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RESUMO

A crescente demanda do consumidor por produtos diferenciados e processados de forma
minima incentiva a indudstria a desenvolver novas op¢des de produtos que sejam de facil
consumo, alto valor nutricional ¢ com aceitacdo sensorial. Os sucos de frutas se
destacam por reterem boa parte das propriedades das matérias-primas, contudo
necessitam de processos de conservacdo para aumentar a sua vida util. O tratamento
térmico ¢ o método mais aplicado, porém pode alterar as caracteristicas sensoriais e
nutricionais das matérias-primas originais, sendo necessaria a otimiza¢ao dos processos
aplicados. Uma outra alternativa ¢ o uso de novas tecnologias, como aquecimento
o6hmico, que permite tratar o alimento com garantia de sua estabilidade microbiolédgica e
com preservacdo da qualidade nutricional e sensorial. Nesse contexto, o presente
trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da aplicacao de diferentes tecnologias de
processamento térmico, como aquecimento convencional ¢ aquecimento 6ohmico, na
qualidade de suco de pitaya e suco misto de maca, laranja, couve, limao e especiarias.
Inicialmente, foi realizada uma revisao sistematica sobre as principais aplica¢des da
analise metabolomica no processamento de alimentos através da busca de artigos em
diferentes bases de dados cientificos, o que demonstrou essa ferramenta como um
excelente método para investigar o impacto da aplicagdo de diferentes técnicas de
conservagao e para aperfeigoar os processos utilizados pelas industrias. Além disso, a
estabilidade das betalainas presentes no suco de pitaya foi estudada nos tratamentos
o6hmico e convencional através da quantificacdo dos pigmentos por CLAE e analise de
cor. No geral, os pigmentos apresentaram estabilidade nas temperaturas utilizadas no
tratamento convencional, enquanto no aquecimento Ohmico a degradacdo foi
significativa, principalmente na temperatura mais alta de 90°C (comparados com 70 e
80°C) provavelmente devido a reagdes eletroquimicas. No suco de pitaya foram
identificadas apenas betacianias (betanina e isobetanina), o que impediu a utiliza¢ao da
abordagem metaboldmica ndo direcionada. Num segundo estudo, a andlise
metabolomica direcionada foi aplicada para avaliar os efeitos de dois tipos de
pasteurizagdo: temperatura alta e tempo curto (do inglés high-temperature short time -
HTST); e temperatura moderada e tempo longo (do inglés mild temperature-long time -
MTLT) em suco misto composto, em ordem decrescente de quantidade, de maga,
laranja, magos de couve, limao, ora-pro-ndbis, zebrina, manjericao, folhas de Stevia,
gengibre e canela em po. O suco foi caracterizado através de analises fisico-quimicas
(determinacao de umidade, pH, so6lidos soluveis, acidez e agucares), quimicas (analise
de metabdlitos), fisicas (andlise de cor e comportamento reoldgico) e sensorial (teste de
aceitacdo). Foram constatadas principalmente alteracdes no perfil de compostos
quimicos e antioxidantes presentes no suco, com destaque para um aumento
significativo na concentracdo de alguns compostos fenodlicos e carotenoides
principalmente apds o tratamento HTST. Além disso, ocorreu degradagdo de clorofilas
com a consequente formacao de feofitinas, acarretando em perdas da intensidade da cor
verde apo6s a aplicagdo dos tratamentos térmicos, o que influenciou na aceitagao da cor
do produto pelos consumidores. No geral, o tratamento HTST se mostrou a melhor
alternativa para a conservacdo do suco, com o aumento da bioacessibilidade de
compostos bioativos, como catequina, hesperidina, B-caroteno, luteina, e retencdo da
maioria das propriedades originais, como umidade, pH, acidez, e viscosidade do suco in
natura. Dessa forma, a analise de metabolitos destacou-se como uma excelente técnica
para avaliar e determinar o processo mais adequado para cada tipo de alimento, visando
a garantia da sua qualidade e conservagao por mais tempo.



ABSTRACT

Consumers demand for differentiated and minimally processed products encourages
food industry to develop new products that are of easy consumption, have high
nutritional value, and are sensorially acceptable. Fruit juices, in particular, have been
highlighted for retaining a significant portion of the raw material properties; however,
they require preservation methods to extend their shelf life. Heat treatment is the most
applied method, though it often changes sensorial and nutritional characteristics of the
original product. As a result, optimizing processes to reduce and/or avoid these changes
is critical. Alternatively, the new technologies, such as ohmic heating, can be applied,
offering the benefit of microbiological stability while preserving nutritional and
sensorial quality attributes. In this context, the present work aims to evaluate the effects
of applying different thermal processing technologies, as conventional heating and
ohmic heating, on the quality of pitaya juice and a mixed juice made from apple,
orange, kale, lemon, and spices. A systematic review was carried out on the main
applications of metabolomic analysis in food processing by searching for articles in
different scientific databases. The review highlighted metabolomics as an excellent
method to investigate the impact of preservation techniques and to improve the
processes used by industries. Furthermore, the stability of betalains in pitaya juice was
studied under ohmic and conventional heating treatments, with pigments quantification
by HPLC and color analysis. Overall, they remained stable at the temperatures used in
conventional heating, while significant degradation occurred during ohmic heating,
mainly at the highest temperature of 90°C (compared to 70 and 80°C), probably due to
electrochemical reactions. Only betacyanins (betanin and isobetanin) were identified in
pitaya juice, limiting the application of the untargeted metabolomics. In the second
study, targeted metabolomic analysis was applied to evaluate the effects of two types of
pasteurization methods: high temperature-short time (HTST) and mild temperature-shot
time (MTST) in a mixed juice composed, in decreasing order of quantity, of apple,
orange, kale, lemon, ora-pro-nobis, zebrina, basil, leaves of Stevia, ginger, and
cinnamon powder. The juice was characterized through physical-chemical analyses
(determination of moisture, pH, soluble solids, acidity, and sugars), chemical
(metabolite analysis), physical (color analysis and rheological properties) and sensorial
analysis (acceptance test). Changes were mostly observed in the profile of chemical and
antioxidants compounds present in the juice, with emphasis on a significant increase in
the concentration of some phenolic compounds and carotenoids, particularly after the
HTST treatment. Furthermore, chlorophyll degradation occurred with the consequent
formation of pheophytins, resulting in loss of green color intensity after the application
of heat treatments, which influenced the products color acceptance by consumers.
Overall, the HTST treatment proved to be the best alternative for juice preservation,
with increased bioaccessibility of bioactive compounds, such as catechin, hesperidin, -
carotene, lutein, and retention of most original properties of fresh juice, as moisture, pH,
acidity, and viscosity. Therefore, metabolomic analysis stood out as an excellent
technique for evaluating and determining the most appropriate process for each type of
food, aiming to guarantee its quality and preservation.
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1. INTRODUCAO

A busca do consumidor por produtos diferenciados e processados de forma
minima incentiva a induastria de alimentos a buscar fontes alternativas de matérias-
primas vegetais e novas formas de processamento. Dentro desse segmento, as bebidas a
base de frutas vém se destacando por serem fontes de compostos bioativos, faceis de
serem consumidas e por seus aspectos sensoriais atrativos.

A pitaya de polpa vermelha ¢ uma fruta de cactos que vem chamando a atengao
dos produtores e consumidores pela sua facil adaptacdo e cultivo, além das
caracteristicas atrativas como sabor, valor nutricional e cor intensa. Dessa forma, esta
sendo utilizada como ingrediente na producao de geleias, sorvetes, sobremesas e sucos
integrais. Outros tipos de sucos como os mistos vém recebendo atengdo do consumidor
por conterem uma mistura de frutas e vegetais e, consequentemente, serem fontes de
diferentes compostos bioativos como vitaminas e antioxidantes.

Os sucos de frutas, entretanto, sdo produtos pereciveis devido a sua composi¢ao
e ao seu elevado teor de umidade. Para garantir sua conservagdo e aumentar a vida 1til,
técnicas de processamento devem ser aplicadas. Dentre elas, o tratamento térmico € o
processo mais aplicado, pois ¢ capaz de inativar microrganismos € enzimas
deteriorantes de forma eficiente e a baixo custo. No entanto, a aplicacdo de tratamentos
térmicos enfrenta alguns desafios, como a manutengdo das caracteristicas sensoriais e
nutricionais das matérias-primas originais. A definicdo das melhores condi¢des de
processamento que garantam a seguranga microbioldgica e a qualidade do produto se
faz de extrema importancia. Para produtos de elevada acidez, como os sucos de frutas, a
pasteurizacdo ¢ o tratamento térmico mais recomendado, pois pode utilizar temperaturas
mais amenas e curtos periodos de tempo, amenizando os efeitos indesejaveis do calor.

Aliado a isso, tecnologias mais econdmicas € sustentaveis t€m sido estudadas e
otimizadas para aplicacdo em escala industrial, visando maior eficiéncia energética e
menor impacto ao meio ambiente. As denominadas tecnologias emergentes, que se
encontram em fase de estudo ou em fase inicial de uso em escala industrial, surgem
como alternativas aos métodos tradicionais de processamento térmico de alimentos e
apresentam diversas vantagens, como reducdo de tempos/temperaturas de processo,
maior uniformidade de processamento, maior retengdo de compostos benéficos a satde
e melhor uso dos recursos ndo renovaveis. Dentre elas, o aquecimento dhmico tem

despertado interesse em diversos paises, incluindo o Brasil. Essa tecnologia consiste na
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passagem de corrente elétrica alternada através de um alimento com a finalidade
principal de aquecimento através da geracdo interna de energia; representa um método
simples, de geracdao volumétrica de calor, sendo, portanto, homogéneo e muito rapido.

Essas tecnologias podem ser aplicadas em uma ampla gama de matérias-primas
a fim de aumentar a qualidade de alimentos disponiveis. Os sucos de fruta, por exemplo,
podem ser processados por tecnologias térmicas, como o aquecimento convencional e o
aquecimento Ohmico, por tecnologias ndo térmicas, como a alta pressdo e o campo
elétrico pulsado, ou por uma combinacao de tecnologias térmicas e nao térmicas, como
a termossonicacao. Cada tecnologia possui mecanismos fisicos e quimicos proprios para
promover a conservagdo de alimentos e pode induzir diferentes reagdes na matriz
alimentar, degradando, formando ou retendo diferentes compostos quimicos. Entender
essas modificagdes ¢ fundamental para se estabelecer relagdes de processo-estrutura-
composi¢ao e para escolher processos mais vantajosos a producdo de sucos com elevada
qualidade nutricional e sensorial.

Por sua vez, a analise metabolomica ¢ uma ferramenta que possibilita avaliar os
alimentos de forma integrada através da anélise de metabolitos primarios e secundarios,
substancias biologicamente ativas das plantas. A analise desses compostos e suas
implicagdes na saide humana ¢ de grande relevancia, assim como suas interacdes € as
transformagdes ocasionadas pelo processamento. A principal metodologia utilizada para
esse tipo de analise ¢ a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia ou Gasosa Acoplada a
Espectrometria de Massas, que permite separar, identificar e quantificar os diversos
metabolicos presentes nas células vegetais.

Estudos capazes de avaliar de forma integrada as alteragdes quimicas ao utilizar
diferentes tecnologias de processamento de alimentos sdo essenciais para a producao de
alimentos com elevada qualidade nutricional e sensorial. Nesse contexto, o estudo do
impacto da aplicacdo de tecnologias convencionais e emergentes no processamento de
sucos de frutas e seus efeitos nos principais metabolitos ¢ de extrema relevancia para
agregar valor aos produtos e fomentar o uso dessas técnicas pelas industrias brasileiras.
Pretende-se averiguar, assim, se os processos de pasteurizacdo convencional e de
aquecimento 6hmico impactam em maior ou menor grau os metabolitos presentes em
sucos de frutas e se podem ser considerados como alternativas para a conservacao
desses produtos.

O presente documento esta estruturado da forma descrita a seguir. O Capitulo 2

descreve os objetivos gerais e especificos do estudo. O Capitulo 3 apresenta uma
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revisdo sobre os principais aspectos relacionados a produgdo de sucos de frutas, mais
especificamente suco de pitaya e sucos mistos, além de abordar aspectos sobre o
processamento térmico de alimentos e seus efeitos nos compostos bioativos. Esse
capitulo descreve também alguns aspectos teoéricos sobre a metodologia de andlise
metabolomica direcionada que foi utilizada nesse trabalho. O Capitulo 4 descreve a
metodologia utilizada para a escrita de um artigo de revisdo e apresenta o artigo ja
publicado na revista Food Chemistry, sobre a aplicagdo da andlise metabolomica no
processamento de alimentos. O Capitulo 5 apresenta um estudo sobre a aplicagdo do
aquecimento 6hmico em suco de pitaya. O Capitulo 6 apresenta um estudo sobre a
avaliagdo dos efeitos de dois tipos de pasteurizacdo em um suco misto. O Capitulo 7
apresenta uma discussdo geral sobre os resultados obtidos, o Capitulo 8 apresenta a
conclusao final da tese e o Capitulo 9 contém as perspectivas futuras do trabalho. Além
disso, os resultados de um estudo preliminar apresentado na forma de resumo estdo

descritos no Anexo IV.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da aplicagdo de tecnologias
de tratamento térmico na qualidade quimica e sensorial de suco de pitaya e suco misto

de maga, couve, laranja, limao e especiarias.

2.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos do presente trabalho foram:

e realizar uma revisdo sistematica sobre as principais aplicacdes da andlise
metabolomica como uma técnica para avaliar os efeitos dos processamentos nos
alimentos;

e avaliar os efeitos ndo térmicos da aplicagdo do aquecimento 6hmico na estabilidade
das betalainas do suco de pitaya em comparagao a tecnologia convencional;

e avaliar os efeitos de dois tipos de pasteurizacio (MTST e HTST) no perfil de
compostos quimicos, nas propriedades fisico-quimicas e caracteristicas sensoriais de
um suco misto;

e sugerir dentre os métodos de conservacao estudados qual o processo mais indicado

para cada suco a partir dos resultados obtidos.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA E FUNDAMENTACAO TEORICA

Esse capitulo apresenta inicialmente uma abordagem inicial sobre sucos de
frutas, com €énfase em suco de pitaya e sucos mistos, além de aspectos relacionados a
producdo dos sucos e tecnologias tradicionais, como os tratamentos térmicos, €
emergentes, como o aquecimento dhmico, utilizadas para sua conservagdo. Logo apos,
sdo relatados os efeitos da aplicagdo dos principais processamentos nos compostos
bioativos dos alimentos. Por fim, a analise metaboldmica é descrita como uma técnica

utilizada para avaliagao dos efeitos dos processos.

3.1 Sucos de frutas

Em uma dieta saudavel o consumo regular de sucos de frutas ¢ recomendado,
pois eles retém os principais compostos bioativos das frutas inteiras. Essa
recomendacao tem levado a um crescente aumento no consumo desse produto nos
ultimos anos, incentivando a industria de bebidas a desenvolver opg¢des diferenciadas e
nutritivas para o consumidor (Caswell, 2009; Khaksar; Assatarakul; Sirikantaramas,
2019). A industria de sucos de frutas ¢ um mercado ascendente dentro do segmento de
bebidas devido a demanda emergente do publico por uma dieta equilibrada e por uma
preferéncia em reduzir o consumo de bebidas tradicionais a base de cafeina como café,
cha, ou refrigerantes com agucar (Lyu ef al., 2022; Maoto; Jideani, 2024).

A legislagdo brasileira define suco como sendo “a bebida nao fermentada, nao
concentrada, ressalvados os casos especificados, e nao diluida, destinada ao consumo,
obtida da fruta madura e s3, ou parte do vegetal de origem, por processamento
tecnologico adequado, submetida a tratamento que assegure a sua apresentagdo e
conservagao até o momento do consumo” (BRASIL, 2009). Num sentido mais amplo,
pode ser definido como um extrato liquido de células ou tecidos vegetais obtido por
prensagem mecanica de frutas maduras sem uso de calor ou solvente (Rajauria; Tiwari,
2018). O suco de frutas deve possuir caracteristicas organolépticas proprias de suas
matérias-primas de origem e pode conter como ingredientes opcionais agucares, gas
carbonico, partes comestiveis da fruta ou vegetal de sua origem, vitaminas, fibras ou
outros nutrientes permitidos, sal e especiarias (IN 49/ 2028).

Dependendo do processo a que € submetido, o suco pode ser classificado como

concentrado, desidratado ou reconstituido. A designacao integral s6 pode ser usada para
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o produto sem adi¢cdo de agucares e na concentragado original da fruta (Ferrarezi; Santos;
Monteiro, 2010). J& o suco misto ¢ o “produto obtido pela mistura de frutas,
combinagdo de fruta e vegetal, combinacdo das partes comestiveis de vegetais ou
mistura de suco de fruta e vegetal, sendo a denominagdo constituida da expressao suco
misto, seguida da relacdo de frutas ou vegetais utilizados, em ordem decrescente das
quantidades presentes na mistura” (BRASIL, 2009). Ainda, sucos de frutas podem ser
turvos, com coloides ¢ fibras (como os sucos citricos), ou filtrados, isto ¢, clarificados
até se tornarem transparentes (como os sucos de uva ou maca) (Vatai, 2010).

O processamento de polpas e sucos de frutas ja ¢ considerado uma importante
atividade agroindustrial, a qual agrega valor econdmico a matéria-prima e minimiza
perdas que podem ocorrer na comercializagdo do produto in natura, além de ser uma
alternativa de uso para a fruta (Curi et al, 2017). No Brasil, a producao e
comercializacao de sucos de frutas estd em crescente aumento, sendo que no ano de
2010 foram consumidos 550 milhdes de litros de sucos dos mais diversos sabores. Entre
as frutas mais utilizadas esta a laranja, responsavel por uma produ¢do de 68 milhdes de
toneladas de suco por ano. Ja o Rio Grande do Sul se destaca pelo processamento de
sucos integrais de uva e de maga (Storck et al., 2015).

Produtores de sucos atualmente se mostram focados na introducgdo de diferentes
variedades e sabores de sucos, sucos mistos e embalagens inovadoras com alegagdes
nutricionais e de saude detalhadas. O desenvolvimento de sucos a partir de misturas de
frutas e vegetais ¢ uma alternativa para a industria de bebidas na obtencao bebidas
unicas, com novos sabores, cores ¢ melhores consisténcias, € com aprimoramento de
valor nutricional (Curi et al., 2017). Esses novos tipos de sucos se destacam por terem
propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas e anticancerigenas,
sendo assim benéficos a saide humana, e sdo muito populares entre os publicos jovem e
idoso (Maoto; Jideani, 2024; Rajauria; Tiwari, 2018).

