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RESUMO

Os atributos de qualidade de alimentos a base de frutas sdo sensiveis a alta
temperatura necessaria para inativar as enzimas deteriorantes polifenoloxidase
(PPO), peroxidase (POD) e pectinesterase (PE). O aquecimento 6hmico e o por micro-
ondas focalizadas s&o promissores por promoverem rapido aquecimento volumétrico
sem sobreaquecimento superficial e com um possivel efeito nao-térmico sobre a
inativagdo. O objetivo deste trabalho foi estudar a inativagédo de PPO e POD em agua
de coco verde por micro-ondas e a de PE em suco de laranja por aquecimento 6hmico
para determinacao das respectivas cinéticas de inativagao, visando identificacao de
efeitos ndo-térmicos. Ensaios descontinuos foram realizados em banhos térmicos de
imersao, em um mini-reator de sintese quimica por micro-ondas focalizadas com
registro de temperatura por fibra éptica (agua de coco) e em uma célula customizada
de aquecimento 6hmico com refrigeragao e registro de temperatura por termopar
isolado (suco de laranja). Modelos cinéticos para a predi¢cao da atividade residual
foram ajustados com base nos historicos de temperatura similares para ensaios
convencionais e eletrotérmicos pareados, usando um método de otimizagdo nao-
linear atrelado a integracdo numérica da letalidade, desta forma evitando a hipotese
simplificadora de temperatura constante. A incerteza dos parametros ajustados foi
quantificada por métodos de Monte Carlo. Os modelos cinéticos de primeira ordem e
fracional ndo descreveram adequadamente os dados. O modelo de Weibull com fator
de forma constante apresentou melhor convergéncia e ajuste semelhante ou melhor
ao modelo de duas fracdes para a PE e a PPO. As estimativas das distribuicées dos
parametros dependeram do método de aquecimento. Foram observadas evidéncias
da dependéncia de possiveis efeitos ndo-térmicos com a temperatura de processo. A
POD apresentou sobreativagdo e nenhum dos modelos estudados se mostrou
adequado. Espera-se que, com a quantificacdo dos efeitos nao-térmicos de campos
elétricos sobre a inativagdo das enzimas da agua de coco verde e do suco de laranja,
esta pesquisa permita avaliar a viabilidade e o escalonamento dessas tecnologias

para o processamento destes produtos.

Palavras-Chave: Pasteurizacdo. Enzimas. Agua de coco verde. Suco de laranja.



Study and modeling of enzyme inactivation in the processing of green coconut

water and orange juice by ohmic and dielectric heating

ABSTRACT

Quality attributes of fruit-based foods are sensitive to the high temperatures required
to inactivate the deteriorating enzymes polyphenoloxidase (PPO), peroxidase (POD)
and pectinesterase (PE). Ohmic and focused microwave heating are promising
because they promote rapid volumetric heating without superficial overheating and
with a possible non-thermal effect on inactivation. The objective of this work is to study
the inactivation of PPO and POD in green coconut water and that of PE in orange juice
to determine the respective inactivation kinetics, aiming at identifying non-thermal
effects. Batch tests were performed in thermal immersion baths, in a chemical
synthesis mini-reactor by focused microwaves with temperature recording by optical
fiber sensors and in a customized ohmic heating cell with refrigeration and temperature
recording by insulated thermocouple. Kinetic models for the prediction of residual
activity were fitted based on similar temperature histories for paired conventional and
electrothermal tests, using a nonlinear optimization method linked to the numerical
integration of lethality, thus avoiding the simplifying hypothesis of constant
temperature. The uncertainty of the fitted parameters was quantified by Monte Carlo
methods. The first order and fractional kinetic models did not adequately describe the
data. The Weibull model with a constant shape factor showed convergence and fit
similar or better to the two fractions model for PE and PPO. Estimates of parameter
distributions depended on the heating method. Evidence of dependence on possible
non-thermal effects with process temperature was observed. The POD showed
overactivation and none of the studied models proved to be adequate. It is hoped that
this research, by the quantifying the non-thermal effects of electric fields on the
inactivation of enzymes in green coconut water and orange juice, will allow assessment

of the viability and scale-up of these technologies for the processing of these products.

Keywords: Pasteurization. Enzymes. Green coconut water. Orange juice.
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1 INTRODUGAO

O tratamento térmico de alimentos visa a inativagao de micro-organismos patogénicos
e deteriorantes e de enzimas indesejadas a fim de estender a vida de prateleira do
produto e garantir a sua inocuidade. Tais processos s&do compostos por trés etapas
(LEWIS; HEPPELL, 2000; FELLOWS, 2009):

e um estagio de aquecimento, no qual o produto atinge uma temperatura letal;

e um tempo de retencéo nesta temperatura, para atingir a letalidade desejada;

¢ resfriamento até uma temperatura de envase e armazenamento assépticos.

Enzimas presentes naturalmente em alimentos liquidos — como a pectinesterase (PE)
em suco de laranja, a polifenoloxidase (PPO) em agua de coco verde ou a peroxidase
(POD) em suco de macga — causam alteracdes sensoriais indesejaveis e decréscimo
no valor nutricional do alimento. Em alimentos acidos como sucos de frutas ou
acidificados com aditivos (pH < 4,6), o desenvolvimento de micro-organismos é
limitado e as enzimas deteriorantes podem ser tomadas como alvos do
processamento. Em alimentos pouco acidos como o leite (pH > 4,6), o objetivo do
tratamento deve ser a inativacdo de micro-organismos patogénicos, e enzimas mais
resistentes a temperatura que os micro-organismos alvo podem ser empregadas
como indicadores da eficacia do tratamento térmico (CLAEYS; VAN LOEY;
HENDRICKX, 2003; AWUAH; RAMASWAMY; ECONOMIDES, 2007; TEIXEIRA,
2007; TOLEDO, 2007; ZHONG et al., 2007; AGUIAR; YAMASHITA; GUT, 2012;
MORITZ et al., 2012). Nestes processos, entretanto, também ocorre a redugdo dos
atributos de qualidade, altamente dependentes dos parametros do tratamento térmico.
Desta forma, o desenvolvimento de modelos e a otimizagdo do processo de
tratamento térmico é essencial para a obtengcdo de um produto inécuo e de alta
qualidade (VAN BOEKEL; JONGEN, 1997; AWUAH; RAMASWAMY; ECONOMIDES,
2007).

A agua de coco verde e o suco de laranja sdo importantes produtos alimenticios no
segmento de bebidas, devido aos seus aroma, sabor e nutrientes caracteristicos. A
industrializagdo da agua de coco verde é desafiadora devido a presenga das enzimas
PPO e POD. Apés a extragcdo da agua de coco ocorre exposi¢cao ao oxigénio do ar e

a luz, permitindo a agédo das enzimas sobre atributos como cor e sabor, com alteragao
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da qualidade sensorial (CAMPOS et al., 1996; DUARTE; COELHO; LEITE, 2002;
PRADES et al.,, 2012a, 2012b). Ja a industrializagdo do suco de laranja visa a
inativagdo da enzima termorresistente PE, a fim de impedir sua agdo natural de
clarificacdo do suco e assim reter o aspecto de produto fresco (VERSTEEG et al.,
1980; ULGEN; OZILGEN, 1991; JOLIE et al., 2010).

Os métodos de tratamento térmico atuais sao eficazes em inativar a PPO, a POD e a
PE em alimentos. Entretanto, as condicdes de temperatura e tempo necessarias para
a inativacdo dessas enzimas geralmente promovem alteragdes sensoriais
indesejadas (EAGERMAN; ROUSE, 1976; VERSTEEG et al., 1980; CASTALDO et
al., 1991; ULGEN; OZILGEN, 1991; CAMPOS et al., 1996; SILVA et al., 2003;
CHOWDHURY; AZIZ; UDDIN, 2005; COSTA et al., 2005; ABREU; FARIA, 2007).

Rawson et al. (2011) citam a importancia da busca por novas técnicas de
processamento de frutas a fim de preservar nutrientes. Em particular, Prades et al.
(2012a) concluem que tecnologias emergentes deveriam ser investigadas para
desenvolver um processo com menor impacto na qualidade sensorial e nutricional da
agua de coco, reduzindo o uso de conservantes. Nesse contexto, buscando aprimorar
a extragao e a producéao de suco de laranja, Demirdéven e Baysal (2015) ressaltam o
uso de novas tecnologias de aquecimento, como micro-ondas focalizadas e
aquecimento 6hmico, como uma alternativa interessante para o processamento de
produtos liquidos a base de frutas (VIKRAM; RAMESH; PRAPULLA, 2005; MATSUI
et al., 2008; DELFIYA; THANGAVEL, 2016).

O processamento térmico de alimentos liquidos por micro-ondas ou por aquecimento
6hmico traz importantes vantagens em relagdo ao aquecimento convencional. Por
promover rapido aumento volumétrico de temperatura, evita-se a perda de qualidade
que ocorre ao longo do aquecimento até a temperatura de processo. Além disso, ha
menor sobreaquecimento da superficie em contato com o alimento, ja que este é
penetrado por ondas eletromagnéticas que atravessam o alimento ou por uma
corrente elétrica alternada entre eletrodos em contato com o alimento, com o potencial
de diminuir a formacao de depdésitos e degradacgao térmica superficial (DATTA, 2001;
TANG; HAO; LAU, 2002; AWUAH; RAMASWAMY; ECONOMIDES, 2007; TEWARI,
2007; JAESCHKE; MARCZAK; MERCALI, 2016; KAUR; SINGH, 2016).
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Outra possivel vantagem dessas técnicas de processamento seria o efeito ndo térmico
do campo eletromagnético oscilante (no caso das micro-ondas) ou da corrente elétrica
alternada (no caso do aquecimento 6hmico) sobre a atividade de enzimas e micro-
organismos. Esta caracteristica do processo permitiria trabalhar em temperaturas ou
tempos inferiores ao do processo convencional (ROY; GUPTA, 2003; MATSUI et al.,
2008; SOMAVAT et al., 2012). Entretanto, a quantificagdo do efeito ndo térmico ainda
€ um tema controverso na literatura e alguns trabalhos sdo questionados por
compararem condi¢des diferentes de processamento (JACOB; CHIA; BOEY, 1995;
CASTRO et al., 2004; KAPPE; DALLINGER, 2006; SHAZMAN et al., 2007; LIU;
ZHANG, 2011; SOMAVAT; MOHAMED; SASTRY, 2013; KUBO et al., 2020).

Ling et al. (2015) reforcam a importancia de modelos no estudo da cinética de
alteragcdes nos alimentos durante processos térmicos, que permitem garantir a
satisfacdo e a seguranga do consumidor. Peleg (2006) argumenta que novas
evidéncias e melhores condigdes de processos tornaram obsoletos os modelos
consagrados de preservagao de alimentos. Van Boekel (2008) também propde a
avaliacdo e comparagao de novos modelos, e defende maior uso de ferramentas
estatisticas na modelagem de processos alimenticios a fim de estimar a incerteza na

previsado e integrar qualidade e seguranga no projeto do produto e do processo.

Matsui (2006), em seu doutoramento no Laboratério de Engenharia de Alimentos da
Escola Politécnica da USP, estudou o processamento da agua de coco usando
aquecimento por micro-ondas nao focalizadas, e seus resultados indicaram efeitos
nao térmicos sobre a atividade da POD e PPO. Entretanto, o uso de equipamentos
adaptados para os ensaios nao permitiu uma avaliagao reprodutivel. Ainda, como a
frequéncia de oscilacdo do campo elétrico difere entre aquecimentos 6hmico e por
micro-ondas em ordens de grandeza, busca-se compreender se tal frequéncia
influencia esses efeitos. Pretende-se quantificar os possiveis efeitos ndo térmicos de
campos elétricos alternados com controle adequado do perfil de temperatura do
produto ao longo do tempo, a fim de possibilitar a comparagao entre aquecimentos
eletrotérmicos e convencional. Serdo comparados modelos cinéticos distintos para a
inativagdo das enzimas PPO e POD em agua de coco e PE em suco de laranja,
estimando a incerteza associada as previsdes desses modelos a fim de determinar

condi¢cbes de processamento para avaliar a produgao destes importantes produtos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO DO TRABALHO

O objetivo deste trabalho é estudar a inativagcdo enzimatica que ocorre no
processamento térmico da agua de coco verde e do suco de laranja por tecnologia de
micro-ondas focalizadas e de aquecimento O6hmico. As enzimas deteriorantes
consideradas sao a polifenoloxidase (PPO) e a peroxidase (POD) em agua de coco e
a pectinesterase (PE) em suco de laranja. A inativagao destas enzimas sera estudada
em processo descontinuo convencional, por micro-ondas focalizadas e por
aquecimento 6hmico para o ajuste de modelos cinéticos e comparagao de resultados
para identificagdo de efeitos ndo térmicos e estimativa da incerteza da previsdo dos

modelos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estimar os parametros de modelos cinéticos de inativagao das enzimas PPO e
POD em agua de coco verde e da enzima PE em suco de laranja;

e Avaliar e comparar o ajuste dos modelos cinéticos de inativacao;

e Comparar inativagcdes obtidas por tratamentos térmicos por aquecimento
convencional, por micro-ondas focalizadas e por aquecimento 6hmico sob

condi¢cdes de processamento semelhantes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 PROCESSAMENTO DA AGUA DE COCO VERDE E DO SUCO DE LARANJA

3.1.1 Agua de coco verde

A agua de coco verde é a parte liquida do endosperma do fruto do coqueiro (Cocos
nucifera). Até a década de 1980, a agua de coco era um rejeito da industrializagéo
das partes solidas do fruto. Com a importacédo de cocos de paises com produgao
subsidiada a partir da década de 1990, os produtores brasileiros buscaram novos
mercados. A variedade an3, cultivar verde, € a mais plantada no Brasil para extracao
da agua, devido a sua producgao elevada e precoce e a uma colheita facil (ABREU,
1999; ARAGAO; ISBERNER; CRUZ, 2001; CARVALHO et al., 2006).

A agua de coco verde é uma bebida tropical tradicionalmente consumida do fruto perto
de regides produtoras, e apresenta aroma e sabor caracteristicos. E rica em minerais,
de composi¢cdo semelhante a do meio intracelular. Sacarose, glicose e frutose
conferem a agua de coco sabor adocicado e sdo os principais solidos soluveis. Ha
pequenas quantidades de aminoacidos livres, proteinas e vitamina C. A agua de coco
apresenta baixo teor de lipidios, tornando-a um produto pouco caldrico. Os nutrientes
na agua de coco sao facilmente absorvidos pelo organismo (SANTOSO et al., 1996;
ARAGAO; ISBERNER; CRUZ, 2001; CARVALHO et al., 2006; PRADES et al., 2012b).

A composigao da agua de coco varia com a maturagéo do fruto. O teor de agucares e
solidos soluveis aumenta com a maturacao para entéo cair em frutos excessivamente
maduros. A medida que o fruto amadurece, o pH da 4gua de coco aumenta, enquanto
a concentragcdo de ions de sodio e ferro aumenta e a de potassio diminui. A
composi¢ao da agua de coco depende da variedade e do histérico do fruto — a agua
de coco ndo tem sua composicao influenciada por pesticidas, mas o uso de adubos
altera sua distribuicdo mineral (CAMPOS et al., 1996; CARVALHO et al., 2006;
PRADES et al., 2012b; APPAIAH et al., 2014; TAN et al., 2014).

O contato com o ambiente apds a extragao leva a contaminacao e a degradacao da
agua de coco. Sendo um meio pouco acido e rico em nutrientes, € propicio ao
desenvolvimento de micro-organismos. Ainda, as enzimas polifenoloxidase (PPO) e

peroxidase (POD) catalisam reagdes com o oxigénio atmosférico levando a alteragbes
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de cor e sabor e a destruicdo de nutrientes. A atividade das enzimas PPO e POD é
tomada como indicador biologico da eficacia do tratamento térmico de agua de coco
por serem mais resistentes que micro-organismos patogénicos e deteriorantes. No
caso de agua de coco acidificada com aditivos, pratica usual na industria, o
desenvolvimento dos micro-organismos patogénicos € inibido e as enzimas se tornam
o principal alvo do processo. Sua inativagdo garante a inocuidade e previne a
degradacgao enzimatica (DUARTE; COELHO; LEITE, 2002; FONTAN et al., 2012).

3.1.2 Suco de laranja

A laranja doce (Citrus sinensis) surgiu na Asia e apresenta dezenas de variedades, e
hoje é industrializada em grande escala para produgdo de suco (LIMA, 2001;
CITRUSBR, 2020). Sua importancia econémica € antiga: Cruess (1914), aproveitando
frutas rejeitadas, descreve um processo simples no qual o suco era clarificado e o
liquido resultante era pasteurizado e envasado. Entre as décadas de 1930 e 1950
processos térmicos foram aprimorados buscando a conservagado de nutrientes e a
inativagdo de micro-organismos (LOESECKE; MOTTERN; PULLEY, 1934;
LOEFFLER, 1941).

O suco de laranja € uma bebida acida e pouco caldrica, e seus principais minerais sao
potassio e calcio. E uma bebida rica em acido ascérbico (LIMA, 2001; ROSA et al.,
2010; VERVOORT et al., 2011; BHARDWAJ et al., 2014; CITRUSBR; 2020). O suco
de laranja também apresenta um amplo espectro de compostos bioativos como
carotenoides e fendlicos com efeito antioxidante (PENICAUD et al., 2011;
BHARDWAUJ et al., 2014; NAYAK; LIU; TANG, 2015; CITRUSBR; 2020).

E interessante observar a mudanca no perfil de produto do suco de laranja: Cruess
(1914) afirma que o suco de laranja clarificado teria melhor aceitagéo, porém ao longo
do século passado a retencdo do aspecto opaco com particulas em suspensao
(chamado comumente de nuvem) se tornou desejada pois é associada pelos
consumidores a retencao de caracteristicas do produto recém-extraido do fruto como
aroma, cor e textura (ROUSE; ATKINS, 1952; EAGERMAN; ROUSE, 1976).
Curiosamente, a busca dos consumidores por produtos menos “industrializados” e

“processados” levou a aceitagdo de sucos de laranja pasteurizados que apresentem
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alguma sedimentagéo, pois essa caracteristica € vista como indicador de produto
“fresco” (TIMMERMANS et al., 2011).

A perda da nuvem se da apds extracdo do liquido devido a agdo da enzima
pectinesterase (PE), presente nos tecidos vegetais. Moléculas responsaveis pela
estrutura celular e pela retengdo da suspensao de particulas no suco sdo degradadas
pela PE. Isso causa a perda de cor, textura e aroma e viscosidade (JOLIE et al., 2010).
A contaminagdo do suco por micro-organismos € de preocupacdo na industria
(PARISH, 1998; SAMANI et al., 2015); porém, a PE mostra-se mais resistente ao
tratamento térmico e é usada como indicador da eficacia do processamento
(EAGERMAN; ROUSE, 1976; NIKDEL; MACKELLAR, 1992).

Assim, a PE é frequentemente usada como alvo no processamento térmico — de fato,
a inativagcado dessa enzima se confunde com a histéria do processamento do suco de
laranja durante a segunda metade do século passado, devido a sua resisténcia
térmica elevada e a presenca de diversas isoformas enzimaticas da PE no suco de
laranja (ROUSE; ATKINS, 1952, 1953; EAGERMAN; ROUSE, 1976; VERSTEEG et
al., 1980; CHEN; WU, 1998). Pilnik e Voragen (1993) descrevem a inativagao térmica
da PE em sucos citricos como “um dos problemas mais estudados na tecnologia de

alimentos” (p. 387, tradugdo nossa).

3.1.3 Métodos de conservagéo tradicionais

A degradacao da agua de coco e do suco de laranja se inicia apos exposi¢ao ao
ambiente e torna necessaria sua industrializacédo a fim de ampliar sua disponibilidade
e permitir seu consumo em areas distantes das produtoras. Rosa e Abreu (2000, p. 9)
afirmam que “a aplicacdo de tecnologias de processamento e conservacao da agua
de coco viabiliza o comércio desse produto”, pois soluciona problemas envolvendo o
transporte, armazenamento e perecibilidade do fruto, aumentando a vida de prateleira

e reduzindo custos e volumes.

No Brasil, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) define a agua
de coco como “a bebida nao diluida, nao fermentada, obtida da parte liquida do fruto
do coqueiro”. A agua de coco pasteurizada deve ter pH entre 4,30 e 4,50, maximo de
solidos soluveis 6,70 °Brix a 20 °C, potassio entre 140,00 e 230,00 mg/100 mL e sodio
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entre 2,00 e 30,00 mg/100 mL. O produto esterilizado devera ter pH entre 4,60 e 5,40,
sendo mantidas as restricdes para sélidos soluveis, potassio e sodio do produto
pasteurizado. E permitida a adicdo de aguicares em quantidade inferior a 1 g/100 mL.
Aditivos aprovados para sucos de frutas (exceto aromatizantes) podem ser usados,
por exemplo acidos ascorbico ou citrico para adequagao de pH e como antioxidantes,
ou metabissulfitos de so6dio ou de potassio como antioxidantes ou conservantes
(BRASIL, 2009a, 2009b, 2013).

No Brasil, 0 MAPA define suco de laranja como a “bebida ndo fermentada e nao
diluida, obtida da parte comestivel da laranja”. O produto deve apresentar cor amarela,
sabor e aroma proéprios, pelo menos 10,5 °Brix, pelo menos 25,00 mg de acido
ascorbico/100 mg, agucares totais naturais/100 g < 13,00 g e fragdo volumétrica de
Oleos essenciais inferior a 0,035 %. O produto deve ainda conter relacdo de sdlidos
soluveis em °Brix/acidez em g/100 g de acido citrico anidro = 7,0, e pode conter células
da propria fruta (BRASIL, 2000). A classificacdo segue os padrdes de identidade e
qualidade para sucos de frutas, que permitem adicdo de até 10 g/100 g de agucares

e proibem aromas e corantes artificiais (BRASIL, 2009c).

Os processos de tratamento térmico da agua de coco e do suco de laranja no pais,
de forma bastante simplificada, seguem as seguintes etapas (ROSA; ABREU, 2000;
ARAGAOQ; ISBERNER; CRUZ, 2001; BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001; CABRAL;
PENHA; MATTA, 2005; MAGALHAES et al., 2005; SANTOS FILHO; MAGALHAES;
COELHO, 2005; CARVALHO et al., 2006; ABREU, FARIA, 2007; ORGANIZACAO
DAS NACOES UNIDAS, 2007; CITRUSBR, 2020):

¢ A colheita do coco deve ser realizada entre seis e nove meses de maturagao
do fruto. A colheita da laranja ocorre quando o fruto apresentar casca de cor
laranja e suco com teor de sélidos soluveis entre 9 °Brix e 10 °Brix. Nao devem
ser usados frutos avariados ou colhidos do chéo;

e Os frutos devem ser recebidos em local limpo. Cocos podem ser aceitos até 15
dias apods a colheita, ou até 30 dias se transportados sob refrigeragdo. Laranjas
podem ser armazenadas por até 2 meses apos a colheita a 90 % de umidade
relativa e 5 °C (temperaturas menores danificardo o fruto). Os frutos devem ser

lavados com solugéo sanitizante e enxaguados;
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e A etapa de extragcdo da agua de coco é critica, pois € uma etapa lenta
(normalmente manual). Deve-se minimizar o contato da agua de coco com o ar
e com a parte fibrosa do fruto. J& a extracdo da laranja costuma ser
automatizada, separando a casca, o bagago e o suco. Nesta etapa se inicia a
degradagao dos produtos;

¢ O liquido extraido dos frutos & separado dos residuos soélidos por filtragdo ou
centrifugacéo. Na etapa de formulagcdo do produto podem ser adicionados
conservantes, antioxidantes e acidulantes visando padronizar o produto e
atender a legislagéo;

¢ O alimento é entao tratado em trocador de calor. A pasteurizagdo ocorre entre
70 °C e 95 °C (a eventual esterilizagcdo comercial ocorre a aprox. 140 °C). Os
binbmios tempo-temperatura devem ser definidos de maneira a otimizar cada
processo, garantindo a manutencéo das caracteristicas originais do produto,
mas tendo como prioridade a seguranga ao consumo. O suco de laranja
destinado a producgédo de concentrado é pasteurizado em evaporadores que
elevardo o teor de solidos soluveis do produto; caso contrario, 0 suco €&
desaerado. O produto é entao resfriado e envasado assepticamente para evitar
recontaminacao;

e O produto pode ser distribuido a temperatura ambiente se foi comercialmente

esterilizado; caso contrario, deve ser comercializado sob refrigeracéo.

