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CIENCIA E TEGNOLOGIA DE ALIMENTOS:
conceitos e aplicagoes

APRESENTACAO

O Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PPGCTA) atua
na formacdo e capacitacdo de profissionais no ambito do desenvolvimento de novos produtos
alimenticios, do controle de qualidade e seguranca alimentar e da biotecnologia aplicada a
industria de alimentos. Nesse contexto, esta coletanea é dividida em trés partes que abordam
tépicos diversos, porém estruturados em torno da ciéncia e tecnologia de alimentos como
area do saber.

A primeira parte aborda diversas etapas e processos de desenvolvimento de novos
produtos contendo dados inéditos de pesquisas desenvolvidas e inovagdes tecnolégicas. Entre
os autores da primeira parte, encontram-se engenheiros de alimentos, engenheiros quimicos
e quimicos atuantes nos temas abordados em diversas regides do pais.

A segunda parte discorre acerca do controle de qualidade e da seguranca alimentar
através do controle bioldgico de microrganismos com importancia na area. Traz, ainda, um
capitulo com orientacdes a respeito da extracdo de compostos a partir da aloe e vera. Também
apresenta dados e discussdes inéditas de relevancia para a ciéncia e tecnologia de alimentos.
A formacdo dos autores da segunda obra evidencia os critérios de interdisciplinaridade do
saber direcionado ao acompanhamento e solugdao de uma problematica. Sao bidlogos,
farmacéuticos, engenheiros de alimentos e médicos atuando em parceria no levantamento de
dados e discussdao de fen6menos que afetam diretamente a qualidade de alimentos produzidos
e comercializados no pais e, consequentemente, a seguranca alimentar e nutricional dos
consumidores.

A terceira parte é norteada pela biotecnologia aplicada a ciéncia e tecnologia de
alimentos como ferramenta para otimizacdo de processos e produtos. Em trés capitulos sdo
apresentadas definicGes de enzimas de importancia para aplicacdo em processos alimenticios,
bem como resultados inéditos acerca de processos fermentativos conduzidos em mostos de
frutos do cerrado. Apresenta, ainda, a nanotecnologia associada a biotecnologia de alimentos,
direcionando discussdes técnicas relevantes. Para abordagem dos temas, essa parte conta com
autores bidlogos, engenheiros de biotecnologia e bioprocessos e engenheiros de alimentos.






DESENVOLVIMENTO
DE NOVOS PRODUTOS
ALIMENTICIOS

Capitulo 1: Propriedades fisicas de milho e
soja durante o processo de hidratacao para
desenvolvimento de enlatados

Lorena Brito Miranda

Bruna Araujo de Moura

Joenes Mucci Peluzio

Warley Gramacho da Silva

Joseneide Pereira de Sousa

Gléndara Aparecida de Souza Martins

hidratacdo do milho é necessdria na industria principalmente para extracdo de

seus componentes principais, como amido, proteina (gluten), fibras e germe,

como também para a obtencdo de malte, enzimas, massas alimenticias (tacos e
tortilhas), além do produto enlatado (LOPES FILHO; RAMOS; ROMERO, 2006).

O processamento da soja, frequentemente, requer que os graos sejam hidratados com
intuito de reduzir a energia requerida para a moagem dos grdos antes de serem submetidos
ao cozimento ou extra¢do de algum constituinte de interesse (COUTINHO et al., 2005). Entre
os principais produtos do processamento da soja estdo a proteina texturizada da soja (PTS),
extrato de soja e concentrado protéico de soja (CPS).

A embebicdo de grdaos em dgua é uma operacao que influencia etapas posteriores
do processamento, bem como a qualidade do produto final. Como as condi¢Ges de imersao
variam dependendo do alimento em estudo, é necessaria a aplicacdo pratica para caracterizar
e otimizar essas condic¢des (VOLPE et al., 2015).

Segundo Bayram, Kaya e Oner (2004), os efeitos da temperatura e do tempo sobre as
caracteristicas do grao durante a imersao devem ser controlados para se obter um produto de
boa qualidade, ja que durante a imersao o grao pode inchar excessivamente, romper durante
a coccao e ocorrer lixiviacdo de materiais solidos do produto para a 4gua de imersdo de modo
que algumas propriedades funcionais sejam perdidas.
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O processo de hidratacao de graos tem sido estudado por diversos autores. Toledo et
al. (2010) avaliaram os efeitos do teor inicial de umidade de diferentes cultivares de soja e
locais de producgdo na ocorréncia de danos durante a embebicao dos graos. Marques, Jorge e
Jorge (2014) e Lopes Filho, Ramos e Romero (2006) submeteram graos de milho ao processo
de hidratacdo para avaliar as mudancgas de textura de trés variedades de milho durante o
processo de hidratacdo em funcdo da umidade e temperatura e para monitorar a absorcao
da 4gua, do didxido de enxofre (SO,) e do acido latico em graos de milho durante a etapa de
maceracdo do processo de moagem Umida, respectivamente.

Nesse contexto, o objetivo deste estudo foi analisar a influéncia da temperatura e
do tempo de hidratacdo nas caracteristicas fisicas de gendétipos de milho e soja e da dgua
de imersdo, a fim de avaliar esse processo como operagao inicial para a industrializacdao dos
graos estudados, além de qualificar novos cultivares de graos gerados pelo Programa de
Melhoramento Genético de Milho da UFT.

Material e métodos

Foram utilizados os gendtipos: Milho UFT-1, Milho UFT-2, Milho UFT-3, cedidos pelo
Programa de Melhoramento Genético de Milho da UFT, e os gendtipos de Soja M91444,
BRS 33871 e M8766 cultivados no estado do Tocantins. Inicialmente foi realizada a selecao
do material para retirada de impurezas, graos quebrados, anormais e outros. O teor de
agua inicial das amostras foi obtido pelo método da estufa, 105 + 1°C, por 24 horas em
trés repeticdes, até massa constante (AOAC, 1995). Foram selecionadas aleatoriamente e
pesadas 60 unidades de cada gendtipo de milho e soja. Em seguida os graos foram colocados
em béquer com agua destilada numa relagao de seis volumes de agua para um de produto, e
levados ao banho-maria, TECNAL TE-0541-1, em temperaturas controladas de 25, 35, 45, 55
e 65 °C por 12 horas de hidratacdo. Os ensaios de hidrata¢do foram realizados em triplicata
para cada temperatura.

Para avaliar o teor de absor¢cdo durante a hidratacdo, os graos foram retirados dos
béqueres a cada 90 minutos de imersao e colocados em papel de filtro para eliminar os excessos
de agua, ficando de repouso por volta de dois minutos, em seguida pesados. Na sequéncia, os
grios retornavam a imersdo (RESENDE; CORREA, 2007). O teor de dgua absorvida (g) para um
dado instante apds o inicio do experimento foi calculado com base no aumento de massa das
amostras em relacdo a massa inicial.