Por ser um produto perecivel, um dos grandes desafios da industria de sucos ¢ a
preservacao da sua qualidade microbioldgica, nutricional e organoléptica. As primeiras
alternativas para a conservacdo dos sucos, quando ndo consumidos frescos, eram o
armazenamento em temperatura de refrigeragdo ou congelamento. Posteriormente, a
fermentacdo surgiu como outra opg¢ao; porém, foi apds o desenvolvimento das técnicas
de pasteurizagdo que os sucos se tornaram bebidas populares. Em geral, a manuteng¢ao
das propriedades originais da fruta no suco vai depender de como ele ¢ produzido,

processado e armazenado. Técnicas tradicionais, como pasteurizacdo e concentragao,
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resultam em extensao de vida util do produto, mas com perdas de atributos sensoriais €
de nutrientes. O congelamento, por outro lado, representa uma técnica que permite a
manuten¢do dos atributos nutricionais e sensoriais, porém € necessaria a manutencgdo da
cadeia do frio em todas as etapas de transporte ¢ comercializagdo do produto, o que
resulta em elevacao de seu custo. Assim, ha a necessidade de se estudar a otimizagao de
processos que garantam a conservagdo ¢ mantenham as propriedades nutricionais e
sensoriais do sucos (Rajauria; Tiwari, 2018).

A tecnologia mais comumente utilizada na producdo de sucos mistos ¢ a
denominada de prensagem a frio, a qual retém a maior parte dos nutrientes das matérias-
primas, porém esse processo ndo garante a conservacdo do produto por muito tempo.
Tratamentos térmicos convencionais tém sido os processos mais aplicados entdo para a
extensdo da vida util das bebidas a base de frutas devido a sua boa eficicia e baixo
custo. No entanto, esses processos causam alteracdes indesejaveis nas caracteristicas
sensoriais de cor e sabor nos produtos, além de muitas vezes modificar o seu valor
nutricional (Koutchma ef al., 2016; Martins et al., 2022). Assim, a busca por
tecnologias que, aliadas a prensagem a frio, mantenham as caracteristicas dos sucos
mistos frescos e prolonguem a sua vida 1util ¢ do interesse das industrias e do
consumidor.

Neste trabalho, esta sendo avaliada a aplicagdo de tecnologias de processamento
em dois tipos de suco, um suco integral de pitaya e um suco misto a base de maca e

laranja, contendo outros vegetais, os quais sao descritos a seguir.

3.1.1 Suco de pitaya

A pitaya, ou fruta do dragdo, ¢ uma fruta comestivel de cactos pertencente ao
género Hylocereus. Suas espécies sao nativas do México e de paises da América Central
e do Sul, sendo cultivadas principalmente em regides tropicais e subtropicais, se
destacando por seu sabor e cor atrativos e sua alta tolerancia ao clima seco (Arivalagan
et al., 2021; Hua et al., 2018b; Utpott et al., 2020a). No Brasil, seu cultivo iniciou no
estado de Sao Paulo, e atualmente a regido Sudeste ¢ a maior produtora do pais, onde a
fruta se adaptou muito bem, com produc¢ao nos meses de dezembro a maio. J& nas
regides Norte e Nordeste hd producao de frutas o ano inteiro (Nunes; Silva; Alves,
2014). O interesse pelo seu cultivo e comercializagdo tem aumentado por ser uma fruta

ainda pouco explorada e por ter potencial para contribuir para a agricultura e
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desenvolvimento de diversas regides devido a sua alta tolerancia ao clima seco e facil
adaptacao a diferentes tipos de solos (Ortiz; Takahashi, 2015; Santos ef al., 2020).

Existem cinco principais espécies do género Hylocereus encontradas
comercialmente, todas caracterizadas por hastes triangulares e escamas amplas e
diferenciadas pelas cores de polpa e casca. Hylocereus undatus apresenta polpa branca e
casca rosa, Hylocereus polyrhizus tem frutos de polpa vermelha e casca rosa,
Hylocereus costaricencis se caracteriza por polpa vermelho-violeta e casca rosa,
Hylocereus guatemalensis possui polpa vermelha com casca laranja-avermelhada e
Hylocereus megalantus tem polpa branca e casca amarela. As frutas de polpa vermelha
sdo valorizadas e merecem destaque. A polpa de todas as espécies ¢ de sabor doce e
contém sementes pretas comestiveis, além de ser rica em nutrientes como agtlcares,
proteinas, fibras e compostos bioativos (Arivalagan et al., 2021).

A cor atrativa que destaca as pitayas de polpa vermelha ¢ proveniente
principalmente das betalainas, compostos nitrogenados derivados do &cido betalamico,
os quais sdo soliveis em 4gua e apresentam propriedades de saide como antioxidantes,
anti-inflamatodrias e antitumorais, além de outras atividades biologicas. As betalainas
sao classificadas, dependendo do ion conjugado ao acido betalamico em: betacianinas,
que variam de tonalidade vermelha a violeta, e betaxantinas, que sdo amarelas (Figura
1) (Azeredo, 2009). As betacianinas presentes na polpa da pitaya vermelha sdo a
betanina, filocactina e hilocerenina. Esses compostos sdo afetados pela presenga de
oxigénio e luz, por temperatura elevada, pHs acima de 6 e alto teor de umidade, que
podem causar descoloracdo do pigmento (Hua et al., 2018b; Quiroz-Gonzalez et al.,

2018; Utpott et al., 2020b; Wong; Siow, 2015; Wu et al., 2006).
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Figura 1. Estrutura geral do acido betalamico(a), betacianinas (b) e betaxantinas
(c). Betanina: R; = R, = H. R3 = amina ou grupo aminoacido (Azeredo, 2009).

A pitaya ¢ considerada uma fruta sazonal e de vida util curta, com uma
durabilidade estimada de 6 até 14 dias se armazenada sob refrigeracdo, o que reduz o
seu periodo de comercializagdo (Quiroz-Gonzalez et al., 2018). Diversos produtos
derivados de processamentos industriais podem surgir entdo como alternativas a fim de
aumentar sua durabilidade e disponibilidade. Devido ao seu alto valor nutricional, a
pitaya ja tem sido utilizada na produ¢do de bebidas, geleias e vinhos, destacando-se o
suco obtido da polpa da fruta.

O suco da pitaya vermelha ¢ um dos produtos mais valorizados ja de amplo
reconhecimento. Seu sabor suave e refrescante, além da cor vermelha intensa, sdo os
principais atrativos desse produto. E composto de 85-90% de agua, 8-13% de
carboidratos, 0,4-1,5% de proteinas, 0,5-1,2% de cinzas, 0-2% de fibras, e ndo contém
quantidades significativas de lipideos. Por sua vez, o teor de vitamina C ¢ em média de
3,1 mg/100g, e o de compostos fenolicos de 1,32 mg/100g, valores consideraveis e
indicativos de uma boa capacidade antioxidante da bebida (Nur ‘Aliaa; Siti Mazlina;
Taip, 2009; Tan et al., 2023; Zhu et al., 2021). As betalainas, pigmentos responsaveis
pela cor da fruta, representam um dos compostos bioativos mais importantes presentes
no suco de pitaya e tém sido relacionadas a diversos beneficios de saude (Usaga et al.,
2022).

A pequena vida util do suco fresco de pitaya leva a necessidade de aplicagao de
algum tratamento para estender a sua conservacao (Wong; Siow, 2015). Trabalhos

preliminares indicaram que tratamentos térmicos ocasionam escurecimento € prejuizo
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de sabor no produto. Sendo o sabor € a cor os principais parametros associados a
qualidade de sucos de frutas, faz-se necessario a escolha de métodos adequados de
processamento a fim de se manter sua qualidade e seguranca (del Rosario Garcia-
Mateos et al., 2019).

O processamento de suco de pitaya vermelha em escala piloto foi descrito pela
primeira vez por Herbach et al. (2007). Os autores avaliaram a estabilidade da cor e a
reten¢do de betalainas no suco tratado por trés diferentes sistemas de pasteurizagdo e
verificaram perdas de até 30% dos pigmentos nos processos continuos. Siow ¢ Wong
(2017) avaliaram o efeito da concentracdo do suco de pitaya vermelha na sua
estabilidade ao longo do armazenamento, na vida til e na aceitagdo sensorial. Os
resultados demonstraram que os produtos armazenados a 4°C se mostraram mais
estaveis em relacdo a retencdo de betalainas e ao crescimento de bolores e leveduras
quando comparados aos armazenados em temperatura ambiente (25°C), o que pode
estar relacionado a regeneracao das betacianinas em baixas temperaturas, ja relatada em
outros estudos. Em temperatura de refrigeracdo, o suco controle e o concentrado
apresentaram valores de retengdao de betalainas semelhantes; por outro lado, em
temperatura ambiente, a amostra concentrada reteve quase o dobro de betalainas
comparando-se ao suco controle. A maior estabilidade da betacianina nesse caso deve
estar associada a menor atividade de 4gua do concentrado em relacdo ao suco ndo
concentrado. O crescimento de bolores e leveduras foi observado apenas no suco
controle pasteurizado apds 7 semanas de armazenamento a 25°C. Além disso, o suco
concentrado reconstituido foi melhor avaliado sensorialmente em comparacao ao fresco.

Pesquisas com o uso de tecnologias emergentes, como alta pressdo, também vém
sendo realizadas nos ultimos anos com o objetivo de inativar microrganismos
patogénicos e diminuir as perdas organolépticas e nutricionais dos produtos tratados. No
suco de pitaya, por exemplo, tratamentos a 550 e 600 MPa por 16 e 12 min,
respectivamente, se mostraram eficientes para eliminar dois microrganismos avaliados
(Listeria innocua e Saccharomyces cerevisiae), produzindo uma bebida segura e estavel
quando armazenada a 4°C durante 15 dias. Nesse caso, efeitos de cor e sabor ndo foram
relatados (Quiroz-Gonzélez et al., 2018).

O efeito sinérgico da combinagdo de ozdnio e alta pressdo no mesmo produto
também foi estudado e resultou em uma redugdo significativa da contagem bacteriana
inoculada, mantendo o suco microbiologicamente seguro por 30 dias a 4°C. A levedura

Saccharomyces cerevisiae se mostrou mais sensivel a aplicagdo da alta pressao,
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enquanto a bactéria Listeria innocua foi mais inativada com o uso de ozdénio. No
entanto, o tratamento utilizado reduziu em 33% o contetido total de betalainas (del
Rosario Garcia-Mateos et al., 2019).

Os dados mencionados demonstram que existe a necessidade de mais pesquisas
que otimizem as condigdes dos processos convencionais ou inovadores a fim de se
tentar obter um produto seguro e que apresente uma boa durabilidade e qualidade.
Ainda, até o presente momento ndo foram encontrados na literatura estudos avaliando a
aplicacdo de aquecimento 6hmico para conservacao do suco de pitaya. Dessa forma,
torna-se interessante o estudo dessa e de outras técnicas que possam ser aplicadas no
suco extraido da polpa da pitaya vermelha, visando a sua conservagdo e a manutencao
de suas caracteristicas sensoriais e nutricionais, para obtencdo de um produto atrativo,

saboroso e benéfico a saude.

3.1.2 Suco misto

O desenvolvimento de sucos a partir de um mix de frutas e hortaligas esta
surgindo nos ultimos anos como tendéncia no setor de bebidas, resultando em sucos
naturais exclusivos com novos sabores e caracteristicas nutricionais atrativas aos
consumidores, tornando-se uma nova classe de produtos denominada sucos premium.
Esses produtos a base de misturas de frutas unem propriedades nutricionais de duas ou
mais frutas e proporcionam caracteristicas sensoriais agradaveis. Além disso, a
combinacdo das matérias-primas pode contribuir ainda para a redugdo de custos de
alguns produtos por utilizar desde ingredientes mais baratos a ingredientes de maior
custo, suprindo caréncias nutricionais (Curi et al., 2017; Martins et al., 2022).

Frutas como a maga e o péssego sao grandes fontes de fibras dietéticas e de uma
ampla variedade de compostos bioativos, assim sao bastante utilizadas como
ingredientes em sucos mistos (Wellala et al., 2022). Sucos verdes, que contém vegetais
folhosos verde-escuros como couve, nabo e espinafre, sdo reconhecidos pela sua agdo
antioxidante devido aos compostos bioativos presentes, como carotenoides, compostos
fenodlicos e vitamina C. Dessa forma, a combinacdo desses vegetais com frutas estd
sendo proposta pelos produtores visando promover a aceitacdo € consumo desses

produtos de forma tnica (Mok et al., 2021).
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Esse estudo tem como proposta caracterizar e avaliar os efeitos de diferentes
tratamentos em um suco misto a base de mac¢a, couve, laranja e limdo, adicionado
também de outros ingredientes, como gengibre, folhas de estévia, ora-pro-nobis,
zebrina, manjericao e canela em po.

A maga e, consequentemente, o seu suco apresentam quantidades significativas
de compostos fenolicos e vitamina C, sendo o consumo do suco associado a reducao do
risco de doengas como cancer, doengas cardiovasculares, obesidade e diabetes (Massini;
Rico; Martin-Diana, 2018). Além do valor nutricional, sua ampla variedade de sabores
torna essa fruta e seus derivados de amplo consumo em todo o mundo (Zhu et al.,
2022).

O suco de maga fresco apresenta valores de pH e sdlidos soluveis em torno de
4,1 e 12,4%, respectivamente, ¢ conteido de fendlicos totais variando de 160 a 460
mg/L e de agucares entre 100 e 140 g/kg, o que o torna um ingrediente interessante para
conferir sabor doce. A fim de atender a requisitada demanda pelo produto, as industrias
aplicam tratamentos térmicos para prolongar a vida util dos sucos de mag¢d, o que
conduz a perdas de compostos sensiveis ao calor, como os fenolicos e vitamina C
(Massini; Rico; Martin-Diana, 2018; Persic et al., 2017; Wu et al., 2022).

A couve vem se tornando um ingrediente popular em sucos por ser uma fonte de
nutrientes essenciais. E um vegetal folhoso pertencente a familia Brassicaceae, de facil
cultivo, estando disponivel em qualquer época do ano. E uma 6tima fonte de vitaminas
(A, By, By, Bg, C, E, acido folico e niacina), acidos graxos € minerais essenciais, além
de conter boas quantidades de compostos fenolicos e carotenoides (Han et al., 2015;
Mok et al., 2021; Pierscianowski et al., 2021).

O consumo de suco de laranja também esta associado a beneficios de satide por
ser uma excelente fonte de compostos antioxidantes, como vitamina C, carotenoides e
flavonoides. Quando utilizado em diferentes aplicagcdes tecnoldgicas, ele melhora
caracteristicas sensoriais, pois realga atributos de cor e sabor. Estudos ja relatam que a
aplicacdo de tratamentos térmicos como a pasteurizacdo em suco de laranja causa
redugdo significativa no conteido de carotenoides totais e de acido ascdrbico, ja os
flavonoides se mostram mais estaveis ao processamento (Martins et al., 2021;
Veldzquez-Estrada et al.,, 2013). Os parametros fisico-quimicos normalmente nao
sofrem alteracdes apds os processos, sendo o pH entre 3,5 ¢ 4,4 e o teor de solidos

soluveis variando de 10 a 11,5% (Topalcengiz, 2019; Wahia ef al., 2020).
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O suco de limao apresenta sabor, aroma e aceitacdo diferenciados, além de
conter micronutrientes importantes, como os compostos fendlicos, e vitaminas,
minerais, fibras e 6leos essenciais (Gonzalez-Molina et al., 2010; Lyu et al., 2022).
Dessa forma, pode ser adicionado em matrizes alimenticias ndo somente pelo seu efeito
sensorial, mas também por agir como um antioxidante natural. Apresenta um teor de
solidos soluveis entre 11 e 12%, e um pH bem &cido, em torno de 2,2. Alguns estudos ja
sugerem que os compostos antioxidantes presentes no suco de limao sdo instaveis em
altas temperaturas, € que os efeitos de processamentos no suco devem ser bem avaliados
(Carvalho et al., 2021).

O gengibre ¢ um produto agricola popular utilizado como alimento, tempero,
fitoterdpico e aromatizante; ¢ bastante conhecido por seu valor nutricional pois contém
Oleos essenciais, proteinas, aminoacidos e acucares, € possui atividades biologicas
antioxidantes, anti-inflamatérias e antimicrobianas (Yu et al., 2022).

A folha da estévia, por sua vez, ¢ uma importante fonte de compostos
edulcorantes como os glicosideos de esteviol, além de conter fitoquimicos como
compostos fenolicos e carotenoides. Essas caracteristicas a tornam um ingrediente
interessante, sendo adicionado em produtos como adogante de baixa caloria contendo
compostos bioativos (Moongngarm et al., 2022).

A ora-pro-nobis ¢ uma planta ornamental muito utilizada como alimento em
diversas regides do Brasil, sendo uma matriz nutricionalmente rica por ser uma boa
fonte de proteinas e com propriedades antioxidantes devido ao alto teor de compostos
fendlicos presente, tornando o uso da sua folha relevante como ingrediente para a
industria (Torres et al., 2022).

As folhas da zebrina sdo muito populares na América do Sul e usadas como
fitoterapico para tratar diversas doencas desde o cancer até infeccdes microbianas; sao
adicionadas em produtos alimenticios por serem fontes promissoras de compostos
bioativos como os compostos fendlicos (Tan; Kwan, 2020).

O manjericao ¢ uma erva aromatica pertencente a familia Lamiaceae, a qual tem
um importante papel dentro da culinaria de muitas culturas; ¢ conhecido por seu alto
conteudo fendlico, usos medicinais associados, uso na producdo de oleos essenciais,
como ingrediente farmacéutico e aromatizante em produtos alimenticios (Ahn; Alford;
Niemeyer, 2020; Bajomo et al., 2022).

Por fim, a canela ¢ obtida das arvores pertencentes ao género Cinnamomum,

podendo ser adicionada aos alimentos na forma inteira, moida, ou como extrato ou 6leo
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obtidos da folha ou da casca. Varios estudos relatam as propriedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatorias e antitumorais dessa especiaria, € seu contetido
bioativo vem despertando grande interesse por parte da indistria e do consumidor
(Ribeiro-Santos et al., 2017).