O envase asséptico pode apresentar custos proibitivos para o pequeno e médio
produtor (BATES; MORRIS; CRANDALL, 2001; ROSA; ABREU, 2000). Processos
nos quais o envase ocorre antes do resfriamento ou do aquecimento podem ser
viaveis (SILVA et al., 2003; COSTA et al., 2005).

Segundo Aragao, Isberner e Cruz (2001, p. 25), as aplicagbes concomitantes de
diferentes tratamentos (como aquecimento, refrigeragéo e aditivos) “se baseiam na
combinacgao de técnicas de preservagao de forma a estabelecer uma série de fatores
de conservagao (obstaculos), nos quais qualquer micro-organismo deteriorante
presente ndo seria capaz de sobreviver’. A eficacia dos tratamentos convencionais
em inativar micro-organismos e enzimas, no entanto, vem acompanhada de

alteracdes indesejaveis nos alimentos.
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Campos et al. (1996) observaram que a inativagdo completa das enzimas PPO e POD
em agua de coco so6 foi possivel com temperaturas acima de 90 °C e tempos de
retencédo de 550 s e 310 s, respectivamente, enquanto alteragbes sensoriais foram
relatadas para processamentos de aprox. 100 s. Murasaki-Aliberti et al. (2009)
também relatam a elevada resisténcia térmica das enzimas POD e PPO em agua de
coco quando submetidas a pasteurizagao descontinua. Abreu e Faria (2007) usaram
trocador de calor a placas para esterilizar agua de coco entre 138 °C e 144 °C durante
10 s, adicionando 100 ou 200 mg/L de acido ascoérbico. Em todas as condigbes de
processamento foi observada inativacdo da POD e alteracido da cor do produto.
Carvalho et al. (2006) relatam que o efeito antioxidante da agua de coco in natura

diminui drasticamente com os aditivos ou tratamentos térmicos.

A recomendacao tradicional no tratamento de suco de laranja é a inativagéo de 99 %
da PE, o que equivaleria a exposig¢ao a 90 °C por 1 min (EAGERMAN; ROUSE, 1976;
VERSTEEG et al., 1980; WICKER; TEMELLI, 1988; CHEN; WU, 1998). No entanto,
nessas condigdes ocorre a degradacgao da vitamina C, que devido a sua importancia
e sensibilidade térmica é usada como indicador de qualidade (ULGEN; OZILGEN,
1991; POLYDERA; STOFOROS; TAOUKIS, 2003). Efeitos deletérios do
processamento nos antioxidantes do suco de laranja sdo bem documentados na
literatura (GAMA; SYLOS, 2007; PENICAUD et al., 2011; STINCO et al., 2012;
BHARDWAUJ et al., 2014; NAYAK; LIU; TANG, 2015; ACHIR et al., 2016). Tribess et
al. (2009) relatam alteragdes sensoriais significativas em suco de laranja minimamente

processado (85 °C por 9,1 s) apdés armazenamento a 4 °C.

Segundo Rawson et al. (2011) e Nayak, Liu e Tang (2015), a degradagado dos
nutrientes, caracteristicas sensoriais e compostos bioativos pela temperatura
incentivou o desenvolvimento de novas tecnologias de processamento na

industrializagao de alimentos.

3.1.4 Métodos de conservagéo alternativos

Na Tabela 3.1 sdo apresentados alguns estudos de métodos de conservagao
aplicados a agua de coco e suco de laranja classificados como “alternativos” por n&o
se basearem somente no tratamento térmico por meios ja estabelecidos. Awuah,

Ramaswamy e Economides (2007) ressaltam que novas tecnologias de
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processamento devem ser estudadas para avaliar sua robustez e eficiéncia, sempre

em comparagado com os métodos ja estabelecidos a fim de justificar sua substituigéo.

Tabela 3.1: Resumo de atrativos e desafios de tecnologias alternativas de processamento de agua de
coco verde e de suco de laranja (continua)

Produto Processo Atrativos Desafios Referéncias
_ o ) Soergel (2001); Dalvi e
B Extragdo asséptica Entupimento com o
Perfuracao do . Berger (2002); Industria
] sem contato com endosperma solido . .
Agua de fruto e bombe- ] Tecnint de Equipamentos
fibras, ar ou luz Patentes arquivadas )
coco amento da LTDA (2003); Martins
. Uso comercial ja por falta de pagamento
agua de coco (2007); Patel (2013);
relatado indicam baixo interesse )
Obrigado (2020)
Mudanga de cor devido
Comercialmente a baixa inativagcdo de
) ) Invo (2018); Estados
. disponivel enzimas . .
Aguade  Alta presséo Unidos da  Ameérica
. » Baixas Necessario armazena-
€oCo hidrostatica ) (2020); Unoco (2016);
temperaturas  de mento sob refrigeragéo
Harmless Harvest (2020)
processamento Inadequado para
alimentos pouco acidos
. Aquecimento  ra- )
i Aquecimento ) . Penetragao de radiagao ) )
Agua de ] pido e volumétrico Matsui (2006); Matsui et
por micro- nao uniforme na
CoCo Possivel efeito adi- al. (2007, 2008)
ondas amostra
cional da radiagao
) Tratamento de peque- i i
Combinagao Retencéao de Cappelletti, Ferrentino e
] . nos volumes por longos N
Agua de de pressao, compostos volateis ) Spilimbergo (2014);
empos
coco temperatura e e caracteristicas P Cappelletti et al. (2015);
o Inativacao reversivel de .
CO2 sensoriais Marchi et al. (2015)
micro-organismos
Temperatura Retencao de nutrientes
) Magalhdes et al. (2005);
i ) ambiente Alteracdo de proprie-
Agua de Micro e ) Reddy; Das, M. e Das, S.
. . e Melhor aceitagao dades fisicas
coco ultrafiltragao K. (2007); Mahnot et al.
em painel de Necessario armazena-
(2014)
analise sensorial mento sob refrigeragéo
Temperatura Longos tempos de
, ) Augusto et al. (2015);
Agua de ) ambiente processamento
Ultravioleta Gautam et al. (2017);
coco Elevada inativagao Necessario armazena-

enzimatica

mento sob refrigeragéo

Bhullar et al. (2018)
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Tabela 3.1: Resumo de atrativos e desafios de tecnologias alternativas de processamento de agua de
coco verde e de suco de laranja (concluséo)

Produto Processo Atrativos Desafios Referéncias
e Longos tempos de
o Alteracao na
processamento . -
, conformacdo de Rojas, Trevilin e Augusto
Agua de ) o Baixa inativacao )
Ultrassom enzimas o (2016); Rojas et al.
coco enzimatica
¢ |nativacao por (2017)
o e Necessario combinar
cavitagao
com outro processo
e Comercialmente o Necessario armazena- Basak e Ramaswamy
Sucode  Alta presséo disponivel mento sob refrigeragéo (1996); Parish (1998);
laranja hidrostatica e Baixas tempera- e Patégenos sobrevivem Polydera, Stoforos e
turas de processo a altissimas pressoes Taoukis (2003)
Tajchakavit e
) o ) Ramaswamy (1995,
) e Aquecimento rapi- e Penetracao de radiacéo ]
Aquecimento ] ] 1997); Cinquanta et al.
Suco de . do e volumétrico n&o uniforme o
. por micro- (2010); Fratianni,
laranja o Possivel efeito adi- e Degradacao de ) .
ondas Cinquanta e Panfili
cional da radiacao vitamina C o
(2010); Demirdéven e
Baysal (2015)
e Aquecimento rapi-
Sucode  Aquecimento do e volumétrico e Incrustagdo na super- Demirdéven e Baysal
laranja 6hmico e Possivel efeito da ficie dos eletrodos (2015)
corrente elétrica
Combinagcdo e Retencao de
Suco de de presséao, propriedade fisicas e Longos tempos de
. Balaban et al. (1991)
laranja  temperaturae e Intensificacdo de processamento

CO2

efeitos térmicos

Fonte: o préprio autor (2020)

Processos térmicos e nao térmicos devem ser otimizados, buscando diminuir as

alteragdes indesejadas no alimento para aproveitar os beneficios do processamento.

Para isso, sao importantes informagdes sobre os mecanismos das alteragdes do

alimento e a aplicagdo dos conceitos cinéticos (VAN BOEKEL et al., 2010).
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3.2 MODELOS CINETICOS DE INATIVACAO ENZIMATICA

3.2.1 Enzimas

Parkin (1993) afirma que “uma enzima pode ser definida como um polipeptidio que
catalisa uma reagdo com algum grau de especificidade” (p.7, tradugcado nossa). Essa
definicdo sucinta evidencia a composicédo e a fungdo das enzimas, que apresentam
quatro niveis de estrutura (PRICE; STEVENS, 1991; WHITAKER, 2003):
e Primaria: estrutura unidimensional da molécula, corresponde a sequéncia
linear dos aminoacidos (tipicamente de 90 a 2300 aminoacidos ou de 10 kDa a
250 kDa de peso molecular), e deriva diretamente do cddigo genético;
e Secundaria: estrutura bidimensional, na qual a molécula se deforma em um
plano devido a interagdo entre aminoacidos;
e Terciaria: estrutura tridimensional da molécula, devido a uma dobra causada
pela interagdo entre aminoacidos proveniente da estrutura primaria;
e Quaternaria: existéncia de diversas subunidades (moléculas distintas) em uma

enzima, formando um complexo.

Quando a enzima estda em meio aquoso, uma parte da agua deixa de ser livre e se
liga a enzima, mantendo grupos hidrofébicos no interior da molécula. Nessa
conformacao tridimensional, a enzima é estavel e apresenta o menor nivel de energia
possivel. Assim, a presenca de agua em reagdes catalisadas por enzimas néo é
importante s6 por ser meio reacional e de transporte, mas também por ajudar a enzima
a manter e recuperar sua estrutura terciaria. A maior parte dos aminoacidos presentes
nas enzimas tem por funcido definir sua estrutura, e nao constitui sitios ativos que
participardo de reagdes. A estrutura terciaria de proteinas € consequéncia da estrutura
primaria, que por sua vez tem origem no codigo genético; assim, enzimas de alimentos
distintos podem apresentar estrutura terciaria e, portanto, resisténcia térmica variavel.
A funcao catalisadora da enzima e a especificidade com a qual a realiza estao
intimamente ligadas a estrutura terciaria, pela qual a enzima orienta o substrato,
aumentando o tempo de exposic¢ao a sitios ativos e favorecendo colisées moleculares
efetivas. Da mesma forma, a perda dessa estrutura terciaria acarreta na inativacao da
enzima e na perda de sua capacidade de catélise (PRICE; STEVENS, 1991; PARKIN,
1993; WHITAKER, 2003).
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A unidade de atividade enzimatica no Sistema Internacional € o katal, e corresponde
a 1 mmol/s de consumo de reagente ou formac&o de produto (PARKIN, 1993). A
medi¢cao da atividade de PPO e POD por meios espectrofotométricos € bastante
comum, pois de acordo com a lei de Beer-Lambert a absorbancia de uma solugao
diluida em um comprimento de onda especifico € diretamente proporcional a
concentracdo. Assim, o aumento da absorbancia em fungcédo do tempo € uma medida
indireta da formagao de produto. Costuma-se utilizar a unidade U para a atividade
enzimatica, que corresponde a um aumento de 10 na absorbancia por mL por min
(CAMPOS et al., 1996; SUN; SONG, 2003; MATSUI et al., 2008; NDIAYE; XU; WANG,
2009; NAVARRO et al., 2014; AUGUSTO et al., 2015). A medida de atividade da PE,
tradicionalmente, se da adicionando pectina a uma amostra e entdo a taxa média de
formacao do produto da reacédo enzimatica € estimada pelo consumo de NaOH, sob
condic¢des constantes (usualmente 30 °C e pH 7,5 durante 30 min) (ROUSE; ATKINS,
1953; ELEZ-MARTINEZ; SUAREZ-RECIO; MARTIN-BELLOSO, 2007).

3.2.2 Peroxidase, polifenoloxidase e pectinesterase

Peroxidase (EC: 1.11.1.7), é uma oxirredutase de peso molecular entre 40 kDa e 50
kDa, com um ion de ferro em sua estrutura que dehidrogeniza compostos fendlicos
na presenga de H202 (PUTTER; BECKER, 1983; ROBINSON, 1991a; YUAN; JIANG,
2003). Correlagbes empiricas foram observadas entre a atividade da POD e a
degradacdo das caracteristicas sensoriais em alimentos, incluindo vegetais
congelados a -18 °C por longos periodos (ROBINSON, 1991a). A isoforma mais
abundante e estudada da POD é a proveniente de raiz forte; sua estrutura e seus
mecanismos reacionais ja estao estabelecidos, conforme extensa e detalhada revisao
de Robinson (1991a) — embora o autor afirme que nem sempre é possivel estender

esse conhecimento a isoformas de outras origens.

Polifenoloxidase (ou tirosinase ou fenolase) € um termo usado para designar duas
enzimas com ions de cobre e que atuam em conjunto (MAYER; HAREL, 1991,
HAMMER, 1993; RAMIREZ; WHITAKER; VIRADOR, 2003):
e monofenol oxidase ou cresolase (EC: 1.14.18.1): hidroxila um monofenol
formando um o-difenol;
e o-difenol oxidase ou catecol oxidase (EC 1.10.3.1): oxida um o-difenol

formando benzoquinonas, que reagem entre si formando pigmentos escuros.



39

Apesar das isoformas enzimaticas de vegetais e fungos serem diferentes, em todos
0s casos 0 mecanismo reacional de degradacao catalisado pela PPO depende
fortemente da interacdo dos atomos de cobre da enzima com o grupo fendlico do
substrato (ESKIN, 1990; ZAWISTOWSKI; BILIADERIS; ESKIN, 1991).

Pectinesterase, ou PE (também conhecida como pectase ou pectina metilesterase —
EC 3.1.1.11) € uma hidrolase especifica de peso molecular entre 25 kDa e 54 kDa que
catalisa a demetoxilacdo de polissacarideos chamados pectinas, formando grupos
carboxila adicionais na cadeia do polimero. As pectinas, responsaveis pelas
propriedades estruturais de tecidos vegetais, sofrem entdo degradagao posterior,
como ligagao a ions de calcio. A PE é resistente a altas pressdes, pode apresentar
alguma atividade entre -20 °C e 70 °C e é ubiqua entre vegetais. E muito utilizada na
extragdo e clarificacdo de sucos e na industria de chas e bebidas fermentadas
(PILNIK; VORAGEN, 1991, 1993; CHAMARRO; ALONSO; GARCIA-MARTINEZ,
1993; BENEN; VAN ALEBEEK; VORAGEN, 2003; JOLIE et al., 2010).

Muitos inibidores enzimaticos ndo podem ser usados em alimentos. SO2 ou
(metabi)sulfitos sdo inibidores de PPO eficazes e autorizados em niveis baixos
(BRASIL, 2013), embora causem alteragbes nas propriedades organolépticas dos
alimentos (ESKIN, 1990; ZAWISTOWSKI; BILIADERIS; ESKIN, 1991) e ndo sejam
eficazes contra a PE (CRUESS, 1914). Campos et al. (1996) determinaram que 100
mg/L de K2S20s5 ndo alterou o sabor da agua de coco, porém 150 mg/L eram
necessarios para inativar completamente a PPO (sem inativagao satisfatoria da POD).
Sucupira et al. (2015) combinaram 50 mg/L de Na2S205 com tratamento térmico de
agua de coco e observaram a inativagado da PPO e uma correlacao entre mudanca de
cor e SO2 residual. E comum a mengdo a uma proteina termorresistente que inibe a
PE por impedimento estérico, isolada de kiwis por Castaldo et al. (1991). Essa proteina
€ especifica para a PE, atua contra isoformas de diversos vegetais e é segura ao
consumo. Esse aditivo, no entanto, altera o sabor dos sucos citricos (PILNIK;
VORAGEN, 1991, 1993; JOLIE et al., 2010).

A reducdo do pH é outra maneira de inibir a agdo enzimatica, e acido ascorbico é
frequentemente usado na industria de alimentos. Tal acido tem ainda o efeito adicional

de se oxidar no processo de conversdo das quinonas em o-difenois, retardando a
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degradagéao causada pela PPO. Por fim, o acido ascorbico é uma importante vitamina
(ESKIN, 1990; ZAWISTOWSKI; BILIADERIS; ESKIN, 1991). A adicdo de acido
ascorbico com a classificagado de acidulante ao invés de conservante (BRASIL, 2013)
permite que produtos sejam comercializados como “sem conservantes” e “ricos em
vitamina C” (OBRIGADO, 2020).

PPO, POD e PE, devido as suas elevadas resisténcias térmicas, podem ser usadas
como indicadores da extensé&o e eficacia de tratamentos térmicos, embora haja relatos
da sobreativagdo (aumento da atividade) e da reativagao (recuperagao de atividade)
da POD (ESKIN, 1990; ROBINSON, 1991a, 1991b; HAMMER, 1993) e da PPO
(YEMENICIOGLU; OZKAN; CEMEROGLU, 1997; FALGUERA et al., 2013a). Aguiar;
Yamashita e Gut (2012), avaliando integradores de tempo-temperatura enzimaticos,
observaram que a cinética de inativacdo da POD variou com a taxa de aquecimento,
com provavel sobreativacdo. Campos et al. (1996), Murasaki-Aliberti et al. (2009) e
Tan et al. (2014) confirmaram a alta resisténcia térmica de POD e PPO em agua de
coco verde. Uma reducdo de 99 % na atividade original da PE é sugerida no
tratamento térmico convencional de suco de laranja, devido a PE se mostrar mais
termorresistente que patégenos (VERSTEEG et al.,, 1980; AGHAJANZADEH;
ZIAIIFAR, 2018).

Estudos relatam formas enzimaticas distintas, com resisténcias variando com a
espécie, variedade e origem do vegetal. Tan et al. (2014) estimaram parametros de
modelo de inativacado térmica da PPO e da POD, e encontraram valores distintos
dependendo do estagio de maturagao do fruto. Robinson (1991a) reconhece que uma
distribuicao de resisténcias em uma populacdo de isoformas enzimaticas de POD
explicaria parcialmente a n&o linearidade observada em algumas isotermas
experimentais de inativagdo (conforme secao 3.2.3). Sabe-se que as propor¢des
relativas de isoformas da PE apresentam complexa distribuicdo temporal e espacial
em cada espécie de planta, e determinam suas propriedades e resisténcia (ROUSE,
1953; EVANS; MCHALE, 1977; VERSTEEG et al., 1980; JOLIE et al., 2010).

A importancia e a abrangéncia da PPO, da POD e da PE e sua agao na deterioragao
de alimentos sao evidenciadas pelo interesse em estudar sua inativagao ao avaliar
tratamentos alternativos ao processamento térmico. Estudou-se a inativacdo dessas

enzimas por pulsos de campos magnéticos (MA; HUANG; ZU, 2009) ou elétricos
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(ZHONG et al., 2007; ELEZ-MARTINEZ; SUAREZ-RECIO; MARTIN-BELLOSO,
2007), radiagao ultravioleta (FALGUERA et al., 2013b; SAMPEDRO; FAN, 2014),
plasma a frio (PANKAJ; MISRA; CULLEN, 2013), ultrassom (TIWARI et al., 2008;
ROJAS et al., 2017) e altas pressdes (SAMPEDRO; RODRIGO; HENDRICKX, 2008).
Além dos tratamentos alternativos visando a aplicagao na industria alimenticia e da
inativagdo da PPO, da POD ou da PE, os trabalhos citados neste paragrafo
compartilham também o uso de modelos matematicos alternativos aquele ja

consolidado para descrever a cinética de inativagao enzimatica.

3.2.3 Modelos de inativagdo térmica

O modelo tradicionalmente usado para descrever a inativagao no tratamento térmico
de alimentos é o0 modelo de primeira ordem, que teve sua origem nos experimentos
de Kronig e Paul’ (1897 apud CHICK, 1908) e de Madsen e Nyman? (1907 apud
CHICK, 1908). O modelo é apresentado na eq.(3.1), na qual N € o numero de micro-
organismos, N, € o numero de micro-organismos no tempo t inicial e k é a taxa de
reacao. Chick (1908) observou que a dependéncia de k com a temperatura segue a
classica equacao de Arrhenius. Essa dependéncia é descrita na eq.(3.2), na qual E,
€ a energia de ativagdo, R € a constante universal dos gases, T € a temperatura
absoluta e k, € o valor de k na temperatura de referéncia T,.. Chick (1908) e Watson
(1908) ja destacavam que a inativacdo era analoga a uma reagao quimica

monomolecular irreversivel, e que tal simplicidade era surpreendente.

N _ v [, f ftomy - (3.1)
—=—kN = | —=— =>In—=— )
dt v N . A
k=k E“(l 1) 3.2
- Texp R T Tr ( - )

Posteriormente, Bigelow (1921) e Ball® (1923 apud PFLUG; HOLCOMB; GOMEZ,
2001) apresentaram um modelo semelhante e de aplicagado pratica em processos

térmicos de destruicdo de micro-organismos em alimentos. O entdo chamado modelo

1T KRONIG, B.; PAUL, T. H. Die Chemischen Grundlegen der Lehre von der Giftwirkung und
Desinfektion. Zeitschrift fiir Hygiene und Infektionskrankheiten, v. 25, n. 1, p. 1-112, 1897.

2 MADSEN, T.; NYMAN, M. Zur Theorie der Desinfektion. Zeitschrift fiir Hygiene und
Infektionskrankheiten, v. 57, n. 1, p. 388-404, 1907.

3 BALL, C. O. Thermal processing time for canned foods. In: Bulletin of the National Research
Council n. 37 v. 7 Part 1, Washington: National Research Council, 1923. 76 p.
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geral é apresentado na eq.(3.3), na qual D é o tempo de reducdo decimal e
corresponde ao tempo de exposicdo a temperatura de processo necessario para
reduzir a populacdo em um fator de dez vezes. Sua dependéncia com a temperatura
esta expressa na eq.(3.4), em que D, € o valor de D em T, e z € chamado de valor-z,
e corresponde ao aumento na temperatura de processo que diminui o valor de D em
dez vezes. Convém ressaltar que a relagdo linear entre log(D) e T expressa na
eq.(3.4) é empirica (PFLUG; HOLCOMB; GOMEZ, 2001).