Para avaliar o efeito da temperatura nos graos durante a hidratacdo, também foi
realizada andlise de absorbancia e dos sdlidos soluveis (°Brix) na agua de imersdao das
amostras. As andlises foram baseadas em procedimentos realizados por Bayram, Kaya e
Oner (2004). Para isso, apds cada tempo de hidrata¢do, a 4gua foi drenada e feita a leitura
da absorbéancia (500nm) em espectrofotometro Spectrum SP-1105. Para determinacdo dos
solidos soluveis, utilizou-se refratdmetro REICHERT r2mini. Na sequéncia, a dgua de imersao
retornava ao béquer.

Para determinacdo da densidade, os grdaos foram pesados e depois foi avaliado o seu
volume utilizando-se uma proveta graduada de 100 mL contendo inicialmente 60 mL de agua
destilada. O volume deslocado pela imersdo dos grdos foi utilizado no célculo da densidade.
Para tanto, foi dividida a massa dos graos pelo volume de dgua deslocado na proveta. O
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raio médio foi avaliado a partir do volume de um grao considerando-se que fosse esférico
(MONTANUCI; JORGE; JORGE, 2014):

= \/i (1
47

Onde, r é o raio médio do grao e V é o volume deslocado pela imersdo de cada um dos graos.

Para avaliar o efeito da temperatura e do tempo de hidratacdo sobre as caracteristicas
fisicas dos grdos de milho e soja, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em
esquema fatorial triplo. Os fatores avaliados foram: Cultivar X Temperatura X Tempo de
hidratacdo. A andlise de variancia foi analisada com o auxilio do aplicativo computacional
SISVAR (FERREIRA, 2011), adotando-se significancia de 5% de probabilidade para o teste F
para testar as hipdteses dos efeitos principais e das interacdes.

As alteracdes ocorridas devido ao efeito significativo do tempo e da temperatura foram
explicadas pela andlise de regressao, sendo que a melhor equacdo ajustada foi escolhida por
meio do coeficiente de determinacgdo (R?). Para andlise entre as médias do fator cultivar, foi
utilizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Resultados e discussoes

Osresultados dasanalises de variancia para as variaveis respostas em cinco temperaturas
e nove tempos de hidratacdao estdo apresentados nas tabelas 1 e 2 para as cultivares de milho
e soja, respectivamente.

Para a fonte de variagdo Cultivares (C), os resultados apresentaram valores significativos
(p < 0,05) para todas as varidveis analisadas. Isso indica a existéncia de variabilidade entre
os genodtipos testados. O teor de dgua absorvido, a absorbancia e sélidos sollveis foram
influenciados (p < 0,05) pelos efeitos principais e pelas interacdes.

Tabela 1. Resumo da analise de variancia para as variaveis respostas de trés cultivares de milho
em funcdo do tempo e temperatura de hidratacao

Quadrado Médio das Variaveis

Causas de - —
variagao G Teor de .‘f\gua Densidade Raio Absorbancia SOI,IdO_s
absorvida soluveis

Cultivar (C) 2 8,0196* 0,0099* 0,0119*  0,0625* 0,2775*
Temperatura (T) 4 120,69* 0,0034* 0,0028*  0,0186* 0,6587*
Tempo (t) 8 192,17* 0,0011 0,0084*  0,0430* 0,8024*
C*T 8 2,9606* 0,0014 0,0004*  0,0041* 0,0807*
C*t 16 0,2377* 0,0011 0,0000 0,0052* 0,0377*
T*t 32 2,5387* 0,0009 0,0000*  0,0024* 0,1192*
C*T*t 64 0,0797* 0,0013* 0,0000 0,0017* 0,0199*
Erro 270
Total corrigido 404
CV (%) 4,48 2,35 1,32 16,87 19,88
Média geral 4,4620 1,2067 0,4184 0,0384 0,1298

* Significativo, ao nivel de 5% pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 2. Resumo da analise de variancia para as variaveis respostas de trés cultivares de soja
em funcdo do tempo e temperatura de hidratacao

Quadrado Médio das Variaveis

Causas de - —
variagao GL LLLLCE ?gua Densidade Raio Absorbancia SO|’IC|O.S
absorvida soluveis

Cultivar (C) 2 160,57* 0,0497* 0,0277* 0,8593* 7,5267*
(Tf_)mperat“ra 4 23,868* 0,0013 0,0020*  2,4048* 200,02*
Tempo (t) 8 424,08* 0,0363* 0,0486*  1,8944* 47,024*
C*T 8 0,6598* 0,0049* 0,0001* 0,1117* 4,5238*
C*t 16  3,2866* 0,0014 0,0001* 0,0531* 0,4186*
T*t 32 8,7552* 0,0024* 0,0000* 0,1477* 8,1739*
C*T*t 64 0,1052* 0,0015 0,0000 0,0128* 0,0209*
Erro 270
Total corrigido 404
CV (%) 2,99 3,52 1,21 10,03 9,15
Média geral 7,6705 1,0642 0,3840 0,2595 1,5829

* Significativo, ao nivel de 5% pelo teste F.
Fonte: Elaborado pelo autor.

As cultivares de milho e soja apresentaram aumento acentuado no teor de absorcao de
agua nas primeiras trés horas de imersao, concordando com Vengaiah et al. (2012) e Ansari et
al. (2015) em estudo feito com trigo e figos, respectivamente. Para os grdaos de milho, pode-
se observar um aumento no teor de agua absorvida a medida que se aumenta a temperatura
de embebicdo durante todo o processo. De acordo com Bello et al. (2004), Resende e Corréa
(2007) e Botelho et al. (2010), esse comportamento pode ser atribuido a diferenca de gradiente
entre os tecidos dos graos e o meio externo.

Para os grdos de soja, o aumento no decorrer da hidratacdo ocorreu somente para
as temperaturas de 25 e 35 °C. De acordo com Toledo et al. (2010), as sementes de soja
sdo extremamente suscetiveis aos danos por embebicdo, podendo absorver dgua muito
rapidamente e ocasionar rupturas em seus tecidos, o que é provavel que tenha acontecido nas
temperaturas de 45,55 e 65 ° C apds as primeiras horas de hidratacdo, ocorrendo a diminuicao
da absorgao de agua.