A crescente demanda do consumo de sucos mistos in natura torna preocupante o
aumento da probabilidade da ocorréncia de surtos provocados por patégenos de origem
alimentar, sendo estes atribuidos principalmente a mudangas na origem dos vegetais e
métodos de processamento, como equipamentos de prensagem a frio e falta de
pasteurizagdo final (Neggazi et al., 2024). Assim, a necessidade de algum tratamento
para conservacao desses novos tipos de bebidas a base de frutas e vegetais torna o
estudo das condicdes e tipos de processamento de extrema relevancia para a industria,

visando a obten¢ao de um produto final de boa qualidade nutricional € microbiolégica.

3.2 Processamentos de sucos

O processamento de alimentos pode ser definido como a transformagdo quimica
e/ou fisica de alimentos crus para gerar produtos que possam ser armazenados por
periodos mais longos e ser facilmente preparados pelo consumidor. Os processos
industriais também sao aplicados com o objetivo de gerar produtos com diferentes
sabores, cores e texturas, ou para melhorar suas propriedades nutricionais. Exemplos
sdo o cozimento, moagem, pasteurizagdo, secagem, fermentagdo, entre outros (Diez-
Simon; Mumm; Hall, 2019; Kamiloglu; Van Camp; Capanoglu, 2018; Utpott et al.,
2022).

A produgdo de sucos tem como operagdo basica a extracdo do liquido através da
separagdo das partes solidas fibrosas da fruta. Essa separagdo varia conforme o tipo da
matéria-prima: em alguns casos a fruta deve ser triturada, em outros ¢ necessario
remover alguma parte antes de cortar. As etapas presentes na maioria dos processos sao:
descascamento, extracdo do suco, clarificacdo por centrifugacdo ou filtragdo e
tratamento térmico (Vatai, 2010). Apo6s o tratamento térmico, o suco pode ainda ser
concentrado, desidratado ou congelado. A Figura 2 apresenta um fluxograma tipico de
producdo de sucos de frutas. As duas principais etapas envolvidas no processamento

serdo descritas a seguir.
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Fecebimento das frutas
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Figura 2. Producdo de suco natural de fruta usando processos convencionais.
Adaptado de Vatai, 2010.

3.2.1 Prensagem

A separagdo da parte liquida das frutas pode ser realizada por prensagem
mecanica, método bastante utilizado na industria de bebidas. Esse processo requer a
aplicacdo de forgas externas para criar uma tensdo no sistema e drenar o liquido. Nos
processos em batelada, a fase so6lida (bagago) permanece no sistema de prensagem,
enquanto a liquida (suco) ¢ drenada através de uma peneira ou meio filtrante (Vatai,
2010). O parametro mais importante da prensagem ¢ o rendimento do suco, que se
refere ao percentual de liquido extraido em relagcdo a quantidade de matéria-prima no
inicio do processo. Esse rendimento ¢ determinado conforme o tipo de dispositivo de

prensagem e a qualidade e preparacdo da fruta (Hui; Barta, 2006).
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Diferentes tipos de prensas podem ser usadas, mas todas envolvem a
compressdo das frutas em um maior ou menor grau. O tipo de equipamento utilizado
depende das espécies frutiferas. Quando ¢ possivel remover as partes mais firmes da
fruta previamente, a prensagem mecanica tipica com alta pressao pode ser utilizada; ja
em frutas tipo baga, a prensagem pneumatica suave ¢ mais eficaz (Ashurst, 2016; Vatai,
2010).

Atualmente, pequenos produtores locais vendem sucos premium, conhecidos
popularmente como sucos “prensados a frio”, que consiste no suco in natura (nao
pasteurizado). Esses sucos geralmente sdo compostos por uma mistura de frutas e
vegetais e possuem elevado teor de compostos bioativos. Esses produtos diferem
daqueles tratados por alta pressdo, denominados “cold pressed’. Os sucos prensados a
frio ndo passam por nenhum tipo de processo de conservagdo, € por isso possuem uma
vida util muito curta, devendo ser consumidos em alguns dias. Alguns produtores
vendem o suco congelado para aumentar o prazo de validade. No entanto, para o
crescimento desse segmento de mercado, ¢ necessario otimizar o processo visando um
maior rendimento de extracdo (apds a prensagem) e principalmente a extensdo da vida
util do produto (Koutchma et al., 2016). Essas limitagdes sao os desafios que a industria

de bebidas precisa superar.

3.2.2 Tratamentos térmicos convencionais

Os processos térmicos convencionais fazem uso de temperaturas moderadas a
altas e dependem da transferéncia de calor por condugao e/ou convecgao para o produto,
sendo o calor gerado pela combustdo de combustiveis fosseis ou aquecimento elétrico.
O uso de trocadores de calor, como os trocadores tipo placa e tubular, sdo os métodos
mais tradicionais e empregados pela industria de alimentos, pois sdo processos com
sistemas de controle e monitoramento eficientes, instalagdes com design inteligentes,
que garantem a seguranca microbioldgica dos produtos aos quais sdo aplicados (Pereira,
R.N.; Vicente, 2010; Rawson et al., 2011).

A transferéncia lenta do calor ¢ uma das principais desvantagens dos tratamentos
térmicos convencionais pois pode acarretar perdas de qualidade sensorial e nutricional
nos alimentos. Esses efeitos dependem principalmente das caracteristicas do alimento e

das temperaturas e tempos utilizados no tratamento. Assim, para manter um equilibrio

28



entre seguranga ¢ qualidade da matéria-prima, ¢ necessaria a avaliacdo das melhores
condi¢cdes de processamento (Petruzzi et al., 2017).

Os processamentos térmicos tiveram inicio com Appert em latas e garrafas,
passando por Louis Pasteur, que inventou o processo de aquecimento em temperaturas
amenas por curtos periodos de tempo para prolongar a vida tutil de bebidas, até
alcangarem técnicas mais modernas de esterilizagdo. De acordo com a intensidade,
podem ser classificados em pasteurizagdo (abaixo de 100°C) e esterilizagdo (acima de
100°C). Acima dessas temperaturas a maior parte dos microrganismos € enzimas ¢
inativada (Agcam; Akyildiz; Diindar, 2018a; van Boekel ef al., 2010).

As frutas e seus derivados, em sua grande maioria, sdo alimentos muito acidos
devido ao seu alto conteudo de acidos organicos. Nesses casos, a pasteurizagdo ¢ o
tratamento recomendado, com o objetivo de evitar a deterioragdo durante a distribuicao
e armazenamento de produtos como os sucos. Microrganismos patdgenos e formadores
de esporos ndo sdo capazes de crescer nesses alimentos devido aos seus baixos valores
de pH (< 4,6), ndo sendo necessdria entdo a aplicacdo de tratamentos mais drasticos
(Silva et al., 2014). Assim, essa técnica serd apresentada de forma mais detalhada a

seguir.
Pasteurizacdo

A pasteurizagdo foi definida pelo National Advisory Committee on
Microbiological Criteria for Foods dos Estados Unidos como “qualquer processo,
tratamento ou combinagdo dos mesmos que seja aplicado a alimentos para reduzir o(s)
microrganismo(s) mais resistente(s) de importancia para a saude publica a um nivel que
ndo ¢ susceptivel de apresentar um risco para a satide publica em condi¢des normais de
distribuicdo e armazenamento” (NATIONAL ADVISORY COMMITTEE ON
MICROBIOLOGICAL CRITERIA FOR FOODS, 2006). E um processo fisico
tradicional de conservacdo de alimentos que utiliza temperaturas amenas (65-95°) e
reduz o niumero de células vegetativas de microrganismos patogénicos e deteriorantes,
estendendo a vida 1util dos alimentos e permitindo a reducdo do uso de conservantes
quimicos (Silva et al., 2014).

As principais vantagens desse método sdo a sua boa eficiéncia, baixo custo e
maior retengdo das propriedades originais da matéria-prima. O uso de temperaturas
amenas em curtos intervalos de tempos favorece a manutencdo de compostos
nutricionais e caracteristicas sensoriais nos produtos. No processo convencional, sdo
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utilizados equipamentos denominados trocadores de calor, que aquecem o alimento por
condugdo e/ou conveccao. Essa técnica apresenta limitagdes, como perdas consideraveis
de calor nas superficies dos equipamentos e instalagdes, reducdo da eficiéncia da
transferéncia de calor e tempos longos para transferéncia do calor suficiente para o
centro térmico de alguns alimentos (principalmente alimentos particulados € viscosos).
O uso de equipamentos mais modernos pode atenuar esses efeitos. Para uma melhor
garantia da qualidade, a pasteuriza¢do pode ser usada também combinada com outras
técnicas de conservagdo ndo térmicas, como armazenamento refrigerado, embalagem a
vacuo ou com atmosfera modificada. Alimentos pasteurizados tipicos ja encontrados no
mercado sdo alguns produtos lacteos (como leite, queijos e iogurtes), cervejas, sucos de
frutas, produtos carneos, molhos, entre outros (Pereira, R.N.; Vicente, 2010; Silva et al.,
2014).

A pasteurizagdo de sucos de frutas normalmente se refere a tratamentos térmicos
que estdio entre 60 e 95°C para destruir microrganismos ou enzimas alvo. E baseada na
reducdo 5-log dos microrganismos mais resistentes. A exposi¢cdo a altas temperaturas
pode ocasionar alteragdes na permeabilidade da membrana e mudangas de conformacgao
de proteinas, eventualmente levando a morte celular. Sucos pouco acidos (pH > 4,5)
requerem tratamentos mais agressivos para alcangarem a vida 1util desejavel. A
pasteurizagdo ¢ eficaz também na inativacdo de enzimas provenientes das frutas, como a
polifenoloxidase, lipoxigenase, peroxidase, e pectinametilesterase, cujas atividades
resultam em mudangas indesejaveis em atributos sensoriais e¢ valor nutricional dos
produtos. Desta forma, a vida util de sucos de frutas pasteurizados pode ser estendida
por varios meses em temperaturas baixas ou ambiente (Agcam; Akyildiz; Diindar,
2018a; Petruzzi et al., 2017).

Dependendo das condigdes do tratamento aplicado, podem ocorrer alteragdes em
atributos de qualidade do produto, como perdas de cor, propriedades fisico-quimicas,
compostos de sabor e aroma ou antioxidantes, reduzindo efeitos benéficos de saude. Em
contrapartida, a pasteurizagdo pode afetar positivamente alguns compostos bioativos,
aprimorando o conteudo de fendlicos, por exemplo, ¢ também aumentar o teor de
compostos aromaticos de alguns sucos (Petruzzi et al., 2017). Assim, visando a
obtencdo de um produto de melhor qualidade e a otimizacdo dos processos nas
industrias, diferentes tipos de pasteurizagdo sdo desenvolvidos por pesquisadores, os
quais sao classificados de acordo com a intensidade do processo em (Agcam; Akyildiz;

Diindar, 2018a):
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e temperatura alta e tempo longo (do inglés high-temperature long time - HTLT));

e temperatura alta e tempo curto (do inglés high-temperature short time - HTST);

e temperatura moderada e tempo longo (do inglés mild temperature-long time -
MTLT);

e temperatura moderada e tempo curto (do inglés mild temperature-short time -
MTST).

Para sucos de frutas, o tratamento mais utilizado ¢ o tipo HTLT, com
temperaturas entre 80 e 100°C e tempos maiores do que 30 segundos. Nessas condigdes,
a atividade de algumas enzimas pode ser reduzida, mas alguns compostos bioativos sdo
afetados. Em alguns casos ¢ interessante a aplicagdo de um tratamento HTST, com
temperaturas acima de 80°C e periodos inferiores a 30 segundos, que inativa enzimas
como a polifenoloxidase, peroxidase e pectinametilesterase presentes em frutas, assim
como microrganismos deteriorantes. Nessa aplicagdo sdo observadas alteragdes de
viscosidade, cor, valor nutricional e de compostos bioativos nos produtos (Agcam;
Akyildiz; Diindar, 2018a; Petruzzi et al., 2017).

A partir do que foi mencionando anteriormente, percebe-se que o estudo das
condi¢des de tempo e temperatura de processos térmicos como a pasteurizacdao ¢ de
suma importancia para garantir a conservagao e concomitantemente manter a qualidade
organoléptica e nutricional de sucos de frutas. O processo deve considerar um
microrganismo indicador, o qual varia conforme o tipo do suco. Salmonella spp. e
Escherichia coli sao patogenos considerados bons indicadores para sucos de frutas
como maga, laranja, entre outras, por serem responsaveis por doengas transmitidas por
esses alimentos (Agcam; Akyildiz; Diindar, 2018a). Ainda, a eficicia do tratamento
térmico ¢ dependente de fatores intrinsecos do produto como pH, acidez e so6lidos

soluveis (Gabriel; Albura; Faustino, 2015; Gabriel; Barrios; Azanza, 2008).

Cinética de inativagdo de microrganismos e enzimas

O principal objetivo dos tratamentos térmicos aplicados aos alimentos ¢ a
inativagdo de microrganismos e enzimas, sem ocasionar perdas significativas na
qualidade sensorial e nutricional. Os parametros cinéticos que descrevem a inativagdo

microbiana ou enzimatica durante o processamento térmico sao o valor D (ou tempo de
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redu¢do decimal) e o valor Z (Ag¢am; Akyildiz; Diindar, 2018a; Makroo, H.A.;
Rastogi; Srivastava, 2020).

O chamado valor D ¢ o tempo de tratamento necessario para uma redugdo de
90% (1 ciclo log) do microrganismo indicador em uma determinada temperatura. Para
garantir a eficacia do tratamento térmico e assim a seguran¢a do produto, uma redugao
de 5 log ou 5D ¢ recomendada. O valor Z, por sua vez, ¢ definido como a temperatura
necessaria para reduzir o valor D de um microrganismo por um fator de 10. A relagdo
entre os valores D e Z ¢ obtida através da Equacao 1 (Agcam; Akyildiz; Diindar, 2018a;
Gabriel; Albura; Faustino, 2015; Gabriel; Barrios; Azanza, 2008):

log (D1)—log (D2)_ 1 (1)
T,—T; z

A partir da Equagdo 1, e conhecendo-se os valores D e Z de um microrganismo
indicador em uma certa temperatura, ¢ possivel o calculo do valor D para o mesmo
microrganismo em qualquer temperatura. Essas informacdes sao de suma importancia
para se determinar bindmios de tempo e temperatura de processamentos térmicos de

alimentos.

3.3 Tecnologias emergentes para o processamento de alimentos

As tecnologias tradicionalmente utilizadas pela industria para pasteurizagdo e
esterilizagdo apresentam algumas desvantagens, como consideraveis perdas de calor nas
superficies dos equipamentos e instalagdes, baixa eficiéncia na transferéncia de calor e
superaquecimento de partes do produto, que podem causar alteragdes nas propriedades
fisicas, sensoriais e nutricionais dos produtos aos quais sdo aplicadas (Pereira, R. N.;
Vicente, 2010). Esses fatores incentivam o desenvolvimento de processos inovadores
para aplicagdo industrial, denominados de tecnologias emergentes, que atendam a
necessidades especificas dos consumidores que buscam, entre outras coisas, alimentos
seguros, saudaveis ¢ minimamente processados.

As tecnologias emergentes também visam ser ambientalmente sustentaveis, ter
baixo consumo de energia, menor uso de agua e redug¢do de emissdes atmosféricas
(Knortr et al., 2011; Misra, N. N. et al., 2017). Por defini¢do, sdo tecnologias que estao
em estagio de pesquisa e desenvolvimento, com potencial para serem comercializadas

nos proximos anos, ou que ja estdo sendo comercializadas, mas em fase inicial de
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aplicacdo (Hernandez-Hernandez, H.M.; Moreno-Vilet; Villanueva-Rodriguez, 2019;
Misra, N.N. et al., 2017).

As tecnologias emergentes sdo divididas em térmicas e ndo térmicas. As térmicas
incluem o aquecimento 6hmico, radiofrequéncia e micro-ondas, por exemplo, ¢ sdo
consideradas formas volumétricas de aquecimento em que a energia térmica ¢ gerada
diretamente dentro do alimento. As tecnologias ndo térmicas, como ultrassom,
processamento por alta pressdo, irradiacdo, ozonizagdo, campo elétrico pulsado e
radiacdo ultravioleta pulsada, sdo capazes de inativar microrganismos por efeitos fisicos
ou quimicos que destroem ou danificam a membrana celular, preservando a qualidade
dos produtos (Clodoveo et al., 2016; Pereira, R. N.; Vicente, 2010).

Dentre as vantagens do uso dessas novas tecnologias, pode-se citar a redugdo do
tempo de processamento, maiores taxas de aquecimento, o controle de algumas reagdes
como a Reagdo de Maillard, e o fato de serem mais sustentaveis (Galanakis, 2013a).
Estes métodos podem ser utilizados ainda em outras aplicagcdes, como secagem,
concentragdo, assamento, extra¢do, no controle de reagdes bioquimicas e enzimaticas de
plantas e microrganismos, estimulo de processos fermentativos e desenvolvimento de
novos produtos e embalagens (Misra, N. N. et al., 2017).

Essas tecnologias tém sido amplamente desenvolvidas para o processamento de
alimentos em paises da Europa e nos Estados Unidos. Na América Latina, tém
despertado interesse de varios paises, especialmente Brasil, Chile, Peru, México,
Argentina, Colombia e Venezuela. Esses paises contam com uma extensa variedade de
matérias-primas endémicas, frutas e vegetais com alto valor nutricional e funcional,
sendo favoraveis assim ao uso desses processos.

Tratamentos com uso de alta pressdo hidrostatica, radiagdo ionizante e
aquecimento 6hmico, por exemplo, tém sido muito estudados no Brasil, e o potencial do
ultrassom também vem sendo avaliado. Os fatores limitantes para que sejam adotados
como alternativas aos métodos tradicionais sdo os custos dos equipamentos, a estreita
gama de equipamentos disponiveis, a falta de informacdes sobre os processos, assim
como a falta de treinamentos e de regulamentagdo (Herndndez-Hernandez, H. M.;
Moreno-Vilet; Villanueva-Rodriguez, 2019).

Embora algumas das técnicas citadas ja tenham sido implementadas em escala
industrial, hd necessidade de um maior nimero de pesquisas na darea para
aprimoramento de processos, redu¢ao de custos de equipamentos € combinagdo de

métodos, visando uma melhora na qualidade e conservacao dos produtos desenvolvidos
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(Misra, N. N. et al., 2017). Dessa forma, neste trabalho serd avaliada a aplicag¢do da

tecnologia de aquecimento 6hmico na qualidade de sucos, a qual serd abordada a seguir.