N t
lOgN—O = —B (33)
T-T,
D=D,10"z (3.4)

A temperatura de referéncia T, deve estar contida no intervalo experimental usado
para estimar os parametros, e deve ser escolhida de modo que minimize a correlagéao
entre eles. Lewis e Heppell (2000) afirmam que o modelo secundario de Arrhenius
permite extrapolacbes melhores para temperaturas fora desse intervalo, e que se
justificaria por ter embasamento tedrico (ao contrario do modelo empirico proposto
para D(T) na eq.(3.4)). No entanto, os autores também afirmam que as diferencgas
entre as duas formas do modelo de primeira ordem sao despreziveis e menores que
o erro experimental. Peleg, Normand e Corradini (2012) se opdem ao uso do modelo
secundario de Arrhenius, que também qualificam como empirico, questionando
conclusdes da linearidade dos dados de In(k) em fungado de 1/ T e afirmando que as
estimativas dos parametros cinéticos de reagdes bioquimicas deveriam ser verificadas
independentemente em sistemas mais simples que alimentos para minimizar
interferéncias. Ha ainda que se considerar a maior dificuldade em interpretar os
parametros do modelo de Arrhenius em relagdo aos do modelo de Bigelow (estes em
temperatura e tempo, grandezas mais proximas do cotidiano e das operagdes

industriais).

O modelo de primeira ordem também é tradicionalmente usado para descrever a
perda de atividade enzimatica em alta temperatura. Considera-se normalmente que a
desnaturagcdo de uma enzima pelo calor se deve a perda da estrutura terciaria pela
quebra de ligagdes intramoleculares devido a maior agitacdo a nivel atdmico. Essa

perda ocorre inicialmente em uma etapa reversivel de equilibrio rapido (desprezada)
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da forma ativa a uma desnaturada, e posteriormente em uma etapa irreversivel a um
estado inativo que corresponde a etapa lenta da reacdo (LUNDGREN; WILLIAMS,
1939; BISCHOFF, 1944; CHASE, 1950; LUMRY; EYRING, 1954).

Nesse caso, nas egs.(3.1) e (3.3), as variaveis N e N, sao substituidas por A e A4,, que
correspondem, respectivamente, a atividade enzimatica e a atividade enzimatica
inicial. Graficando-se log(4/4,) em fungdo do tempo, obtém-se uma linha reta
decrescente para uma dada temperatura — a curva obtida € chamada de isoterma de
inativagdo. Atualmente, o uso dos valores de D e z para descrever a resisténcia
térmica de micro-organismos e enzimas e para avaliar ou projetar processos de
tratamento de alimentos é tdo difundido que muitos livros-texto sequer se dao ao
trabalho de dar qualquer indicagdo sobre a origem do modelo (IBARZ; BARBOSA-
CANOVAS, 2002; TEIXEIRA, 2006, 2007; TOLEDO, 2007; FELLOWS, 2009;
ERKMEN; BARAZI, 2012).

Uma hipdtese importante para aplicar este modelo em estudos de cinética de
inativacdo € a de temperatura uniforme ao longo do produto tratado. Caso essa
hipétese nao seja valida, por razdes de seguranca deve ser tomada a temperatura no
ponto do alimento de aquecimento mais lento (ou escoamento mais rapido no caso de
processamento continuo). Consequentemente, as partes do alimento de aquecimento
mais rapido (ou escoamento mais lento) serao expostas a temperatura de processo
por um tempo maior que 0 necessario para garantir a inocuidade, levando a um
sobreprocessamento. Isso acarretara em perdas de caracteristicas sensoriais e
desperdicio de energia. Outra hip6tese adotada em estudos cinéticos de inativagao é
a de que o tratamento térmico é ideal, com aquecimento e resfriamento instantaneos
e retengdo isotérmica na temperatura de processo. Na pratica, ha rampas de
aquecimento e resfriamento que contribuem com a inativagdo das enzimas ou dos
micro-organismos alvo e também com a degradacdo de componentes do alimento
(PELEG et al., 2008). Para considerar o efeito de todo o histérico tempo-temperatura
T(t) do tratamento, empregou-se a funcao letalidade Lt definida na eq.(3.5) para o

modelo secundario de Arrhenius (k-E,). A letalidade integrada Fr é o tempo de

processo ideal a T, que resulta em uma inativagdo equivalente a do processo nao

ideal com histérico T'(t). Reescrevendo a eq.(3.1) para processos nao ideais de
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inativagdo enzimatica, tem-se a eq.(3.6) (TEIXEIRA, 2006, 2007; TOLEDO, 2007,
ERKMEN; BARAZI, 2012). Os parametros do modelo séo dois: k, e Ej,.

E,/ 1 1
Lt(t) = exp (- ? (m - T_)> (35)
lni = —k, ftLt(t)dt = —k,.Fr, (3.6)
Ay 0

Para o modelo secundario de Bigelow (D-z), a fungao letalidade Lt é definida na
eq.(3.7). Reescrevendo a eq.(3.3) para processos nao isotérmicos de inativagéo
enzimatica e considerando o modelo secundario de Bigelow, tem-se a eq.(3.8)
(TEIXEIRA, 2006, 2007; TOLEDO, 2007; ERKMEN; BARAZI, 2012). Os parametros

do modelo s&o dois: D, e z.

T(£)=Ty
Lt(t) =10 z (3.7)
t
A Jy Lt(®)dt Fr.
- _0 7 __ 3.8
logA0 D, D, (3.8)

E inesperado que um fendmeno complexo como a inativacdo de micro-organismos ou
de enzimas seja descrito por uma relagao simples como o modelo de primeira ordem,
e de fato foram observados desvios desse comportamento. Van Loey et al. (2003)
apresentam outros modelos para a inativagado térmica de enzimas, adaptag¢des do
modelo de primeira ordem. Um desses modelos é o modelo fracional da eq.(3.9), que
considera a existéncia de uma fracao enzimatica resistente A, /A, que nao sofre
inativagao nas condi¢des avaliadas. A isoterma cai linearmente em tempos menores
e tende assintoticamente ao valor log(4./A,) para tempos maiores (Figura 3.1). O

modelo apresenta trés parametros: D,, z e A, /A,.

A Ay Fre Ay

a2 1__)10 Dy 4 -2 3.9
Ao ( Ay Ao (3.9)
Outro modelo bastante usado para descrever isotermas de inativagao enzimatica nao
lineares € o modelo de duas fragdes da eq.(3.10). Ele também considera a existéncia
de conjuntos de isoformas enzimaticas com resisténcias térmicas distintas,

comumente chamadas de estavel (subscrito s) e labil (subscrito /). Cada fragao
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seguiria uma cinética de inativagdo de primeira ordem independente (Figura 3.1). O
parametro a corresponde a fragado da isoforma estavel em relagcédo a atividade total
antes do tratamento térmico (FUJIKAWA; ITOH, 1996; TOLEDO, 2007; GONZALES-
BARRON, 2012).

A _Frys _Frt

— =010 Prs + (1 — )10 Pr (3.10)

Ag
O modelo pode ser generalizado para um numero arbitrario de m € N* isoformas,
conforme mostrado nas egs.(3.11) e (3.12). O modelo conta com 3m - 1 parametros:

m valores de D,., m valores de z e m - 1 valores de a.

A m-1 FTr,i m-1 FTT,m
— = ( Z ai10_Dr.i> + (1 — Z ai) 10 Drm (3.11)
Ay

i=1 i=1

t  TEO-T,
FTr_l-=j 10 z dtVvi=1,..,m (3.12)
0

Figura 3.1 — Simulacao de formas das isotermas de inativacdo para o modelo de primeira ordem (a),
de duas fragdes (b), fracional (c) e de Weibull (d)

log(A/Aq)

log(A/A,)

Tempo (unidades arbitrarias) Tempo (unidades arbitrarias)

[@]

log(A/A,)

Tempo (unidades arbitrarias) Tempo (unidades arbitrarias)

Fonte: o proprio autor (2020)

Aguiar, Yamashita e Gut (2012) usaram o modelo de duas fracbes ao avaliar o
desempenho das enzimas lactoperoxidase, POD e fosfatase alcalina em solugao
tampao fosfato como integradores tempo-temperatura de processos de
pasteurizagcdo. Matsui (2006) observou esse comportamento para a POD em agua de

coco submetida a pasteurizagdo descontinua por micro-ondas. Augusto et al. (2015)
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ajustaram esse modelo para a inativagdo de PPO e POD por ultravioleta em uma

solugéo simulando agua de coco.

Os desvios do modelo de primeira ordem sdo as vezes justificados como erros
experimentais ou na aquisicdo de dados, como diferentes mecanismos cinéticos
concomitantes ou como uma resisténcia de agregagbes de micro-organismos e
enzimas (LEWIS; HEPPELL, 2000; AWUAH; RAMASWAMY; ECONOMIDES, 2007).
Peleg e Cole (1998), contudo, questionam contundentemente tal abordagem,
afirmando que em nenhuma outra area da biologia se assume que elementos de uma
populagao tém resisténcia idéntica a um agente letal — Chick (1908) ja observava que
algumas bactérias apresentavam fortes desvios da linearidade, atribuidos a
“diferengas permanentes na resisténcia de organismos individuais com idades
distintas” (p. 116, tradugao nossa). Segundo Peleg e Cole (1998), o sucesso historico
do modelo de Bigelow se deve a praticas de sobreprocessamento que acabam por
inutilizar o uso do modelo. Os autores propdem uma abordagem na qual o tempo letal
de exposicao a dada temperatura € uma variavel aleatéria de distribuicdo monomodal,
0 que representaria uma distribuicio de resisténcias da populagdo. Uma distribuigdo
bastante usada é a de Weibull, que descreve o tempo até a falha de sistemas
mecanicos e elétricos. O modelo de inativagao de Weibull é apresentado na eq.(3.13),
na qual B é o fator de forma e D, é o tempo até a primeira redugéo decimal (WEIBULL,
1951; HAHN; SHAPIRO, 1967; GONZALES-BARRON, 2012).

A Frn\P
log 7= (—T) (3.13)

D;

O fator de forma define o formato da distribuicdo de resisténcias e,
consequentemente, da isoterma de inativacéo (Figura 3.1). § > 1 implica em taxas
crescentes de inativacdo com o tempo; por exemplo, devido a uma resisténcia inicial
ou a uma adaptagdo de micro-organismos ao calor, seguida pela inativagao por
estresse acumulado. < 1 implica em taxas decrescentes de inativagao; por exemplo,
isoformas mais frageis da enzima sendo inativadas primeiro. No caso particular de
=1, o modelo se degenera ao de primeira ordem. Van Boekel (2002), em uma revisao
sobre o uso do modelo de Weibull na inativagao de células vegetativas, afirma que 8

aparenta ser independente da temperatura, e que o parametro cinético aparenta ter
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uma relagado empirica com T semelhante a da eq.(3.4) (substituindo D,. por D;.). Assim,

o modelo de Weibull contaria com trés parametros: Dy, z e B.

Uma complicag&o surge ao utilizar o modelo de Weibull: para 8 # 1, a taxa instantanea
de inativagado s depende de t, o que fica evidente derivando a eq.(3.13) para obter a
eq.(3.14). Na verdade, s depende da inativagdo no respectivo instante, o que se
observa isolando t na eq.(3.13) e substituindo na eq.(3.14) obtendo assim a eq.(3.15).
Isso implica que a resisténcia térmica de uma populacdo de enzimas ou micro-
organismos depende da populagdo sobrevivente em um dado instante. Assim, ndo é
possivel utilizar a letalidade integrada da eq.(3.7) (MAFART et al., 2002; CHEN;
CAMPANELLA; CORVALAN, 2007; CORRADINI; PELEG, 2007, 2009).

d(logA/A th-1
¢ = ( gdt/ 0) =_BD,B (3.14)
T T
B g1
s =——1(—logA/A,) (3.15)
Dy

A atividade residual pode ser calculada integrando as taxas instantaneas de inativagéao
ao longo do tempo de processo (eq.(3.16)), assumindo temperatura constante em um
pequeno intervalo de tempo dt. Resolve-se numericamente a eq.(3.16) discretizando
o tempo de processamento em passos no tempo At suficientemente pequenos e
calculando a inativacédo do instante i a partir da inativacdo no instante i — 1 anterior
para evitar um calculo implicito de (log A/A,);, conforme a eq.(3.17). Podemos entao
calcular Fr_ pela eq.(3.18) (CHEN; CAMPANELLA; CORVALAN, 2007, CORRADINI;
PELEG, 2007, 2009).

t t B E
logA/Ay = J sdt = —f —(—logA/Ay) B dt (3.16)
0 o Dr
t/At
B B-1
logA/Ay = — F(—(IOgA/Ao)i—ﬂ B At (3.17)
i=1 T
Fr. = —D/(log A/Ap)'/P (3.18)

Nota-se que se =1, as egs.(3.16) ou (3.18) resultam na conhecida e tradicional

eq.(3.8). E importante ressaltar que as egs.(3.14) a (3.18) valem para B independente
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do tempo ou da temperatura (o que significaria assumir que o mecanismo de
inativagdo permanece constante ao longo do processamento). Peleg et al. (2008)
afirmam que uma mesma populagao de micro-organismos exposta a historicos T(t)

diferentes apresentaria resisténcias distintas a uma mesma temperatura.

Cabe aqui reafirmar o ponto exposto claramente por Mafart et al. (2002): devido a
origem matematica distinta, ndo é possivel realizar uma analogia direta de Lt(t)
(eq.(3.7)) ao modelo cinético de inativagdo de Weibull — isto é, ndo basta apenas
adicionar o fator de forma B a eq.(3.8). No entanto, aparentemente isto ndo é
compreendido e difundido o suficiente na literatura cientifica da area de alimentos: néo
ha destaque a dependéncia de s com t ou log A/A, no modelo de Weibull em diversos
trabalhos recentes de inativacdo de micro-organismos (COUVERT et al.,, 2005;
SERMENT-MORENO et al., 2014, 2015, 2017; BECHET et al., 2017; GUERIN et al.,
2017) e de enzimas (MA; HUANG; ZU, 2009; FALGUERA et al., 2013a, 2013b;
PANKAJ; MISRA; CULLEN, 2013; SAMPEDRO; FAN, 2014; CRIADO et al., 2015;
SAXENA; MAKROO; SRIVASTAVA, 2017). Nesses trabalhos, que em alguns casos
incluem comparagdes com outros modelos cinéticos e tempos de rampa apreciaveis,

os autores nao esclarecem detalhes dos calculos — tais como o calculo de Fr, o

tamanho de At ou o valor definido para (logA/Ay), < 0 necessario para o primeiro

termo da eq.(3.17).

Aparentemente, as diferencas entre os modelos de primeira ordem e de Weibull na
inativagao de micro-organismos e enzimas sao tema controverso na literatura (LEWIS;
HEPPELL, 2000; HELDMAN; NEWSOME, 2003; INSTITUTE OF FOOD
TECHNOLOGISTS, 2020; HALDER; DATTA; GEEDIPALLI, 2007; PELEG, 2007;
GONZALES-BARRON, 2012; ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, 2020). No entanto,
apesar das abordagens distintas de origem, o modelo de Weibull (ou um modelo
baseado em outra distribuicdo monomodal de resisténcias) € apenas mais um modelo
empirico que se baseia na existéncia de parcelas da populagdo com resisténcias
diferentes — mesmo ignorando a razdo dessas diferengas. O mesmo pode ser dito dos
modelos fracional e de m fragbes apresentados anteriormente. De fato, se § < 1, a
isoterma prevista pelo modelo de m fragdes tende aquela prevista pelo modelo de
Weibull quando m — «, pois nesse caso limite entende-se que cada elemento

individual da populacdo tem sua propria resisténcia térmica, formando uma
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distribuicdo aproximadamente continua. Uma interpretacéo alternativa, grafica, € a de
que a isoterma curvilinea do modelo de Weibull poderia ser aproximada (ou
discretizada) por um numero suficientemente grande de isotermas lineares, cada uma
correspondente a uma das m isoformas (Figura 3.2). A interagdo de enzimas com
componentes do alimento (MATSUI, 2006), a adaptacdo de micro-organismos,
mecanismos de ativagdo de esporos, a agregagao de enzimas ou micro-organismos
(AUGUSTO et al.,, 2015) ou outros fatores podem levar a essa distribuicdo de
resisténcia ao tratamento térmico. Convém ressaltar que Van Boekel (2002) e Barsa,
Normand e Peleg (2012) recomendam cautela ao associar significado fisico a

parametros ajustados de modelos empiricos.

Figura 3.2 — Comparacao de comportamentos de isotermas segundo modelos de m = 1, 2 e 5 fragdes
(linhas tracejadas) e segundo modelo de Weibull com < 1 (linha continua)

i
\,
N\

e Weibull, B < 1

\ === m =1 fracdo
) m =2 fragdes
\

\\\ = « «m =5 fracOes

IOg(A/Ao)

Tempo (unidade arbitrarias)
Fonte: o proprio autor (2016)

O modelo de Weibull, devido a sua versatilidade, € usado comumente para descrever
a inativagdo de micro-organismos por calor e por outros métodos, com diferentes
modelos secundarios para a dependéncia dos parametros com o agente letal, embora
o fator de forma seja frequentemente considerado independente da temperatura
(PELEG, 2002; COUVERT et al., 2005; CORRADINI; PELEG, 2009; SERMENT-
MORENQO et al., 2015). Ele também ja foi usado para descrever a inativagédo da PPO
e da POD, especialmente em novas tecnologias de processamento de alimentos (MA;
HUANG; ZU, 2009; FALGUERA et al., 2013a, 2013b; PANKAJ; MISRA; CULLEN,
2013; SAMPEDRO; FAN, 2014; SERMENT-MORENO et al., 2014, 2017; CRIADO et
al., 2015; SAXENA; MAKROO; SRIVASTAVA, 2017). Peleg e Cole (1998)
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interpretaram efeitos combinados de composicao e pressao em tratamentos térmicos

como uma mudanga na distribuicdo das resisténcias ao calor.

3.2.4 Ajuste de modelos

Ao ajustar diversos modelos aos dados experimentais, surge a necessidade de
critérios de comparacao. Van Belle (2002) e Van Boekel (2008) desencorajam o uso
do coeficiente de determinagdo R? e recomendam o principio da parciménia,
conhecido como Navalha de Occam: o modelo que apresenta ajuste satisfatorio com
menor numero de parametros ajustaveis deve ser selecionado. Bates e Watts (1988)
afirmam que “se ha razdes para preferir um modelo sobre os outros, forte peso deve
ser dado as razdes [cientificas] do pesquisador porque o objetivo principal da analise
de dados € explicar o comportamento dos dados, ndo simplesmente conseguir o
melhor ajuste” (p.107, tradug&o nossa). Schokker e Van Boekel (1997) sugerem ainda
a comparacao de critérios objetivos, que relacionam o numero de dados experimentais
n, o numero de parametros p do modelo e o desvio-padrédo g,., das diferengas entre
os valores previstos pelo modelo e os medidos experimentalmente. Ljung (1999)

apresenta diversos desses critérios: o erro de previséo final de Hocking J,, (eq.(3.19)),
a estatistica S, (eq.(3.20)), o erro de previs&o final de Akaike AIC (eq.(3.21)) e o critério
de informacgao Bayesiano BIC (eq.(3.22)). Quanto menor o valor dos critérios para um

dado modelo, mais adequado ¢é seu ajuste.

Jp = Ores®*(p + 1) (3.19)

S5 = Ores? G f;)_(:)_ — (3.20)
AIC = 2 % +1n (0757 nn;p) (3.21)
BIC =In <are52 1 — P (1 42 1:11 n)) (3.22)

Giner-Segui, Elez-Martinez e Martin-Belloso (2009) e Falguera et al. (2013a)
utilizaram alguns desses critérios ao comparar ajustes de modelos de inativagao de
PE por pulsos de campos elétricos e de PPO por pressido e temperatura,
respectivamente. Segundo Hahn e Shapiro (1967), a aplicacdo de modelos
estatisticos e a consideracgao de distribuigdes de probabilidade permitiria projetos mais

confiaveis ao lidar com variagcdes de forma mais razoavel e adequada. Van Boekel
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(1996, 2008) propde para a engenharia de alimentos o uso de modelos que incluam a

variabilidade de sistemas biologicos e a incerteza sobre o sistema.

3.2.5 Incerteza dos parametros do modelo ajustado

Alimentos, devido a sua composigdo biologica, sdo materiais heterogéneos
complexos; logo, ha incerteza na modelagem de suas propriedades e alteragbes. A
selecdo de modelos e processos, portanto, se beneficiaria de uma abordagem
Bayesiana em diversas etapas da cadeia de producdo (VAN BOEKEL, 2004). A
abordagem Bayesiana na estatistica considera a probabilidade ndo como uma simples
frequéncia relativa de eventos repetidos, mas como uma medida genérica e ampla da
incerteza sobre uma grandeza desconhecida (HAHN; SHAPIRO, 1967). Técnicas
Bayesianas nao retornam uma estimativa fixa para um parametro, mas o consideram
como uma variavel aleatoria e estimam sua distribuicdo (FEARN, 2004; O'HAGAN,
2004; SOLONEN, 2006).

Para o caso de modelos nao lineares, € possivel obter apenas aproximacdes da
incerteza dos parametros a partir de relagdes para modelos lineares. Em um modelo
com parametros 6, ..., 6;, ..., 6,,, seus desvios-padrédo podem ser estimados a partir
da matriz jacobiana J definida na eq.(3.23), e a partir do erro quadratico médio MSE
da eq.(3.24). MSE é uma estimativa da variancia do erro experimental aleatério a partir
dos residuos do modelo, as diferengas entre os valores experimental (subscrito exp)
e calculado (subscrito calc) da atividade enzimatica residual A/A,. As derivadas
parciais na eq.(3.23) correspondem a sensibilidade da previsdo do modelo ao valor
dos parametros. A matriz de covariancia Cov é calculada segundo a eq.(3.25), e os

elementos de sua diagonal principal correspondem as variancias Gejz dos parametros,

conforme a eq.(3.26) (DRAPER; SMITH, 1981; BATES; WATTS, 1988; BUZZI-
FERRARIS, 2000). Em alguns modelos nao lineares, nao € possivel obter expressoes
analiticas das derivadas parciais — por exemplo, no modelo de inativacao térmica
apresentado na eq.(3.8). Nesse caso, pode-se estimar o valor das derivadas pelo
método das diferengas finitas como na eq.(3.27), na qual AB; é uma pequena

perturbagao no valor ajustado do parametro 8; (OSTERMANN, 2005).
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/a A/Aocalcl aA/Aocalcl\
26, 26,
j=| : : (3.23)
\a A/Aocalcn d A/Aocalcn
36, 36,
2
n —
MSE = Z (A/A(’e’”’; _[;/A"C“’Ci) (3.24)
i=1
Cov = MSE(JTP—* (3.25)
O'gjz = diag(Cov); Vj=1,..,p (3.26)
aA/AOcalci A/Aocalci (Hj + AQJ') - A/Aocalci (ej) .
~ vi=1.,p (3.27)
20; AB; T

J J

Outra maneira de quantificar a incerteza na estimativa dos parametros € pelos de
métodos de Monte Carlo. Essa denominacdo engloba diversas metodologias
estocasticas baseadas na amostragem aleatdria de certa distribuicdo. Os métodos de
Monte Carlo, por serem computacionalmente intensivos, se beneficiaram da evolucao
e disseminagdo tecnoldgica das ultimas décadas e sdo uteis na estimativa da
incerteza de parametros em modelos nao lineares, nos quais a obtencdo de
expressoes analiticas nem sempre é possivel (FISHMAN, 1996; SOLONEN, 2006).
Um tipo de método de Monte Carlo, chamado de (re)amostragem, consiste em gerar
amostras a partir de um conjunto de dados experimentais. Dentre esses métodos

podem-se destacar o bootstrap suavizado e o jackknife.

