pesquisa:
“Desenvolvimento de processamento térmico para caldo de canaintegral”.

Justificativa: O caldo de cana é uma bebida muito apreciada no Brasil e a sua industrializa¢do, para consumo
direto, é crescente. A pasteurizacao térmica, seguida do envase asséptico em embalagens plasticas, associada a
refrigeracéo pode proporcionar uma notével estabilidade ao caldo de cana. Testes sensoriais se fazem necessarios
para avaliar a aceitagdo e a inten¢éo de compra do produto.

Objetivos: Avaliar os parametros de sabor e aparéncia de caldo de cana integral pasteurizado a diferentes
bindmios de tempo x temperatura.

Possiveis Beneficios: Estudos indicam que o caldo de cana ajuda na reidratacdo do corpo apds a pratica de
atividade fisica. Além disso, fortalece o estdbmago, rins, coracao, olhos, cérebro e 6rgaos sexuais, € benéfico em
febres, estimula o sistema urinario e é eficaz contra a magreza.

Possiveis Riscos: Ha possibilidade de risco de contaminacdo microbiolégica devido a necessidade de os
provadores avaliarem o sabor das amostras. No entanto, o risco em funcdo da participagdo nessa pesquisa é
minimo, uma vez que as andlises sensoriais serdo conduzidas somente apds a obtencdo dos resultados de
andlises microbioloégicas que confirmem que o caldo de cana é seguro para o consumo. Além disso, o
processamento do caldo de cana seréa realizado de acordo com as Boas Praticas de Fabricacdo e sera armazenado
sob refrigeragdo (0°C) até o momento da andlise.

Procedimentos: Cento e vinte (120) provadores serdo recrutados entre funcionarios e estudantes da FZEA para
avaliar a aceitacdo sensorial do produto. Amostras de caldo de cana integral pasteurizado, envasado
assepticamente em garrafas de PET e armazenados a 0°C serdo apresentadas individualmente, em diferentes
sessOes, correspondentes a cada lote de processamento. Cada provador receberd uma amostra com
aproximadamente 30mL da bebida e devera avaliar o sabor e a aparéncia do produto e responder as perguntas
solicitadas na Ficha de Avaliagcdo. A duragéo do teste para cada provador serd de aproximadamente 5 minutos.

Outras informacdes:

1. Serdo mantidos o sigilo e a privacidade dos participantes durante todas as fases da pesquisa;

2. O provador ndo tera qualquer tipo de despesa em decorréncia da participagcdo nesta pesquisa;

3. O provador pode se recusar a continuar com a avaliagdo sensorial a qualqguer momento, sem penaliza¢do
alguma;

4. Caso ocorra algum problema decorrente da ingestdo das amostras, o provador podera procurar o
responsavel pela pesquisa para que seja dada a assisténcia adequada;

5. Os testes para avaliagdo sensorial do caldo de cana integral pasteurizado, nos quais os provadores
experimentardo os produtos desenvolvidos serdo acompanhados pela aluna proponente (Jéssica de Lima

Gomes);
6. Quaisquer outros esclarecimentos poderdo ser solicitados antes, durante e apés a pesquisa.
Eu, , nascido (a) em / / ,
portador(a) do RG e CPF , residente no endereco

na cidade de
, abaixo assinado, concordo em participar do estudo “Desenvolvimento de
processamento térmico para caldo de cana integral”, proposto pela mestranda Jéssica de Lima Gomes. Tenho
pleno conhecimento da justificativa, dos objetivos, dos possiveis beneficios e riscos e dos procedimentos a serem
executados, bem como da possibilidade de receber esclarecimentos sempre que considerar necessario. Sera
mantido sigilo quanto & minha identificagdo e zelo pela minha privacidade. A0 mesmo tempo assumo o
compromisso de seguir as recomendagfes estabelecidas pelos pesquisadores. Eu li e entendi todas as
informagdes contidas nesse documento.
Telefone para contato.: ( )

Pirassununga, de de

Assinatura do provador:

Assinatura do pesquisador:

Contatos: Pesquisadora responsavel: Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos:
Jéssica de Lima Gomes CEPH ESALQ
jessica.lima.gomes@usp.br Endereco: Av. P4dua Dias, 11 — Cx. Postal 9
(19) 99921-0351 Piracicaba — SP — CEP: 13418-900

PABX: (19) 3429-4100