A densidade das sementes é influenciada por varios fatores, entre eles: presenca de
ar (espacos vazios) no interior das sementes, composi¢ao quimica, maturidade e teor de dleo
e de dgua (AMARAL, 2012). Os valores de densidade variaram entre 1,17 a 1,30; 1,16 a 1,22;
1,16 a 1,23 g/cm?, durante a hidratacdo para as cultivares de Milho UFT-1, UFT-2 e UFT-3,
respectivamente. Marques, Jorge e Jorge (2014) encontraram valores médios da densidade de
1,11 a 1,14 g/cm? para cinco cultivares de milho.

Para as cultivares de soja, a densidade variou entre 1,02 a 1,15; 1,022 1,21; 1,032 1,20
g/cm3, durante a hidratagdo, para as cultivares M91444, BRS 33871 e M8766, respectivamente.
Coelho et al. (2007) encontraram relacdo inversa entre a taxa de dgua absorvida e os caracteres
morfoldgicos de graos, sendo que, quanto maior a densidade das sementes, menor foi a taxa
relativa de dgua absorvida.

Durante a hidratacdo, o aumento nos valores do raio é mais evidente para os graos de
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soja, ao final do processo esse parametro aumenta até 40%, e para os graos de milho, o raio
obteve um aumento de 10 a 15%. Montanuci, Jorge e Jorge (2014) constataram que com o
aumento da temperatura de imersdao aumenta o volume de forma significativa para cultivares
de cevada.

Os valores de absorbancia e sélidos soluveis indicam o grau de turbidez da dgua que
representa particulas em suspensdo. Para as cinco temperaturas estudadas, a absorbancia e
o teor de soélidos soluveis das amostras aumentam com o tempo de embebicdo, sendo que,
para os graos de soja, o aumento obedece a uma tendéncia linear. Esses dados mostram que
durante a hidratagdo dessas cultivares ocorre liberagdo de componentes dos graos (minerais,
proteinas, carboidratos e outros) que podem afetar o rendimento dos produtos finais. Por isso
a escolha da temperatura e da cultivar deve ser priorizada na industrializagdo dos graos de
modo a evitar perdas de nutrientes.

Em trabalhos realizados por Bayram, Kaya e Oner (2004), a absorbancia e os sélidos
soluveis da dgua de maceracdo foram afetados significativamente pelo tempo e pela
temperatura para graos de soja. Marques, Jorge e Jorge (2014) verificaram que os sélidos
soluveis liberados na agua de hidratacdo foram influenciados pela temperatura ao analisar
graos de milho convencional e transgénico.

A partir da andlise entre as médias das cultivares de milho para os parametros estudados
(Tabela 3) é possivel observar que a entrada de 4gua nos graos da cultivar UFT-1 sofreu
resisténcia maior durante o processo de hidratacdo, por terem absorvido quantidade menor
de agua e pela baixa quantidade de particulas em suspensdo na dgua de hidratacdo. Esse
resultado sugere que os graos dessa cultivar possuem estrutura mais rigida e caracteristicas
morfoldgicas que desaceleram a absorcdo de agua em comparacdo com as demais cultivares.

Tabela 3. Médias das variaveis respostas dos graos de milho submetidos a hidratacdo em cinco
temperaturas.

Cultivar Teor de ?’gua Densidade  Raio Absorbancia Sél,ido_s
absorvida soluveis
UFT-1 4,182 1,212 0,3512 0,014z2 0,12
UFT-2 4,58° 1,19° 0,205° 0,053° 0,2°
UFT-3 4,62" 1,212 0,222¢ 0,048 0,12

Médias seguidas pela mesma letra minuscula, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise entre as médias das cultivares de soja para todas as varidveis analisadas foram
diferentes significativamente ao nivel de 5% de probabilidade (Tabela 4). De acordo com
Toledo et al. (2010), a afinidade dos componentes quimicos presente nos graos de soja com a
agua pode determinar o grau de ocorréncia dos danos por hidratacdo e acelerar ou retardar o
processo de absor¢do de dgua pela semente.

13
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Tabela 4. Médias das variaveis respostas dos graos de soja submetidos a hidratagdao em cinco
temperaturas.

Cultivar Teor de ?’gua Densidade  Raio Absorbancia SéI’ido.s
absorvida soluveis
M8766 6,76° 1,047 0,371° 0,351° 1,82
M9144 8,88" 1,06° 0,401° 0,205° 1,6°
BRS 33871 7,36¢ 1,08¢ 0,378 0,222¢ 1,3¢

Médias seguidas pela mesma letra minuscula, na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com os resultados apresentados para os graos de soja na Tabela 4, a cultivar
M8766 obteve a menor capacidade de absor¢cdo de dgua e maior perda de constituintes
hidrossoluveis presentes nos graos em relacdo as demais cultivares.

Concluindo, vimos que as cultivares de milho e soja exibiram alta taxa de absorcdo de
agua nas primeiras horas de hidratacao com a umidade tendendo ao equilibrio com o decorrer
do tempo, sendo que os graos de soja ndo devem ser hidratados em temperaturas elevadas
durante um longo periodo de imersdo. Para os graos de milho, a elevacdo da temperatura
de embebicdo foi favoravel ao aumento da capacidade de hidratacdo dos graos, sem causar
rupturas no tecido. Os gendtipos UFT-3, M9144 e BRS 33871, dentre as cultivares de milho e
soja analisadas, apresentaram melhor capacidade de hidratacdo considerando os parametros
estudados. Em funcdo dos resultados, pode-se concluir que as caracteristicas morfolégicas
e fisicas do grdao podem afetar a capacidade de hidratacdo e que a temperatura deve ser
considerada ao se selecionar as condicdes de hidratacao.

14
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Capitulo 2: Utilizacao da pimenta-rosa
(schinus terebinthifolius raddi)
como antioxidante em linguica suina

Adriana Régia Marques de Souza
Clarissa Damiani

Deivis de Moraes Carvalho
Leticia Fleury Viana

Vénia Maria Alves

A oxidacdo lipidica é o processo primario de deterioracdo da qualidade da carne e
se manifesta por mudangas de cheiro, cor, textura, valor nutritivo, e possivel producdo de
compostos toxicos (JENSEN et al. 1998), o que afeta sua aceitabilidade para o consumo
(NOGALA-KALUCKA et al. 2005).

Além disso, a oxidagao lipidica afeta o valor nutricional dos alimentos pela perda de
vitaminas e acidos graxos insaturados essenciais por oxidacdo, e pode originar compostos
prejudiciais a saide humana (ANSORENA; ASTIASARAN, 2004).

Aldeidos e cetonas sdo os principais aromas derivados da oxidacdo lipidica, no
entanto os hidrocarbonetos (alcanos, alcenos) e alcoois, principalmente alcool vinil, também
desempenham papel de off flavors (BELITZ et al. 2009).