3.3.1 Aquecimento 6hmico

O aquecimento 6hmico, ou aquecimento Joule, ¢ um método de aquecimento no
qual o calor ¢ gerado pela passagem de corrente elétrica alternada através do produto
(Makroo, H. A.; Rastogi; Srivastava, 2020). A tecnologia é considerada um grande
avango no processamento continuo de produtos alimenticios particulados. O principio
basico do processo € a passagem de corrente elétrica através de dois eletrodos em
contato com o alimento; essa energia elétrica ¢ entdo convertida em térmica devido a
resisténcia elétrica do produto, o que conduz a um aquecimento volumétrico e quase
instantaneo (Aamir; Jittanit, 2017a; Goullieux; Pain, 2005).

A tensdo ¢ aplicada aos eletrodos nas duas extremidades do produto. A taxa de
aquecimento ¢ diretamente proporcional ao quadrado da intensidade do campo elétrico e
a condutividade elétrica. A intensidade do campo elétrico aplicado pode ser alterada
ajustando-se a distancia entre os eletrodos ou a tensdo aplicada. Um dos fatores mais
importantes ¢ a condutividade elétrica do produto e sua dependéncia da temperatura: a
condutividade aumenta a medida que aumenta a temperatura do alimento (Ruan ef al.,
2001).

Alimentos com condutividade elétrica entre 0,01 ¢ 10 S/m sdo considerados
adequados para aquecimento 6hmico usando campos elétricos abaixo de 100 V/cm. As
frequéncias de campo elétrico utilizadas normalmente variam de 50 a 60 Hz, pois sdo
mais facilmente disponiveis, mas podem ser utilizados valores de at¢ 1 MHz (Kubo et
al., 2020; Shao et al., 2021).

Nessa tecnologia, os eletrodos entram em contato direto com o produto, sendo,
portanto, necessario o uso de materiais inertes a fim de evitar a contamina¢gdo do mesmo
(Kubo et al., 2020). Os eletrodos sao alimentados por uma fonte de energia elétrica.
Conforme mostrado na Figura 3, existem trés configuragdes genéricas de equipamentos:
1) configuragdo em batelada, descontinua, na qual os eletrodos sdo coaxiais (geometria
cilindrica) ou planos e paralelos; 2) configuragdo transversal (ou campo elétrico
constante), na qual o produto flui paralelo aos eletrodos e perpendicularmente ao campo
elétrico, e os eletrodos sdo geralmente planos ou coaxiais; e 3) configuragdo colinear

(ou densidade de corrente constante), na qual o produto flui de um eletrodo para o outro,
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paralelo ao campo elétrico. Dependendo do produto a ser tratado, a escolha da
configuragdo ¢ importante para atingir uma melhor homogeneidade no tratamento

(Goullieux; Pain, 2005).
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Figura 3. Configuracdes genéricas de equipamentos de aquecimento 6hmico.

Dentre as principais vantagens desse processo, pode-se citar a rapidez e
uniformidade de aquecimento, o que minimiza perdas na estrutura e nas propriedades
sensoriais e nutricionais do alimento, e a alta eficiéncia energética, com uma conversao
de energia elétrica em térmica de até 90%. Quando comparado com a tecnologia por
micro-ondas, o aquecimento 6hmico ¢ energeticamente mais eficiente. O tratamento
reduz a carga microbiana e inativa enzimas inerentes, podendo assim ser utilizado na
pasteurizagdo, esterilizagdo e branqueamento de produtos alimenticios. Essa tecnologia
pode ser utilizada ainda em outras aplicagdes no processamento de alimentos, como em
pré-aquecimento, desidratacdo, extracdo ou evaporagdo (Jakob et al, 2010; Makroo;
Rastogi; Srivastava, 2017; Pires et al., 2021; Wang, 2014).

Outra vantagem do aquecimento 6hmico ¢ que a tecnologia possibilita o uso de
tubos de aquecimento grandes com baixas velocidades de escoamento, o que permite o
aquecimento de particulas pequenas. Suas desvantagens estdo associadas aos
mecanismos elétricos de aquecimento. A taxa de geragdo de calor pode ser afetada pelas
diferentes cargas elétricas, formas e orientagdes das particulas, e pelas complexas
distribuicdes de temperatura e campo elétrico. Esses fatores podem contribuir para
tornar a temperatura do processo nao uniforme, sendo dificil de monitorar e controlar.

Ainda, ndo ¢ possivel a sua aplicacdo em alimentos ndo condutores, e produtos nao
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homogéneos ou ricos em proteinas dificultam o seu uso (devido a formagdao de
depositos de dificil higienizagdo na superficie dos eletrodos) (Coelho et al., 2019;
Goullieux; Pain, 2005; Ruan et al., 2001).

A taxa de aquecimento ¢ influenciada pelas condutividades elétricas dos
componentes individuais do alimento. A condutividade elétrica de um material ¢ fungao
da temperatura, da concentracdo ionica e do teor de sélidos (Wang, 2014). A quantidade
de agua livre e de sais i6nicos dissolvidos presente em grande parte dos produtos
alimenticios os torna bons condutores de corrente elétrica (Demirdéven; Baysal, 2012).
Além destes, outros fatores como a intensidade do campo elétrico e o tempo de
aplicagdo também tém influéncia na eficiéncia de aquecimento. Os pardmetros que
devem ser avaliados para a aplicagdo de aquecimento 6hmico sdo, principalmente, a
frequéncia de corrente alternada, a tensdo aplicada, a distancia entre os eletrodos ¢ a
condutividade elétrica do produto (Varghese ef al., 2012).

Os efeitos do aquecimento 6hmico nas células sdo de natureza térmica e ndo
térmica. Os efeitos térmicos sdo semelhantes aos dos tratamentos convencionais,
causando ruptura de estruturas celulares, inativagao de enzimas e proteinas ¢ danos aos
acidos nucleicos. Os efeitos ndo térmicos estdo associados & presenga de um campo
elétrico alternado. Esses efeitos incluem alteragdes de reagdes bioquimicas, formagdo de
poros na membrana celular (eletroporacdo) e alteragdo da sua permeabilidade, o que
propicia a destruicdo de microrganismos em temperaturas abaixo de sua letalidade
térmica. As caracteristicas do produto e as condi¢des de processamento influenciam na
extensdo desses efeitos e nos danos induzidos nas células (Makroo, H. A.; Rastogi;
Srivastava, 2020; Tian et al., 2018a).

No século XIX, varias patentes foram registradas para o uso do aquecimento por
resisténcia elétrica direta na esterilizacdo de alimentos liquidos ou enlatados; no entanto,
houve dificuldades para implantagdo dessa tecnologia na industria devido a falta de
embalagens e as complexas exigéncias e alto custo dos projetos. Em 1914, o método foi
testado para pasteurizacao de leite e nos anos seguintes para esterilizagdo do mesmo
produto. Esses testes permitiriam que a tecnologia fosse utilizada industrialmente na
década de 1930, entretanto alguns requisitos sanitarios nao puderam ser atendidos na
época. Somente nos anos 80 foi registrada uma patente para um equipamento de
aquecimento 6hmico continuo no Reino Unido, e a tecnologia comegou entdo a ser
utilizada para processar alimentos de baixa acidez em 1991. A aprovagdo da Food and

Drug Admisnistration (FDA) foi alcangada em 1993, e o 6rgdo ja tem sugerido sua
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aplicagcdo para alimentos bombeaveis, como ovos, leite e sucos de frutas (Goullieux;
Pain, 2005; Rocha et al., 2020).

Paises da Europa, Japdo e Estados Unidos j& implementaram com sucesso
sistemas de aquecimento 6hmico para o processamento de produtos alimenticios. Dentre
eles, destacam-se frutas para iogurte no Japao e refeigdes prontas para consumo nos
Estados Unidos. Entre os principais fabricantes de equipamentos de aquecimento
O6hmico estdo C-Yech Innovation (Reino Unido), Raztek Corp (EUA), Emmepieme
(Italia), JBT (Ucrania) e Agro Process (Canadd) (Ruan et al., 2001).

No entanto, o conhecimento sobre essa tecnologia ainda ¢ considerado escasso
levando-se em conta a complexa diversidade de matrizes alimenticias existente. A
interagdo entre o campo elétrico e os compostos bioativos, por exemplo, ainda se
encontra em fase de estudo, onde se procura entender se a aplicagdo desses campos
pode modificar estruturas celulares, hidrolisar ligacdes quimicas, degradar ou liberar
compostos bioativos de dentro das células (Coelho et al., 2019). Assim, pesquisas nessa
area sdo de grande interesse para a industria e para futuras possiveis aplicacdes dessa

técnica inovadora na conservacao de alimentos.

3.4 Efeitos dos processamentos nos compostos bioativos

Matérias-primas de origem vegetal, como as frutas, representam a forma mais
simples de alimentos funcionais, que sdo alimentos que possuem efeitos fisioldgicos
positivos além da funcdo bésica de nutrir, tendo a capacidade de promover a satde e
reduzir o risco do desenvolvimento de doengas cronicas. Esses alimentos sdo fontes de
compostos bioativos, os quais sdo constituintes presentes em pequenas quantidades que
apresentam efeitos benéficos na saiide humana. Pigmentos, como compostos fenolicos,
carotenoides e betalainas, além de vitaminas e microrganismos probidticos, sao
exemplos desses compostos (Kaur; Singh, 2023; Petzold et al., 2018).

Conforme ja mencionado previamente, as tecnologias com aplicacdo de calor
sdo os métodos mais comuns no processamento de alimentos, no entanto podem induzir
varias reagdes quimicas e modificacdes fisicas que impactam nas propriedades
organolépticas e no conteudo ou biodisponibilidade de compostos bioativos. Perdas de
efeitos benéficos a saude, como reducao da capacidade antioxidante de sucos de frutas,
ocorrem geralmente devido a perdas de vitamina C e de compostos fendlicos, como as

antocianinas, ocasionadas pelo uso de altas temperaturas de processo (Petruzzi et al.,
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2017). Zhu et al. (2022) observaram perdas consideraveis de mais de 60% do contetido
de 4cido ascorbico quando aplicada pasteurizagdo convencional em suco de maca.
Similarmente, a aplicagdo de um tratamento HTST em suco de kiwi reduziu
significativamente o contetdo de vitamina C em até 38% (Xu et al., 2018). Quando
aplicados em suco de manga, tratamentos térmicos a 90°C por 30 e 60 segundos
afetaram de forma significativa o teor de carotenoides, acido ascérbico e fenolicos totais
em comparagao ao suco nao tratado (Santhirasegaram; Razali; Somasundram, 2013).

A pasteurizagdo também foi aplicada em suco de agai, e os pesquisadores
encontraram diferencas significativas no conteudo de antocianinas e fenolicos totais no
suco tratado e ndo tratado, sendo os menores valores encontrados para o produto
pasteurizado (da Silveira et al., 2019). Vegara et al. (2013) relatam que o uso de
aquecimento aliado ao armazenamento em refrigeragao pode contribuir para a redugao
de degradagao de antocianinas em suco de roma pasteurizado, evitando impactos em sua
cor e preservando os efeitos benéficos desses compostos. Os tratamentos térmicos
utilizados pelos autores diminuiram o percentual de antocianinas na forma polimérica,
mas aumentaram as monoméricas.

Pesquisas tém demonstrado que a utilizacdo de aquecimento 6hmico como
técnica de pasteurizagdo tem a vantagem de reduzir o tempo de processamento,
aumentando a retengdo de compostos termoldbeis, como as vitaminas € compostos
antioxidantes (Petzold ef al., 2018). Por ser uma tecnologia que promove aquecimento
mais rapido, permite a retengao de cor devido a menor degradacao de pigmentos. Para
tanto, ¢ necessario o uso de eletrodos com materiais apropriados como o titdnio que
evitem reacdes eletroquimicas, pois estas tem efeito destrutivo nos pigmentos e
compostos antioxidantes (Shao ef al., 2021).

No aquecimento 6hmico, o principal mecanismo de inativagdo microbiana ¢ de
natureza térmica. Contudo, diversos estudos apontam que essa tecnologia promove
danos celulares nao-térmicos devido a presenca do campo elétrico alternado (Sarang;
Sastry; Knipe, 2008; Sun, 2005). Este efeito ¢ denominado eletroporagdo celular e
consiste na formagdo de poros na membrana celular, levando a um aumento de
permeabilidade da membrana e difusdo do material interno (An; King, 2007; Sastry,

2008).

Alguns estudos foram realizados a fim de mensurar os efeitos ndo-térmicos da

tecnologia de aquecimento 6hmico. Para tanto, o aquecimento 6hmico ¢ comparado
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com o aquecimento convencional, realizando os processos com o mesmo historico de
temperaturas (perfil de temperatura ao longo do tempo), a fim de descartar a influéncia
do efeito térmico na inativagdo (An; King, 2007; Sastry, 2008; Wang, 2014). Esses
estudos, que envolveram produtos lacteos e polpas de frutas como mirtilo e acerola,
observaram que o uso de altas frequéncias no processo resultou em maior retencdo de
compostos bioativos (80-95%), como os compostos fendlicos e atividade antioxidante.
Além disso, campos elétricos baixos (120-172 V) promovem efeitos positivos sobre a
capacidade antioxidante, sobre a atividade inibitéoria da enzima conversora da
angiotensina de peptideos bioativos e sobre retengdes de antocianinas e acido ascorbico
(Cappato et al., 2018; Costa et al., 2018; Mercali et al., 2012; Sarkis et al., 2013). A
oxidacdo do 4cido ascorbico, entretanto, pode ser catalisada devido a ocorréncia de
reagoes eletroquimicas, como eletrolise da agua ou corrosao dos eletrodos, o que ¢
evitado utilizando-se se materiais inertes na confeccdo dos mesmos e altas frequéncias
de campo elétrico. Além disso, assim como nos processos convencionais, a magnitude e
a durag¢do do aquecimento exercem uma forte influéncia na estabilidade de compostos
como as antocianinas (Mercali et al., 2013b; Shao et al., 2021).

Diferentes condi¢des de aquecimento 6hmico (10, 100 e 1000 Hz a 25 V; 45, 60
e 80 V a 60 Hz) durante 100 min foram avaliadas para producdo de uma bebida lactea
sabor framboesa. O uso de condi¢des mais amenas (10, 100 Hz a 25 V e 45, 60 V a 60
Hz) levou a um poder antioxidante mais alto do que em condigdes extremas de
processo. O tratamento a 100 Hz e 25 V apresentou maior conteudo de fendlicos totais
(8,02 png de acido gélico/g) comparado com o tratamento convencional (7,78 pg de
acido galico/g); os menores valores para esses compostos foram obtidos nas condigdes
extremas (10 Hz, 80 V; 6,7-6,8 pg de acido galico/g) (Ferreira et al., 2019). Quando o
aquecimento 6hmico foi aplicado em caldo de cana de agucar a 60 e 80°C, 60 Hz, 25 e
80 V, foi observado que a degradacdo de compostos fendlicos variou de 6 a 18%, e
ocorreu no inicio do tratamento a 60°C, ndo sendo relatados efeitos ndo térmicos
adicionais (Brochier; Mercali; Marczak, 2019).

A tecnologia de aquecimento 6hmico pode ser utilizada também para melhorar a
extracdo de componentes biologicamente ativos. Jesus et al. (2020) demonstraram o
potencial do aquecimento 6hmico na extragdo de compostos fenolicos do residuo da
industria vinicola. Baixas e moderadas intensidades de campo elétrico foram aplicadas
(496 e 840 V/cm), e os resultados evidenciaram uma maior quantidade de compostos

extraidos comparados a outros tratamentos utilizados para extracdo que utilizam
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aquecimento convencional e temperatura ambiente (3-3,4 ¢ 1,2 mg 4cido galico/100g,
respectivamente). Além disso, o extrato obtido a partir da aplicagdo de campo elétrico
moderado apresentou maior conteido de fenolicos, maior atividade antioxidante,
anticancer e antimicrobiana. Esse efeito deve-se provavelmente a eletroporacao, ruptura
das células causada pela passagem da corrente elétrica alternada.

Nos ultimos anos, o interesse no uso dessa tecnologia para o processamento de
sucos de frutas tem aumentado. Estudos ja relatam que a eficiéncia do aquecimento
ohmico ¢ alta para esse tipo de produto porque a taxa de conversdao da energia elétrica
em térmica ¢ muito alta, ja que eles sao alimentos de boa condutividade, em uma faixa
de 0,1 a 1,6 S/m, devido a terem acidez elevada ¢ baixa viscosidade (Shao et al., 2021).
Seus efeitos nos atributos de qualidade de suco concentrado de uva preta foram
investigados e comparados com um tratamento térmico convencional. O uso de
aquecimento Ohmico promoveu melhores resultados de atividade antioxidante do
produto e o teor de compostos fendlicos ndo foi afetado. O uso do aquecimento 6hmico
reduziu o tempo de processamento do produto em mais de 50% dependendo da tensdo
aplicada, além de reduzir o consumo de energia, que foi 6,4 vezes menor. Além disso, o
aquecimento Ohmico provocou danos minimos nas caracteristicas sensoriais, se
mostrando uma boa alternativa ao método tradicional (Darvishi et al., 2020b, 2020c).

No estudo de Makroo et al. (2017a) redugdes minimas no conteudo de licopeno
foram observadas pela aplicacdo do aquecimento 6hmico em suco de melancia. As
alteragdes foram na faixa de 1 a 5%, durante um tempo de tratamento de até 60
segundos. Ja o teor de fenodlicos totais teve uma queda significativa de 39,7% quando o
tratamento foi aplicado durante 1 minuto a 90°C, sendo a reducdo mais acentuada
durante os primeiros 30 segundos, possivelmente devido ao efeito combinado do campo
elétrico com alta temperatura.