O método de bootstrap consiste em tomar aleatoriamente dados de uma amostra
experimental e gerar uma amostra “pseudo-experimental”. No bootstrap suavizado,
um erro aleatério é acrescido a cada valor amostrado, relativo a incerteza e a variagao
na medida. Assim, pode-se considerar cada amostra pseudo-experimental como uma
repeticao simulada de todo um conjunto de experimentos. Para cada amostra
simulada, uma nova estimativa dos parametros do modelo é obtida; a partir de um
numero suficientemente elevado de simulagdes, pode-se estimar a distribuicdo dos
parametros (HAHN; SHAPIRO, 1967; O’'HAGAN, 2004; LANDAU; BINDER, 2009).
Poschet et al. (2003), usando o bootstrap suavizado, observaram que a média das
distribuicdes obtidas para os parametros era semelhante ao valor dos parametros

ajustados a partir dos dados experimentais para um numero suficientemente grande
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de amostras. Deve ser feita uma hipotese sobre o erro aleatério introduzido; assim
como em outras técnicas da abordagem Bayesiana, informacgao a priori € necessaria.
Criticos dessa abordagem afirmam que essas hipbteses subjetivas invalidam
resultados e conclusdes. Lopes e Tobias (2011) argumentam que essa subjetividade
também esta presente em abordagens classicas e na propria escolha do modelo a ser
avaliado, bem como no projeto experimental, no tratamento de dados e na escolha de
critérios para comparagao e avaliagao dos ajustes dos modelos. Segundo O’Hagan
(2004), tal subjetividade seria meramente explicitada em metodologias Bayesianas,
requerendo evidéncias para justificar a informagao a priori e corrigindo-a a partir de
novos dados diminuindo gradativamente seu peso nas conclusdes. Os autores
reconhecem que a sensibilidade dos resultados a informacdo a priori deve ser

estudada.

Outro método de Monte Carlo de reamostragem ¢é o jackknife. Esse método consiste
em retirar um valor da amostra de dados experimentais, estimar os parametros,
devolver a amostra o valor retirado e retirar um novo, repetindo o processo. Os

pseudo-valores dos parametros 6;) ; sdo entdo calculados segundo a eq.(3.28), a
partir da estimativa 8; do j-ésimo parametro considerando todos os pontos e da
estimativa 0, ; do j-ésimo parametro retirando-se o i-ésimo ponto. Calcula-se a média
dos pseudo-valores 8 e entdo o desvio-padréo O, do parametro é calculado conforme

a eq.(3.29) (BRILLINGER, 1966; MILLER, 1974; LANDAU; BINDER, 2009).

0@, =18 —0,;(n—1) Vj=1,.,p (3.28)
(6w, —

i = 3.29

Z n(n—l) Vi=l.p ( )

Halder, Datta e Geedipalli (2007) utilizaram um método de Monte Carlo para estimar
as incertezas nas determinagdes dos parametros do modelo de primeira ordem e do
modelo dinamico de Weibull proposto por Peleg e Penchina (2000), a fim de associar
essa incerteza a comparagao das previsdes dos modelos. Poschet et al. (2003) e Van
Boekel (2008) realcam a possibilidade de utilizar métodos de Monte Carlo para obter
informagdes sobre a incerteza dos parédmetros e assim garantir a seguranga na

microbiologia preditiva e a qualidade de alimentos processados. Awuah, Ramaswamy



54

e Economides (2007) afirmam que a estimativa das incertezas nas previsbes dos
modelos de inativagcdo permite uma melhor comparacgao e avaliagado do desempenho

das novas tecnologias de processamento de alimentos.

3.3 TRATAMENTO TERMICO DE ALIMENTOS POR MICRO-ONDAS E POR
AQUECIMENTO OHMICO

3.3.1 Propriedades de interesse no aquecimento 6hmico e por micro-ondas

Em alimentos, o aquecimento por campos elétricos se da pela rotacao de dipolos
elétricos permanentes e pela movimentacgao de ions (condugao ibnica). O calor gerado
pela rotacdo de dipolos é devido ao atrito na movimentagdo de moléculas polares
como a agua, que se alinham ao campo elétrico oscilante, com alguma defasagem
devido a rapida frequéncia de inversao do campo. A contribuicdo desse fenbmeno
aumenta com a frequéncia e nao pode ser desprezada nas altas frequéncias do
aquecimento por micro-ondas. Ja o calor gerado pela condugao ibnica se deve ao
efeito Joule de ions se movendo por um meio resistivo sob a aplicagédo de um campo
elétrico, gerando corrente. Esse é o mecanismo dominante nas baixas frequéncias
usadas no aquecimento 6hmico (JACOB; CHIA; BOEY, 1995; TANG; HAO; LAU,
2002; TEWARI, 2007; BERK, 2009; SAXENA; CHANDRA, 2011; SENSQY, 2012;
TANG, 2015; GUO et al., 2017). Materiais biolégicos como alimentos apresentam
permeabilidade magnética semelhante a do vacuo e assim geram calor a partir de
micro-ondas apenas pela interagdo com campos elétricos (TANG; HAO; LAU, 2002;
TANG, 2015).

As micro-ondas compreendem a faixa do espectro eletromagnético de frequéncia
entre 300 MHz e 300 GHz. Elas sofrem pouca atenuacdo por nuvens ou pela
atmosfera e, portanto, sdo usadas em radares e aparelhos de comunicacao.
Convencdes internacionais alocaram faixas de frequéncia para aplicagcdes médicas,
cientificas e industriais de micro-ondas conforme a Tabela 3.2 (TANG; HAO; LAU,
2002; TANG, 2015).
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Tabela 3.2: Faixas de frequéncia das micro-ondas alocadas para aplicagdes cientificas, médicas e
industriais em diferentes regides

Frequéncia  Comprimento
(MHz) de onda (m)
896 + 10 0,335 + 0,004 Gra-Bretanha
915+ 13 0,328 £ 0,005 Continente americano
2375 + 50 0,126 + 0,003 Antiga Uniao Soviética

Todos os paises, exceto a

Regibes

2450+ 50 0,122 £ 0,003 _ _ o
antiga Unido Soviética

Fonte: adaptado de Tang, Hao e Lau (2002) e de Tang (2015)

A conversdo da energia do campo elétrico das micro-ondas em energia térmica é
determinada pelas propriedades dielétricas do meio. Essas propriedades sao a
permissividade elétrica relativa €' (referente ao armazenamento de energia na forma
de polarizagéo) e o fator de perda € (referente a liberagdo de energia na forma de
calor). Essas propriedades sao relativas as do vacuo e dependem fortemente da
concentracdo de ions ou moléculas polares no meio (NELSON; DATTA, 2001;
REGIER; SCHUBERT, 2001; TANG; HAO; LAU, 2002; BERK, 2009; TANG, 2015).

Franco et al. (2015) avaliaram a influéncia da temperatura (0 °C a 90 °C) e da
frequéncia (0,5 a 3,0 GHz) nas propriedades dielétricas da agua de coco. O vale nas
curvas de ¢” em funcdo da temperatura (Figura 3.3) indica a transicdo entre os
mecanismos de conducao ibnica e rotagcao de dipolos, que possuem contribuicdes
opostas com relagdo ao aumento da frequéncia e da temperatura. Franco et al. (2015)
ajustaram modelos empiricos polinomiais para estimar as propriedades dielétricas de
agua de coco verde em fungao da temperatura para as frequéncias comerciais de 915
MHz e 2450 MHz. A medida das propriedades dielétricas de alimentos liquidos é
realizada por sondas coaxiais calibradas ligadas a analisadores de rede, devido a
simplicidade e precisdo do método (REGIER; SCHUBERT, 2001; TANG; HAO; LAU,
2002; CORONEL; SIMUNOVIC; SANDEEP, 2003; SALAZAR-GONZALEZ et al.,
2012; FRANCO et al., 2015).
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Figura 3.3: Permissividade elétrica relativa ¢’ e fator de perda " de amostra de agua de coco em fungao
da frequéncia e da temperatura
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Fonte: Franco et al., 2015

No aquecimento 6hmico, a condutividade elétrica do meio é a propriedade fisica de
maior interesse, pois dela depende € e, portanto, a geragao de calor por condugao
ibnica. Correlagdes empiricas lineares entre a condutividade elétrica e T sédo
frequentemente validas, desde que mantidas constantes a estrutura e a composigao
do meio. Costuma-se adotar a condutividade como independente da frequéncia, o que
de fato ndo vale nas baixas frequéncias de 50 Hz ou 60 Hz de uso comum no
aquecimento 6hmico (SASTRY, 2005; FRYER; PORRAS-PARRAL; BAKALIS, 2011;
SENSOQY, 2012; VICENTE et al., 2012; GUO et al.,, 2017). Um material com
condutividade muito baixa ndo conduz eletricidade, porém uma condutividade elevada
leva a pouca geragdo de calor. Assim, processos por aquecimento 6hmico sdo
aplicaveis entre condutividades elétricas de 0,01 S/m e 10 S/m (KNIRSCH et al., 2010;
FRYER; PORRAS-PARRAL; BAKALIS, 2011; CHEN, 2015), faixa na qual se
encontram alimentos liquidos e sdlidos (SARANG; SASTRY; KNIPE, 2008; ZHANG,
2009).

Uma onda eletromagnética perde energia enquanto atravessa um meio. Define-se a
profundidade de penetracdo dp da onda no meio como a distancia percorrida até que
sua poténcia seja 1/e = 1/2,718 = 36,79 % da poténcia incidente. Para uma onda
incidindo perpendicularmente sobre um meio semi-infinito, dp depende do
comprimento de onda da micro-onda no vacuo A, ou da velocidade da luz no vacuo ¢
e da frequéncia f da onda, conforme a eq.(3.30) (NELSON; DATTA, 2001; TANG,;
HAO; LAU, 2002; CHANDRASEKARAN; RAMANATHAN; BASAK, 2013; TANG,
2015). Quanto menor, mais energia a micro-onda perde ao atravessa-lo. Processos

baseados na aplicacdo de micro-ondas, como a pasteurizacdo de alimentos, devem
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ser projetados estimando-se a profundidade de penetragdo para avaliar se todo o
volume esta exposto a radiacdo (CORONEL; SIMUNOVIC; SANDEEP, 2003).

dp =
2T

3.3.2 Processamento de alimentos por micro-ondas

Em 1940, o engenheiro elétrico americano Percy Spencer auxiliava cientistas ingleses
a avaliar o uso de micro-ondas para radares na Segunda Guerra Mundial, quando
percebeu que micro-ondas poderiam aquecer alimentos (REGIER; SCHUBERT,
2001). Ele submeteu um pedido de patente em 1945, publicada em 1950 (RAYTHEON
MANUFACTURING COMPANY, 1950, 1952). Os primeiros fornos foram introduzidos
na industria em 1955, e fornos domésticos de tamanho razoavel surgiram em 1965
(THIPPAREDDI; SANCHEZ, 2006; TEWARI, 2007). Hoje, a tecnologia de micro-
ondas para aquecimento de alimentos sélidos € uma pratica estabelecida na industria.
Os principais usos incluem secagem residual de massas e graos, pré-cozimento de
bacon, témpera de grandes blocos congelados de carne e de suco e aquecimento
doméstico e comercial de produtos semi-prontos (REGIER; SCHUBERT, 2001;
TEWARI, 2007; FELLOWS, 2009). O equipamento consiste basicamente em um
gerador de micro-ondas a partir de energia elétrica, normalmente um magnetrao, do
qual uma guia de ondas metalica conduz a radiagdo até uma cavidade onde se
encontra o alimento (SHARMA; MULVANEY; RIZVI, 2000; REGIER; SCHUBERT,
2001; SAXENA; CHANDRA, 2011; SALAZAR-GONZALEZ et al., 2012).

A principal vantagem do aquecimento por micro-ondas é o rapido aquecimento
volumétrico pelo fato da micro-onda atravessar o meio e promover aquecimento no
proprio material de interesse, em contraste com métodos tradicionais nos quais a
transferéncia de calor a partir de um intermediario se da do exterior ao interior do
material de forma possivelmente lenta (DATTA, 2001; REGIER; SCHUBERT, 2001;
SALAZAR-GONZALEZ et al., 2012; CHANDRASEKARAN; RAMANATHAN; BASAK,
2013). O aquecimento em volume leva a menor sobreprocessamento das camadas
externas do alimento liquido em tubo. Ja as altas taxas de aumento da temperatura

possiveis com o uso de micro-ondas permitem uma maior retengcdo de nutrientes



58

termicamente sensiveis, pois o tempo de aquecimento menor para atingir a
temperatura de processo leva a uma menor exposicdo de componentes sensiveis do
alimento a temperatura. Os equipamentos usados no aquecimento por micro-ondas
sdo menores, permitem a manutengdo de uma planta mais limpa e tem controle facil
— pois a fonte de energia pode ser instantaneamente ligada e desligada (TEWARI,
2007; SALAZAR-GONZALEZ et al., 2012; TANG, 2015).

Nas ultimas décadas, tem surgido o interesse de aplicar a tecnologia de micro-ondas
no tratamento térmico de alimentos liquidos tais como sucos e purés. Além das
vantagens ja expostas, o aquecimento em volume levaria a uma menor incrustacgao,
uma vez que o alimento ndo entra em contato com uma superficie sobreaquecida
como ocorre em aquecimentos tradicionais (CORONEL; SIMUNOVIC; SANDEEP,
2003; SALAZAR-GONZALEZ et al., 2012). Algumas dificuldades em implementar o
aquecimento de alimentos liquidos por micro-ondas ja foram superadas, como o
desenvolvimento de instrumentos para medi¢cao acurada da temperatura que nao
sofram interferéncia da radiacdo e a construcdo de tubos de materiais ceramicos e
poliméricos transparentes as micro-ondas (TEWARI, 2007; TANG, 2015). Esses
materiais, no entanto, ndo permitem operacao a altas pressoes, e a tecnologia de
micro-ondas apresenta elevado custo inicial (TEWARI, 2007; STEED et al., 2008).

Yousefi et al. (2012) compararam tratamentos térmicos descontinuos de suco
concentrado de roma. Avaliando aquecimentos convencional e por micro-ondas, este
ultimo apresentou menor alteragao de cor e maior retengéo de atividade antioxidante.
Os autores concluiram que o tempo de aquecimento (menor no processo por micro-
ondas) teve maior impacto na qualidade do produto que a temperatura ou o modo de
aquecimento. Marszatek, Mitek e Skagpska (2015) compararam aquecimento
convencional e por micro-ondas na inativacao térmica da PPO e da POD em puré de
morango. As enzimas se mostraram termorresistentes em ambos os tratamentos, mas
0 aquecimento por micro-ondas, mais rapido, se mostrou “muito menos destrutivo” (p.
1874, tradugao nossa), com menor degradagao de compostos fendlicos e vitamina C

e maior aceitacido em painel de analise sensorial.

A principal desvantagem do tratamento por micro-ondas € que a distribuicdo de
temperaturas no alimento pode nao ser uniforme e é de dificil previsao, dependendo

da transmissao, absorgcao e reflexdo de ondas eletromagnéticas dentro e fora do
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alimento. Ha ainda que se considerar a dependéncia das propriedades dielétricas com
a temperatura e a transferéncia de calor por condugao/conveccéo limitante, o que
pode levar a elevados gradientes de temperatura no alimento e ao indesejado e
conhecido fenbmeno de thermal runaway (a absor¢do mais intensa de micro-ondas
por partes do alimento que ja estdo mais quentes) (ZHANG; DATTA, 2001; TANG;
HAO; LAU, 2002; ZHAO, 2006; SALVI et al., 2009). Ao contrario do aquecimento
convencional, o ponto de aquecimento mais lento do alimento nao é evidente, o que
levanta preocupacbes por parte de alguns autores sobre a seguranga de tais
tratamentos térmicos (FRYER, 1997). Para alimentos viscosos, Coronel et al. (2005)
e Kumar et al. (2008) propuseram um escoamento laminar no tratamento continuo por
micro-ondas, a fim de expor a porgdo mais rapida do fluido a maior intensidade do
campo elétrico, no centro do tubo. Agitadores estaticos apdés cada secao de

aquecimento permitiram obter uma distribuicdo de temperatura homogénea.

Inicialmente, estudos e processos eram conduzidos em cavidades multimodais como
os fornos de micro-ondas domésticos, nas quais a interagcdo entre as ondas e a
cavidade leva a varios pontos de maior intensidade. Tais equipamentos apresentam
problemas de reprodutibilidade (MATSUI, 2006; SAXENA; CHANDRA, 2011), e vem
sendo gradativamente substituidos na academia e na industria por aparelhos com
cavidades monomodais, nas quais a forma e as dimensdes da cavidade e das
amostras levam a uma focalizagdo das micro-ondas, permitindo melhor
aproveitamento da energia e maior reprodutibilidade dos processos e experimentos
(DIAZ-ORTIZ et al., 2011; KAPPE, 2013; KAPPE; PIEBER; DALLINGER, 2013).

3.3.3 Processamento de alimentos por aquecimento 6hmico

Costuma-se iniciar textos listando os diversos nomes alternativos do processamento
por aquecimento 6hmico — aquecimento Joule, aquecimento eletrocondutivo,
eletroaquecimento, aquecimento por resisténcia (ou resisténcia elétrica, ou resisténcia
direta) — embora a propria expressao “aquecimento dhmico” seja mais usada. Tal
processo consiste em inserir eletrodos em um alimento contido em uma cavidade
isolante e aplicar uma diferenga de potencial elétrico, gerando um campo elétrico
oscilante (normalmente de baixas frequéncias como 50 Hz ou 60 Hz) no qual
particulas carregadas se movem formando uma corrente e aquecendo o alimento por
efeito Joule (SASTRY, 2005; FELLOWS, 2009; KNIRSCH et al., 2010; FRYER,;
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PORRAS-PARRAL; BAKALIS, 2011; VARGHESE et al., 2014; YILDIZ; GUVEN, 2014
CHEN, 2015; KAUR; SINGH, 2016).

O aquecimento 6hmico foi usado com relativo sucesso entre as décadas de 1910 e
1930 para a esterilizagdo de leite. No entanto, a falta de regulagbes e de materiais
inertes para a construgédo dos eletrodos, bem como os altos custo e risco da
eletricidade a época, levaram ao abandono da tecnologia. Nos anos 1980, houve um
novo interesse no aquecimento 6hmico para processamento térmico de alimentos
particulados. Apds o patenteamento de um processo no Reino Unido em 1992, a
academia e a industria passaram a estudar o aquecimento 6hmico de alimentos com
motivagao revigorada. Hoje, a tecnologia € de uso comercial, embora ainda
relativamente pouco difundida e usada principalmente no processamento de fatias de
frutas e legumes e de produtos de tomate (SASTRY, 2005; FRYER; PORRAS-
PARRAL; BAKALIS, 2011; SENSOQOY, 2012; VICENTE et al., 2012; SAKR; LIU, 2014;
YILDIZ; GUVEN, 2014; CHEN, 2015;). Fryer, Porras-Parral e Bakalis (2011) destacam
que a aplicagdo da tecnologia justamente no processamento térmico de alimentos

multifasicos ainda ndo foi realizada com grande sucesso.

De forma semelhante ao aquecimento por micro-ondas, a principal vantagem do
aquecimento 6hmico é a geragao rapida e volumétrica de energia térmica no préprio
produto a ser aquecido, devido ao alimento ser atravessado por um campo elétrico
oscilante. Essa caracteristica torna essa tecnologia ideal para liquidos viscosos ou
com particulas solidas — € possivel, via adicao de sais, controlar as condutividades
elétricas das fases liquida e sdlida para que tais solidos se aquegam mais rapidamente
que o fluido, algo de grande interesse na seguranga de alimentos mas impossivel com
processos térmicos convencionais (RAMASWAMY; MARCOTTE, 2006; KNIRSCH et
al., 2010; SENSQY, 2012; VICENTE et al., 2012; CHEN, 2015). Ha ainda relatos de
alta eficiéncia energética e baixos custos de manutengdo de processos por
aquecimento 6hmico (SENSOY, 2012; VICENTE et al., 2012).

O aquecimento 6hmico também compartilha desvantagens com o aquecimento por
micro-ondas. Algumas delas sao o alto custo inicial de investimento, a dificuldade na
modelagem e simulagao para determinagdo do ponto de menor temperatura (crucial

para a seguranga no processamento de alimentos) e a necessidade de projeto
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altamente especifico para produto e processo determinados (SASTRY et al., 2002;
VICENTE et al., 2012; KAMONPATANA et al., 2013a, 2013b).

Um ponto critico do aquecimento 6hmico é o contato dos eletrodos com os alimentos.
Na superficie dos eletrodos, ocorrem reacgdes eletroliticas com os compostos do
alimento, com possivel contaminagao e reducédo da eficiéncia. O uso de corrente
alternada néao elimina totalmente as reagdes eletroliticas devido as baixas frequéncias
comumente usadas. Essa ocorréncia pode ser reduzida aumentando a frequéncia do
campo ou usando eletrodos de materiais nobres (e caros) (SASTRY et al., 2002;
SASTRY, 2005; SENSQY, 2012; VARGHESE et al., 2014; GUO et al., 2017).

O aquecimento 6hmico ja foi utilizado com sucesso no processamento de alimentos
liquidos para inativacdo de micro-organismos patogénicos na forma de esporos
(SOMAVAT et al., 2012; SOMAVAT; MOHAMED; SASTRY, 2013) ou de células
vegetativas (KIM; KANG, 2015; KIM et al.,, 2016; RODRIGUES et al., 2017). O
aquecimento 6hmico também ja foi usado na inativagdo de enzimas de interesse em
alimentos, incluindo a PPO e PE (CASTRO et al., 2004; DEMIRDOVEN; BAYSAL,
2015; MAKROO et al., 2017; MAKROO; RASTOGI; SRIVASTAVA, 2017;
SAMARANAYAKE; SASTRY, 2016a, 2016b; SAXENA; MAKROO; SRIVASTAVA,
2017). Castro et al. (2004), em particular, demonstram a importancia de determinar se
indicadores tradicionais de tratamentos térmicos podem ser usados para novas
tecnologias a fim de evitar subprocessamento que comprometa a seguranca ao
consumo. Cabe ressaltar que alguns dos trabalhos aqui citados apresentam graficos
com isotermas de inativacao claramente nao lineares (Figura 3.1), mas o modelo de

primeira ordem da eq.(3.3) € frequentemente usado.

Ha relatos contraditorios sobre a suposta retencdo de caracteristicas de alimentos
ap6s a comparagao entre os aquecimentos 6hmico e convencional (KNIRSCH et al.,
2010). Achir et al. (2016) ndo observaram manutencdo aprimorada do perfil de
carotenoides em sucos citricos. A degradagao da vitamina C em polpa de acerola
parece depender pouco da frequéncia do campo elétrico e ser independente da
temperatura, além de ser igual a do aquecimento convencional (MERCALI et al.,
2014a, 2014b; JAESCHKE; MARCZAK; MERCALI, 2016). Makroo et al. (2017)

relatam que o aquecimento dhmico provocou maiores alteragdes no pH e menores
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alteracbes na cor do suco de melancia que o aquecimento por imersdo em banho
térmico, sem diferengas no conteudo de fendlicos totais e de licopeno. Makroo,
Rastogi e Srivastava (2017) relatam menor degradacdo da vitamina C pelo
aquecimento O6hmico mas taxas semelhantes de degradacdo de cor. Park;
Balasubramaniam e Sastry (2014) combinaram processamento 6hmico, térmico e por

pressao para melhorar a reteng¢ao de carotenoides e textura de cenouras.