Antioxidante é a substancia que retarda o aparecimento de alteragdo oxidativa no
alimento (MELO; BOAS, 2010). Consideram-se antioxidantes certas substancias presentes de
forma natural ou adicionadas intencionalmente as gorduras ou aos alimentos para retardar
o aparecimento dos fenOmenos de oxidacdo e manter intactas suas caracteristicas sensoriais
(SANTOS; CRUZ 2001). Agrande preocupagao em estudar antioxidantes se justifica pelos efeitos
maléficos que os radicais livres geram ao organismo. O fato de a oxidacdo ser importantissima
a vida aerdbica faz com que os radicais livres sejam produzidos naturalmente. Os radicais livres
gerados in vivo estdo envolvidos na producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento
celular, sinalizagdo intercelular e sintese de substancias biolégicas de grande importancia
(ROSA et al., 2012).

Os principais antioxidantes sintéticos sdo compostos fenélicos, como BHA (hidroxianisol
butilado), BHT (hidroxitolueno butilado), TBHQ (terc-butil hidroquinona), e PG (galato de
propila). Esses sdo denominados antioxidantes primarios e atuam na etapa da iniciacdo da
oxidacdo lipidica. Ainda possuem ampla utilizacdo pela industria de alimentos, pois contém
alto poder antioxidante e sdo de baixo custo (HUANG et al. 2011), mas, por motivo de risco
potencial a salde humana, vém sendo substituidos por antioxidantes naturais provenientes
de varias fontes vegetais, considerados mais seguros a saude (CONEGLIAN et al. 2011).

Schinus terebinthifolius Raddi é popularmente chamado de pimenta rosa ou pimenta
brasileira e “pimenta-rosa” no Brasil (PIRES et al. 2004). Seu fruto é conhecido como pimenta
rosa, que pode ser comercializado in natura ou na forma de d6leo essencial, este produz um
subproduto gerado pela extracdo do 6leo assim como de frutos refugados para comercializacdo
que pode ser alternativa para a alimentag¢do animal. Lima et al. (2006) e Zanini et al. (2009)
observaram a presenca de compostos fenélicos como os taninos, além de alcaldides, saponinas,
esterdis e terpenos na Schinus terebinthifolius Raddi.
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Essa pimenta é importante fonte de goma-resina da familia Anacardiaceae; seus frutos
sdonumerosos, pequenos, de coloracdo vermelho-brilhante e portadores de secrecdo pegajosa.
Tem sido amplamente utilizada na culinaria internacional, o que tem causado consideravel
aumento da procura dessa espécie pela industria de condimentos. A pequena semente do
fruto da aroeira, conhecida na culinaria européia como pimenta-rosa, apresenta sabor suave e
levemente apimentado, sendo empregada em varias preparacdes, na forma de graos inteiros
ou moidos (GOMES et al. 2009). Dessa maneira, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencial
antioxidante da pimenta rosa e seu emprego como antioxidante em linguicas suinas.

Materiais e métodos

As amostras de pimenta rosa in natura foram colhidas em plantas localizadas na Escola
de Agronomia e Engenharia de Alimentos da Universidade Federal de Goids, Goiania/GO. Para
a determinacao da capacidade antioxidante, estudou-se a pimenta in natura, a pimenta seca
e moida e o d6leo da pimenta rosa, e para a formulacdo da linguica somente foi utilizada a
pimenta rosa seca e moida.

Obtencao da amostra de pimenta rosa seca e moida

A pimenta rosain natura foi seca em estufa com circulacdo de ar (MA035), a temperatura
de 60° C e triturada em moinho do tipo faca.

Obtencao da amostra de 6leo da semente de pimenta rosa

O d6leo da pimenta rosa foi obtido de acordo com o método de Soxhlet, descrito por
SCHONS et al. (2017) com algumas modificacdes. A pimenta foi previamente moida e em
seguida diluida em éter de petrdleo. A solucdo foi deixada em repouso sob ultrassom por cerca
de seis horas e em seguida filtrada. O filtrado foi colocado em roto-evaporador por tempo
suficiente para que se retirasse o éter de petréleo. Ao fim, a solucdo foi deixada em repouso
em estufa para retirar quaisquer resquicios do solvente.

Andlise da capacidade antioxidante das amostras

A atividade antioxidante da pimenta rosa in natura, pimenta rosa seca e moida e do éleo
essencial da pimenta foi realizada pelo método in vitro de sequestro do radical livre estdvel
DPPH (2,2-difenil-1-picrilidrazila), conforme descrito por Roesler et al. (2007). A capacidade de
sequestrar o radical DPPH é expressa como percentual de inibicdo de oxidagado do radical livre
com base no decréscimo da absorbéancia do extrato da amostra medida no espectrofotémetro
a 517nm. A capacidade antioxidante também foi avaliada em rela¢do ao valor de IC,, 0 qual é
definido com a concentracgdo final em mg/mL do extrato seco presente na cubeta, requerido
para decrescer a concentragdo inicial de DPPH em 50% (Roesler et al. 2007).
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O teor de fendlicos foi realizado segundo Genovese et al. (2003) para determinacdo
dos fendis totais com o reagente de Folin-Ciocalteu. A determinacdo desses fendis foi segundo
Zieliski & Kozowaska (2000) e os resultados expressos em mgEAG.100g™.

Formulacao da linguica

Foram utilizados lombo suino (80%) e toucinho (20%) como matéria-prima para o
preparo da linguica. Na formulagdo, utilizou-se 2% de sal e diferentes concentragdes da
pimenta rosa seca e moida (0; 0,5; 1,0 e 1,5%) em relacao ao peso da matéria-prima. Apds o
preparo das linguicas foram realizadas analises fisico-quimicas para acompanhar a oxidacao
das amostras.

A matéria-prima foi previamente moida (lombo e toucinho), em seguida foi efetuada sua
homogeneizagao manualmente; nessa etapa adicionou-se o sal e a pimenta nas trés diferentes
concentragdes. Por fim, as linguicas foram embutidas manualmente em tripas naturais suinas
e resfriadas. Apds o processamento as linguicas foram embaladas a vacuo e armazenadas
sob refrigeracdo (6£2 °C) para realizagao de analises fisico-quimicas em diferentes tempos de
estocagem (0, 4, 8, 12 e 16 dias).

Analises fisico-quimicas

Analise de pH

A andlise de pH foi realizada de acordo com AOAC (2010). O medidor de pH foi
inicialmente calibrado em duas solu¢des padrdo. Pesaram-se 5 g de cada amostra de linguica e
diluiram-se em 50 mL de agua destilada a fim de se obter uma solu¢do 1:10. Foram realizadas
trés leituras de cada amostra.