Seremet (Ceclu) et al. (2020a) estudaram os efeitos de pré-tratamentos com
aquecimento 6hmico e micro-ondas nas propriedades de beterraba em pd. As amostras
pré-tratadas por micro-ondas apresentaram um maior conteudo de compostos fenolicos,
betalainas e atividade antioxidante em relagdo as aquecidas pelo efeito Joule. No
entanto, as mudangas de cor foram mais visiveis com o uso das micro-ondas do que
com o aquecimento Ohmico. Tratamento convencional (63°C por 30 min) e
aquecimento 6hmico (60-65°C de 7 a 10 min) foram aplicados para o tratamento de
pulque obtido de cactos vermelho, e o tratamento 6hmico apresentou melhor retengdo

de betalainas e compostos fenolicos em comparacdo ao convencional (Alcantara-
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Zavala; De Dios Figueroa-Cardenas, 2022). Ainda, o suco da pitaya vermelha foi
submetido ao aquecimento 6hmico e tratamento convencional a 85°C por 60 segundos,
e os autores ndo verificaram nenhum efeito nas betacianinas apos os tratamentos (Doan
et al., 2023). Até o presente momento, nao existem outras pesquisas que avaliem a
aplicacdo dessa tecnologia em compostos como as betalainas quando submetidas a

outras temperaturas ou tempos de processamento.

3.5 Analise metabolomica

A ciéncia Omica inclui o estudo de inimeras moléculas envolvidas no
desenvolvimento ¢ manuten¢do da vida em todos os niveis de organizagdo, da organela
celular ao ecossistema. Essa ciéncia visa a deteccdo de genes (gendmica), mRNAs
(transcriptomica), proteinas (protedmica), lipideos (lipidomica) e metabdlitos
(metabolomica) em uma amostra bioldgica especifica. O objetivo final desses estudos ¢
entender a célula como um sistema integrado que interage com o ambiente (Rizo et al.,
2020a; R.P. Horgan; Kenny, 2011).

Na ciéncia de alimentos, existem duas principais linhas de pesquisa na area da
ciéncia Omica: a que estuda como os alimentos influenciam na saude e no
desenvolvimento ou na prevencdo de doencas, ¢ a que estuda os fendmenos de
transformagdo nos alimentos. Por exemplo, a aplicacdo da Omica nas fermentagdes
tradicionais fornece um conhecimento da microbiota que os constitui € como o seu
metabolismo afeta as caracteristicas organolépticas dos produtos. Além disso, fornece
informagdes sobre constituintes que trazem beneficios a saide e sobre como o
processamento pode alterar a concentracdo desses compostos, seja através da
degradacdo, formando compostos indesejaveis ou sem nenhuma func¢do ativa no
organismo, ou através do aumento da biodisponibilidade dos mesmos no produto (Rizo
et al.,2020a).

A metabolomica abrange um estudo qualitativo, quantitativo e dindmico de todas
as pequenas moléculas enddgenas, que possuem baixas massas moleculares, nos
organismos, 0rgdos, tecidos ou células em um momento especifico e sob condigdes
ambientais especificas (Feng et al., 2020-). Existem duas abordagens principais para
estudos metabolomicos, nomeadas estratégias direcionadas e nao direcionadas. A
direcionada ¢ orientada por hipdteses, pois se concentra em um conjunto de compostos

e normalmente permite medi¢cdes quantitativas de metabdlitos. J4 a abordagem nao
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direcionada ¢ geradora de hipdteses, exploratoria € mais comum para monitorar o
conteudo molecular em todo o seu alcance (Pezzatti et al., 2020a).

As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos, sendo estimado um
numero superior a 200.000 compostos. Estes podem assim ser classificados em dois
tipos: primarios e secundarios. Os primarios sao necessarios para manter o crescimento
e atividade bioldgica das plantas, e os secunddrios estdo mais envolvidos em respostas
ambientais. Metabdlitos secundéarios como terpenos, compostos fendlicos e alcaloides
de varias fontes vegetais estdo recebendo atencao crescente devido a suas fungdes
fisiologicas. Variagdes quantitativas e qualitativas nos perfis fitoquimicos e de
nutrientes podem ocasionar diferencas em suas propriedades promotoras de satde (Chen
etal.,2013; Feng et al., 2020-; Wang et al., 2018b).

Duas principais plataformas analiticas sdo utilizadas para analises
metabolomicas nao direcionadas: Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e
Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo (HRMS). A técnica por RMN pode
fornecer dados quantitativos e informacao estrutural sobre as moléculas, mas carece de
sensibilidade e seletividade. A Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de
Massas (LC-MS/MS) ¢ um método rapido, promissor e altamente sensivel para detectar
metabolitos através de informagdes presentes nos bancos de dados. Ainda, a técnica de
GC-MS tem sido referéncia para analise de compostos volateis devido a sua alta
sensibilidade, poder de resolug¢do e capacidade de reproduzir padroes de fragmentagao
(Chen et al., 2013; Pezzatti et al., 2020a; Wang et al., 2018b).

A andlise metabolomica ja foi utilizada para detectar e caracterizar metabdlitos
de vérias matrizes alimenticias. Wang et al. (2018b) avaliaram os perfis metabdlicos de
5 cultivares de batata doce de diferentes cores de polpa (roxa, laranja/amarela e branca)
e encontraram um total de 213 metabolitos, incluindo 29 flavonoides, 27 acidos
fenolicos, além de aminodcidos e carboidratos. As antocianinas, os dcidos quininicos e
ferulicos foram os acidos fenolicos proeminentes, € a quercetina e o crisoeriol
representaram em maior numero os flavonoides nos tubérculos. Os resultados sugeriram
que a cor da polpa foi a responsavel pelas diferengas metabdlicas observadas.

O impacto do processamento térmico em framboesa preta foi avaliado através de
analise metabolomica ndo direcionada. O p6 liofilizado da fruta foi aplicado em uma
bebida tipo néctar, e o perfil das mudangas quimicas resultantes foi determinado através
da cromatografia liquida de alta eficiéncia com espectrometria de massas (LC-MS).

Apos o pré-processamento dos dados, um total de 4.411 moléculas foram avaliadas.
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Foram identificados os principais produtos de degradacdo das antocianinas, como a
cianidina chalcona rutinésida e o 4cido protocatecuico, juntamente com Vvarios
compostos fendlicos degradantes, como grupos funcionais de aldeidos de flavonoides.
Ainda, alguns componentes importantes da framboesa como a quercetina, acidos
fenodlicos e o acido eldgico se mostraram relativamente estdveis ao processamento
(Teegarden; Schwartz; Cooperstone, 2019a).

Kim et al. (2019) realizaram andlises metabolomicas direcionadas e nao
direcionadas em amoras a fim de avaliar a sua qualidade e as causas de distirbios
ocorridos apods a colheita. Foram utilizados os métodos por LC-MS e GC-MS. Foram
identificadas 5 antocianinas a base de cianidinas. Em geral, as concentragdes de
antocianinas foram significativamente maiores nas frutas de drupéolas pretas do que nas
amoras com drupéolas vermelhas, e elas sofreram alteragdes durante o tempo de
armazenamento a 4°C. Os teores de antocianinas nas drupéolas pretas apos os sete dias
de armazenamento foram superiores ou semelhantes ao das bagas na colheita. Agucares
e acidos organicos também diferiram entre as drupéolas na colheita e apds o
armazenamento. Dentre estes, acido malico, acido isocitrico, frutose, glicose e sacarose
foram identificados. Além disso, foi analisado um total de 84 lipideos, incluindo 48
fosfolipidios e 36 glicolipidios, e 15 aminoacidos diferentes, dentre eles alanina, glicina,
valina, leucina e isoleucina.

A abordagem metabolomica foi utilizada também para investigar o efeito da raca
e da alimentacdo na composi¢do de ovos de galinha. Duas ragas diferentes (Rhode
Island Red e Australorp) e dois tipos de ragdes (mista e fermentada) foram avaliados, e
a técnica utilizada foi GC/MS-MS. Foram analisados 138 metabolitos na gema e 132 na
clara. Foram encontrados efeitos significativos da raca sobre o peso da gema, sobre o
peso da casca do ovo, sobre as cores da casca e sobre um metabolito da clara (ribitol).
Trés metabolitos da gema (eritritol, reitol e uréia) e 12 metabolitos da clara (entre eles
acido linoleico, isoleucina, alanina, glicina e acido pirtivico) foram significativamente
alterados pela racdo; além disso, houve interagdo entre raca e alimentacao (Goto et al.,
2019).

Os perfis metabodlicos das trés espécies de pitaya de casca vermelha com
diferentes cores de polpa foram estudados durante seu crescimento e amadurecimento.
As deteccdes foram realizadas por GC-MS e espectroscopia ultravioleta visivel. O acido
citramalico foi identificado na polpa da pitaya pela primeira vez. Na polpa das frutas, os

conteudos de amido, acidos organicos, clorofila e inositol diminuiram com o
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amadurecimento da fruta. J4 os teores de glicose, sacarose, frutose e sorbitol
aumentaram gradualmente e atingiram os valores maximos na polpa na fase madura. As
betalainas também aumentaram na casca dos trés cultivares durante a maturacdo da
fruta, e as concentragcdes diferiram significativamente entre as espécies. As maiores
concentracdes de betalainas na polpa foram encontradas para a espécie de polpa
vermelha, a qual teve um aumento do teor desses compostos, acentuado nos Ultimos
dias de amadurecimento. Os maiores resultados para compostos fenolicos, flavonoides e
capacidade antioxidante foram encontrados na casca da pitaya. Para a casca, a atividade
antioxidante aumentou significativamente nos ultimos dias avaliados, ao contrario do
que ocorreu com a polpa, o que estd de acordo com o acumulo de flavonoides e
fenolicos totais (Hua et al., 2018a).

Gauglitz et al. (2020) realizaram um estudo utilizando a metabolomica nao
direcionada através da espectrometria de massas aliada ao uso de redes moleculares para
avaliar diferentes tipos de amostras e encontrar diferentes compostos em alimentos
como chd, carne, tomate e iogurte. Os autores verificaram que o tempo de preparo do
cha influenciou na sua composicao final, aumentando a diversidade de moléculas. Ja o
processo fermentativo do leite, o amadurecimento dos tomates e a deterioragao da carne
acarretaram em transformagdes bioldgicas, modificando a sua composi¢do molecular
durante um periodo mais longo.

A determinagdo, avaliagdo e quantificagdo dos metabodlitos produzidos pelas
plantas mostra-se uma importante ferramenta para entendimento de como os processos
industriais influenciam nas transformagdes desses componentes e afetam assim o perfil
nutricional dos alimentos e, consequentemente, a sua a¢ao benéfica e funcional na satde
humana. A analise metaboldmica direcionada foi utilizada neste trabalho com o objetivo
de, em conjunto com as demais avaliacdes apresentadas, otimizar as condi¢des de
processamento dos sucos. Dessa forma, primeiramente foi realizado um levantamento
de dados da utilizagdo dessa ferramenta na avaliacdo dos efeitos de tecnologias de
processamento nos alimentos. Os dados levantados foram utilizados para a escrita de

um artigo de revisdo que serve como base para a realizagdo do projeto experimental.
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4. METABOLOMICA: UMA TECNICA ANALITICA PARA AVALIACAO DO
PROCESSAMENTO DE ALIMENTOS

Esse capitulo apresenta um artigo de revisao em lingua inglesa publicado na revista
Food Chemistry. Além disso, uma secdo de materiais e métodos foi incluida para

detalhar a metodologia utilizada.

4.1 Materiais e métodos

A partir de diferentes bases de dados como Scopus, Science Direct e Google
Académico, foi realizada uma ampla pesquisa bibliografica de livros e artigos atuais
publicados em periddicos de impacto relevante na area de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, utilizando como tema central a metabolomica em alimentos. As principais
palavras-chave utilizadas na busca, combinadas de diferentes maneiras, foram
metabolomica, andlise, alimentos, processamento, tecnologia, fermentacao,
processamento minimo, revisdo. Os critérios de selecao dos artigos foram: relevancia da
publicacao evidenciada no resumo, fator de impacto dos periddicos em que foram
publicados, ano da publicagdo (a partir de 2010, priorizando os publicados nos ultimos

cinco anos).

4.2 Artigo de revisao

Metabolomics: an analytical technique for food processing evaluation

Abstract

This review aimed to retrieve the most recent research with strong impact
concerning the application of metabolomics analysis in food processing. The literature
reveals the high capacity of this methodology to evaluate chemical and organoleptic
transformations that occur during food production. Current and potential applications of
metabolomics analysis will be addressed, focusing on process-composition-function

relationships. The use of the metabolomics approach to evaluate transformations in
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foods submitted to minimal processes, heat or cold treatments, drying, fermentation,
chemical and enzymatic treatments and processes using innovative technologies will be
discussed. Moreover, the main strategies and advantages of metabolomics-based
approaches are reviewed, as well as the most used analytical platforms. Overall,
metabolomics can be seen as an important tool to support academia and industry on
pursuing knowledge about the transformation of raw animal or plant materials into

ready-to-eat products.

Keywords: metabolomics, food processing, transformations, analysis

4.2.1 Introduction

Omic sciences encompass the study of different molecules involved in the
development and maintenance of a living organism, including genes (genomics),
proteins (proteomics), lipids (lipidomics), and their metabolites (metabolomics) (Lay et
al., 2006; Rizo et al., 2020b). The potential of metabolomics as a robust, efficient, and
sensitive analytical tool in Food Science is already widely recognized, being applied in
two main research lines: studies regarding the food influence on human health and
studies concerning food processing and transformation (Lacalle-Bergeron et al., 2021;
Rizo et al., 2020b). Several compounds found in food matrix undergo physical,
chemical, and microbiological changes during harvest, processing, and storage due to
food extrinsic (such as temperature, humidity, pressure variations, presence of oxygen
and light) and intrinsic (pH, water activity, composition, among others) factors. These
changes define the final characteristics of the products, such as nutritional quality,
safety, and sensory acceptability. Thus, the metabolomics approach is of paramount
importance to identify and associate chemical changes with the desired final product
quality characteristics (Cevallos-Cevallos; Reyes-De-Corcuera, 2012).

The metabolomics analysis originally emerged in the year 1999, proposed by
Jeremy Nicholson. This tool was initially described as a comprehensive analysis,
comprising the identification and quantification of as many metabolites as possible in a
biological system (Fiehn et al., 2000; Zhang et al., 2020). It is a qualitative,
quantitative, and dynamic study of low-molecular-weight molecules (typically <1500
Da) present in organisms, tissues, or cells at a specific moment and under a particular
environmental condition (Feng et al., 2020). Technological advances have increased the

number of metabolites that can be concurrently quantified, and results of metabolic
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profiling are independent of the technology used for data acquisition (Lacalle-Bergeron
et al., 2021). One of the main challenges of metabolomics is that a unique methodology
is not able to analyze all the broad chemical diversity of existing metabolites (Ledn;
Cifuentes; Valdés, 2018).

The main approaches of metabolomics are divided into targeted and untargeted
strategies. The targeted strategy is based on hypothesis; it focuses on a set of
compounds and generally allows their quantification. This strategy is more limited,
reaching a relatively small number of metabolites; however, it allows the association
between changes observed in the material with known, well-characterized analytes
(Begou et al., 2017; Leodn; Cifuentes; Valdés, 2018; Pezzatti et al., 2020b). The
untargeted approach is exploratory and generates a hypothesis, being a more common
choice since it covers a wider range of molecules and can be useful to identify new
metabolites (Liu; Locasale, 2017; Pezzatti et al., 2020Db).

The untargeted analysis can be divided into two types: fingerprinting and
profiling. Fingerprinting comprises the analysis of the largest number of compounds
possible in a matrix, including their detection and the statistical treatment of the results,
without the need of identification and quantification. It allows classifying sample
components in different regions based on metabolite patterns to obtain a typical sample
fingerprinting, being faster and more convenient. On the other hand, the profiling
focuses on the analysis of a class of metabolites, which are frequently identified and
quantified through databases or software tools (Castro-Puyana et al., 2017; Ibanez et al.,
2013; Lopez-Ruiz; Romero-Gonzalez; Garrido Frenich, 2019).

As the untargeted metabolomics produce large data sets, effective statistical
tools, as multivariate analysis, are necessary to reduce the data complexity (Lacalle-
Bergeron et al., 2021). Moreover, despite providing a comprehensive analysis of the
metabolites present in the sample, there are still difficulties to combine and validate the
results obtained, being often necessary confirmatory, preferably, quantitative targeted
analysis (Begou et al., 2017).

Two main analytical platforms are used for metabolomics analysis: Nuclear
Magnetic Resonance (NMR) and High-Resolution Mass Spectrometry (HRMS). NMR
technique detects molecular features through an intrinsic magnetic property of atomic
nuclei and provides quantitative data, being more used for targeted approaches. It has
the advantages of being a high quality, high repeatability, and non-invasive method. In

addition, it detects all organic chemical classes, provides reliable compound
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identification, and is considered an environmentally friendly analytical technology, as it
allows the use of green solvents (as deuterated water) and the usage of simplified
extraction procedures and process automation. Its weaknesses are limited sensitivity,
low spectral resolution, large instrument footprint, high maintenance costs, and difficult
reproduction and standardization of analysis protocols (Béhme et al., 2019; Feizi et al.,
2021; Fraga-Corral et al., 2020, p.; Mielko et al., 2021).

Liquid or Gas Chromatography coupled with Mass Spectrometry (LC or
GC/MS-MS) is a fast, promising, and sensitive method for metabolite detection through
information found in databases. Mass Spectrometry techniques are easily automated,
and have excellent separation capability, but they have limitations, such as few
database for metabolites, sample destruction, low resolution and selectivity,
identification must be improved and require cumbersome derivatization (Feizi et al.,
2021; Fraga-Corral et al., 2020; Mielko et al, 2021). The huge dares in data
preprocessing are related to problems with instrument software products, such as
baseline variations, correction of retention times shifts, achieve robustness in the data
analysis platform, among others (Leon; Cifuentes; Valdés, 2018). HRMS is more used
for untargeted metabolomics because it is more sensitive and measures a higher number
of molecules in complex samples (Liu; Locasale, 2017; Pezzatti et al., 2020b; Wang et
al., 2018a). Also, mathematical tools of multivariate analysis are used to interpret the
large amount of data generated, such as principal component analysis (PCA),
discriminant analysis (DA), clustering, and regression analysis (Bohme ef al., 2019).

The application of this methodology allows obtaining useful detailed
information that can be correlated to food safety, quality, processing, storage, and
authentication (Ibafiez et al., 2013). Primary metabolites, such as proteins, amino acids,
lipids, carbohydrates, organic acids, and secondary metabolites (phytochemicals,
contaminants, and volatile organic compounds from plant and animal sources) can be
analyzed (Rizo ef al., 2020b). Additionally, when combined with hydrolysis procedures,
the technique can provide information regarding the fatty acid content and the
composition of proteins and polysaccharides (Erban et al., 2019).