Sensoy (2012), Jaeger et al. (2016) e Silva, V., Santos e Silva, A. (2017) apresentam
um resumo pertinente dos desenvolvimentos necessarios a tecnologia de
aquecimento 6hmico, incluindo efeitos do campo elétrico sobre transporte de massa,
estudos sobre eficiéncia energética do processo, modelagem matematica,
aprimoramento de medidas ndo intrusivas de T e materiais de eletrodos que

minimizem a eletrdlise.

3.3.4 Efeitos ndo térmicos

Além das vantagens ja discutidas, possiveis beneficios do aquecimento por campos
elétricos seriam os chamados efeitos especificos, adicionais ou nao térmicos sobre
moléculas ou micro-organismos. Este debate se prolonga ha décadas (FLEMING,
1944; SHAMIS et al., 2012; SAMARANAYAKE; SASTRY, 2016a, 2016b; XU et al.,
2016; KUBO et al., 2020). Enquanto alguns autores negam enfaticamente a existéncia
de tais efeitos (GIESE, 1992; PALANIAPPAN; SASTRY; RICHTER, 1992; CORONEL,;
SIMUNOVIC; SANDEEP, 2003; FELLOWS, 2009; KAPPE, 2013; KIM; KANG, 2015;
TANG, 2015; XU et al., 2016), outros afirmam que a diferengca observada
experimentalmente entre tratamentos térmicos ndo pode ser atribuida somente a um
aquecimento mais rapido e em volume (TAJCHAKAVIT; RAMASWAMY, 1995, 1997,
TAJCHAKAVIT; RAMASWAMY; FUSTIER, 1998; MATSUI et al., 2008; SOMAVAT et
al., 2012; BENLLOCH-TINOCO; MARTINEZ-NAVARRETE; RODRIGO, 2014;
RODRIGUES et al., 2017). Somavat, Mohamed e Sastry (2013) inclusive questionam
a classificagdo do aquecimento 6hmico como tecnologia de processamento térmico,
mas Rawson et al. (2011) e Jaeger et al. (2016) afirmam que a agcédo da temperatura
€ o principal efeito nos aquecimentos por micro-ondas e 6hmico, respectivamente.
Peleg, Corradini e Normand (2012) lembram que diferengas entre métodos de
inativagado ndo devem depender do modelo matematico escolhido.
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Evidéncias de tais efeitos ndo térmicos das micro-ondas teriam surgido devido ao uso
de cavidades multimodais de baixa reprodutibilidade e da medi¢ao inadequada da
temperatura das amostras durante os primeiros experimentos (REGIER; SCHUBERT,
2001; KAPPE, 2013; TANG, 2015). Cabe ressaltar que os niveis de energia presentes
em micro-ondas sdo ordens de grandeza menores que OS necessarios para
diretamente romper ligagdes quimicas covalentes ou induzir mudangas estruturais em
proteinas (POTTER, HOTCHKISS, 1995; REGIER; SCHUBERT, 2001; SAKAI; MAO,
2006; DAMM et al., 2012; TANG, 2015).

Outra questdo que compromete resultados € a comparagdao inadequada entre
tratamentos continuos e descontinuos ou com histéricos T(t) sem qualquer
semelhanga (VIKRAM; RAMESH; PRAPULLA, 2005; KIM; KANG, 2015;
MARSZALEK; MITEK; SKAPSKA, 2015; ARJMANDI et al., 2016; MAKROO et al.,
2017; STRATAKOS et al., 2016). Jacob, Chia e Boey (1995), Kozempel et al. (2000)
e Shazman et al. (2007) destacam a importancia de comparar tratamentos térmicos
sob condi¢cdes semelhantes. Benlloch-Tinoco et al. (2014a) afirmam que os diferentes
mecanismos de aquecimento tornam dificil assemelhar historicos T (t) para processos
convencionais e alternativos, e chegam até a sugerir que o uso da letalidade integrada
da eq.(3.7) eliminaria qualquer diferenga devido a historicos T(t) distintos (uma

abordagem bastante distinta da deste trabalho).

Ha ainda a possibilidade de que os efeitos especificos ou nao térmicos dos campos
elétricos ndo atuem da mesma forma em todos os meios ou moléculas: Benlloch-
Tinoco et al. (2014b) pasteurizaram puré de kiwi por micro-ondas e relataram efeitos
nao térmicos sobre a inativagdo da PPO e da PE mas ndo da POD. Castro et al. (2004)
observaram efeitos nao térmicos do aquecimento 6hmico na inativacao de PPO e
lipoxigenase mas nao na de PE, fosfatase alcalina e B-galactosidase.

Diversos mecanismos foram propostos para explicar os possiveis efeitos nao térmicos
ou especificos de campos elétricos oscilantes durante o aquecimento 6hmico ou por
micro-ondas sobre a inativagdo de micro-organismos e enzimas. A destruigao da
membrana celular pela movimentacdo de ions (ESTADOS UNIDOS DA AMERICA,
2020) € um mecanismo proposto frequentemente, mas Rougier et al. (2014) n&o

observaram rompimento da membrana em suspensdes de Escherichia coli aquecidas
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a 37 °C por micro-ondas a 2450 MHz. Os autores propdem que ocorreu eletroporacao
reversivel, dependente da poténcia do campo elétrico — um mecanismo que também
€ invocado ao discutir efeitos ndo térmicos do aquecimento 6hmico (KAUR; SINGH,
2016; RODRIGUES et al., 2017). Sastry (2005), no entanto, argumenta que o
mecanismo de eletroporacdo da membrana valeria apenas para as baixas frequéncias
do aquecimento 6hmico e ndo para as altas frequéncias usadas em micro-ondas. Esse
mecanismo para efeitos nao térmicos também n&o pode ser estendido a inativagao de
esporos devido as diferengas estruturais (SOMAVAT et al., 2012; SOMAVAT,;
MOHAMED; SASTRY, 2013).

Kappe, Pieber e Dallinger (2013) sugerem que uma orientagdo molecular mais
favoravel devido a polarizacdo poderia aumentar a taxa de colisbes efetivas em
reagdes quimicas. A presenga de um campo elétrico poderia estabilizar intermediarios
polares em uma reag¢ao quimica de sintese organica, de desnaturagao proteica ou
catalisada por uma enzima (HOZ; DIAZ-ORTIiZ; MORENO, 2007; DIAZ-ORTIZ et al.,
2011). Kozempel et al. (2000) e Chandrasekaran, Ramanathan e Basak (2013)
sugerem que as micro-ondas podem acentuar efeitos térmicos. Castro et al. (2004)
rejeitam a hipotese de quebra molecular ou separacao de subunidades de enzimas
durante o aquecimento 6hmico. Lopes et al. (2015) relatam que o aquecimento
convencional a 45 °C alterou a estrutura secundaria da POD, descomprimindo-a e
aumentando sua atividade mas a 60 °C, a enzima perdeu sua estrutura terciaria e foi
inativada; tal perda da estrutura terciaria foi observada para o aquecimento por micro-
ondas a 45 °C.

Devido a inconclusdo sobre a (in)existéncia de efeitos ndo térmicos ou especificos
dos campos elétricos oscilantes sobre alimentos, ha quem recomende simplesmente
ignorar tal discussdo e projetar processos considerando apenas o efeito térmico,
tomando esses possiveis efeitos como seguranga adicional (ANANTHESWARAN;
RAMASWAMY, 2001; ESTADOS UNIDOS DA AMERICA, 2020). No entanto, ha
argumentos de ordem pragmatica contra tal atitude. Deve-se verificar se tais efeitos,
se existem, influenciam da mesma maneira micro-organismos patogénicos e
indicadores de tratamento comumente utilizados, a fim de selecionar um alvo
adequado e garantir a seguranga do processo (CASTRO et al., 2004). Ignorar tais

efeitos ainda levara a um sobreprocessamento do alimento ao desconsiderar essa
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eventual inativacdo adicional. Por fim, poucos trabalhos consideram a hipotese de

efeitos ndo térmicos sobre a qualidade dos alimentos (LUVIELMO et al., 2004).

Em uma revisao extensa, Kubo et al. (2020) concluem que “incertezas na medig¢ao de
temperatura e na avaliagcdo da atividade de micro-organismos e enzimas pode
esconder sutis efeitos nao térmicos”, que “parecem mais pronunciados em
aquecimento 6hmico a baixas frequéncias que em aquecimento por micro-ondas” em

frequéncias mais elevadas (p.9, tradugao nossa).

Apesar das barreiras, o aquecimento por micro-ondas € considerado uma das mais
promissoras e comercialmente viaveis tecnologias emergentes para processamento
de alimentos, especialmente na América do Norte e na Espanha, enquanto o
aquecimento 6hmico desperta interesse no processamento de alimentos liquidos na
Europa (JERMANN et al., 2015). Além das ja citadas desvantagens de aquecimento
por micro-ondas potencialmente heterogéneo e possivel incrustagao sobre eletrodos
no aquecimento 6hmico, Regier e Schubert (2001) e Jermann et al. (2015) relatam
razdes nao técnicas para a difusdo lenta de tais tecnologias. Tais razbes incluem um
suposto conservadorismo e baixo orgamento de pesquisa em industrias alimenticias,
hesitacdo em investir em profissionais qualificados que compreendam o complexo
fendmeno de aquecimento por campos elétricos e a falta de regulamentagdes
adequadas. No entanto, além das ja citadas vantagens de aquecimento rapido e
volumétrico, essas tecnologias apresentam eficiéncia energética maior, levando a um
menor consumo de energia e ocupagao de menor espago na planta (ATUONWU et
al., 2019). Vicente et al. (2012) destacam a necessidade de mais estudos sobre
procedimentos de validagcdo de processamentos e sobre inativacdo de enzimas em
alimentos por aquecimento Ohmico. Os autores afirmam que “ao contrario das
tecnologias de processamento bem estabelecidas, ainda ha muito espaco para
aprimoramentos ao usar o aquecimento 6hmico” (p. 677, tradugédo nossa). Segundo
Regier e Schubert (2001), “o avango da tecnologia de micro-ondas na industria de
alimentos devido ao seu elevado potencial foi previsto muitas vezes, mas sempre foi
adiado até agora. (...) Contudo, nés acreditamos que o potencial da tecnologia de
micro-ondas na industria de alimentos esta longe de ser exaurido” (p.203, tradugao

nossa).
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DA AGUA DE COCO

Foram adquiridos dois lotes de cocos verdes (20 cocos por lote) da variedade ana, de
oito meses de maturagao, sem sinal de rachaduras na casca e armazenados a 5 °C.
Um lote foi usado no estudo da cinética de inativacdo da PPO, e outro no estudo da
POD. Apds sanitizagao do exterior dos frutos com solugao de hipoclorito de sédio, a
agua de coco foi extraida por gravidade, usando a extratora Coco F&cil (Brasil
lluminagao, Brasil) da Figura 4.1. Para cada lote, o liquido extraido dos frutos foi
homogeneizado e filtrado em malha 0,212 + 0,009 mm Granutest (Telastem, Brasil).
A agua de coco foi acondicionada em garrafas de volume 270 + 20 mL armazenadas
a -28 + 2 °C. Para as andlises de propriedades e ensaios de cinética de inativacao, a
agua de coco era descongelada submetendo as garrafas a leve agitagao sob agua

corrente a temperatura ambiente e mantendo-as em banho de agua a no maximo 4
°C

Figura 4.1: Extratora de agua de coco gravidade utilizada perfuracao dos cocos

Fonte: Coco Facil (2020)
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Segundo os métodos descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), as seguintes
propriedades foram determinadas a 25 £ 2 °C e em triplicata:

e pH usando peagametro Tec-3MP (TECNAL, Brasil);

e acidez titulavel expressa como % de acido malico e citrico, determinada por
titulagdo volumétrica com solugcado 0,1 M de NaOH com fenolftaleina como
indicador;

e solidos soluveis totais expressos como °Brix corrigidos pela temperatura e
acidez, medidos em refratdmetro 950.032 B-ATC (Alla France, Franca);

e peso especifico usando densimetro Incoterm 7583 (Incoterm, Brasil).

A permissividade elétrica relativa €' e o fator de perda ¢’ foram determinados entre
0,5 GHz e 3,0 GHz conforme Franco et al. (2015), por meio da técnica de sonda
coaxial usando o Dielectric Probe Kit 85070E acoplado a um analisador de rede
E5061B (Agilent Technologies, Malasia), nas temperaturas de 16 °C (lote de estudo
da POD) e 24 °C (lote de estudo da PPO). A condutividade elétrica da agua de coco
a 25 £ 1 °C foi medida em triplicata em condutivimetro YSI-3200 com eletrodo YSI-
3252 (YSI, Estados Unidos da América). A turbidez a 25 + 1 °C foi determinada por
espectrometria a 610 nm relativa a agua destilada, usando o espectrofotémetro
SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices, Estados Unidos da América) e microplacas
de 96 pogos e fundo chato (Greiner Bio-One, Austria) (Figura 4.2). A leitura da
absorbancia Abs foi usada para calcular o valor da turbidez Turb conforme a eq.(4.1)
(CAMPOS et al., 1996; TAN et al., 2014).

Turb = 100(1 — 1074%) (4.1)

Figura 4.2: Espectrofotdmetro e microplaca utilizados nas leituras de turbidez e de atividade enzimatica
de amostras de agua de coco

Fonte: o proprio autor (2016)



69

4.2 OBTENGAO E CARACTERIZACAO DO SUCO DE LARANJA

Foi adquirido um lote de 30 laranjas da variedade Navel sem sinal de avarias (Figura
4.3) e armazenadas a 5 °C para estudo da cinética de inativagdo da PE. Apds
sanitizacdo do exterior dos frutos com solu¢ao de hipoclorito de sddio e obtengdo do
suco com extrator doméstico Compact (Breville, Estados Unidos da América) (Figura
4.4), o suco extraido dos frutos foi homogeneizado, filtrado em malha 0,18 + 0,01 mm
e acondicionado em bolsas plasticas de 400 + 50 mL armazenadas a -18 £ 2 °C. Para
as analises de propriedades e ensaios de cinética de inativacdo, o suco era
descongelado submetendo as bolsas a leve agitagao sob agua corrente a temperatura

ambiente e mantendo-as em banho de agua a no maximo 4 °C.

Figura 4.3: Lote de laranjas (variedade Navel) utilizado no estudo da cinética de inativagao da PE por
aquecimento convencional e 6hmico, apos sanitizagdo

§

Fonte: o préprid'Lautor (2019)

Figura 4.4: Extrator doméstico de suco utilizado para obter e filtrar suco de laranja

Fonte: Breville (2020)
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Segundo os métodos descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (2008), as seguintes
propriedades foram determinadas a 25 + 2 °C e em triplicata:

e pH usando peagametro Accumet 15 (Fisher Scientific, Estados Unidos da
América);

e acidez tituldvel expressa como % de acido malico e citrico, determinada por
titulagdo volumeétrica com solugdo 0,1 M de NaOH com fenolftaleina como
indicador;

e soélidos soluveis totais expressos como °Brix corrigidos pela temperatura e
acidez, medidos em refratbmetro COMINHKPR121676 (iTavah, Estados
Unidos da América);

e peso especifico usando densimetro 52110-1012 (Kimble Chase, Estados

Unidos da América).

A condutividade elétrica do suco de laranja a 25 + 1 °C foi medida em triplicata em
condutivimetro EC20 (Apera Instruments, Alemanha). A turbidez a 25 £ 1 °C foi
determinada por espectrometria em cubeta a 610 nm relativa a agua destilada, usando
o espectrofotdbmetro 20 Genesys (Spectronic Instruments, Reino Unido) conforme a
eq.(4.1).

4.3 PASTEURIZACAO POR MICRO-ONDAS

O equipamento de bancada utilizado para o aquecimento por micro-ondas focalizadas
foi um mini reator de sintese quimica Discover Reflux (CEM Corporation, Estados
Unidos da América), exposto nas Figuras 4.5 e 4.6. Este reator possui magnetrao de
poténcia maxima 300 W resfriado a ar e na frequéncia de 2450 MHz. As guias de onda
conduzem a radiacdo a uma cavidade monomodal cilindrica com didmetro de 7 cm.
Fendas entre a guia de ondas toroidal e a cavidade focalizam a radiagdo em um eixo
vertical central, onde é colocado o tubo de ensaio com a amostra. O equipamento
conta com protegéo contra vazamento de ondas e com agitador magnético. O histérico
de tempo-temperatura foi medido com o medidor de temperatura por fibra dptica
Luxtron 812 (LumaSense Technologies, Estados Unidos da América), que registra
diretamente a temperatura em tempo real a cada 0,5 s, inserido no interior da amostra
de agua de coco. O uso de termopares convencionais nao é recomendado devido a

interagcdo entre o campo eletromagnético e os componentes metalicos do termopar, e
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o sensor de infravermelho embutido no equipamento ndo mede diretamente a
temperatura do produto (KAPPE, 2013).

Figura 4.5: llustracao e esquema do mini reator Discover Reflux da CEM Corporation, indicando a
focalizagdo de micro-ondas na cavidade de reagéo
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Fonte: adaptado de CEM Corporation (2012)

Figura 4.6: Mini reator Discover da CEM Corporation na bancada do laboratério, acompanhado de
sensor de temperatura por fibra 6ptica e colmputador com software para controle do equipamento )

Fonte: Laboratério de Engenharia de Alimentos (2020)

Durante ensaios preliminares com o equipamento, observou-se que o mini reator ndo
controlava a temperatura e a poténcia de forma simultanea, como desejado para esta
aplicacao: a poténcia incidente era mantida em niveis baixos, o que levava a um
aquecimento demasiadamente lento da amostra. Foi adotado um procedimento de
iniciar o experimento com uma configuragdo de poténcia fixa em niveis mais altos,
sem controle da temperatura. A temperatura da amostra era monitorada pelo sensor
de fibra 6ptica calibrado, e quando esta se aproximava da temperatura de processo
pretendida a configuragdo era abortada e entdo trocada para a de controle de

temperatura, a fim de obter a temperatura desejada. A Figura 4.7 apresenta um
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exemplo de como este procedimento de troca manual de configuragao permitiu obter

rampas de aquecimento mais rapidas.

Figura 4.7: Comparagao de taxas de aquecimento por micro-ondas de amostras de 5 mL de agua de
coco usando diferentes configuracdes de controle de mini reator de bancada
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Fonte: o proprio autor (2016)

Segundo Rosa e Abreu (2000), temperaturas entre 75 °C e 90 °C s&o usadas na
pasteurizagdo de agua de coco. Lopes et al. (2015) descrevem que a inativagao da
POD pelo aquecimento convencional ocorre acima de 60 °C, e Lewis e Heppel (2000)
recomendam o uso de T, entre 60 °C e 85 °C para processos de pasteurizacdo. Dessa
forma, foram escolhidas as temperaturas de processo de 60 °C, 70 °C, 80 °C e 90 °C
para a determinacgao da cinética de inativagao. A partir de ensaios preliminares foram
determinadas as condi¢des experimentais da Tabela 4.1. Amostras de 5,0 £ 0,1 mL
foram pipetadas para tubos de ensaio. Um tubo de ensaio era posicionado no centro
da cavidade de aplicacdo do mini reator, e a amostra era submetida a tratamento
térmico em pressao atmosférica. A agitacdo magnética e o pequeno volume
possibilitam adotar a hipétese de temperatura uniforme na amostra. Durante a etapa
de retencao a temperatura de processo, poténcias incidentes entre 3 W e 6 W eram
suficientes para manter a temperatura da amostra aproximadamente constante. As
amostras tratadas foram refrigeradas em banho de agua com gelo sob agitagéo e

entdo congeladas a -28 + 2 °C até a leitura da atividade enzimatica.
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Tabela 4.1: Condigbes de tempo, temperatura e poténcia inicial dos ensaios descontinuos para ajuste
dos modelos de inativagdo enzimatica por micro-ondas focalizadas em agua de coco

Temperatura Poténcia Tempos nominais de Tempos nominais de
de processo incidente retencgao para retengao para
(°C) inicial (W) inativagdo da PPO (s) inativacdo da POD (s)
{5, 10, 15, 30, 45, 60, {1, 30, 60, 90, 120,
60 100
90, 120, 150, 180} 150, 180, 210}
{5, 10, 15, 30, 45, 60, {1, 30, 60, 90, 120,
70 120
75, 90, 120, 150} 150, 180, 210}
{5, 10, 15, 20, 30, 45, {1, 20, 40, 60, 80,
80 160
60, 75, 90} 100, 120, 140}
90 200 {1, 5, 10, 15, 20} {1, 10, 20, 30, 40, 50}

Fonte: o proprio autor (2020)

4.4 PASTEURIZACAO OHMICA

Os ensaios de inativagcdo enzimatica por aquecimento dhmico foram realizados em
uma célula de aquecimento de polipropileno customizada (1,1 cm de didmetro e 10
mL de volume maximo), com dois eletrodos de titdnio platinizados (de tamanho 5 in
por 0,2 in) e medicdo de temperatura por termopar SCPSS-020U-6 (Omega
Engineering, Estados Unidos da América) eletricamente isolado de didmetro 0,020 in.
O uso de termopares convencionais expostos ndo é recomendado devido a interagao
entre 0 campo eletromagnético e os componentes metalicos do termopar (KAPPE,
2013). Um eixo plastico mantinha a amostra sob agitagdo. A temperatura era
controlada pela aplicagdo de campo elétrico constante entre 33 V/cm e 36 V/cm (60
Hz, onda senoidal) e pela imersao da célula em banho de agua com gelo sob agitacao
a 1 °C a fim de obter uma etapa de retencédo a T constante e assim poder comparar
histéricos T(t) entre aquecimento 6hmico e convencional. Diluicdo da amostra e
aplicagdo de campo elétrico variavel ou de menor intensidade foram opgoes
consideradas e descartadas para realizar esse controle de temperatura. Foram
mantidas as temperaturas de processo de 60 °C, 70 °C, 80 °C e 90 °C para a
determinacdo da cinética de inativacdo. A partir de ensaios preliminares foram
determinadas as condigdes experimentais da Tabela 4.2. Amostras de 5,0 £ 0,5 mL
foram pipetadas para a célula e submetidas a tratamento térmico em presséo
atmosférica. Um esquema da célula customizada é apresentado na Figura 4.8, na
configuragcédo de aquecimento convencional (imersdao em agua quente, sem eletrodos)

e na de dhmico (imersdo em agua fria, com eletrodos). A agitagdo mecanica e o
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pequeno volume possibilitam adotar a hipétese de temperatura uniforme na amostra.
As amostras tratadas foram refrigeradas desligando-se a corrente elétrica, e entdo

congeladas a -18 £ 2 °C até a leitura da atividade enzimatica.