Analises de ranco na gordura

Foi utilizada a metodologia do Instituto Adolf Lutz (IAL), (2008). Primeiramente
sdo extraidos da amostra 5 mL de gordura e colocados em estufa a 110° C por 10 minutos
retirando-se o 6leo que se desprende da linguica. O material coletado foi fundido em 5 mL
de acido cloridrico e em seguida a solucdo foi agitada por 30 segundos. Foram adicionados
5 mL de solugdo de floroglucina a 0,1% em éter. Agitou-se novamente por trés segundos e
deixou-se em repouso por 10 minutos. Na presenca de substancias rancosas, a camada inferior
apresenta coloracdo rdsea ou vermelha.

Analises do indice de peréxidos

Foi utilizada a metodologia aprovada pelo IAL (2008). Foram pesadas 5 g de gordura
previamente extraida e diluida em 30 mL de solugdo de acido acético — cloroférmio (3:2 v/v) e
agitou-se o frasco. Adicionou-se 1,5 mL da solugdo de iodeto de potassio. Deixou-se a solugao
em repouso por exatamente 10 minutos no escuro. Adicionou-se 0,5 mL da solugdo de amido
a 1% em 30 mL de 4gua destilada. Se a coloragdo ficasse azul, o indice de perdxido seria
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positivo. Quando isso ocorreu, titulou-se com a solucdo de tiossulfato de sédio 0,01 N até que
a coloracdo azul desaparecesse. Caso a coloragao fosse branca, o indice seria negativo.

Analise de cor

As amostras de linguicas com diferentes concentra¢cdes de pimenta rosa seca e
moida foram trituradas em liquidificador até que apresentassem aspecto de cor uniforme.
Os parametros instrumentais de cor foram determinados utilizando-se colorimetro (Color
Quest, XE, Reston, EUA), de acordo com o sistema CIELab. Os resultados foram expressos em
valores L*, a*, b*, sendo L* (luminosidade ou brilho), variando do preto (0) ao branco (100),
a* variando do verde (-60) ao vermelho (+60) e b* variando do azul (-60) ao amarelo (+60). A
partir dos resultados de a* e b* foram calculados os parametros de C*(croma) para indicar a
saturacdo da amostra, ou seja, para descrever o brilho da cor, pela equagao 3:

C=va2+b? C=+a’+b? Equacdo 1

Analise estatistica

Os dados foram analisados de acordo com o delineamento inteiramente casualizado
(DIC), com trés repeti¢des. Foi realizado o teste estatistico de Tukey empregando-se o pacote
estatistico SISVAR 4.06 ao nivel de significancia de 5% (FERREIRA, 2000).

Resultados e discussao

Os resultados obtidos para a capacidade antioxidante das pimentas estdo elucidados
na Tabela 1 e indicam que a pimenta seca e moida apresenta maior efetividade de efeito
antioxidante entre as outras amostras.

Tabela 1. Potencial antioxidante (%) da pimenta rosa in natura, seca e moida e do éleo da
pimenta obtido através do método do DPPH.

Extratos Oleo Pimengn;:f::raesMoi da Pimenta In Natura
Etéreo 0,28% 21,49% 22,04%
Alcodlico 0,28% 55,65% 13,22%
Aquoso 7,16% 12,67% 20,11%
Total 7,72% 89,81% 55,37%

Fonte: Elaborado pelo autor.

De acordo com a Tabela 1, a pimenta seca e moida apresenta maior potencial para ser
empregada como possivel agente antioxidante em produtos carneos, isso se deve ao fato de
a pimenta ndo ter passado por nenhum tratamento de conservacao, pois quando ha emprego
de tratamentos de conservacao, como pasteurizacdo, esterilizacdo e desidratacdo, sdo
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realizados de maneira inadequada e podem causar sérios danos as caracteristicas sensoriais e
principalmente nutricionais do produto conservado (SILVA; SOUZA, 2006).

Para evitar a acdo do tempo nos alimentos, as industrias se valem de agentes que
preservam a integridade do produto e aumentam sua data de validade (STADLER, 1999).

Shahidl e Wanasundara (1992) consideram a adicdo de compostos antioxidantes uma
das praticas mais importantes devido ao baixo custo de obtencado, facilidade de emprego,
eficacia, termo-resisténcia, neutralidade organoléptica e auséncia reconhecida de toxidade,
o que facilita sua selecdo e utilizacdo em nivel industrial. Lira et al. (2003) afirmam que o
antioxidante nitrito de sddio é um aditivo intencional utilizado em produtos carneos com o
objetivo de fixar a cor, conferir sabor e aroma caracteristicos e retardar a oxidacao lipidica.

A Tabela 2 apresenta os valores do pH durante o periodo de armazenamento das
linguicas com diferentes concentracdes de pimenta rosa seca e moida. Os pH’s obtiveram
considerdvel alteracdo em relacdo ao tempo para a amostra controle (0%) e tratamentos 0,5%
e 1,0% de pimenta moida, sendo a amostra de 1,5% a que apresentou as menores variagoes.

Tabela 2. Andlise de pH de linguicas suinas com diferentes concentra¢des da pimenta rosa seca
e moida em diferentes tempos (dias) de estocagem sob refrigeragdo (62 °C).

Concentragoes de pimentas

Tempo (Dias) 0,00% 0,50% 1,00% 1,50%
0 5,867 5,72 5,665 5,61
4 7,064 6,72°" 6,06°¢ 5,43
8 7,24 7,04 6,44 6,63
12 7,63% 7,03 6,664 6,40°°
16 7,38 7,23% 6,69 6,55

*As letras minusculas diferentes entre as linhas indicam que ha diferenca estatistica entre os tempos
de armazenamento e as letras maiusculas diferentes entre as colunas indicam diferenca estatistica
entre os tratamentos.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A adicdo de antioxidantes a carne eleva o pH de 0,2 a 0,5 unidades e por isso aumenta
seu poder de retencdo de agua deslocando o pH da zona isoelétrica. Os antioxidantes ajudam
a solubilizar as proteinas musculares e a diminuir a acidez (elevam o pH) da carne, na qual
incrementam o espaco ao redor das proteinas e, assim, maior quantidade de dgua pode
manter-se entre as proteinas. As carnes para fabricacdo de produtos embutidos tém um pH
compreendido, em geral, entre 5,4 e 5,8, a zona isoelétrica das proteinas constituintes dessas
carnes (ponto isoelétrico),

Pardi et al. (1996) apontam evidéncias de que bactérias que auxiliam na deterioracao
da carne crescam em pH um pouco mais elevado, o que coincide com os resultados obtidos
pelo pH para as amostras de 0,0% e 0,5%. Porém ndo é possivel afirmar que alguma bactéria
gue auxilia na deterioracdo da carne cresca nesse meio, ja que ndo foram realizadas andlises
microbioldgicas para a linguica, além de a presenca da pimenta rosa poder também inibir o
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crescimento e desenvolvimento de bactéria, pois autores como Bendaoud, et al., 2010 relatam
gue seu oleio essencial é usado para tratar distUrbios respiratérios, micose e infeccdes por
candidiase invasiva. Segundo Lima et al. (2009), essas propriedades sdo atribuidas a presenca
de altos niveis de monoterpenos nessas espécies.