Previously, metabolomic studies have been mainly related to food quality,
toxicology, and microbiology; however, more recently, researchers have used
metabolomics analysis to evaluate food processing effects. The terms “food
metabolomics” and “foodomics” have been introduced to cover the use of this technique

in all food system processes from farm to consumers (Cevallos-Cevallos; Reyes-De-
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Corcuera, 2012; Kim et al., 2016; Pinu, 2016). In this context, this review is focused on
providing an overview of the main applications of metabolomics in food processing,
highlighting the importance of using this applied science on food systems to design

high-quality foods and to establish process-composition-function relationships.

4.2.2 Methodology

A comprehensive literature search of current books and articles, published in
journals of relevant impact, related to the topic “food metabolomics” was performed.
Several databases were used, such as Scopus, Science Direct, and Google Scholar. The
keywords entered into the database search boxes, combined in several ways, were:
metabolomics, analysis, food, processing, technology, fermentation, minimal

processing, review, and overview.

4.2.3 Metabolomics in food processing

Food processing can be defined as the chemical and/or physical transformation
of raw foods to generate products that can be stored for longer periods and can be easily
prepared and served by the consumer. Industrial processes are also applied to supply
products with alternative flavor, color, and texture or to improve their nutritional
properties. As the applied technologies usually affect food nutritional values and
sensory attributes, a complete analysis of the metabolites is essential to understand the
relationship between food quality and processing (Diez-Simon; Mumm; Hall, 2019;
Kamiloglu; Van Camp; Capanoglu, 2018).

Overall, the use of the metabolomics approach to evaluate transformations in
foods has both advantages and disadvantages. The purposes of the technique are
difficult to achieve in practice, mainly due to the considerable chemical variability of
metabolites present in the food matrices. Processed foods usually have a more complex
biochemical profile compared to fresh foods due to the addition of other ingredients to
improve their appearance, odor, flavor, and stability, and due to changes caused by
treatments. Moreover, several methods need to be adopted to identify different chemical
classes, as well as the use of different analytical platforms (Castro-Puyana ef al., 2017;
Rocchetti; Giuberti; Lucini, 2018). The records of molecules in databases are yet not
complete, which hampers the identification of some compounds. Another disadvantage

is the necessity of internal standards for accurate quantification. In addition, this kind of
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analysis is expensive due to the high cost of equipment maintenance and the required
reagents.

However, the metabolomics advantages overcome its drawbacks, which
increases its usage over the years. The good separation of compounds, high efficiency
and resolution, short analysis time, good detection, and reliable results provided by this
technique cannot currently be achieved by any other methodology. Additionally, it
allows analyzing samples of high complexity, detecting thousands of features, and
identifying unknown metabolites (Castro-Puyana et al., 2017). Moreover, the constant
advances in chromatographic separation and data processing contribute to the better use
of the technology (Diez-Simon; Mumm; Hall, 2019).

The food industry main traditional methods, such as heating, drying,
concentration, ripeness, and fermentation, have already been assessed using this
methodology. In contrast, there are still few reports regarding the use of metabolomics
to investigate the effect of innovative technologies on food composition and chemical
properties. Table 1 presents a survey of the most recent studies on the use of

metabolomics in food processing, divided into categories which are described below.
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Table 1. Metabolomics applications in food processing

Food Purpose of analysis Detection Main metabolites Reference
Technology
Iceberg Explore the metabolome and changes related to UPLC-ESI- Phenolic compounds, amino Garcia et al. (2016)
lettuce storage time of fresh-cut iceberg lettuce. QTOF-MS acids, fatty acids,
lysophospholipids, lactones
Tilapia fillet  Investigate the effect of fish gelatin and grape NMR Amino acids, organic acids, Zhao efal (2019)
seed extract on metabolites of tilapia fillets spectroscopy carbohydrates, nucleotides,
stored in vacuum impregnated coating biogenic amines, choline,
solutions. trimethylamine oxide
Pork patties Evaluate changes of metabolites in pork patties UHPLC-ESI- Amino acids, alkaloids, Rocchetti ef al. (2020)
with different antioxidants added under QTOF-MS glycerophospholipids, caffeine,
modified atmosphere for 18 days of flavonoids, tyrosols,
refrigerated storage. procyanidins, fatty acyls
Avocado Understand the effect of a heat shock before GC-MS/ Organic acids, sugars (sucrose, Gavicho Uarrota et al.
storage in a controlled atmosphere on the galactinol), alcohols, proteins, (2019)
. . . UPLC-MS/MS . S ; .
reduction of ripening heterogeneity of amino acids (isoleucine, valine,
avocados. aspartic acid), fatty acids
Black Profile chemical changes resulting from UHPLC-QTOF- Anthocyanin degradation Teegarden; Schwartz;
raspberries thermal processing of black raspberries power MS products, functional groups of Cooperstone (2019b)
nectar into a nectar beverage. flavonoids, phenolic acids
beverage
Daylily flower Evaluate chemical profile changes with UHPLC-UV/ Phenolic compounds, Sun ef al. (2018)
application of different drying processing UHPLC-HRMS flavonoids, caffeoylquinic acids,
methods after harvest. quercetin
Tea Investigate the effect of drying process on UPLC- LTQ- Amino acids, flavonoids, Chen et al. (2020)
nonvolatile compounds of white tea via phenolic acids, nucleosides,
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Pasta

Orange juice

Peach juice

metabolomic and proteomic approaches.

Understand dynamic changes of characteristic
constituents during tea enzymatic-catalyzed
process.

Explore and characterize the volatile compound
profiling of different Chinese dark teas.

Profile the variations of metabolites in black
teas with various fermentation times.

Characterize the metabolic behavior of green
tea during its fermentation.

Investigate  metabolite  variations  during
industrial pasta processing for five different
commercial products.

Investigate the differences between
concentrated or not orange juice from through
untargeted metabolomics.

Develop a method to analyze volatile
compounds in peach juices for the
differentiation of fruit variety and processing

Orbitrap-MS/
LC-MS/MS

UPLC-ESI-
MS/MS

GC-MS

UHPLC-QTOF-
MS

NMR
spectroscopy

GC-MS/
LC-MS/ HPLC
ICP-OES

UHPLC-QTOF-
MS/

DART-QTOF

SBSE-TD-GC-
MS

nucleotides, peptides

Proteins, amino acids, flavonoid

glycosides, anthocyanins,
nucleotides, glycerolipids,
sucrose

Aldehydes,  organic  acids,
alcohols, ketones, esters,

methoxyphenolics, alkanes

Amino acids, phenolic
compounds (phenolic  acids,
catechins, flavonol glycosides),
alkaloids, nucleosides

Phenolic compounds (catechins),
amino acids (theanine, alanine),
sugars (sucrose, glucose),
caffeine, acetate, glutamate

Phytosterols, policosanols, fatty
acids, amino acids, carotenoids,
minerals

Fatty acids (oleic acid, linolenic
acid, lysoPE), tripeptides,
carvone, L-glutamine

Aldehydes, alcohols
tocopherol), lactones,

(phytol,

Huang et al. (2020)

Cao et al. (2018)

Tan et al. (2016)

Lee et al. (2011)

Beleggia et al. (2011)

Xu et al. (2020)

Marsol-Vall
al.(2018)

et
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Lemon juice

Tiger
milk

Quinoa

Cooked

potatoes

Peanut

Tomato
products

nut

conditions.

Determine the effect of heat processing on the
composition profile of lemon juice.

Determine if UHT treatment affects the profile
of nutrients of tiger nut milk compared to fresh
product.

Identify each quinoa ecotype and determine the
effect of different treatments (washing, cooking
and germination) on nutritional composition
based on metabolic profile.

Characterize  the  differential  metabolic
signatures resulting from intake of different

potato  products and identify potential
biomarkers.
Determine  changes in the metabolic

composition of peanuts due to dry-roasting.

Explore the effects of different pre-processing
and industrial technologies in tomatoes pulp,
puree and paste.

GC-MS

UHPLC-HRMS

NMR
spectroscopy

UPLC-QTOF-
MS

(RP)/UPLC-
MS/MS

HILIC/UPLC-
MS/MS

UHPLC-ESI-
QTOF-MS

terpenoids,  fatty  aldehydes
(tetracosanal, octacosanal),

fatty acids (hexadecanoic acid)
and hydrocarbons

Carbohydrates (arabinose),
organic acids, amino acids

Sugars, fatty acids, emulsifiers
(citric acid esters of mono-
diglycerides, monoacylglycerol),
vitamins (biotin), amino acids
(L-arginine)

Saponins, amino acids, organic
acids, monosaccharides,
nucleosides, choline, proteins

Furans, pyrazines, and pyrrole
derivatives

Amino acids (arginine, proline,
aspartic acid, glutamic acid,

phenylalanine, histidine),
carbohydrates, nucleotides,
lipids

Carotenoids (lycopene),
phenolic compounds
(flavonoids, lignans,

Mabuchi et al. (2018)

Rubert et al. (2017)

Lalaleo et al. (2020)

Zhou et al. (2020)

Klevorn and Dean

(2018)

Lucini et al. (2017)
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Vegetable
purees

Black carrot
concentrate

Chicken meat

Dry-cured
ham

Bacon

Investigate the effect of conventional industrial
processing steps on phytochemical composition
of broccoli, carrot and tomato purees.

Elucidate quantitative and qualitative changes
in compounds during the processing steps of
black carrot concentrate.

Measure the quality of chilled chicken meat
during storage wusing the metabolomic
approach.

Evaluate the relationship between metabolomic
profile and ripening duration of dry-cured ham
produced in Japan.

Reveal the evolution of the Dahe black pig dry-
cured ham flavor formation during its ripening
process and elucidate the key component
responsible for its flavor characteristics.

Investigate ~ metabolite ~ changes  during
processing of boneless dry-cured ham and
explore the mechanisms that contribute to its
taste.

Investigate variations in Chinese bacon taste

LC-PDA/ NMR/
LC-QTOF-MS/

LC-MRM/ GC-
MS

LC-QTOF-MS

UHPLC-MS

CE-MS

GC-MS

NMR
spectroscopy

NMR

phenylpropanoids)

Carotenoids, flavonoids,
vitamins, glucosinolates,
oxylipins, tocopherols, sugrs,
organic acids

Phenolic compounds
(flavonoids, anthocyanins,
phenolic acids)

Amino acids, amines,
nucleosides, nucleotides,
carbohydrates, organic

Acids

Amino acids (glutamine,
cysteine, asparagine, leucine),

organic acids, nucleotides
Aldehydes (hexanal, 3-

methyl-butanal, nonanal,
octanal), alcohols,
glycosaminoglycan

Amino acids (alanine,
isoleucine, histidine, valine),

organic acids (succinate, lactate,
acetate, citrate), nucleic acids,
peptides, sugars

Amino acids, organic acids,

Lopez-Sanchez et al.
(2015)

Suzme et al. (2014)

Wen et al. (2020)

Sugimoto et al. (2020)

Shi; Li; Huang (2019)

Zhang et al. (2019)

Huang et al. (2020)
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Yoghurt

Wine

Beer

Coffee

quality during processing.

Investigate the wuse of the metabolomic
approach to monitor the changes in milk during
fermentation.

Find sensorial differences between three types
of wine and determine the metabolites
associated with these sensorial attributes.

Assess the impact of different closures on
volatile composition of white wine.

Determine metabolite differences of ale and
large beers.

Classify and discriminate craft and industrial
beers via identification of molecular markers.

Explore the impacts of processing parameters
on microbial community dynamics, metabolite
compositions and quality during wet coffee
processing.

spectroscopy

NMR
spectroscopy

UPLC-FT-ICR-
MS

GC-MS

GC-MS

NMR
spectroscopy

HPAEC-PAD/
UPLC-MS/MS/

GC-FID/
HS/SPME-GC-

sugars, nucleic acids, alkaloids

Proteins, amino acids, sugars
(lactose, galactose), acetate,
lactate, citrate, pyruvate, alanine

Phenolic compounds (flavonols,
flavanols, anthocyanins)

Alcohols, aldehydes, esters,
terpenes, organic acids, lactones,
ketones

Alcohols as propylene glycol,
2,3-butanediol, glycerol,
sorbitol, organic acids (propionic
acid, malic acid, palmitic acid,
stearic acid), carbohydrates like
sucrose, fructose

Amino acids, organic acids
(succinic acid, lactic acid, formic
acid, acetic acid) carbohydrates
(trehalose, glucose, fructose),
organic alcohols, nucleosides
(adenosine), phenols

Lactic acid bacteria
(Leuconostoc, Lactococcus),
carbohydrates, organic acids,

amino acids, alcohols

Trimigno et al. (2020)

Cuadros-Inostroza et
al. (2020)

Oliveira et al.(2020)

Seo et al. (2020)

Palmioli et al. (2020)

Zhang et al. (2019)
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Cocoa

Bakery
products

Fish sauce

Mixed
vegetables

Develop a method to carry out the
fingerprinting of green and roasted coffee and
evaluate changes in the metabolic profiles of
samples submitted to different roasting degrees.

Replicate the microbial dynamics and
metabolic changes during cocoa bean
fermentation.

Investigate the effects of olive pomace addition
in biscuits and bread and evaluate the
modification of cell metabolome after in vitro
digestion.

Elucidate the fate of deoxynivalenol (DON)
during baking of crackers, biscuits and bread,
through identification and quantification of all
extractable degradation products.

Evaluate the influence of chemical
acidification, flour type, and fermentation on
characteristics of doughs.

Characterize metabolite profiles and evaluate
taste qualities of Chinese fish sauce during
fermentation.

Analyze metabolite profile changes in
fermented mixed vegetables by Lactobacillus

TOF-MS

CE-ESI-QToF-
MS

UHPLC-ESI-
MS/MS

HPLC-DAD-
MS/

HPLC-FLD/

NMR
spectroscopy

LC-HR-MS
LC-MS/MS

GC-MS

UHPLC-
Q/TOF-MS

GC/TOF-MS
HPLC

Pyridines, choline, pyrroles,
betaines, indoles
Yeasts, acid acetic Dbacteria,

phenolic compounds, peptides,
ethanol, acid acetic

Phenolic compounds,
tocopherols, glucose, lactate,
phosphocholines, choline,
alanine, ethanol

DON, isoDON, norDON B,

norDON C, DON-3-glucoside

Alcohols  (propanol, hexanol,
octenol), sulfur compounds

Amino acids (aspartic acid |,
glutamic acid), peptides, organic
acids, amines, carbohydrates,
nucleic acids

Organic acids (lactic acid, acetic
acid), sugars, alcohols, amino

Pérez-Miguez et al.
(2019)

John et al. (2019)

Di Nunzio et al
(2020)

Stadler et al. (2019,
p.)

Balestra et al. (2015)

Wang et al. (2019)

Kim et al. (2019)
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Cheese

Strawberry

Pork
exudates

Mandarin
juice

plantarum.

Evaluate the effect of pasteurization and use of
starter cultures on properties of sheep cheese
during ripening.

Analyze the metabolite profile of natural
cheeses and correlate with sensory evaluation.

Study the effect of dielectric barrier discharge
plasma on the quality of fresh-cut strawberries
by physiological and metabolomic assays.

Monitor the effects of E-beam irradiation dose
and storage time on pork tenderloin exudates.

Determine the effect of high pressure
homogenization and addition of trehalose on
functional and technological properties of low
pulp mandarin juice.

GC-MS

GC/TOF-MS

UPLC-MS

NMR
spectroscopy

NMR
spectroscopy/

HPLC-DAD

acids, fatty acids, amines,
phosphates

Amino acids (gamma-
aminobutyric acid, isoleucine,

lysine, alanine), organic acids
(lactic  acid, wvaleric acid,
succinic acid), carbohydrates,
fatty acids, amines

Amino acids, fatty acids, organic
acids, amines, carbohydrates

Phenolic compounds,
flavonoids, anthocyanins

Nucleosides,
nucleotides,
organic acids

carbohydrates,
amino acids,

Flavonoids (hesperidin), vitamin
C, organic acids (formic acid,
gallic acid), amino acids
(glutamic acid, alanine),
carbohydrates (glucose)

Saidi et al. (2020)

Ochi et al. (2012)

Lietal (2019)

Garcia-Garcia et al.
(2019)

Betoret et al. (2017)

57



Minimal processing methods

Consumer demand for minimally processed foods with a fresh taste and
appearance is growing, but their shelf life is limited by several factors that affect their
quality. Modifications during storage of meat and vegetable products submitted to
minimal processes can be satisfactorily revealed by the metabolomics, as well as the
addition of ingredients to cause beneficial changes. Moreover, the metabolomics
approach can help to identify key metabolites at different processing stages, such as
washing, sorting, trimming, peeling, slicing, and chopping. Thus, it can be used as an
alternative to optimize processing conditions and to predict shelf-life more quickly and
accurately than traditional methods. The standard techniques do not usually involve
quantification and comprehensive identification of quality-related components,
requiring more resources and being environmentally unfriendly (Garcia et al., 2016;
Zhao et al., 2019).

As can be seen in Table 1, studies applying metabolomics in fresh produce are
still scarce. Garcia et al. (2016) studied metabolic changes of two cultivars of iceberg
lettuce after cutting and after five days of storage at 7 °C, applying an untargeted
metabolomic approach. Molecular features indicated a clear separation between the
different lettuces, highlighting a time-dependent effect. In general, phenolic compounds
increased after storage time, and the composition of amino acids, fatty acids, lactones,
and phospholipids decreased in five days. The untargeted analysis allowed to associate
changes on lettuce metabolome with cultivar and storage time, and the affected
compounds were linked to product quality losses.

Technologies like vacuum storage are considered minimal processes and are
used to extend food shelf life. Moreover, vacuum impregnation can be applied to
introduce functional substances into porous tissues directly and quickly. Zhao et al.
(2019) evaluated the addition of fish gelatin and grape seed extract as coating in tilapia
fillets vacuum stored under refrigeration, and monitored fish quality through untargeted
metabolomics analysis. Some metabolites (creatine, choline and trimethylamine) were
related to fresh fillets and decreased during refrigerated storage; organic acids, as lactic
acid, were found in stored fillets. Metabolomics allowed a process-quality relationship
association: coating with the use of fish gelatin and grape seed extract promoted lower
production of organic acids, lower formation of amines, and lower degradation of
nucleotides, indicating better product preservation.
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Pork patties packed under a modified atmosphere of 80% oxygen and 20%
carbon dioxide and stored for 18 days under refrigeration were investigated by
untargeted metabolomics. The patties profiles showed essential differences with the
addition of two antioxidants (BHT and guarana seed extract): presence of
glycerophospholipids, fatty acyls, and compounds derived from protein degradation and
lipid oxidation. The oxidation of lipids results in formation of volatile compounds that
contribute to off-flavors in meats, influencing its sensory quality. The results of this
work indicated that guarana extract proved to be a better antioxidant because it was able
to preserve the product against oxidative processes of lipids and proteins (Rocchetti et

al., 2020).
Heat treatments

When foods are submitted to thermal processing, the main adverse effects
observed in the final products are nutritional losses and formation of toxic or
undesirable compounds. Metabolomics allows the evaluation of a wide range of
molecules (such as vitamins, organic acids, amino acids, fatty acids, phenolic
compounds, carotenoids, among others) that may be affected by heat. This tool can
assist choosing the best process and the best operational parameters (as time and
temperature) to be used. In this way, differences between fresh and processed foods can
be understood, and the repeatability of standardized products can be guaranteed (Rubert
etal.,2017).