Figura 4.8: Esquema da célula de aquecimento 6hmico customizada na configuragdo de aquecimento
convencional (a) e 6hmico (b) de amostras de suco de laranja
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Fonte: o proprio autor (2020)
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Tabela 4.2: Condigbes de tempo e temperatura dos ensaios descontinuos para ajuste dos modelos
de inativagao enzimatica por aquecimento 6hmico em suco de laranja
Temperatura de Campo elétrico Tempos nominais de retengéo

processo (°C) (V/cm) para inativagédo da PE (s)
60 33 {0, 10, 30, 30, 50, 100, 150, 200}
70 34 {0, 5, 20, 50, 100, 150, 200}
80 35 {0, 5, 10, 30, 50, 100}
920 36 {0,1, 2,5}

Fonte: o préprio autor (2020)

4.5 PASTEURIZACAO CONVENCIONAL

O aquecimento 6hmico e por micro-ondas foi comparado com resultados de ensaios
de aquecimento convencional representados na Figura 4.9. Amostras de 3,0 + 0,1 mL
de agua de coco ou suco de laranja foram pipetadas para recipientes flexiveis de
polietileno de baixa densidade de 0,06 mm de espessura, conforme Aguiar, Yamashita
e Gut (2012). As amostras foram entdo submersas em banho térmico com agitagéo e
controle de temperatura para tratamento térmico em pressdo atmosférica. As
amostras tratadas foram refrigeradas em banho de agua com gelo sob agitacéo e
entdo congeladas até a leitura da atividade enzimatica. O lote de produto usado no
tratamento convencional foi o mesmo usado no tratamento por micro-ondas ou por

aquecimento 6hmico. O pequeno volume de amostra e a agitagao permitiram adotar
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a hipétese de temperatura uniforme. As condi¢gdes de tempo e temperatura para o

tratamento convencional foram iguais as das Tabelas 4.1 e 4.2.

Figura 4.9: Recipiente de polietileno usado no tratamento por imersdo em banho térmico e esquema
do tratamento térmico convencional descontinuo
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4.6 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ENZIMATICA

A atividade da PPO foi determinada segundo o método espectrofotométrico descrito
por Ponting e Joslyn* (1948 apud CAMPOS et al., 1996). Utilizou-se como substrato
uma solucao recém preparada 0,2 M de catecol Pyrocatechol C9510-500G (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos da América) em solugao tampéao fosfato 0,2 M pH 6,0 a 25
°C. A absorbancia da amostra foi lida no comprimento de onda 425 nm a cada 20 s
durante 30 min, usando o espectrofotdmetro e a microplaca apresentados na Figura
4.1. Em cada poc¢o de 200 pyL da microplaca, eram adicionados 138 uL da solucao
tampéao e 25 pL da agua de coco; apds 1 min para estabilizacdo da temperatura em
25 £ 1 °C, 37 yL da solugao de catecol eram adicionados. O valor de referéncia, ou
“branco”, para a leitura da absorbancia, foi determinado pela leitura da absorbancia

de 163 pL de solugdo tampéao e 37 L de solugao de catecol. Este valor “branco” era
subtraido de todas as demais leituras do espectrofotémetro.

A atividade da POD foi determinada segundo o método espectrofotométrico descrito
por Kwak et al. (1995). Utilizou-se como substrato uma solugao recém preparada de
pirogalol Pyrogallol P0381-25G (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América) em agua

4 PONTING, J. D.; JOSLYN, M. A. Ascorbic acid oxidation and browning in apple tissue extracts.
Archives of Biochemistry, New York, v. 19, p. 47-63, 1948.
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destilada (concentragéo 5 %). A absorbancia da amostra foi lida no comprimento de
onda 420 nm a cada 12 s durante 10 min usando o espectrofotdbmetro e a microplaca
apresentados na Figura 4.1. Em cada pog¢o de 200 pyL da microplaca, eram
adicionados 67 uL de solugao tampao fosfato/acido citrico pH 6,0, 90 yL da agua de
coco e 21 yL de substrato; apds 1 min para estabilizagdo da temperatura em 25 + 1
°C, 22 uL de solucdo de H202 73,5 mM eram adicionados. O valor de referéncia, ou
“branco”, para a leitura da absorbancia, foi determinado pela leitura da absorbancia
de 157 uL de solugao tampao, 21 pL de substrato e 22 uL de solugédo de H20:2. Este

valor “branco” era subtraido de todas as demais leituras do espectrofotometro.

A atividade da PE foi determinada por titulagdo manual de NaOH 0,05 M segundo
Rouse e Atkins (1952, 1953) a 30,0 £ 0,5 °C e pH 7,5 £ 0,1, no aparato da Figura 4.10.
Utilizou-se como substrato 50 mL de uma solugdo recém preparada de pectina de
casca de frutas citricas P9135-100G (Sigma-Aldrich, Estados Unidos da América)
(concentragao 0,5%) com 0,2 M NaCl em agua destilada, ao qual era adicionado 1,000
mL de suco de laranja sob agitagdo. Cada leitura era realizada por pelo menos 20 min.
O valor de referéncia, ou “branco”, para a leitura do volume titulado, foi determinado
pela leitura do volume de NaOH titulado usando como amostra 1,000 mL de suco de
laranja fervido por 5 min. Este valor “branco” era subtraido de todas os demais
volumes de NaOH medidos.

Figura 4.10: Aparato experimental de titulagdo manual para determinacéo da atividade da PE em suco
de laranja
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Fonte: o proprio autor (2019)



44

A leitura para cada amostra foi feita em triplicata. Obtendo via regressao linear o
coeficiente angular do primeiro trecho linear da curva da absorbéncia (para ensaios
da PPO e POD) ou do volume de NaOH titulado (para ensaios da PE) em fungao do
tempo, tem-se uma medida indireta da taxa de formag¢ao de produto, portanto da
atividade enzimatica (conforme Figura 4.11). A atividade residual A/A, foi
determinada tomando a média de trés leituras de atividade para as amostras tratadas
sobre a média de trés leituras de atividade de amostras que nao sofreram tratamento

térmico. O desvio da atividade residual 04,4, foi calculado conforme a eq.(4.2), na qual
g, € 0 desvio padrao das trés leituras de atividade das amostras pasteurizadas e gy,

€ o0 desvio padrao das trés leituras de atividade das amostras nao pasteurizadas.

Figura 4.11: Representagao de determinagao da taxa de reagao a partir de trechos lineares das curvas
de absorbéancia ou de volume titulado em fung&o do tempo
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Fonte: o proprio autor (2020)
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4.7 AJUSTE E VALIDACAO DOS MODELOS

4.7.1 Ajuste dos modelos

A partir dos dados experimentais de T(t) e A/A,, 0s parametros dos modelos cinéticos
de inativagdao foram ajustados. Foram avaliados o modelo de primeira ordem da
eq.(3.8), o modelo fracional da eq.(3.9), o modelo de duas fragbes da eq.(3.10) e o
modelo de Weibull da eq.(3.13). Os parédmetros foram ajustados iterativamente

buscando a minimizagdo da soma dos erros quadraticos SEQ da eq.(4.3).
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SEQ = Z (4740, - A/Aocalcl,)z (4.3)
i=1

Dessa forma, foi formulado um problema de otimizac&o n&o linear tendo a eq.(4.3)
como funcgao objetivo e os parametros como graus de liberdade, no qual, a partir de
uma estimativa inicial, um algoritmo busca os valores dos parametros que minimizem
esse erro. Conforme recomendagdes de Polakovi¢ e Vrabel (1996) e Van Loey et al.
(2003), diversas estimativas iniciais foram usadas para verificar a convergéncia do
algoritmo, e a regressao em um unico passo global incorpora o modelo secundario no
ajuste e reduz erros. Para usar o erro quadratico da eq.(4.3) como critério no ajuste,
€ necessario assumir que o erro experimental aleatério € independente das medidas

e apresenta distribuicdo normal com média nula e variancia constante.

Para o modelo de Weibull, a eq.(3.15) foi usada para calcular a inativagao instantanea
s; a cada temperatura T; (ou instante t;) para cada histérico experimental T(t),
resultando na eq.(4.4). Assim, a atividade residual a cada instante foi calculada com
base na atividade residual anterior a cada passo no tempo At = 0,5 s (agua de coco)

ou 1 s (suco de laranja), conforme eq.(4.5), para entdo obter A/Aoexp ao final do

calculo (instante i = t/At, final do histérico T(t)). log(4/A,), foi definido como -10+ a
fim de garantir a estabilidade do calculo numérico iterativo; valores entre -102 e -10-°
nao influenciaram as estimativas dos parametros (PELEG; PENCHINA, 2000;
CAMPANELLA; PELEG, 2001). Para os demais modelos, a integracdo numérica de

Fr_da eq.(3.7) se deu pelo método dos trapézios.

B B-1
$; = DL —log(A/Ap)i-1) B (4.4)
T;
log(A/A¢); = log(A/Ag)i-1 + $iAt (4.5)

A adequacao do ajuste dos modelos aos dados experimentais foi averiguada pela
avaliacdo dos residuos, verificando a hipétese de distribuicdo normal e tendéncias.
Diagramas de paridade foram construidos, comparando visualmente as previsdes
tedricas do modelo e os valores determinados experimentalmente para A/A,. O
coeficiente de determinagdo R? da eq.(4.6) foi comparado ao coeficiente de

determinagao ajustado Rflj da eq.(4.7). Nas eqs.(4.6) e (4.7), A/Aoexp € a média dos
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valores experimentais de A/A,. O coeficiente ajustado € sempre menor que ou igual
a R? por penalizar um modelo complexo com grande nimero de parametros, pois
divide as somas dos quadrados das diferengas pelos respectivos graus de liberdade
(BATES; WATTS, 1988; BOX; HUNTER, J.; HUNTER, W., 2005).

2
) Z?:l (A/A()expl - A/AOCalCl’)
P (4.6)

2
S (A4 Aoy, = AT ,,,)

2
i=1 (A/Aoexpi - A/Aocalci) /(n - p)

n (440, —-A7A5 ") /-1
P; 2

RZi=1- (4.7)

O ajuste, a avaliagao e a comparagao dos modelos foram realizados por codigo escrito
no software MATLAB R2013a (MathWorks, Estados Unidos da Ameérica). Os
diferentes modelos cinéticos ajustados foram comparados pelos critérios de

comparagdo das egs.(3.19) a (3.22). Os valores de p, SEQ e R? - RCZU- também foram

usados na comparacgao e selecdo dos modelos.
4.7.2 Estimativa da incerteza

O caddigo implementado no MATLAB também estima o desvio-padrao dos parametros
ajustados dos modelos pelos métodos de Monte Carlo de bootstrap suavizado
(descrito a seguir) e jackknife (eq.(3.29)), e também pela matriz de covaridncia dos

paréametros (eq.(3.26)).

O bootstrap suavizado considera que cada atividade residual experimental A/A, &
uma variavel aleatéria de distribuigdo normal. A média dessa distribuigdo € igual a
média das trés leituras de A dividida pela média das trés leituras de A4,. O desvio-
padrdo por sua vez é calculado a partir da eq.(4.2). Cada valor experimental médio de
A/A, era substituido por um valor tomado aleatoriamente dessa distribuicdo. Com os
novos valores de A/A,, os paradmetros do modelo eram novamente ajustados
conforme descrito na secéo 4.5.2. O procedimento foi repetido 50000 vezes para se
obter uma estimativa da distribuicdo dos parametros. O processo de tomar os dados
experimentais, gerar uma nova amostra pseudo-experimental e ajustar novas

estimativas dos parametros esta visualmente descrito na Figura 4.12.
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Figura 4.12: Representacdo do método de Monte Carlo por reamostragem de bootstrap suavizado:
criagao de amostra pseudo-experimental a partir dos dados para novo ajuste de parametros
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Fonte: o proprio autor (2018)

4.7.3 Validagdo do modelo de inativagcdo da PPO

Novos ensaios experimentais de inativacdo da PPO por micro-ondas focalizadas

foram realizados a fim de validar os modelos cinéticos ajustados, avaliando a previsao

de dados ndo usados no ajuste. As condigdes de tempo e temperatura utilizadas para

0s aquecimentos convencional e por micro-ondas s&o apresentadas na Tabela 4.3.

Para averiguar a previsdao do modelo considerando a letalidade integrada de todo o

tratamento, foram usadas taxas de aquecimento e resfriamento menores que as do

ajuste dos modelos. Ndo houve validagao da inativagdo da POD devido a nenhum dos

modelos estudados ter descrito os dados adequadamente (conforme se¢ao 5.2.3).

Tabela 4.3: Condigbes de tempo, temperatura e poténcia incidente de micro-ondas maxima dos
ensaios descontinuos para validagdo dos modelos de inativagdao da PPO por micro-ondas

Temperatura de

processo (°C)

no aq.

Poténcia incidente maxima

por micro-ondas (W)

Tempos nominais de retengao

para inativagao da PPO (s)

65
75
85

46 {1, 20, 50, 65, 100, 160}
60 {1, 10, 20, 30, 50, 80}
88 {1, 5, 10, 20, 30, 50}

Fonte: o proprio autor (2020)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 CARACTERIZACAO DA AGUA DE COCO E DO SUCO DE LARANJA

A Tabela 5.1 apresenta os valores experimentais médios das propriedades de agua
de coco verde e de suco de laranja, que estdo em concordancia com os relatados na
literatura (SINCLAIR; BARTHOLOMEW; RAMSEY, 1945; CAMPOS et al.,, 1996;
CAMPBELL-FALCK et al., 2000; ARAGAO; ISBERNER; CRUZ, 2001; ABREU;
FARIA, 2007; ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS, 2007; MATSUI et al., 2008;
FONTAN et al., 2009; MURASAKI-ALIBERTI et al., 2009; STINCO et al., 2012; OULE;
DICKMAN; ARUL, 2013; FRANCO; TADINI; GUT, 2017).

Tabela 5.1: Valores experimentais das propriedades de agua de coco verde e suco de laranja a 25 °C

. Agua de coco  Agua de coco Suco de
Propriedade (lote 1) (lote 2) laranja
Densidade (g/mL) 1,023+0,001 1,022+0,001 1,049 +0,002
pH 5,21 +£0,01 5,24 £0,01 3,62+0,01
Turbidez (%) 31,4+8,6 16,7 +1,7 71,8+2,6
Soélidos soluveis totais (°Brix) 6,22 +0,10 5,51 + 0,06 12,8+0,1

Acidez titulavel (% de acido malico) 0,056 £ 0,003 0,066 + 0,007 0,78 £0,04

Acidez titulavel (% de acido citrico) 0,054 £ 0,004 0,063 +0,007 0,75%0,04

Condutividade elétrica (mS/cm) 5,82 +0,03 6,48 + 0,08 2,64 +0,21
Fonte: o proprio autor (2020)

Foi observado para as propriedades dielétricas da agua de coco o comportamento
esperado para a permissividade relativa e o fator de perda (Figura 5.1). Nas
frequéncias comerciais de 915 MHz e 2450 MHz, hd menos de 1,0 % de diferenga
entre as medidas experimentais e as previsbes dos modelos ajustados por Franco et
al. (2015). A partir das propriedades dielétricas, estima-se a profundidade de
penetragdo das micro-ondas na agua de coco conforme a eq.(3.30): 1,1 cm a 24 °C
para a frequéncia de 2450 MHz. Usando os modelos polinomiais empiricos de Franco
et al. (2015), observa-se que dp varia entre 1,0 cm e 1,2 cm para temperaturas entre
16 °C e 90 °C. Analogamente, Franco, Tadini e Gut (2017) relatam intervalo que a dp
do suco de laranja (variedade Navel) varia entre 1,0 cm e 1,3 cm para temperaturas
entre 20 °C e 90 °C. Um intervalo semelhante ao da agua de coco era esperado,
apesar da menor condutividade elétrica do suco de laranja, pois na frequéncia de 2,45
GHz a principal contribuicdo ao fator de perda é do mecanismo de rotagao de dipolos.
O tubo de ensaio tem espessura de 1 mm e foi considerado transparente as micro-

ondas; segundo Carvalho, A., Carvalho, L. e Carvalho, J. (2016), para a frequéncia de
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2450 MHz GHz o vidro apresenta ¢’ = 3,2 e ¢'" = 0,27 (temperatura n&o relatada,
suposta ambiente). Como a dp estimada é maior que o raio interno do tubo de ensaio
(0,8 cm), pode-se assumir que todo o volume da amostra esta submetido a radiagao,

e efeitos especificos ou ndo térmicos das micro-ondas atuariam sobre toda a amostra.

Figura 5.1: Medidas experimentais (linhas continuas) e previsbes de modelo (X) para permissividade
relativa e fator de perda de lotes de agua de coco em fungéo da frequéncia
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Fonte: o proprio autor (2020)

5.2 ENSAIOS DE TRATAMENTO TERMICO

5.2.1 Adequacéo dos historicos tempo-temperatura

Ao comparar os efeitos de dois métodos de aquecimento, € essencial tornar os perfis
tempo-temperatura semelhantes (PELEG; CORRADINI; NORMAND, 2012; KUBO et
al.,, 2020). A Figura 5.2 apresenta exemplos de pares de historicos T(t) de

aquecimentos convencional e 6hmico ou dielétrico.

A fim de representar visualmente a comparagdo de todos os histéricos T(t)
experimentais deste estudo, pode-se comparar os valores das letalidades integradas
para cada par de tratamentos convencional e 6hmico/dielétrico. Para um dado valor
de parametros de um modelo de inativagéo, se as letalidades integradas dos dois
tratamentos forem iguais, isso implica histéricos T (t) semelhantes perto de T,..f (vide,
por exemplo, egs.(3.7) e (3.8)). As Figuras 5.3 a 5.5 comparam as letalidades
integradas para todos os pares de aquecimento convencional e 6hmico/por micro-
ondas usados neste estudo; cada ponto em cada uma dessas figuras equivale a
comparar duas curvas de temperatura em fungao do tempo. Usou-se os parametros

do modelo de Weibull apresentados nas Tabelas 5.2, 5.5 e 5.7 para as Figuras 5.3,
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5.4 e 5.5, respectivamente. Os parametros do modelo de Weibull (D), ze ) ajustados
para aquecimento convencional foram usados para calcular a letalidade a partir dos
histéricos T(t) tanto dos ensaios de aquecimento convencional quanto dos de
aquecimento 6hmico ou por micro-ondas. Usar outro modelo ou outros valores para
os parametros resultou em dispersdes semelhantes sobre a reta 45°, a questao
importante aqui €, em uma dada figura, fixar os valores dos parametros para calcular
a letalidade de ambos conjuntos de perfis T(t). Como os pontos estdo proximamente
distribuidos sobre a reta 45°, as letalidades integradas entre os métodos de
aquecimento para cada par de pontos experimentais € similar — e portanto as curvas
T (t) sdo semelhantes. Ainda, a letalidade integrada considera toda a area sob a curva
Lt(t), que depende de toda a curva T(t). Assim, os tratamentos podem ser
comparados. Diferengas na inativacdo enzimatica ndo podem ser atribuidas ao
aquecimento 6hmico ou por micro-ondas ser mais rapido, como o fizeram Yousefi et
al. (2012).

Figura 5.2: Exemplos de comparagdo de histéricos tempo-temperatura entre aquecimentos
convencional (laranja) e eletrotérmico (azul): (a) e (b) suco de laranja, aquecimento 6hmico; (c) e (d)

agua de coco e aquecimento por micro-ondas
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Figura 5.3: Comparacgao de letalidades integradas de ensaios para ajuste (a) e validagéo (b) de modelo

de inativacdo de PPO em agua de coco por aquecimento convencional e por micro-ondas
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Fonte: o proprio autor (2020)
Figura 5.4. Comparacao de letalidades integradas de ensaios para ajuste de modelo de inativagdo de
POD em agua de coco por aquecimento convencional e por micro-ondas
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Fonte: o proprio autor (2020)

Figura 5.5: Comparacéo de letalidades integradas de ensaios para ajuste de modelo de inativagdo de

PE em suco de laranja por aquecimento convencional e 6hmico
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Essa adequacéo € importante ao avaliar processos térmicos alternativos e compara-
los ao aquecimento por meios convencionais (AWUAH; RAMASWAMY;
ECONOMIDES, 2007; PELEG; CORRADINI; NORMAND, 2012; SAMARANAYAKE;
SASTRY, 2016a, 2016b; KUBO et al., 2020). No entanto, mesmo na literatura recente,
tal comparagdo nem sempre apresenta este cuidado. Marszatek, Mitek e Skgpska
(2015) também compararam um aquecimento continuo por micro-ondas (25 °C a 120
°C em 6 s) a um tratamento convencional em batelada (20 °C a 90 °C em 44 min).
Benlloch-Tinoco, Martinez-Navarrete e Rodrigo (2014) e Benlloch-Tinoco et al.
(2014a) afirmam que as diferengas entre as curvas T(t) podem ser desconsideradas
ao usar-se Fr, e seu tratamento por micro-ondas sequer apresenta uma etapa de
retencdo. Siguemoto et al. (2018) comparam aquecimentos convencionais com
retencao a 65 °C durante até 50 s com aquecimentos por micro-ondas sem etapa de
retengcao que duram até 200 s ou ultrapassam 80 °C. Tian et al. (2018) comparam um
aquecimento 6hmico que atinge 72 °C em 3 min com um convencional que chega a
mesma temperatura apoés 13 min. Makroo, Rastovi e Srivastava (2017) comparam
aquecimentos 6hmico e convencional com 1 min e 5 min de retencéao,
respectivamente; Saxena, Makroo e Srivastava (2017) comparam aquecimentos
convencionais durante 5 min a 20 min com 6hmicos durante 0,7 min a 4,5 min. Ainda,
alguns estudos sequer apresentam suas curvas T (t) para comparagao (STRATAKOS
et al., 2016; MAKROO et al., 2016; CHO et al., 2017; FARAHNAKY et al., 2018).

5.2.2 Ajustes dos modelos de inativagdo da PPO

Os valores médios e os desvios-padrao das leituras experimentais de A/A, usadas
para ajuste dos modelos sdo apresentados no Apéndice A, com os tempos de

retencdo nominais e com as temperaturas de processo.

Os valores ajustados dos modelos cinéticos de inativagdo da PPO por aquecimento
convencional se encontram na Tabela 5.2, com T,, = 90 °C. O valor de g < 1 no modelo
de Weibull indica que a inativagdo da PPO ocorre a taxas decrescentes. O modelo de
duas fragdes foi o unico dentre os estudados que apresentou um ponto sub 6timo de
convergéncia (Dggec s = 26,1's; zg = 17,9 °C; Dggec; = 4,4.102's; 2z, = 18,3 °C; @ = 0,69). O
ajuste dsse modelo apresentou maior tempo de resolugdo e maior influéncia da

estimativa inicial na convergéncia, devido ao maior nimero de parametros.
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Tabela 5.2: Par&metros ajustados dos modelos de inativagdo da PPO em agua de coco por
aquecimento convencional

Modelo Parametros ajustados — aquecimento convencional
Primeira ordem Dggec = 26,4 s; z=23,3°C
m=2fragdbes  Dggecs =26,28; z; = 17,1 °C; Dogoc; = 10,4 s; 2, = 43,6 °C; a = 0,68
Fracional Dggoc =16,8s; 2=21,8°C; A /Ay = 0,13
Weibull Dggec =30,1s; z=16,3 °C; g = 0,50

Fonte: o proprio autor (2020)

Murasaki-Aliberti et al. (2009), para a inativagao térmica convencional da PPO em
agua de coco, encontraram Dg;oc s = 11,3 min; Dgsoc; = 6,0 s, z; = 5,7 °C; 2z, = 5,5 °C
e a =0,88. Tan et al. (2014) ajustaram um modelo de primeira ordem para a inativagcao
da PPO, e relatam z = 23,8 °C e Dg4-c = 500 s para agua de cocos imaturos, e z = 30,6
°C e Dg4oc = 588 s para a agua de cocos maduros. As diferencas entre os parametros
podem ser devido a interagdo entre componentes do alimento (MATSUI et al., 2007),

ou a diferentes estagios de maturagéo (TAN et al., 2014).