Diversos estudosavaliaramaatividade antimicrobianainvitro do extrato hidroalcodlico
ou tinturas de S. terebinthifolius contra microrganismos patogénicos na cavidade bucal. Um
estudo de rastreamento desenvolvido por Pereira et al. (2011) avaliou a susceptibilidade
de microrganismos patogénicos orais, como Candida albicans, Streptococcus mutans,
Staphylococcus aureus e Aggregatibacter actinomycetemcomitans, a etanol, hexano e
butano extraidos de S. terebinthifolius.

A analise de rancificacdo (Tabela 3) tem teor qualitativo, assim podemos saber se houve
ou ndo rancificacdo da amostra.

Tabela 3. Anilise da rancidez das linguicas suinas com diferentes concentracées de pimenta
rosa seca e moida em diferentes tempos (dias) de estocagem sob refrigeracdo (612 °C).

Concentragoes de pimentas

Tempo (Dias) 0,00% 0,50% 1,00% 1,50%
0 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
4 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
8 Auséncia Auséncia Auséncia Auséncia
12 Presenca Auséncia Auséncia Auséncia
16 Presenca Presenca Auséncia Auséncia

Fonte: Elaborada pelo autor

Os resultados observados mostram que a partir do 12° dia apenas a amostra controle
(0% de pimenta moida) apresentou rancificagdo, enquanto no 16° dia confirmou-se que a
amostra controle estava realmente rancificada e que a amostra 0,5% comecava a rancificar.
Portanto, p6de-se observar que, além de ter evitado a rancificacdo, a concentracdo da pimenta
influiu sobre o tempo em que o produto ficou sem rancificar.

Os 6leos essenciais de S. terebinthifolius contém a e B-pineno, B3-careno, limoneno,
a e B-fellandrene, p-cimeno e terpinoleno como principais compostos, além de pequenas
guantidades de alcoois mono e triterpénicos , hidrocarbonetos sesquiterpénicos e cetonas. Os
principais constituintes dos 6leos essenciais extraidos dos frutos de S. terebinthifolius coletados
em Dourados/MS foram: a-pineno (22,56%), sabineno (15,78%), Z-salvene (10,69%), B-pineno
(10,52%), a-funebrene (8,82%) e limoneno (5,52%) (ROVEDA, 2010)

Dentre os tocoferdis, o a-tocoferol é o composto que apresenta maior capacidade
antioxidante. Representam a vitamina E, que é lipossoltuvel (BARREIROS et al., 2006) e esta
presente naturalmente em dleos vegetais, sendo responsdveis por doar seus atomos de
hidrogénio aos radicais livres de origem lipidica interrompendo, assim, a fase da propagacao
na autoxidacao (RAMALHO ;JORGE, 2006).
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O a-tocoferol pode ser regenerado pelo acido ascdérbico, conhecido como vitamina C,
gue também possui propriedades antioxidantes por remover de maneira estavel o oxigénio
que age como propagador da autoxidacdo (DUARTE; ALMEIDA et al. 2006; CERQUEIRA et al.
2007). O ascorbato soluvel em dgua possui também propriedades pré-oxidantes, pois os ions
Fe2+ e Cu2+ reagem com o perdxido de hidrogénio e geram o radical hidroxila, induzindo as
reagOes de radicais livres (BARREIROS et al. 2006).

Os valores de perdxido para as linguicas elaborados com diferentes concentracdes de
pimenta rosa seca e moida sdao mostrados na Tabela 4.

Tabela 4. Anilises de perdxidos das linguicas suinas com diferentes concentra¢des de pimenta
rosa seca e moida em diferentes tempos (dias) de estocagem sob refrigeracao.

Concentragoes de pimentas

Tempo (Dias) 0,00% 0,50% 1,00% 1,50%
0 0 0% 0% 0
4 0 0™ 0% 0
8 0 0% 0™ 0*A
12 3,93 08 0%® 08
16 6,214 3,978 0 0

*As letras minusculas diferentes entre as linhas indicam que ha diferenca estatistica entre os tempos
de armazenamento e as letras maiusculas diferentes entre as colunas indicam diferenca estatistica
entre os tratamentos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Foi observado que, na amostra 0%, apds o inicio da rancificagdao que ocorreu apenas no
12° dia (Tabela 3), foi obtido o valor de 3,92% de perdxidos. Entretanto, ja no 16° dia, o indice
quase dobrou de valor, chegando a 6,21%. A amostra de 0,5% apresentou somente no 16°
dia valor similar ao indice de perdxido da amostra 0% no 12° dia. Nas demais amostras, ndo
houve qualquer detec¢do de peréxidos no intervalo de 16 dias. Essa taxa de rancificagdo varia
de produto para produto e, portanto, pode-se inferir que a pimenta rosa foi eficiente para
retardar a oxidacgao lipidica da linguica.

Os resultados das analises de cor das amostras de linguica elaboradas com pimenta
rosa seca e moida sao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Anadlise colorimétrica L (luminosidade) das linguicas suinas com diferentes
concentracdes de pimenta rosa seca e moida em diferentes tempos (dias) de estocagem sob
refrigeracdo (612 °C).

Concentragoes de pimentas

Tempo (Dias) 0,00% 0,50% 1,00% 1,50%
0 51,94 52,66 47,81%® 44,89%¢
4 59,888 47,11 46,26 47,03
8 45,25¢® 41,484 41,26 42,744
12 52,98% 39,49 46,17 44,26%°
16 58,62 50,227 42,54°¢ 45,774

*Letras minusculas diferentes entre as linhas indicam que ha diferenca estatistica entre os tempos de
armazenamento e as letras maiusculas diferentes entre as colunas indicam diferenca estatistica entre
os tratamentos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Comparando-se todos os tratamentos em todos os tempos, percebeu-se que o
parametro luminosidade (L*) apresentou maiores valores para o controle atingindo o maior
valor de luminosidade no tempo 4, que foi de 59,88.

Tabela 6. Analise colorimétricaa* (cor de vermelho ao verde) das linguigas suinas com diferentes
concentragdes de pimenta rosa seca e moida em diferentes tempos (dias) de estocagem sob
refrigeragdo (62 °C).

