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Objetivos

Estudar a inativacdo térmica das enzimas
polifenoloxidase (PPO) e peroxidase (POD)
presentes na agua de coco verde, por
tratamento térmico em batelada e em
microrreator capilar, comparando os métodos.

Métodos e Procedimentos

Extraiu-se a agua de 4 cocos verdes
higienizados (Cocos nucifera L.), que foi
misturada e filtrada a baixa pressdo, em
seguida separada em tubos falcon (50 mL), e
congelada a -30 °C.

Para o tratamento térmico em batelada, foram
preparadas amostras de agua de coco (2,0 mL)
em embalagens plasticas finas e reservadas
em banho de gelo. Foi inserido um termémetro
de fibra Optica (Luxtron 812, LumaSense) e a
amostra foi submetida a banho térmico de agua
(ECO RE 620, Lauda) nas temperaturas e
tempos na Tabela 1, acrescidos de 6 s (tempo
necessario para 0 aguecimento até a
temperatura de tratamento - come-up time).
Atingido o tempo, a amostra foi rapidamente
submetida a banho de agua com gelo, e depois
congelada a -30 °C em eppendorfs.

Para o tratamento térmico em microrreator
capilar de 250 pL (Syrris, Asia Microreactors),
lavou-se o sistema com a amostra por 3 min,
ajustou-se as vazfes e temperaturas de cada

condicdo conforme a Tabela 2, resfriando a
saida do capilar com algoddo embebido em
agua gelada. Vazbes foram calculadas de
acordo com os tempos na Tabela 1 como
volume/tempo. Apés tratamento, congelou-se 2
mL de cada amostra coletada. Amostras néo
processadas foram também congeladas para
referéncia inicial de atividade enzimética.

Utilizaram-se métodos adaptados de Matsui
(2006) para atividade de PPO e POD, que
consistem no acompanhamento da
absorbancia em 420 nm da reacdo enzimética
em um espectrofotdbmetro (SpectroStar Nano,
BMG Labtech) com microplaca de 96 pocos.
Para PPO o substrato usado foi o Pirocatecol,
enquanto o Pirogalol foi o substrato usado para
a POD, acrescido de H,0,. O branco foi
medido usando tampdo como amostra. Uma
unidade de atividade representa a variacdo de
0,001 absorbancia por mL de amostra por
segundo no trecho linear ascendente da curva.

Tabela 1: Variaveis do processo em batelada.

T=70°C T=80°C T=90°C
Tempo (s) Tempo (s) Tempo (s)
8 8 4
10 10 8
14 14 10
30 20 14
60 40 20
300 60 40

600 150
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Tabela 2: Variaveis do processo em microrreator.

T=70°C T=80°C T=90°C
Vazéo Vazéo Vazéo
(uL/min) (uL/min) (uL/min)
1900 1900 3740
1470 1470 1900
1050 1050 1470

500 750 1050
250 376 750
50 250 376
25 100
50
25
Resultados

As Figuras 1 e 2 apresentam o0s resultados de
atividade residual das enzimas POD e PPO ao
longo do tempo de processo batelada ou do
tempo de residéncia médio no microrreator, em
funcéo das temperaturas. Pode-se notar que a
90 °C as enzimas sdo rapidamente inativadas.
Nas temperaturas de 70 e 80 °C, h4d um
decaimento da atividade ao longo do tempo de
processo, com variabilidade. A mudanca de cor
do substrato apés andlise de atividade foi
perceptivel, evidenciando as diferentes taxas
de reacdo de conversdo do substrato em
relacdo ao branco. De forma geral, a POD se
mostrou mais resistente ao calor do que a
PPO.

Para o tratamento a 70 °C em batelada,
algumas amostras apresentaram atividade
acima de 1, o que indica possivel ativacao da
enzima, fenbmeno que pode ocorrer em
temperaturas ndo letais. Ja a 80 °C, a PPO foi
inativada para tempos maiores do que 10 s. A
atividade da POD foi reduzia a cerca de 30% a
70 °C e 10% a 80 °C no processo em batelada.
As atividades residuais para tratamento térmico
no microrreator foram  consistentemente
menores do que as obtidas em batelada. Isso
significa que a hipotese de que o processo
continuo com tempo de residéncia médio igual
ao tempo do processo batelada confere mesma
letalidade ndo é verdadeira. E possivel que
esteja ocorrendo aquecimento adicional no
percurso antes da entrada do microrreator ou
gue o resfriamento apés o microrreator nao
esteja sendo rapido o suficiente.
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Figura 1: Atividade enzimética residual da POD, para
70 °C (azul), 80 °C (amarelo) e 90 ° C (vermelho),
em Batelada () e microrreator (m).
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Figura 2: Atividade enzimatica residual da PPO, para
70 °C (azul), 80 °C (amarelo) e 90 ° C (vermelho),
em Batelada () e microrreator (m).

Conclusoes

Como a enzima POD foi mais resistente do que
a PPO, esta pode ser usada como indicadora
do processo. Como o tratamento térmico em
microrreator se mostrou mais eficiente na
inativacdo, a equivaléncia com 0 processo
batelada ndo pode ser assumida. Estudo
adicional é necessario para confirmar casos de
a ativacao e para reduzir a variabilidade.
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