Os valores ajustados dos modelos de inativagdo da PPO por aquecimento por micro-
ondas se encontram na Tabela 5.3, com T,. = 90 °C. Foram obtidos g < 1 no modelo
de Weibull e « no modelo de duas fragcdes semelhantes aos da Tabela 5.2. O modelo
de duas fragdes apresentou um ponto sub 6timo de convergéncia (Dggec s = 6,3 s; zg =
11,7 °C; Dggoc; = 5,2.10% s; z; = 6,5 °C; a = 0,87), maior tempo de resolu¢cdo e maior
influéncia da estimativa inicial na convergéncia. Os valores de D, D) e z para o
aquecimento por micro-ondas sdo menores que 0s para o aguecimento convencional.
Matsui et al. (2008) encontraram z = 17,6 °C e Dy,.c = 52 s para a inativagdo da PPO
em agua de coco por micro-ondas nao focalizadas.

Tabela 5.3: Par&metros ajustados dos modelos de inativagdo da PPO em agua de coco por
aquecimento por micro-ondas

Modelo Parametros ajustados — aquecimento por micro-ondas
Primeira ordem Dggec =6,0s;2=12,6 °C
m = 2 fragoes Dggecs = 5,285z = 10,1 °C; Dggec; = 4,9.10° s; 2, =6,0 °C; a = 0,69
Fracional Dogoc =4,25;2=12,0 °C; A, /Ay = 0,08
Weibull Dggec =3,08;z=7,9 °C; § = 0,46

Fonte: o proprio autor (2020)

A Tabela 5.4 apresenta a comparacao de critérios de selecdo de modelos para o

aquecimento convencional e por micro-ondas da agua de coco, com 0s menores
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valores destacados. Quanto menor o valor destes critérios de selegao, mais adequado
€ o0 ajuste do modelo aos dados experimentais. Pode-se afirmar que o modelo cinético
de Weibull € o mais adequado dentre os estudados para descrever os dados
experimentais de inativagao térmica da PPO em agua de coco, tanto por aquecimento
convencional quanto por micro-ondas. O modelo de primeira ordem n&o considera a
inativagdo enzimatica a varias taxas ao longo do tempo, o modelo de duas fragdes
apresenta problemas na convergéncia e foram observadas atividades residuais

menores que 0 minimo teérico do modelo fracional.

Tabela 5.4: Comparacéo de critérios de selecdo para modelos cinéticos de inativacdo da PPO

Aquecimento Modelo  SEQ Ip S5,.10° AIC BIC

la ordem 0,44 0,49 4,3 -4,2 -4,2

. Fracional 0,38 0,45 3,9 -4,3 -4,2
Convencional .

2 fracdes 0,21 0,28 2,5 -4,8 -4,7

Weibull 0,23 0,27 2,4 -4,8 -4,7

la ordem 0,30 0,33 2,9 -4,6 -4,6

. Fracional 0,25 0,30 2,6 -4,8 -4,7
Micro-ondas ~

2 fracGes 0,15 0,21 1,8 -5,1 -5,0

Weibull 0,14 0,17 1,5 -5,3 -5,2

Fonte: o proprio autor (2020)

Os ajustes dos modelos para a inativagao por aquecimento convencional foram
avaliados conforme a segao 4.7.1; discutiremos apenas o modelo de Weibull, por ter
se mostrado o mais adequado dentre os quatro modelos estudados para descrever os
dados. As Figuras 5.6 e 5.7 representam graficamente a avaliagdo do ajuste do
modelo de Weibull a inativacdo da PPO em agua de coco em aquecimento
convencional e por micro-ondas, respectivamente. Os residuos apresentam
distribuicao aproximadamente normal segundo inspegao visual do histograma e do
grafico de probabilidade normal, e também segundo teste estatistico de Kolmogorov-
Smirnov. Assim, SEQ pode ser usado como critério de minimizagao. Os residuos foram
graficados em funcao da atividade residual experimental. Os diagramas de paridade
comparam os valores experimentais de A/A, aos calculados pelo modelo usando os
parametros ajustados; conforme esperado, observa-se uma dispersdo ao redor da
bissetriz dos quadrantes impares.

Os valores médios e os desvios-padrao das leituras experimentais de A/A, usadas

para validagao dos modelos sao apresentados no Apéndice A. Para temperaturas de
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processo de 65 °C, a atividade residual obtida foi maior para o aquecimento por micro-

ondas. O contrario ocorreu para temperaturas de processo de 85 °C.

Figura 5.6: Avaliagdo dos residuos e diagrama de paridade para ajuste do modelo de Weibull para
inativagcdo da PPO em agua de coco por aquecimento convencional
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Fonte: o proprio autor (2020)

Figura 5.7: Avaliagdo dos residuos e diagrama de paridade para ajuste do modelo de Weibull para
inativagdo da PPO em agua de coco por aquecimento por micro-ondas
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Fonte: o proprio autor (2020)

A Figura 5.8 representa graficamente a validagao para aquecimento convencional do
ajuste do modelo de Weibull, conforme a secdo 4.7.3. Observa-se dispersao
adequada no diagrama de paridade. Em particular, o uso do modelo de Weibull
aprimorou a previsao da atividade residual para os ensaios de 1s,10se 20sa 75
°C, tempos curtos a temperaturas intermediarias. Dado o aquecimento mais lento

imposto na validagéo, estes conjuntos foram inativados separadamente das fragbes
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mais resistentes e mais frageis. Uma fracao de resisténcia térmica intermediaria ndo
seria prevista pelos outros modelos estudados. A validagdo segundo o modelo de

duas fracdes resultou em SEQ = 0,16 e jo, = 0,76, enquanto a validagcdo segundo o

modelo de Weibull resultou em SEQ = 0,13 e RCZU-, =0,84.

Figura 5.8: Avaliacao dos residuos e diagrama de paridade para validagédo do modelo de Weibull para
inativacdo da PPO em agua de coco por aquecimento convencional

Histograma e distribuigdo dos residuos Grafico de probabilidade normal

5 . . 0.98 .

4t / \ 1 0.90 3 -
© 8 o=
£ \ |2 e
<L 5050 —
o
g1l — 3

& —
L]
1t 010
. 0.02t°
-3%% -20 % -10 % 0% 10 % 20 % -10 % -5% 0% 5%
Residuos (A/A0 -AIA ) Residuos (A/A -AIA )
exp Ocalc Oexp Ocalc
Diagrama de paridade (+ 10 %) Anadlise residual
100 % —= ~ 10%
o % .
- g S
80 % — et < 5% , .
- e <
f;} 60 % - ,». -~ - g 0% .
o ) o < .
I 40% - I 5% °
ey (o ]
20 %% ')/ 3 -10% . )
r - @ .
0% Eal € 59
0% 20 % 40 % 60 % 80 % 100 % 0% 20 % 40 % 60 % 80 % 100 %
Oexp Oexp

Fonte: o proprio autor (2020)

A Figura 5.9 representa graficamente a validagao para aquecimento por micro-ondas
do ajuste do modelo de Weibull, conforme descrito na secdo 4.7.3. A validacao
segundo o modelo de Weibull apresenta menor dispersdo no diagrama de paridade
que os demais modelos, como no caso da validacdo dos modelos para aquecimento
convencional. Novamente, a melhor descricdo do modelo de Weibull para a inativagao
por aquecimento lento pode se dever a hipétese de uma distribuicao de resisténcias
térmicas distintas. A validagao segundo o modelo de duas fragdes resultou em SEQ =
0,15 e Rﬁj, = 0,918, enquanto a validacdo segundo o modelo de Weibull resultou em

SEQ = 0,12 e RZ,, = 0,942.

aj’
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Figura 5.9: Avaliagao dos residuos e diagrama de paridade para validagdo do modelo de Weibull para
inativagdo da PPO em agua de coco por aquecimento por micro-ondas
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Em vista do discutido, o modelo cinético de Weibull foi o modelo mais adequado dentre
os estudados neste trabalho para descrever a inativagdo térmica da PPO em agua de
coco. Conforme Tabela 5.4, o modelo apresentou o melhor ajuste para aquecimento
por micro-ondas e um ajuste bom para aquecimento convencional, com apenas trés
parametros (contra cinco do modelo de duas fragdes). O modelo de Weibull também
apresentou a melhor capacidade de previsdo durante a validagdo, para os
aquecimentos convencional e por micro-ondas, por considerar a inativagdo a taxas
diferentes devido a integracao de todo o historico T(t). Por fim, ao contrario do modelo
de duas fragdes, quando se utilizou o modelo de Weibull ndo foram observados

problemas de convergéncia.

Para verificar o impacto da escolha do modelo matematico na previsao da inativacao
enzimatica, foram ajustados os parametros do modelo de Arrhenius (k-E,). Observou-
se que os parametros referentes as diferencas entre as resisténcias térmicas de
fragOes distintas (A, /Ay, @ € ) apresentaram valores semelhantes aos das Tabelas
5.2 € 5.3. As atividades residuais previstas pelo modelo de Weibull foram comparadas

considerando os modelos secundarios de Arrhenius e Bigelow (Figura 5.10).
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Figura 5.10: Comparagcao de modelos secundarios de Bigelow e Arrhenius em simulagdes tedricas do
modelo de Weibull para inativagdo da PPO em agua de coco por aquecimento convencional (azul) e
por micro-ondas (vermelho) para temperaturas de 60 °C (a), 70 °C (b), 80 °C (c) e 90 °C (d)
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Fonte: o proprio autor (2020)

Pode-se observar na Figura 5.10 que, conforme apontaram Lewis e Heppel (2000), a
diferenca entre esses modelos secundarios ndo é significativa. Foi observado um
tempo de processamento computacional maior quando o modelo de Arrhenius era
utilizado. Isso se deve ao dificil ajuste do pardmetro k. Os parametros do modelo de
Bigelow, portanto, ndo s6 apresentam interpretacédo mais intuitiva como também sao

de ajuste e uso mais pratico.

Comparando os valores na Tabela 5.2 (aquecimento convencional) e 5.3
(aquecimento por micro-ondas), uma primeira analise concluiria que ha indicios de
efeitos ndo térmicos ou especificos das micro-ondas sobre a inativagéao da PPO em
agua de coco. Afinal, 0 mesmo lote de produto foi submetido a tratamentos térmicos
com histéricos semelhantes, e os valores dos parametros do modelo se mostraram
menores para o aquecimento por micro-ondas. No entanto, a simulagdo na Figura 5.10
indica que a diferenca entre os métodos de aquecimento depende da temperatura de
processo: a inativagao da PPO por micro-ondas € menos eficaz que o tratamento
convencional as temperaturas de 60 °C e 70 °C, e o contrario ocorre as temperaturas
de 80 °C e 90 °C. A temperatura a qual ocorre a transigcao da eficacia relativa entre os

métodos de aquecimento varia entre 72 °C e 75 °C. Tal dependéncia dos supostos



92

efeitos da micro-onda com a temperatura de processo foi observada para os quatro

modelos avaliados neste trabalho.

E possivel que esses efeitos dependam da poténcia incidente — para atingir maiores
temperaturas de processo, foram usadas poténcias maiores conforme a Tabela 4.1,
que poderiam tornar mais intenso o efeito da micro-onda sobre a PPO. A alteragao de
uma condigao ambiental, como a aplicagao de radiacao, pode alterar a dispersao e a
moda da distribuigdo de resisténcias térmicas da PPO presente na amostra (mudanca
nos parametros z e ), tornando-a mais suscetivel a desnaturagcao devido ao efeito
térmico tradicional (PELEG; COLE, 1998). A hipdétese da estabilizacdo de
intermediarios polares pelo campo elétrico incidente é sugerida na sintese de
compostos organicos (KAPPE; DALLINGER, 2006; HOZ; DiAZ-ORTiZ; MORENO,
2007; DIAZ-ORTIZ et al., 2011). No entanto, mesmo que haja uma forma intermediéaria
eletricamente carregada na desnaturagao da PPO, a agua presente na agua de coco

ja é um solvente polar.

E importante observar que as hipéteses sugeridas para o efeito observado das micro-
ondas sobre a PPO nao sugerem a razdo do aquecimento convencional ser mais
eficaz a temperaturas (poténcias) de processo menores. Adicionalmente, a poténcia
utilizada durante a retencao € baixa (< 6 W), para compensar as perdas ao ambiente
e manter a temperatura aproximadamente constante. Assim, os efeitos das micro-
ondas seriam mais expressivos durante a rampa de aquecimento; portanto, poderiam

ser despreziveis para maiores tempos de retencao.

Na industria, a agua de coco é pasteurizada entre 75 °C e 90 °C (ROSA; ABREU,
2000). Nessa faixa, o aquecimento por micro-ondas se mostrou mais eficaz que o
tratamento convencional em inativar a PPO. Assim, seria possivel processar a agua
de coco a temperaturas menores. Conforme a Figura 5.10, no entanto, a eficacia
relativa do aquecimento por micro-ondas diminui com temperaturas menores. Assim,
pode ser interessante diminuir o tempo de retencdo — por exemplo, a 90 °C a
inativacao obtida apds 70 s de aquecimento convencional poderia ser atingida com 7
S no aquecimento por micro-ondas, segundo simulagao tedrica. Obviamente, é
necessaria a ampliacdo do processamento por micro-ondas para escala piloto e
regime continuo, que permitira confirmar ou desmentir essas e outras potenciais

vantagens do tratamento térmico de agua de coco por micro-ondas.
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5.2.3 Ajustes dos modelos de inativagdo da POD

Os valores médios e os desvios-padrao das leituras experimentais de A/A, usadas
para ajuste dos modelos sdo apresentados no Apéndice A, com os tempos de
retencdo nominais e com as temperaturas de processo. Observa-se que a POD
recuperou parte expressiva de sua atividade para tempos longos de processamento
as temperaturas de 70 °C e 80 °C — inclusive com atividades maiores que a original.
A POD se mostrou mais termorresistente que a PPO, em concordancia com dados de

Murasaki-Aliberti et al. (2009) para agua de coco.

Os valores ajustados dos modelos cinéticos de inativagdo da POD por aquecimento
convencional se encontram na Tabela 5.5, com T, = 90 °C. O ajuste do modelo
fracional resultou no modelo de primeira ordem. O ajuste do modelo de duas fragdes,
como no ajuste da inativacdo da PPO, apresentou maior tempo de resolugao
computacional e maior influéncia da estimativa inicial no processo de convergéncia. A
POD mostrou termorresisténcia maior que a PPO (valores de D maiores), o que a
tornaria mais util para avaliar a eficacia do processamento. Murasaki-Aliberti et al.
(2009), para a inativacao térmica convencional da POD em agua de coco, ajustaram
um modelo de duas fragbes e encontraram Dgyoc s = 26,3 min; Dgyoc; = 8,6 s, z; = 6,9
°C;z,=3,4°Ce a=0,95. Tan et al. (2014) ajustaram modelo de primeira ordem para
a inativagao da POD, e relatam z = 13,5 °C e Dg4o = 141 s para agua de cocos
imaturos, e z = 15,4 °C e Dg4.c = 133 s para a agua de cocos maduros — segundo 0s
autores, a POD se mostrou menos termorresistente que a PPO em agua de coco, em
concordancia com Campos et al. (1996). Fontan et al. (2012) relatam Dggo = 1,63 min
ez=17,4°C, e Rojas et al. (2016) relatam Dgy.r = 69,8 s, z=4,51 °Ce g =0,86.

Tabela 5.5: Pardmetros ajustados dos modelos de inativacdo da POD em &agua de coco por
aquecimento convencional

Modelo Parametros ajustados — aquecimento convencional
Primeira ordem Dggec = 75,6 5;2=22,6 °C
m = 2 fragdes Dggocs = 96,4 s; z; = 2,7 °C; Dggocy = 13,18; 2, = 24,6 °C; « = 0,70
Fracional Dggec =75,68;2=22,6 °C; A, /Ay = 0,00
Weibull Dggec =91,4's;z=20,5°C; g =0,82

Fonte: o proprio autor (2020)
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Os valores ajustados dos modelos de inativagdo da POD por aquecimento por micro-
ondas se encontram na Tabela 5.6, com T, = 90 °C. Ao contrario do ocorrido para a
PPO, os parametros a, 8 e A, /A, ajustados nao foram similares entre o aquecimento
convencional e por micro-ondas. O modelo de duas fragbes também apresentou maior
tempo de resolugdo e maior influéncia da estimativa inicial na convergéncia. Os
valores ajustados de D, D' e z para 0 aquecimento por micro-ondas sao menores que
0s para o aquecimento convencional — observa-se menor resisténcia da POD ao
aquecimento por micro-ondas focalizadas. Matsui et al. (2008) encontraram z = 11,5
°C e Dg3.c = 16 s para a inativagcdo da POD em agua de coco por aquecimento por

micro-ondas nao focalizadas.

Tabela 5.6: Pardmetros ajustados dos modelos de inativagdo da POD em &agua de coco por
aquecimento micro-ondas

Modelo Parametros ajustados — aquecimento por micro-ondas
Primeira ordem Dygec =21,85;2=16,5°C
m = 2 fracdes Dggocs = 75,9 s; z; =6,0 °C; Dggoc; =3,08; 2, =12,5°C; a = 0,46
Fracional Dggec =9,95s;2=14,3°C; A, /Ay = 0,19
Weibull Dgyec =61,68;2=9,6 °C; g =0,37

Fonte: o proprio autor (2020)

Devido a sobreativagcdo da atividade da POD, nenhum dos modelos estudados
apresentou ajuste satisfatério — especialmente para as temperaturas de 70 °C e 80
°C. As Figuras 5.11 e 5.12 mostram, a titulo de exemplo, a avaliagado grafica do ajuste
do modelo de Weibull para inativacdo por aquecimento convencional € por micro-
ondas, respectivamente. Observa-se grande dispersdao nos diagramas de paridade.
Aguiar; Yamashita e Gut (2012) também relataram semelhante disperséo levando a
dificuldades em ajustar um modelo de duas fracées a dados de atividade residual da

POD devido a sobreativagao.
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Figura 5.11: Avaliagdo dos residuos e diagrama de paridade para ajuste do modelo de Weibull para
inativagdo da POD em agua de coco por aquecimento convencional
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Fonte: o proprio autor (2020)

Figura 5.12: Avaliagédo dos residuos e diagrama de paridade para ajuste do modelo de Weibull para
inativagdo da POD em agua de coco por aquecimento por micro-ondas
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Fonte: o préprio autor (2020)
5.2.4 Ajustes dos modelos de inativagédo da PE

Os valores médios e os desvios-padrao das leituras experimentais de A/A, usadas
para ajuste dos modelos sdo apresentados no Apéndice A, com os tempos de

retengcdo nominais e com as temperaturas de processo.

Os valores ajustados dos modelos cinéticos de inativagdo da PE por aquecimento

convencional se encontram na Tabela 5.7, com T,. = 70 °C. O valor de g <1 no modelo
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de Weibull indica que a inativacdo da PE ocorre a taxas decrescentes. O ajuste do

modelo de duas fragdes apresentou o maior tempo de resolugido computacional.

Tabela 5.7: Par&metros ajustados dos modelos de inativagcdo da PE em suco de laranja por
aquecimento convencional

Modelo Parametros ajustados — aquecimento convencional
Primeira ordem Dogoc =22,7s;2=8,4°C
m = 2 fragdes D7gocs =62,0s; z5 = 27,9 °C; Dygoc; = 0,08s; 2, =2,2°C; a = 0,53
Fracional Dygec =20,0s;z=8,2°C; A, /Ay = 0,03
Weibull Djgec =22,65;2=5,4°C; =0,43

Fonte: o proprio autor (2020)

Nikdel et al. (1993) relatam Dyy 5o = 7,5 s para aquecimento convencional de suco de
laranja. Tajchakavit e Ramaswamy (1995, 1997) encontraram Dyy.c = 3,5s€ 2 =175
°C para a PE em suco de laranja pasteurizado. Tribess e Tadini (2006) ajustaram o
modelo de duas fracbes a dados de inativacdo de PE em sucos citricos com pH
controlado, e para pH 3,6 relatam Dg; 5.c; =4,11 s € Dg;5ocs = 2303 s. Observa-se que
a PE estudada no presente trabalho mostrou resisténcia térmica inferior a relatada
nesses estudos. Katsaros et al. (2010) compararam parametros cinéticos de
inativagdo da PE em suco de laranja e afirma que eles podem variar até 50 vezes

dependendo da variedade de laranja.

Os valores ajustados dos modelos de inativagao da PE por aquecimento 6hmico se
encontram na Tabela 5.8, com T,. = 70 °C. Os valores de g < 1 no modelo de Weibull
e de a no modelo de duas fragdes ndo sao semelhantes aos da Tabela 5.7. Os valores
de D e z para o aquecimento 6hmico sdo menores que 0s para 0 aquecimento
convencional; curiosamente, o0 mesmo nao ocorre para D’. Castro et al. (2004)
estudaram a inativacdo da PE em solugédo tampé&o e encontraram Dy = 14 s, z = 8,1
°C para aquecimento convencional e D4 = 155,z = 7,7 ° C para aquecimento 6hmico
(50 Hz, 50-90 V / cm) ao ajustar um modelo de primeira ordem. Eles atribuiram a
aparente falta de diferencas a PE ndo possuir um grupo metalico que poderia ser
afetado pelo campo elétrico em sua estrutura. Por outro lado, Jakob et al. (2010)
relataram parametros cinéticos para inativagao de PE em suco de amora e de mac3,
e concluiram que o aquecimento Ohmico a aumentou a inativagdo (por “‘uma
contribuigdo muito pequena”, p. 373, tradugdo nossa) quando comparado ao

aquecimento convencional a 54-66 ° C.
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Tabela 5.8: Parametros ajustados dos modelos de inativagdo da PE em suco de laranja por
aquecimento 6hmico

Modelo Parametros ajustados — aquecimento convencional
Primeira ordem D7gec =16,9s;2z=7,1°C
m = 2 fragdes D7gocs = 20,7 s; 23 = 5,5 °C; Dygoc; =0,35s; 2z, = 5,1 °C; a = 0,65
Fracional Do =14,38;2=6,9 °C; A./A, = 0,05
Weibull Djgoc =64,3s;2=4,2°C; B =0,27

Fonte: o proprio autor (2020)

A Tabela 5.9 apresenta a comparacgao de critérios de selecdo de modelos para o
aquecimento convencional e 6hmico do suco de laranja, com os menores valores
destacados. Como observado na Tabela 5.4, o modelo cinético de Weibull € o mais
adequado dentre os estudados para descrever os dados experimentais de inativagao
térmica da PE em suco de laranja pelos dois métodos de aquecimento. O modelo de
primeira ordem n&o considera a inativagao enzimatica a varias taxas ao longo do
tempo, o modelo de duas fragbes apresenta problemas na convergéncia e foram

observadas atividades residuais menores que o minimo teérico do modelo fracional.

Tabela 5.9: Comparagéo de critérios de selegdo para modelos cinéticos de inativagado da PE

Aquecimento Modelo  SEQ I» 5,10 AIC BIC

la ordem 0,11 0,13 2,1 -5,3 -5,2

. Fracional 0,10 0,13 2,0 -5,3 -5,2
Convencional N

2 fracGes 0,01 0,02 0,2 -7,4 -7,3

Weibull 0,01 0,01 0,2 -7,6 -7,4

la ordem 0,18 0,21 3,4 -4,8 -4,7

A . Fracional 0,15 0,18 3,0 -4,9 -4,8
Ohmico .