Concentragoes de pimentas

Tempo (Dias) 0,00% 0,50% 1,00% 1,50%
0 4,04% 4,97% 6,72% 5,89
4 2,480 3,350 4,03 3,78%
8 4,08% 3,840 4,89 4,49
12 2,74 5,523 4,91 4,65
16 2,050 3,174 4,92 4,08

*Letras minusculas diferentes entre as linhas indicam que ha diferenca estatistica entre os tempos de
armazenamento e as letras mailsculas diferentes entre as colunas indicam diferenca estatistica entre
os tratamentos.

Fonte: Elaborada pelo autor

Avariavel a* (vermelha - verde) apresentou variagdo muito grande entre os tratamentos,
apresentando seu pico maximo no tempo 0 com a linguica com 1% de concentracdo de
pimenta, com o valor 6,72. A varidvel b* (amarelo - azul) ndo apresentou grande variacdo
entre as amostras, sendo a ocorréncia mais expressiva no tempo 12 referente a linguica com
0,5% de pimenta.
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Tabela 7. Analise colorimétrica b* (cor de amarelo ao azul) das linguicas suinas com diferentes
concentracdes de pimenta rosa seca e moida em diferentes tempos (dias) de estocagem sob
refrigeracdo (612 °C).

Concentragoes de pimentas

Tempo (Dias) 0,00% 0,50% 1,00% 1,50%
0 15,84¢ 18,54%® 20,084 20,47+
4 19,798 18,60 17,59 17,43
8 20,424 20,86 20,40 19,17<®
12 21,444 22,144 19,28%* 18,90
16 19,82 19,58% 20%® 17,008

*Letras minusculas diferentes entre as linhas indicam que ha diferenca estatistica entre os tempos de
armazenamento e as letras maiusculas diferentes entre as colunas indicam diferenca estatistica entre
os tratamentos.

Fonte: Elaborada pelo autor

A que apresentou menor valor para essa variavel foi a linguica com 1,5% de pimenta
no tempo 16. Esse fato pode ser explicado devido a capacidade antioxidante da pimenta,
pois, segundo Ogawa e Maia (1999), quando o musculo é exposto ao ar, ocorre oxigenagdo do
pigmento mioglobina, formando entdo a oximioglobina (vermelho vivo), quando a exposi¢do
€ mais prolongada, ou seja, durante o tempo de vida util do produto, ocorre oxidacdo do
pigmento causada pela modificagdo do ion ferroso (Fe™) para o ion férrico (Fe***). Com essa
oxidacdo, forma-se o pigmento metamioglobina, que apresenta coloracdo marrom claro,
guase amarelada, que pode ser evidenciada nas demais linguicas, pois apresentaram valores
de b* superiores.

A cor é o primeiro estimulo percebido pelo consumidor ao adquirir ou rejeitar um
produto alimenticio. Possui, portanto, altissima forca de decisdo, levando até mesmo ao
esquecimento momentaneo das caracteristicas nutricionais do produto. Para o consumidor
brasileiro, carne de qualidade é sinénimo de carne vermelha (SANTOS, 2006).

Concluindo, a pimenta rosa apresenta poder antioxidante e pode ser utilizada para
prolongar a vida de prateleira de produtos carneos.
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Capitulo 3: Determinacao do calor
especifico do murici (byrsonima crassifoélia)
a diferentes concentracoes de sélidos
sollveis para aplicabilidade a temperaturas
entre 20 e 60°c.

Fabriele de Sousa Ferraz

Ana Caroline Pereira Dias

Jodio Carlos Soto Riva de Oliveira
Eloane Daise Gomes Dallastra
Manoel Messias Alvino de Jesus

Lina Maria Grajales Agudelo

O Brasil tem se destacado em ambito mundial como grande produtor de frutas e
hortalicas. Atualmente ocupa o terceiro lugar como maior produtor de frutas do mundo,
com uma producdo de 41,5 milhdes de toneladas ao ano, ficando atras apenas da China e da
india (SEBRAE, 2016). O pais possui grandes extensdes territoriais e apresenta climas e solos
muito variados. Em funcdo dessas caracteristicas, ha diversidade de biomas, o que favorece e
evidencia o potencial de crescimento do setor.

Entre os biomas brasileiros, depois da Amazonia o Cerrado se destaca como a segunda
maior formacdo vegetal e apresenta variedade riquissima em frutos, alguns de carater
medicinal, alto potencial nutricional e com sabores intrinsecos e inconfundiveis (BELISARIO;
CONEGLIAN, 2013; FALEIRO et al., 2008).

Diversas espécies frutiferas do Cerrado produzem frutos com excelente potencial
nutricional, sensorial e funcionalidades especificas. A maioria desses frutos ainda permanece
pouco explorada pela comunidade cientifica (LIMA et al., 2015), como o murici (Byrsonia
crassifolia), fruto tipico do cerrado que possui elevado valor nutricional, diversas propriedades
funcionais (SANNOMYA et al., 2007) e estd entre os frutos de maior potencial de exploracdo
sustentavel da regido. Ja vem sendo comercializado in natura e pode ser consumido na forma
de sucos, picolés, licores, sorvetes, geleias, entre outros (MURICI, 2010).

O fruto do murici é alimento perecivel e é necessario processa-lo paraaumentar sua vida
util. Diversos tipos de processos térmicos, como congelamento, concentragado por evaporacgao,
escaldado, branqueamento, pasteurizacdo, esterilizacdo, secagem e desidratacdo (KNOERZER
et al., 2016), sdo utilizados na industria de alimentos para sua conservacdo. O conhecimento
de algumas propriedades térmicas se faz necessario para o projeto de equipamentos. Entre
as propriedades térmicas, destaca-se o calor especifico, definido como a quantidade de calor
necessaria para que a temperatura de uma substancia seja elevada em um grau Celsius pela
unidade de massa. O calor especifico é uma grandeza intrinseca das substancias, sendo assim,
esse parametro depende da composicdo do alimento.

Tendo em vista o potencial do murici para a indUstria de processamento de alimentos
e a falta de dados que relatem esses valores para frutas da regido do Cerrado, fica evidente a
importancia de pesquisas na area. Por esse motivo, este estudo tem como objetivo determinar
experimentalmente o calor especifico do murici (Bysonima crassifdlia).
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Metodologia

O trabalho experimental desta pesquisa foi realizado nos laboratérios de tecnologia
de frutas e hortalicas, operagGes unitarias e analises de alimentos da Universidade Federal
do Tocantins (UFT), CdAmpus Palmas, em parceria com a Universidade Tecnoldgica Federal do
Parana (UTFPR), em Apucarana/PR, no laboratdrio de pesquisa Il.

Processamento do murici

Os frutos de murici foram adquiridos em feiras locais em Palmas/TO, no estagio de
maturag¢do comercial, de 1,5 cm de diametro, e foram acondicionados e transportados para o
Laboratdrio de Tecnologia de Frutas e Hortalicas na UFT, CAmpus de Palmas.