Teegarden et al. (2019b) compared the metabolomic profiles of black raspberry
powder and a nectar beverage made from the same powder. The fruit powder was a
freeze-dried product, and the nectar was thermally treated at 95 °C for approximately 20
min. Chemical changes were determined using LC/MS-MS. After data pre-processing, a
total of 4411 molecules were evaluated, and 547 of them differed between the powder
and the nectar. The main anthocyanin degradation products were identified, such as
cyanidin chalcone rutinoside, protocatechuic acid, and phloroglucinaldehyde, along
with several phenolic degradation compounds, such as functional groups of flavonoids
and aldehydes. On the other hand, some important components of raspberry, such as
quercetin and phenolic acids, proved to be relatively stable after processing.

The nutritional reduction caused by ultra-high temperature (UHT) treatment in
tiger nut milk could be elucidated by untargeted metabolomics. Sugars, as fructose,
sucrose, and glucose, were higher in the fresh milk; vitamins, as biotin, and amino
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acids, such as arginine, were lower in UHT products. On the other hand, the
composition of free fatty acids, including oleic, linoleic and palmitic acids, did not show
significant variations. In addition, food additives were detected only in the thermally
treated samples, and a polar lipid was revealed as a reliable marker of the fresh product.
The technique allowed a fast analysis and a clear understanding of the process-
composition relationship, indicating that metabolomics is an interesting alternative to
improve food processing (Rubert et al., 2017).

Some vegetables and legumes are not eaten in raw form and are commonly
subjected to thermal processing before consumption. For instance, peanuts are usually
eaten roasted, and the roasting process is done using hot dry air. Differences between
molecular composition of peanuts due to dry-roasting have already been investigated
(Klevorn; Dean, 2018). A metabolomics-based methodology using several analytical
platforms identified changes in low molecular weight compounds of the peanut. The
authors identified 16 of 383 compounds as unique to the roasted peanut, mostly
resulting from the amino acid metabolism super-pathway. Products of chemical
degradation, such as amines, increased after processing.

Quinoa, potato, tomato and carrot products, as well as vegetable purees, were
characterized after thermal processing (blanching, cooking or sterilization) using
metabolomics. The phytochemical profiles were determined using LC/GC-MS and
NMR techniques. Results demonstrated differences among processed products and
among applied pre-treatments (washing and germination). Washing and germination
affected the saponin content of quinoa, modifying its organoleptic properties. Moreover,
thermal treatments influenced variables such as nutritional composition, flavor
compounds and antioxidant capacity. For quinoa seed, protein content was reduced after
cooking. For vegetable purees, vitamins, carotenoids, flavonoids and volatile
compounds were influenced by blending and heating; in addition, the final metabolite
composition was associated with enzymatic activity during processing. Characterization
of heated potato products indicated the presence of metabolites belonging to three
classes of Maillard products (furans, pyrroles and pyrazines). These molecules are
important compounds that can be studied to evaluate the influence of heated foods on
human health. Additionally, data for processed tomatoes demonstrated that phenolic
profile is an useful variable to discriminate between processes and pre-treatments used
(Lalaleo et al., 2020; Lopez-Sanchez et al., 2015; Lucini et al., 2017; Suzme et al.,
2014; Zhou et al., 2020).
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Drying technologies

Drying is an important technology to prolong food shelf life, being commonly
used in vegetables and seasoning. The flowers of daylily (Hemerocallis fulva (L.) L.)
are traditionally consumed as medicines or foods in East Asia, and the impact of five
different drying methods on their chemical constituents was studied. Vacuum freeze-
drying (0.006 mbar, -50 °C, 24 hr), solar drying (sunlight for 48 hr), steam drying
(steamed at 100 °C for 2 min and dried in sunlight for 48 hr), hot air drying (steamed at
100 °C for 2 min and dried at 65 °C for 9 hr), and a patent drying method (blanched at
boiling water for 2 min and dried in sunlight for 48 hr) were evaluated through UHPLC-
MS based metabolomics approach. Twenty-seven phenolic constituents were identified.
The fingerprinting study indicated no significant differences in phenolic composition
between processing methods. However, the blanched flowers kept the most components
from freeze-dried daylily. Also, a higher concentration of quercetin and caffeoylquinic
acids was found in freeze-dried and steam-dried samples than in the solar, hot air and
patent drying method. The results indicated that the drying method could significantly
affect the quality of the final product (Sun ef al., 2018).

Chen et al. (2020) investigated the effect of the drying process on non-volatile
compounds of white tea via metabolomic and proteomic approaches. The authors
reported that degradation of proteins contributed to the increase in free amino acid
levels, and the dehydration stress interrupted the biosynthesis of flavonoids. According
to the authors, phenolic compounds can also decrease due to oxidation. The type of tea
can generate specific molecular features depending on the drying process, physical
changes in the leaves, and oxidation during production. Furthermore, tea brewing time
alters its composition, increasing molecule diversity (Gauglitz et al., 2020).

The taste quality of unsmoked Chinese bacon without the addition of nitrite was
investigated during its processing using NMR-based metabolomics. Process steps
included marinating, air-drying, fermentation, and baking. Contents of amino acids
(isoleucine, leucine, valine, alanine, glycine, tyrosine, and phenylalanine), organic acids
(lactate, creatine, succinate, taurine, and acetate), and sucrose increased throughout the
process. Flavor compounds were formed during all treatments, especially during baking,

in which higher levels of metabolites formation occurred (Huang, L. et al., 2020).
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Processing by removal of heat

Metabolomics can make a significant contribution to monitor and control food
changes during storage under low temperatures (refrigeration or freezing). It is possible
to determine whether the treatment conditions are sufficient to preserve quality and
safety, to assess shelf life, as well as to follow the ripening stages of products, including
flavor and aroma formations. Furthermore, changes in the energy metabolism of
vegetables and meats during slow or rapid cooling can be investigated (Wen; Liu; Yu,
2020).

Studies have shown that metabolomics approaches can measure the quality of
chilled meats during storage (Castro-Puyana et al., 2017; Lana et al., 2015). For
example, the metabolites of chicken meat stored at 4 °C for prolonged periods showed
differences over the storage days, which may be caused by meat deterioration due to
action of microorganisms and enzymes. The main components responsible for changes
were amino acids, amines, nucleosides, nucleotides, carbohydrates, and organic acids.
Most amino acids decreased with increasing days, whereas amines increased. Results
indicated that metabolic changes increased with longer refrigerated storage time (Wen;
Liu; Yu, 2020).

Meat products are generally preserved using low storage temperatures, which
are often combined with other methods, such as salting, marinating, drying, or
fermentation. Sugimoto et al. (2020) made use of the metabolomics analysis to evaluate
dry-cured ham during its ripening process at temperatures below 4 °C; the authors
detected that amino acid concentration gradually increased during ripening, as well as
the concentration of nucleotides and organic acids, which caused an improvement in
sensory evaluation. The results showed that ham ripening time could be reduced from
680 to 540 days without jeopardizing the product flavor and quality. In another study,
volatile flavor compounds from black pig dry-cured ham were investigated by GC/MS-
MS. The authors also observed an increase of some components as processing time
increases, with the main compounds being formed at 210 days of ripening. The
characterized compounds were aldehydes and alcohols, originated from amino acid

degradation and fatty acid oxidation (Shi; Li; Huang, 2019).
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Fermentation

Fermentation is an old, natural, and economical method of processing and
preserving foods. It enhances flavor, nutritional value, and digestibility of products.
This technique had been performed for centuries without an understanding of the
underlying process; nowadays, greater knowledge about fermented products is being
built thanks to analytical tools such as omic science.

Metabolomics in fermented foods enables to predict the sensory and nutritional
quality of final products and to observe their metabolic changes. The tool has been
applied to establish composition-function relationships and to observe changes in the
metabolomic profile during fermentation. Several metabolites linked to properties of
health, aroma and flavor have been found. Moreover, its application can provide a better
understanding of microbial communities and their impact on products than traditional
culture-dependent techniques (Kim et al., 2016; Mozzi et al., 2013; Rizo et al., 2020Db).
In addition, fermented products can be monitored during their production process,
allowing better control of the processing time necessary to achieve a desired effect.

Quality characteristics of milk products, such as yogurts, are influenced by
several aspects, being the fermentative process one of the most important. It is essential
to know milk characteristics, starter cultures, and the best fermentation conditions to
have a controlled process and a good final product. A metabolomics approach was
applied to monitor changes in milk caused by fermentation for 24 hours. It was
observed that protein and lactose hydrolysis increased, forming amino acids, lactate,
acetate, and citrate. The milk heat treatment and the lactic acid bacteria strains affected
the concentration of these compounds, and the evaluation made it possible to understand
the nutritional characterization of the final yogurt (Trimigno et al., 2020).

The winemaking processes can benefit from the use of metabolomics analysis.
Changes in metabolite concentrations, mainly phenolic compounds, can strongly
influence the sensory perception of wines. In these products, aroma attributes produced
during fermentation are more complex than taste attributes, being associated with
specific features (Cuadros-Inostroza ef al., 2020). As can be seen in Table 1, the volatile
composition of wines has already been assessed through metabolomics. Oliveira et al.
(2020) studied the impact of different closures on the volatile profile of white wine and
observed the main differences between the cork and synthetic closures. The results

found suggested that cork closures may retain higher concentrations of some volatile
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compounds, mainly esters, in white wine compared to synthetic closures. Most of the
identified compounds have been related to the sensory properties of wines, and the
aroma was better sensorially evaluated in samples sealed with cork stoppers.

Foodomics has also been used to verify the effects of fermentation processes on
different compounds found in beers. Ale and large beers have different metabolite
profiles, depending on the raw materials, fermentation, and production process. The
metabolomics approach allowed identifying factors as alcohol content, hop content, and
wheat-related metabolites as responsible for differences between ale and large beers.
The metabolite identified as 2,3-butanediol was linked to alcohol content; the higher
concentrations of malic and propionic acids and sucrose in ale beers may be due to
differences in hops (Seo et al., 2020). Palmioli et al. (2020) applied NMR spectroscopy
and chemometric approaches to discriminate craft and industrial beers and found
different product features. The targeted metabolomics allowed identifying the main
metabolites (organic acids, carbohydrates, and nucleosides) responsible for the two
classes of segregation. Industrial beers had higher levels of adenosine and trehalose,
while craft beers showed higher quantities of asparagine, trigonelline and organic acids.

The fermentation steps of the coffee-making process are similarly of great
importance for the final product quality. The microbial community dynamics are
affected by type of processing and fermentation time. These variables also influence the
green coffee bean composition, with long fermentation times resulting in a fruitier and
more acidic product (Zhang, S. J. et al., 2019). Cocoa bean fermentation is a crucial
stage of chocolate production. This process was simulated on a lab-scale to replicate its
microbial dynamics and metabolomic changes. The preservation of phenolic
compounds and the higher production of acid acetic by acetic acid bacteria were
responsible for a more acidic and bitter taste profile. Furthermore, the generated
peptides seemed to be involved with bean-specific flavors and aroma (John et al.,
2019).

Di Nunzio et al. (2020) reported that sourdough fermentation caused an increase
of tocopherol concentration compared to conventional fermented bread, indicating that
the type of fermentation might impact the functional properties of the product. In
addition, the enrichment of biscuits and bread with defatted olive pomace increased the
concentration of phenolic compounds in the final products, enabling health benefits
improvement. The type of flour and the fermentation also influenced total phenolic

content. Another study demonstrated that the metabolomics analysis may be a valuable
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tool to predict different flavoring impacts of flours and chemical or biological

acidifications on fermented doughs (Balestra et al., 2015).
Chemical and enzymatic treatment

Other biotechnological processes as enzymatic processes can also be better
understood using metabolomics. The tool can help to elucidate the complex biochemical
transformations in food matrices. The enzyme-metabolite interplay and the formation of
key flavor metabolites can be revealed, and protein expression can be determined
(Huang, X. ef al., 2020). This analytical tool is usually less time-consuming, generates
more reliable results, and is easier to be applied than other alternative methodologies.

Proteomics and metabolomics analyzes were performed in processed tea leaves
to verify dynamic changes of characteristic constituents due to the enzymatic-catalyzed
process. Flavoring compounds, free amino acids, glycosides, and anthocyanins
contributed to the taste and aroma of the tea. Moreover, the production or change of
metabolites resulted from responses to environmental stress conditions and consequent
enzymatic reactions. Furthermore, the increase of amino acids was probably caused by
enzymatic hydrolysis of low-molecular-weight proteins and peptides (Huang, X. ef al.,
2020).

The application of starter cultures was tested in cheeses made from raw or
pasteurized sheep’s milk and the metabolic profiles were analyzed by gas-
chromatography mass-spectrometry. Results showed that lactic acid bacteria can reduce
cheese ripening time and improve its functional properties. The metabolite profile of the
product can be associated with its microbiota and is responsible for the occurrence of
enzymatic reactions. For example, free amino acids were found in samples that had
higher microbial communities. Moreover, the enzymes that affect the ripening stage

could be from rennet, milk, or microorganisms (Saidi ef al., 2020).
Emerging technologies

Nowadays, innovative processes are gaining space within the food industry due
to their several advantages over traditional methods, like reducing processing time,
extended preservation, product quality improvement, low energy consumption, and
being environmentally sustainable. Most of the emerging technologies are in the early

stages of research or implementation (Galanakis, 2013b; Misra, N.N. et al., 2017).
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Thus, as shown in Table 1, there are still few studies regarding their evaluation through
metabolomics approaches.

These few studies have shown that metabolomic has proved to be a great option
to evaluate the effects of applying new technologies for food preservation. It can
quickly and promisingly determine the effectiveness of the treatments to inactivate
microorganisms or enzymes. In addition, the effect of these innovative technologies on
bioactive compounds present in food matrices can be better understood with the use of
the metabolomics. Moreover, changes in sensory characteristics of final products can be
easily explained using targeted or untargeted approaches.

Cold plasma technology has been applied to preserve fruits and vegetables.
Metabolomics analysis suggested that this treatment had improved the biosynthesis of
metabolites and of two kinds of plant hormones, and promoted the accumulation of
flavonoids and anthocyanins in fresh-cut strawberries. It also contributed to the
enhancement of their antioxidant capacity. Results suggested that dielectric barrier
discharge plasma at 45 kV for 1 min maintained the textural properties and inhibited
microbial growth preserving the quality of cut strawberries during one week storage
period at 4 °C (Li et al, 2019). Betoret et al. (2017) studied the high-pressure
homogenization process in mandarin juices by NMR-based approach. The increase in
homogenization pressures resulted in lower significant degradation of bioactive
compounds during storage, and the addition of trehalose also contributed to a lower loss
of flavonoids. The effects of the technology on microbiological aspects were elucidated
by identifying key molecules responsible for the evolution of the microorganism profile
over the storage period.

The effects of electron beam irradiation doses and storage time in pork
tenderloin exudates were monitored through NMR analysis. The methodology allowed
addressing the main metabolic changes that occurred during storage and to established
process-composition relationships (knowledge about the irradiation effect on these
transformations). Results indicated that doses applied above 1 kGy had a preservative
effect for up to 12 days of storage. The method proved to be an excellent tool to
evaluate and control quality characteristics of meats submitted to the irradiation

treatment (Garcia-Garcia et al., 2019).
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4.2.3 Challenges and future perspectives

Metabolomic studies are challenging because they involve the characterization
of complex and diverse biological matrices, including compounds of the most varied
volatilities or polarities. In particular, methodologies that use untargeted metabolomics
are difficult to optimize because there may be unknown relevant compounds instead of
targeted approaches where reference and standards are commonly available (Lacalle-
Bergeron et al., 2021). Regarding metabolomics for food processing evaluation, the
main challenges are: (1) to understand the potential usage of the technology; (2) to
implement laboratory techniques; (3) to have equipment availability and trained staff.

The first and main step of the metabolomic analysis is sample collection and
preparation. Random or systematic errors and confounding factors need to be
minimized during this stage to ensure the generation of reliable and reproducible data.
Moreover, transport and storage conditions must be established and monitored to avoid
chemical or enzymatic reactions. Sample preparation should be compatible with the
analytical method and allow for the extraction of a maximum number of metabolites,
and simple extraction methods using solvents should be standardized (Feizi et al.,
2021).

Various equipment and separation mechanisms can be used, and a diversity of
mobile and stationary phases is currently available. Furthermore, different ionization
techniques can be applied in mass spectrometry, yielding different results. Versatility in
separating and detecting a wide range of metabolites, accurate mass information, high
specificity, robustness, and resolution of analyzers have proven to be more effective for
identification procedures (Li ef al., 2017; Mihailova et al., 2021).

The quality of data processing is a challenge to refine the data matrix. Some
methodologies (scaling, normalization, and data transformation) allow the reduction of
variabilities due to experimental errors. Many informatics tools similarly scrutinize the
data, but there may be differences through the steps performed. Data interpretation is
also an essential step and often limited, and the high amount of non-reported
compounds in databases still makes the identification of biomarkers harder (De Livera
et al., 2012; Lacalle-Bergeron et al., 2021).

In addition, various software are available for statistical analysis. The dataset
must be first pre-filtered to reduce the number of features and eliminate irrelevant

signals, which increases the explained variance. Some methods can mask results; in this
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case, supervised techniques may be indicated. A combination of univariate and
multivariate analysis is the best choice for selecting markers as it is more complete and
satisfactory. However, the elucidation of potential markers and their structural
characterization from statistical data are still challenging to achieve (Lacalle-Bergeron
et al.,2021; Sadiq et al., 2020).