2 fragGes 0,06 0,08 1,4 -5,8 -5,6

Weibull 0,03 0,04 0,7 -6,3 -6,2

Fonte: o proprio autor (2020)

Os ajustes dos modelos para a inativagdo por aquecimento convencional foram
avaliados conforme a secdo 4.7.1; novamente, discutiremos apenas o modelo de
Weibull, por ter se mostrado o mais adequado dentre os estudados. As Figuras 5.13
e 5.14 representam graficamente a avaliagdo do ajuste do modelo de Weibull a
inativagdo da PE em &agua de coco em aquecimento convencional e &hmico,
respectivamente. Os residuos apresentam distribuicdo aproximadamente normal
segundo inspecdo visual do histograma e do grafico de probabilidade normal, e

também segundo teste estatistico de Kolmogorov-Smirnov. Assim, SEQ pode ser
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usado como critério de minimizagdo. Os residuos foram graficados em funcdo da
atividade residual experimental. Os diagramas de paridade comparam os valores
experimentais de A/A, aos calculados pelo modelo usando os parametros ajustados;

conforme esperado, observa-se uma dispersao ao redor da bissetriz dos quadrantes

impares.

Figura 5.13: Avaliagdo dos residuos e diagrama de paridade para ajuste do modelo de Weibull para
inativagcdo da PE em suco de laranja por aquecimento convencional
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Figura 5.14: Avaliacédo dos residuos e diagrama de paridade para ajuste do modelo de Weibull para
inativacdo da PE em suco de laranja por aquecimento 6hmico
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A Figura 5.15 apresenta o modelo ajustado aos dados experimentais, e também

compara resultados para aquecimento convencional e dhmico. E evidente que tanto
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as previsbes do modelo quanto os dados experimentais mostram uma diferenca na
atividade residual em tempos equivalentes mais baixos. Na pratica, eles
correspondem as experiéncias em uma temperatura de espera de 60 °C (e um campo
elétrico de 32-33 V/cm no caso do aquecimento 6hmico), quando a inativagao da PE
sujeita a campos elétricos e calor parece ter sido aumentada comparativamente ao
aquecimento convencional sozinho. As curvas de inativagao previstas e a atividade
residual experimental coincidem a medida que a letalidade integrada (intensidade do
processo térmico) aumenta, correspondendo a experimentos de pasteurizagao
realizados a 70-90 °C. Isso pode significar que em baixas temperaturas de
processamento, existem condicbes em que os campos elétricos alternados afetam
significativamente a atividade enzimatica, mas a medida que a temperatura aumenta,
a desnaturagao térmica supera esses efeitos do campo elétrico. Se esses efeitos na
atividade enzimatica fossem devidos ao movimento molecular e alteragdes
conformacionais induzidas pelo campo elétrico alternado, conforme sugerido por
Samaranayake e Sastry (2018) a 60 °C, faria sentido que o aumento do movimento

molecular aleatério pudesse desempenhar um papel maior a temperaturas mais altas.

Figura 5.15: Comparagao de ensaios experimentais e previsdes do modelo de Weibull para inativagao
da PE em suco de laranja
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Fonte: o proprio autor (2020)

E interessante observar que as diferencas entre o aquecimento convencional e o por

campos elétricos alternados expostas aqui para PE em suco de laranja parecem o
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oposto do discutido anteriormente para a PPO em agua de coco. Na segéo 5.2.2,
observamos que o efeito das micro-ondas sobre a inativagdo da PPO em agua de
coco parecia aumentar com a temperatura (ou poténcia incidente durante a rampa de
aquecimento). Ja para a PE em suco de laranja, quanto maior a temperatura menor a
diferenga na inativagao entre as duas formas de aquecimento. Ndo s6 os parametros
cinéticos dos modelos de inativagcdo podem diferir entre métodos de aquecimento,
como também os préprios efeitos podem ser diferentes dependendo da matriz
alimentar, da estrutura molecular e das condi¢cbes concomitantes de processo como
temperatura e frequéncia. Portanto, novas tecnologias podem ter efeitos relativos
diferentes nos indicadores e alvos tradicionais de processamento de alimentos. Isso
destaca a importancia de verificar esses parametros e modelos para varios micro-
organismos, enzimas, nutrientes e propriedades de interesse, a fim de garantir que
tecnologias alternativas de processamento resultem em alimentos seguros e de alta

qualidade.
5.3 INCERTEZA DOS PARAMETROS DOS MODELOS

Ao comparar parametros de modelos cinéticos entre dois processos distintos,
devemos estimar a distribuicdo de tais parametros a fim de avaliar se as diferencas
observadas s&o estatisticamente significativas. Os parametros cinéticos de Weibull
D', z e B tiveram suas populagdes estimadas através dos métodos de Monte Carlo de
bootstrap e jackknife conforme descrito na sec¢ao 4.7.2. As distribuicdes obtidas com
esses métodos estocasticos foram também comparadas ao desvio-padrao hipotético

no caso de um modelo linear nos parametros (egs.(3.23) a (3.27)).

A Tabela 5.10 apresenta os valores meédios e os desvios estimados dos parametros
do modelo de Weibull para a inativacdo da PPO por aquecimento convencional e por
micro-ondas. Os valores ajustados sao os relatados nas Tabelas 5.2 e 5.3. Utilizou-se
T,. = 80 °C para nao estimar a distribuicao do parametro D' préximo ao valor 0, o que
perturbaria a estimativa do desvio pela impossibilidade fisica de D' ser negativo.
Observa-se que, conforme esperado, as médias das distribuicbes estimadas sao
semelhantes aos valores ajustados dos parametros. Com relagéo aos desvios-padrao,
observa-se na Tabela 5.10 que eles dependem da metodologia empregada para
propagacédo da incerteza experimental. Uma abordagem conservativa seria tomar

sempre o maior valor dentre os estimados para o desvio-padrao, porém pode nao ser



101

possivel a priori saber qual método empregar. Para o aquecimento convencional, os
maiores desvios foram os estimados pelo jackknife; ja para o por micro-ondas, 0s

maiores foram os resultantes do bootstrap.

Tabela 5.10: Médias e desvios-padrao para os paradmetros do modelo de Weibull para inativagao da
PPO por aquecimento convencional e por micro-ondas

Aq. convencional Aq. por micro-ondas
Dggoc(s) z(°C) B Dggc(s) z(°C) B

Valor ajustado 124 16,3 0,50 56 7,9 0,46
Média - Jackknife 114 16,4 0,50 54 8,0 0,45
Média - Bootstrap 111 16,7 0,56 56 7,6 0,45
Desvio - matriz Cov 26 2,3 0,08 10 1,1 0,07
Desvio - Jackknife 33 24 0,10 14 1,5 0,10
Desvio - Bootstrap 19 1,7 0,09 15 1,8 0,13

Fonte: o proprio autor (2020)

A Figura 5.16 representa as distribui¢des aproximadas dos parametros obtidas com o
bootstrap suavizado para o modelo de Weibull, para o aquecimento convencional e
por micro-ondas. As distribuicdes dos parametros D' e z para a inativagao da PPO por
aquecimento convencional e por micro-ondas nao se sobrepdem. Mais do que
comparar valores individuais (entre as Tabelas 5.2 e 5.3, por exemplo), a comparagao
de tais distribuicbes € uma maneira visual de avaliar a incerteza apresentada na

Tabela 5.10 e verificar se processamentos distintos levaram a estimativas diferentes.

Observa-se por inspecgao visual da Figura 5.16 que os parametros do modelo de
Weibull apresentam distribuicdo aparentemente simétrica e normal. No entanto, testes
de normalidade a um nivel de confianga de 90% indicam que as populagdes estimadas
dos parametros nao apresentam distribuicdo normal. De fato, usando as médias e os
desvios da Tabela 5.10 para graficar uma curva gaussiana, observa-se que os
parametros D' e z se afastam da normalidade. Isso era esperado, pois modelos n&o-
lineares nos parametros, como os modelos cinéticos estudados neste trabalho, ndo
apresentam parametros de distribuicdo normal. No entanto, relatar intervalos de
confianca simétricos baseados em uma distribuicdo normal para estimativas de
parametros € uma pratica comum, e a hipétese de que os parametros apresentam

distribuicao normal raramente é verificada.
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Figura 5.16: Histogramas das estimativas dos parametros do modelo de Weibull para inativagdo da
PPO em agua de coco por aquecimento convencional (preto) e por micro-ondas (cinza), e comparagao

com distribuigdo normal ajustada
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Fonte: o proprio autor (2020)

A Tabela 5.11 apresenta os valores médios e os desvios estimados dos parametros
do modelo de Weibull para a inativagdo da PE por aquecimento convencional e
O6hmico. Os valores ajustados sao os relatados nas Tabelas 5.7 e 5.8. Observa-se que

as médias das distribuicoes estimadas sdo semelhantes aos valores ajustados. Com



103

relagdo aos desvios-padrdo, observa-se novamente na Tabela 5.11 que eles
dependem da metodologia empregada para propagagao da incerteza experimental.

Os maiores desvios foram os estimados pelo jackknife, e os menores pelo bootstrap.

Tabela 5.11: Médias e desvios-padrao para os paradmetros do modelo de Weibull para inativagéo da
PE por aquecimento convencional e 6hmico

Ag. convencional Ag. 6hmico
D7goc(s) z(°C) B Dygc(s) z(°C) B
Valor ajustado 23 54 0,43 64 4,2 0,27
Média - Jackknife 20 52 043 41 4,0 0,27
Média - Bootstrap 23 54 0,43 65 4,2 0,27
Desvio - matriz Cov 3 0,4 0,03 17 0,6 0,04
Desvio - Jackknife 5 04 0,04 46 1,0 0,07
Desvio - Bootstrap 2 0,2 0,02 6 0,2 0,02

Fonte: o proprio autor (2020)

A Figura 5.17 representa as distribui¢des aproximadas dos parametros obtidas com o
bootstrap suavizado para o modelo de Weibull, para o aquecimento convencional e
por 6hmico. As distribuicbes dos parametros para a inativagéo da PE por aquecimento
convencional e 6hmico nao se sobrepdem, e aparentam ser simétricas e normais. No
entanto, testes estatisticos a um nivel de confianca de 90% indicam que essas
populagdes nado sdo normais. Novamente, para verificar se tratamentos distintos
levaram a estimativas diferentes, esta comparacao visual de distribuicdes para
avaliacdo da propagacao da incerteza experimental € uma forma mais adequada do
que comparar valores individuais ou intervalos de confianca simétricos assumindo

normalidade.
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Figura 5.17: Histogramas das estimativas dos parametros do modelo de Weibull para inativagéo da
PE em suco de laranja por aquecimento convencional (preto) e 6hmico (cinza), e comparagdo com
distribuicdo normal ajustada
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Se um modelo possui mais de um parametro, relatar intervalos de confianca
individuais pode n&o ser uma medida acurada da incerteza devido a correlagao entre
os parametros. Nesse caso, devemos graficar os valores esperados dos paradmetros
em fungcdo um do outro. A Figura 5.18 mostra as populagdes dos parametros para
inativacdo da PPO estimadas pelo bootstrap, para os aquecimentos convencional e
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por micro-ondas. Os histogramas da Figura 5.16 correspondem a uma projegéo das
regides da Figura 5.18 sobre um dos eixos. Novamente, pode-se dizer que os
parametros do modelo cinético de Weibull dependeram do método de aquecimento,
uma vez que essas populagdes ndao se sobrepbem. Cabe destacar o caso do
parametro B - na Figura 5.16, as distribuicbes se sobrepunham; ja na Figura 5.18

observamos que as distribuicdes conjuntas sdo na verdade distintas.

Figura 5.18: Distribui¢des conjuntas e regides de confianga das estimativas dos parametros do
modelo de Weibull para inativagdo da PPO em agua de coco por aquecimento convencional e por
micro-ondas
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A Figura 5.19 mostra as populagdes dos parametros para inativagdo da PE estimadas
pelo bootstrap, para os aquecimentos convencional e 6hmico. Os histogramas da
Figura 5.17 correspondem a uma projecao das regides da Figura 5.19 sobre um dos
eixos. Como foi anteriormente observado para a PPO, os parametros do modelo
cinético de Weibull dependeram do método de aquecimento, uma vez que as

populagdes estimadas dos parametros nao se sobrepbem.

Figura 5.19: Distribuicdes conjuntas e regides de confianca das estimativas dos parametros do
modelo de Weibull para inativagdo da PE em suco de laranja por aquecimento convencional 6hmico
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As linhas pontilhadas nas Figuras 5.18 e 5.19 indicam a regido conjunta de confianga
a um nivel de 95% que seria esperada caso o modelo fosse linear nos parametros,
estimada a partir da matriz de covariancia da eq.(3.25). Observa-se na Figura 5.18
que essas regioes subestimam a dispersao das estimativas dos parametros, e néo se
aproximam do formato das populagdes conjuntas — em particular para o aquecimento
por micro-ondas. Ja na Figura 5.19, as elipses indicando as regiées conjuntas de
confianga representam adequadamente as populagdes estimadas pelo bootstrap. Isso
pode se dever ao menor desvio experimental associado as leituras da atividade da PE

(Tabela A.4) em comparagéao ao das leituras da atividade da PPO (Tabelas A.1 e A.2).
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6 CONCLUSOES

A caracterizagao da agua de coco verde e do suco de laranja indicou que os lotes de
produto estudados apresentaram propriedades em conformidade com as descritas na

literatura.

Os pequenos volumes de amostra e a agitagdo durante o tratamento foram
importantes para assumir a hipétese de temperatura uniforme. A medigdo da
temperatura com sensor com baixo tempo de resposta inserido na amostra possibilitou
a aquisicao de dados de todo o historico tempo-temperatura e a adequagao desses

historicos entre os métodos de aquecimento, permitindo comparacéo.

As ferramentas matematicas utilizadas para avaliar o ajuste dos modelos cinéticos
permitiram comparar a adequag¢ao dos modelos aos dados experimentais. O modelo
de Weibull apresentou ajuste mais satisfatorio que o tradicional modelo de primeira
ordem para ambos os aquecimentos convencional, 6hmico e por micro-ondas para as
enzimas PPO e PE. O modelo de duas fragdes € comumente utilizado para descrever
desvios do modelo de primeira ordem. No entanto, o modelo de Weibull apresentou
desempenho semelhante ou melhor ao descrever a inativacdo térmica da PPO,
quando comparado ao modelo de duas fragdes. O modelo de Weibull também
apresentou menos problemas de convergéncia e menor tempo de processamento, por

ter menos parametros que o modelo de duas fracoes.

A integracéo de todo o histérico tempo-temperatura incluiu no calculo da letalidade as
contribuicdbes das secbes de aquecimento e resfriamento, sem a hipotese
simplificadora de mudancgas instantaneas de temperatura. A validagao dos modelos a
taxas lentas de aquecimento permitiu avaliar o modelo de Weibull, que é capaz de

descrever a inativagao enzimatica da PPO em agua de coco a taxas diferentes.

Os modelos cinéticos ajustados para a inativagédo da PPO em agua de coco indicam
que ha efeitos especificos das micro-ondas. Tais efeitos dependem aparentemente
da temperatura de processo, ou talvez da poténcia incidente. Verificou-se que o
aquecimento convencional € menos eficaz que o por micro-ondas nas temperaturas
de processo entre 75 °C e 90 °C, faixas usadas na pasteurizagao de agua de coco na

industria. Se as previsdes dos modelos forem confirmadas em ampliagdo de escala
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para processamento piloto continuo, a aplicagao dessa tecnologia oferece potencial a

industrializagdo de agua de coco.

Os modelos cinéticos ajustados para a inativagdo da PE em suco de laranja indicam
que ha efeitos especificos do campo elétrico. Na menor intensidade do processo de
calor (60 °C), a inativagdo da pectinesterase foi maior no aquecimento 6hmico,
mostrando condigdes em que o efeito do campo elétrico foi significativo. Em tempos e
temperaturas de processamento mais altos, a desnaturagdo térmica supera esses
efeitos — isso se refere as contribuicdes opostas dos movimentos moleculares

oscilatérios e aleatorios com a temperatura.

Devido a sobreativagdo da atividade da POD em agua de coco apds o tratamento,
nenhum dos modelos estudados descreveu adequadamente sua inativagdo. A
recuperacao de atividade da POD é conhecida na literatura e dificulta seu uso como

indicadora da eficacia de tratamentos térmicos.

A estimativa da incerteza nas previsdes do modelo, a partir do desvio-padrao dos
parametros, permite comparar métodos de aquecimento e aprimorar a seguranga e
qualidade no processamento de alimentos. O método de reamostragem de Monte
Carlo de bootstrap suavizado, apesar de requerer intenso esfor¢co computacional,
permite propagar a incerteza na medida experimental para os parametros, e também

estima visualmente a distribuicido dos parametros.

Parametros cinéticos que variam com a tecnologia de aquecimento sdo evidéncias de
que campos elétricos influenciam a inativagao de enzimas. Isso tem implicacbes na
seguranga e no design de processos alimentares e destaca a importancia de encontrar
mecanismos e avaliar os efeitos de tecnologias alternativas em diferentes alvos e

indicadores de processos.

Estudos de vida de prateleira, avaliagdes da eficiéncia econdbmica e ambiental dos
processos e analises da perda de caracteristicas deverao ser conduzidos por estudos
futuros visando a determinacdo de condicbes ideais de processamento com

manutencao de atributos de qualidade.
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APENDICE A - Dados de inativagido da PPO e da POD em agua de coco verde e
da PE em suco de laranja por aquecimento convencional, 6hmico e por micro-
ondas focalizadas

Tabela A.1: Atividades residuais experimentais da PPO e temperaturas e tempos de retengdo nominais
em aquecimento de agua de coco para ajuste de modelos

Aquecimento Aquecimento por
Retencio Temp.eratura convencional micro-ondas
. nominal de . .
nominal (s) processo (°C) A(A_0 Desvio de A(A_o Desvio de
médio A/A, médio A/A,
5 60 75% 14% 93% 3%
10 60 59% 14% 94% 22%
15 60 75% 11% 96% 8%
30 60 54% 9% 87% 4%
45 60 69% 12% 83% 12%
60 60 62% 8% 86% 21%
90 60 46% 7% 84% 5%
120 60 67% 8% 75% 8%
150 60 54% 6% 66% 6%
180 60 40% 7% 76% 10%
5 70 66% 10% 61% 15%
10 70 63% 18% 59% 3%
15 70 75% 10% 72% 37%
30 70 52% 13% 61% 5%
45 70 33% 7% 42% 3%
60 70 41% 10% 50% 3%
75 70 41% 5% 48% 9%
90 70 45% 5% 34% 2%
120 70 15% 3% 28% 9%
150 70 10% 2% 33% 10%
5 80 37% 10% 41% 20%
10 80 26% 14% 15% 5%
15 80 48% 9% 13% 0%
20 80 30% 11% 17% 2%
30 80 22% 9% 17% 5%
45 80 21% 13% 10% 1%
60 80 28% 7% 23% 8%
75 80 20% 5% 7% 1%
90 80 15% 5% 9% 3%
1 90 21% 4% 1% 2%
5 90 6% 1% 1% 1%
10 90 15% 4% 2% 0%
15 90 2% 2% 5% 0%
20 90 7% 4% 2% 2%

Fonte: o proprio autor (2020)
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Tabela A.2: Atividades residuais experimentais da PPO e temperaturas e tempos de retengdo nominais
em aquecimento de agua de coco para validagdo de modelos

Aquecimento Aquecimento por
Retengio Temp_eratura convencional micro-ondas
nominal (s) nominal °.',e A/A, Desvio de A/A, Desvio de
processo (°C)

médio A/A, médio A/A,

1 65 69% 10% 89% 14%
20 65 60% 9% 63% 10%
50 65 57% 27% 79% 14%
65 65 45% 15% 76% 9%
100 65 47% 13% 63% 7%
160 65 41% 22% 50% 13%
1 75 39% 5% 48% 19%
10 75 33% 3% 36% 13%
20 75 29% 13% 40% 7%
30 75 40% 11% 38% 8%
50 75 34% 25% 15% 3%
80 75 18% 3% 16% 5%
1 85 17% 3% 9% 3%
5 85 11% 3% 8% 4%
10 85 14% 2% 2% 3%
20 85 11% 5% 9% 2%
30 85 22% 18% 8% 2%
50 85 6% 4% 5% 4%

Fonte: o préprio autor (2020)
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Tabela A.3: Atividades residuais experimentais da POD e temperaturas e tempos de reten¢cdo nominais
em aquecimento de dgua de coco para ajuste de modelos

Aquecimento Aquecimento por
Retengao Temp_eratura convencional micro-ondas
. nominal de . .
nominal (s) processo (°C) A(A." Desvio de A(A.0 Desvio de

médio A/A, médio A/A,

1 60 85% 5% 99% 14%
30 60 88% 6% 94% 13%
60 60 83% 6% 91% 7%
90 60 81% 6% 90% 5%
120 60 87% 5% 80% 5%
150 60 63% 4% 78% 4%
180 60 85% 6% 69% 5%
210 60 66% 4% 65% 5%
1 70 63% 12% 84% 8%
30 70 63% 12% 72% 7%
60 70 71% 11% 66% 6%
90 70 100% 19% 87% 6%
120 70 70% 12% 89% 12%
150 70 74% 13% 87% 8%
180 70 101% 16% 85% 4%
210 70 107% 18% 83% 9%
1 80 91% 11% 61% 3%
20 80 70% 9% 52% 3%
40 80 94% 14% 59% 2%
60 80 72% 8% 59% 2%
80 80 78% 10% 61% 3%
100 80 111% 12% 65% 3%
120 80 110% 12% 60% 2%
140 80 108% 11% 49% 2%
1 90 51% 6% 33% 2%
10 90 65% 8% 25% 3%
20 90 40% 6% 17% 1%
30 90 57% 7% 27% 4%
40 90 22% 8% 14% 2%
50 90 9% 3% 14% 2%

Fonte: o proprio autor (2020)
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Tabela A.4: Atividades residuais experimentais da PE e temperaturas e tempos de reten¢gdo nominais
em aquecimento 6hmico e convencional de suco de laranja para ajuste de modelos

Aquecimento Aquecimento
Retengio Temp_eratura convencional 6hmico
. nominal de . .
nominal (s) processo (°C) A{A_o Desvio de A(A_0 Desvio de
médio A/A, médio A/A,

0 60 76% 2% 77% 1%
10 60 75% 1% 70% 1%
30 60 51% 1% 56% 1%
30 60 62% 1% 58% 1%
50 60 44% 1% 50% 2%
100 60 41% 2% 53% 1%
150 60 41% 1% 46% 1%
200 60 38% 1% 43% 1%
0 70 15% 1% 26% 1%
5 70 9% 2% 13% 1%
20 70 7% 1% 13% 1%
50 70 7% 3% 10% 1%
100 70 2% 1% 11% 1%
150 70 2% 1% 7% 0%
200 70 6% 1% 7% 0%
0 80 3% 0% 5% 1%
5 80 1% 0% 4% 0%
10 80 1% 1% 2% 0%
30 80 1% 1% 3% 1%
50 80 2% 0% 0% 0%
100 80 3% 0% 5% 1%
0 90 0% 0% 1% 0%
1 90 0% 0% 0% 0%
2 90 0% 0% 0% 1%
5 90 0% 1% 0% 0%

Fonte: o proprio autor (2020)