There is still work to be done to overcome these challenges and integrate
metabolomics with different areas of life science, including food processing. This
integration will be supported by the growth of bioinformatics, including approaches for
the identification of compounds and tools for metabolic pathway and network
interpretation. Moreover, this technology will be more comprehensible with more user-
friendly software, which will encourage researchers who would like to move into this

field.

4.2.4 Conclusions

This review shows the importance of applying metabolomics analysis to identify
changes in food metabolic profiles due to processing. It was possible to perceive
through the most recent research in this area that metabolomics can provide a better
understanding of process-composition-function relationships, ensuring the quality of
products and processes. This tool allows analysis of the most diverse food matrices in a
fast, accurate and environmentally friendly way. In addition, it enables the identification
and quantification of a wide range of compounds, associating them to sensory and
health properties. Overall, metabolomics proved to be an excellent method to control,
evaluate, and improve industrial processes, allowing science-based development of
high-quality foods. Nevertheless, the development and improvement of reliable
databases of food metabolites and the integration with other techniques are required for

its practical and industrial application.
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7. DISCUSSAO GERAL

Novos hébitos do consumidor estimulam a induastria de alimentos e bebidas a
inovar processos e produtos. As atuais legislagdes de alimentos aliadas a tendéncia do
consumo de alimentos clean label acarretam em novos desafios para o ramo, o que
reflete em novas tecnologias e produtos diferenciados, com misturas de sabores, cores e
aromas. Um mercado em tendéncia ¢ o de sucos de frutas, que aliam a praticidade de
consumo com diferentes qualidades sensoriais, sendo uma forma atrativa de consumo
de frutas e até verduras, em conjunto com os beneficios que esses alimentos agregam
para a saide humana. No entanto, as caracteristicas sensoriais € nutricionais dessas
bebidas podem sofrer alteracdes apds a aplicagcdo de algum método de conservagdo, o
que muitas vezes ¢ indesejavel.

Assim, nesse trabalho foram avaliados os efeitos da aplicacdao de tecnologias de
processamento em dois tipos de sucos, um obtido a partir da pitaya vermelha e o outro
de uma mistura de frutas e vegetais como macga, laranja, couve e limdo, tendo como
proposta inicial o uso da andlise metaboldomica como ferramenta para avaliar os
compostos bioativos, além da caracterizacdo fisica, fisico-quimica e sensorial dos
produtos processados. Uma revisdo sistematica sobre as principais aplicagdes da analise
metabolomica no processamento de alimentos foi realizada, considerando artigos atuais
de grande impacto pesquisados em diferentes bases de dados, que mostrou a
importancia dessa técnica para avaliar as alteracdes na composicdo quimica de
alimentos e bebidas ocorridas apds os diversos processos de conservacao existentes.

A pitaya foi escolhida inicialmente como matéria-prima para obten¢do do suco
por ser ainda uma fruta pouco explorada e devido a sua sazonalidade, principalmente no
estado do Rio Grande do Sul, o que torna o seu uso interessante na produgdo de
alimentos e bebidas derivados dessa fruta. Além disso, existem poucos estudos sobre
efeitos de aplicag@o de processos em compostos de interesse presentes na pitaya, € 0 seu
suco ¢ um produto ainda pouco disponivel no mercado brasileiro. Foi realizado entdo
um estudo preliminar de aplicagao de dois tipos de pasteurizagdo no suco da pitaya,
através do qual se verificou um problema de dilui¢gdo do suco no equipamento, que foi
posteriormente contornado. Entretanto, também foi possivel observar que o suco de
pitaya possui poucos metabolitos identificados, impedindo assim a utilizacdo da
abordagem metabolomica ndo direcionada. Optou-se entdo por estudar a aplicacdo de

uma tecnologia inovadora como o aquecimento Ohmico para averiguar o seu efeito
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sobre a estabilidade térmica das betalainas, pigmentos responsaveis pela cor presente no
suco, ja que poucas pesquisas até entdo investigaram o comportamento desses
compostos frente a aplicagdo de um campo elétrico.

Para isso, um estudo de cinética em trés diferentes temperaturas e longos tempos
de aquecimento foi conduzido, submetendo-se os sucos aos mesmos perfis de
temperatura em aquecimentos 6hmico e convencional. A estabilidade das betalainas
frente ao tratamento convencional inviabilizou a construcio das curvas de degradagdo e
a modelagem matematica. Mas um efeito significativo foi observado apos a aplicagao
do campo elétrico, sugerindo a ocorréncia de reagdes eletroquimicas que resultaram na
degradacdo das betalainas.

O surgimento de uma parceria com uma empresa de produ¢do de sucos mistos
prensados a frio e comercializados congelados ou refrigerados com uma vida 1til muito
curta possibilitou a continuidade do projeto. Foi proposto assim um estudo da aplicagao
de um tratamento térmico convencional acessivel para a industria com o objetivo de
prolongar a durabilidade com a maior retengdo dos compostos bioativos presentes na
bebida, permitindo até uma comercializagao do produto em maior escala. A selecao do
suco foi feita baseada nas frutas da safra durante o periodo de realizacao do projeto.

A andlise metabolomica direcionada foi utilizada para avaliar a aplicacdo de dois
tipos de pasteurizagdo no suco misto, submetido também a caracterizacdo fisica, fisico-
quimica e sensorial. Os resultados demonstraram que a escolha do processo ¢
dependente de alguns fatores que devem ser considerados, como o aumento ou redugao
da concentracdo de determinados compostos bioativos e a aceitagdo sensorial. O
tratamento térmico com uso de alta temperatura e curto periodo de tempo se mostrou
uma boa alternativa na retencdo de compostos, como alguns carotenoides e compostos
fenodlicos, no entanto resultou em uma maior degradacdo das clorofilas, causando
alteragcdes na coloragdo dos sucos, fazendo-se necessario um aprimoramento da cor final
do produto processado.

De forma geral, o estudo enfatizou o uso de novas ferramentas como a
metabolomica para analise de compostos quimicos, assim como de alternativas para o
processamento de alimentos como os sucos, visando fornecer informagdes relevantes
que podem ser consideradas pelas industrias de bebidas. O projeto propds o uso de
indicadores de qualidade como alguns compostos fendlicos, carotenoides, clorofilas e

betalainas para avaliar o seu grau de degradacdo ou retencdo em sucos de frutas ou
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vegetais, os quais podem ser utilizados como um dos critérios para a definicdo do

processamento térmico ideal para cada produto.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos a partir desse trabalho enfatizam a necessidade da
realizacdo de estudos que avaliem a aplicacdo de cada tecnologia existente ou em fase
de desenvolvimento para conservacao dos mais diversos tipos de alimentos atualmente
disponiveis. Isso se faz necessario porque cada processo pode influenciar de forma
distinta a composi¢do quimica, nutricional e microbioldgica, além das caracteristicas
fisicas e organolépticas dos produtos processados. O uso de abordagens como a analise
metabolomica direcionada por meio de técnicas como a Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia Acoplada a Espectrometria de Massas permite uma ampla compreensao dos
efeitos de cada processamento nos inimeros compostos quimicos presentes em cada
amostra.

O suco misto avaliado apresentou minimas alteracdes de parametros fisico-
quimicos e reologicos apds os dois diferentes tratamentos térmicos aplicados, no
entanto alteragdes na cor foram constatas e percebidas pelos consumidores, além de
mudancas nos teores de compostos bioativos. O uso de altas temperaturas por curtos
tempos de processamento resultou em efeitos positivos de aumento substancial de
alguns compostos antioxidantes, como carotenoides e compostos fenolicos, o que
compensou a degradagdo de outros e até aumentou o poder antioxidante final do
produto. Ainda, a perda da tonalidade verde do suco ndo diminuiu de forma tdo
significativa a aceitabilidade do produto, j4 que ndo foram percebidas alteragcdes de
parametros como sabor € aroma. Ja os pigmentos presentes no suco de pitaya sofreram
degradacdo apos aplicacdo do aquecimento 6hmico durante longos tempos de processo,
sugerindo que este tratamento pode ndo ser recomendado para produtos que contenham
betalainas nas condi¢des testadas. Além disso, essas se mostraram relativamente
estaveis apoOs tratamentos térmicos convencionais aplicados nas mesmas condigdes,
indicando que os efeitos ndo térmicos sdo os responsaveis pelas alteragdes em suas
concentragdes, € que esses compostos podem ser adicionados para conferir cor em

alimentos que sejam submetidos a acao do calor.
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9. PERSPECTIVAS

Como perspectivas futuras deste trabalho, tem-se:

e a realizagdo de andlises de shelf life do suco misto apds os processos de
pasteurizagdo, avaliando-se a eficdcia dos tratamentos frente ao microrganismo
indicador durante o armazenamento do produto, assim como a realizacao de testes
sensoriais para verificar alteragcdes organolépticas ao longo do armazenamento sob
refrigeracao;

e a analise da estabilidade dos compostos bioativos dos sucos durante o seu periodo
de validade;

e arealizacdo de mais estudos com as betalainas da pitaya vermelha a partir de outras
ferramentas como Anélise de Infravermelho a fim de melhor compreender os efeitos
nao térmicos da aplicacao do aquecimento 6hmico;

e o0 estudo dos efeitos da aplicagdo da tecnologia de aquecimento 6hmico no suco

misto.
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ANEXO1

Com o intuito de selecionarmos como provador para realizar testes sensoriais em

(nome do produto a ser definido), precisamos que responda as questdes abaixo:

Nome:
Sexo: () Feminino ( ) Masculino

Idade:

Consumo ...... (nome do produto):
() Nunca

() Raramente

() Ocasionalmente

( ) Frequentemente

() Sempre

Tenho:

() intolerancia ao gluten

() intolerancia a lactose

() alergia a proteina do leite de vaca

() alergia a proteina a ovos

(...) diabetes

(...) alergia a alguns destes ingredientes (OS INGREDIENTES DOS
ALIMENTOS OFERECIDOS SERAO ESPECIFICADOS...)
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ANEXO IT

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Participante n.°

Prezado(a) Senhor(a):

Vocé esta sendo convidado a participar de uma pesquisa intitulada “Efeitos de
tecnologias emergentes no perfil metaboldmico de suco de pitaya vermelha (Hylocereus
polyrhizus)”, que esta sendo realizada por um grupo de pesquisadores da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS) e do Instituto de Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos (ICTA). O projeto foi avaliado pelo CEP-UFRGS, o6rgao colegiado, de
carater consultivo, deliberativo e educativo, cuja finalidade ¢ avaliar — emitir parecer e
acompanhar os projetos de pesquisa envolvendo seres humanos, em seus aspectos éticos
e metodologicos, realizados no ambito da instituigao.

O objetivo da pesquisa ¢ o estudo de novas tecnologias de processamento de
derivados de frutas para obtencao de produtos inovadores para a industria de alimentos.
Foram adotadas as Boas Praticas de Fabrica¢do na produgdao dos sucos, € as etapas
experimentais de avaliagdo microbioldgica e determinacdo de atividade enzimatica
foram realizadas previamente as Analises Sensoriais.

Pretende-se realizar anélise sensorial em sucos processados de diferentes formas.
Os testes de aceitacdao serdo realizados no Laboratério de Analise Sensorial do ICTA.
Os provadores receberdo 3 amostras codificadas (servidos em pratos plasticos brancos
com diferentes codificagdes de 3 digitos) referentes aos diferentes processamento, 1
copo de dgua para ser consumido entre as amostras e uma ficha para avaliar as amostras
quanto a aceitacdo dos atributos cor, odor, sabor, sabor residual e a aceitagdao global,
utilizando escala hedonica estruturada de 9 pontos, onde 1 corresponde a “desgostei
muitissimo”, 5 “nem gostei nem desgostei” e 9 a “gostei muitissimo”.

O teste ndo deve ser realizado por individuos alérgicos aos ingredientes da
formulacao. O participante pode desistir de provar as amostras em qualquer uma das
etapas sem sofrer qualquer prejuizo. Conforme resolucdo 466/12, “Considera-se que
toda pesquisa envolvendo seres humanos envolve riscos, sendo estes de graduacao
variada. No caso, trata-se da ingestdo de alimentos manipulados com todas as normas de
boas praticas de fabricagdo o que reduz os riscos de possivel ingestdo de produtos nao
adequados. Existe risco de reagdes alérgicas no caso do provador ter alergia a algum dos
componentes da formulagdo. Caso algum participante apresente alguma reagdo alérgica
ou adversa, o mesmo serd encaminhado para o hospital mais proximo ao Campus,
Hospital Independéncia, e o evento serd notificado no Formulario de Eventos Adversos
(Anexo IV). O pesquisador ndo ird onerar os planos de saude, o SUS, ou o proprio
participante da pesquisa, responsabilizando-se por todos os gastos relativos aos
cuidados de rotina necessarios apos assinatura do consentimento livre esclarecido.

O participante nao tera custos com a realizacao do teste, € ndo sera concedido
qualquer tipo de beneficio financeiro pela participacdo. Alguns beneficios indiretos
aos participantes sdo a degustacdo de um produto diferenciado ainda inexistente no
mercado nacional, assim como o conhecimento adquirido a respeito do tema da
pesquisa.

A avaliagdo deste estudo sera mantida em sigilo. As informacgdes do participante
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(nome, idade, sexo) ndo serdo divulgadas e nem passadas a outros estudos, e ndo sera
necessario informar o nome do responsavel no estudo.

A assinatura do TCLE ndo exclui possibilidade do participante buscar
indenizagdo diante de eventuais danos decorrentes de participacdo na pesquisa, cOmo
preconiza a Resolugao 466/12.

Em caso de qualquer duvida, o senhor (a) podera entrar em contato com o pesquisador
responsavel ou com o Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS pelos telefones:

Pesquisador responsavel Simone Hickmann Flores — Celular: 9327 2079 Telefone:
3308-9789

Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS — CEP UFRGS: Av.Paulo Gama, 110, Sala
311, Prédio Anexo I da Reitoria - Campus Centro, Porto Alegre/RS - CEP: 90040-060.
Fone: +55 51 3308 3787 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br Horario de Funcionamento: de
segunda a sexta, manha: 8h 30m as 12h 30 e tarde: 13h 30m as 17h 30m.

Porto Alegre, de de 2023.
Eu, recebi as orientagdes
necessarias para entender o presente estudo, e desejo participar da pesquisa.

Assinatura do participante Assinatura do pesquisador

Obs: O presente documento, baseado no item V das Diretrizes ¢ Normas
Regulamentadoras para a Pesquisa em Saude, do Conselho Nacional de Satde
(Resolugao 466/2012), sera assinado em duas vias, de igual teor, ficando uma via em
poder do participante e a outra com o pesquisador responsavel.
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ANEXO III

FICHA DE ANALISE SENSORIAL

Andlise Sensorial de (nome do produto)

Cadigo:
Idade:

Data:

Vocé esta recebendo 3 amostras de (nome do produto). Prove as amostras
da esquerda para a direita, ingerindo agua entre elas, e avalie cada
parametro de acordo com a escala abaixo.

1- desgostei muitissimo

2- desgostei muito Amostra 93 36 51
3-desgostei moderadamente Aparéncia

4- desgostei levemente Cor

5- nem gostei nem desgostei Aroma

6- gostei levemente Viscosidade

7- gostei moderadamente Sabor

8- gostei muito Aceitacao global

9- gostei muitissimo

Qual amostra vocé compraria?

Comentarios:
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ANEXO IV

Estudo preliminar de pasteuriza¢ido convencional do suco de pitaya

O suco de pitaya foi tratado de forma convencional em um trocador de calor
tubular utilizando dois bindminos de temperatura e, posteriormente, foi avaliado quanto
as suas caracteristicas fisico-quimicas, reologicas e nutricionais. A seguir sao
apresentados os resultados obtidos, os quais foram apresentamos em forma de resumo

para envio ao 8° Simpdsio de Seguranca Alimentar.

Resumo

A crescente demanda do consumidor por produtos diferenciados e processados
de forma minima incentiva a industria a desenvolver novas opg¢des de produtos que
sejam de facil consumo, alto valor nutricional e, concomitantemente, de boa aceitagao
sensorial. Os sucos de frutas vém se destacando por reterem boa parte das propriedades
das matérias-primas, sendo fontes de compostos funcionais e bioativos. Contudo, os
sucos necessitam de processos de conservacdo para aumentar a sua vida util. O
tratamento térmico ¢ o método mais aplicado, pois € capaz de eliminar microrganismos
e enzimas deteriorantes apesar de alterar as caracteristicas sensoriais e nutricionais das
matérias-primas originais e para evitar essas alteragdes, esses processos precisam ser
otimizados. Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
aplicacdo da pasteurizagdo convencional na qualidade de suco de pitaya, através da
caracterizacao fisico-quimica, reoldgica, analise de cor, de capacidade antioxidante e de
compostos bioativos como as betalainas. O suco de pitaya foi pasteurizado em um
trocador de calor tubular utilizando dois bindmios equivalentes de tempo e temperatura:
a) 75 °C e 26 s; e b) 95 °C e 8 s. Esses binomios foram escolhidos com base em valores
D relatados na literatura para os microrganismos indicadores Escherichia coli e
Salmonella spp em sucos a base de frutas, com o objetivo de aplicar dois diferentes
tipos de pasteurizacdo, HTST e MTST, que sdo comumente realizados nas industrias.
Os resultados indicam que os parametros fisico-quimicos foram pouco afetados pelos
processamentos, ja alteragdes na cor foram percebidas principalmente no tratamento a

75 °C por 26 s. A viscosidade dos sucos avaliados diminuiu com o aumento da taxa de
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cisalhamento aplicada, caracterizando os fluidos como nao newtonianos de um perfil
pseudoplastico. Os valores encontrados para capacidade antioxidante (entre 300 e 850
uM TE/100 mL) indicam que os tratamentos térmicos utilizados podem ter um efeito
negativo significativo na atividade antioxidante dos produtos processados. Em relacao
ao teor de betalainas, houve uma degradacdo de aproximadamente 50 e 15% quando
utilizados bindmios de 75°C/26s e 95°C/8s, respectivamente. Os resultados sugerem
que a temperatura e o tempo de tratamento tém uma influéncia consideravel na retengdo
das betalainas, sendo o bindmio de maior temperatura € menor tempo de exposicao o

mais adequado para a pasteurizacao do produto.
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ANEXO V

Cromatograma obtido por CLAE mostrando separacdo de compostos fenolicos e acidos organicos do suco misto.
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Cromatograma obtido por CLAE mostrando separacdo de clorofilas e carotenoides do suco misto.
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