Os frutos foram lavados em 4gua corrente para remocgdo das sujidades superficiais e em
seguida despolpados em despolpadeira bonina 0.25 DF. A pasta obtida foi dividida em porc¢des
de 500g. Posteriormente prepararam-se amostras com diferentes concentragdes de sdlidos
sollveis a partir da polpa natural (6,67 °Brix). Para a obtencdo das concentracdes desejadas
(10; 20; 40 e 60 °Brix), utilizou-se a adicdo de sacarose (agucar refinado).

As amostras foram aquecidas a 65°C + 1 °C até a homogeneizacdao completa. Em seguida
as polpas foram acondicionadas e colocadas em sacos plasticos de polietileno selados a quente
com seladora de pedal. Depois de embaladas, as polpas foram armazenadas sob refrigeracao a
5°C, onde permaneceram até o momento da determinacdo do calor especifico.

Caracterizacao fisico-quimica do murici

Devido a que nao foram encontrados registros de calores especificos para o murici,
decidiu-se realizar a caracterizacdo fisico-quimica do fruto e posteriormente compara-la com
algumas frutas de composicdo similar, conforme anadlises descritas nos itens subsequentes.

Andlises fisico-quimicas foram realizadas para a matéria seca. A secagem foi realizada
em estufa a 70°C até peso constante. Uma vez seca, a amostra foi triturada em processador
Arno (Magiclean Duetto) até a obtencdo de po.

O murici foi caracterizado considerando-se umidade, proteina, lipideos, fibra bruta,
cinzas, carboidrato, pH e sélidos sollveis totais. As andlises foram realizadas seguindo os
métodos descritos pelo Instituto Adolfo Lutz (2008) para analise de alimentos.

Construcao do calorimetro

Para a determinacao experimental do calor especifico do murici, foi construido um
calorimetro modificando-se uma garrafa térmica de capacidade volumétrica de 250mL. Para a
montagem, utilizou-se o método descrito por Almeida (2012), o qual se baseia no Efeito Joule.
A energia fornecida ao sistema é proveniente de resistores conectados a uma fonte de energia
elétrica. Essa energia é aplicada a um elemento resistivo e convertida em energia térmica.
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Com a poténcia fornecida é possivel determinar a quantidade de calor que o sistema recebe
por unidade de tempo.

Na tampa da garrafa térmica, foram feitas perfuracdes para a passagem dos fios de
cobre esmaltado conectado aos resistores e ao sensor de temperatura, conforme ilustrado na
Figura 1.

Figura 1. Esquema do calorimetro

/ﬁ /—
=—=>Tampa adaptada
v vl
Superficie espelhada
gz)_if— m Q ~ Sensor de temperatura
Fonte
\ ~ > Revestimento externo
V
Resistores

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foram utilizados dois resistores de 10Q conectados em série, alimentados por uma
fonte de tensdo de 12,3 V. O sensor de temperatura foi um termdémetro eletrénico LM 35
DZ isolado com filme de PVC para diminuir a sensibilidade. Esse sensor foi adaptado a uma
protoboard (placa de ensaio) conectada a um microcontrolador. O microcontrolador utilizado
foi Arduino Leonardo, que controla e monitora as temperaturas utilizando uma linguagem de
programacao padrdo (C/C++). O Arduino Leonardo é executado na plataforma Arduino, que é
gratuita e ndo exige licenga para uso.

Na placa protoboard, foi inserido um capacitor de leve capacitancia que filtra os picos
de leituras naturais do termémetro. Dessa forma foram realizados leituras e registros de tempo
e temperatura durante os experimentos. A Figura 2 ilustra o sistema.

Figura 2.Esquema montado para a realizacdo das leituras de temperatura.

Arduino
Leonardo

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Determinacao da capacidade calorifica do calorimetro

Posteriormente a montagem, determinou-se a capacidade calorifica do calorimetro a
fim de verificar a quantidade de calor trocada no seu interior. Uma massa de 100g de agua
a temperatura ambiente de 28°C foi colocada no interior da garrafa térmica e aguardou-se
cerca de 40 minutos para que o sistema entrasse em equilibrio térmico. Em seguida foram
adicionados mais 100g de agua a 0,8°C e aguardou-se até que o novo equilibrio térmico fosse
atingido. A capacidade calorifica do calorimetro foi determinada pelo principio de conservagao
da energia, em que o balanco estd dado por:

_Qégua = +Qcal (1)

Cpcal (Teq. - Tt) = _Cpégual(Teq. - Tz) - CpéguaZ(Teq. - Ti) (2)

Rearranjando a Equacdo (2):

o Cpégua (Tzl - 2Teq. + le)

- 3
Cpcal (Teq_ _ Tl) ( )

Onde:
Q

Q_, = calor absorvido pelo calorimetro (cal);

= calor fornecido pela dgua (cal);

dgua

Cp = calor especifico do calorimetro (cal/g°C);
Cp .

dgual

Cp .

dgua2

= calor especifico da dgua (cal/g°C);
= calor especifico da agua (cal/g°C);
T, =temperatura de equilibrio (°C);

T. =temperatura inicial (°C).

Para o valor do calor especifico da dgua, foi utilizado o valor para agua pura de 1 cal/g°C
obtido na literatura (SANTOS; ROSA; FERNANDES, 2014).

Avaliacao do calorimetro

Para que o calorimetro fornecesse dados confidveis, apds a determinag¢do de sua
capacidade calorifica determinou-se o calor especifico de trés substancias conhecidas: agua,
alcool etilico e acetona. Para as trés substancias se utilizaram massas de 200g colocadas no
calorimetro a uma temperaturainicial de 20 °C. Em seguida, a tampa do calorimetro foi fechada
e a resisténcia que fornece calor ao sistema foi acionada. As amostras foram aquecidas a uma
taxa constante de 1 °C/s até atingir os respectivos pontos de ebulicdo. O calor especifico foi
determinado através do balanc¢o de energia descrito a seguir para o murici.
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Determinacao do calor especifico do murici

Para a determinacdo do calor especifico do murici foram utilizadas entre 170g a
206g de polpa a 20°C + 1°C. A polpa foi colocada no interior do calorimetro aguardando-
se cerca de cinco minutos para adaptacdo da polpa ao meio. A tampa do calorimetro foi
fechada e em seguida a fonte de energia foi ligada dando inicio ao experimento. Cada
experimento durou em torno de 1h40min e as amostras foram aquecidas a uma taxa
constante de 1 °C/s até que a temperatura no interior do calorimetro fosse igual a 80°C
(temperatura em que a polpa comeca a mudar de fase). O experimento foi repetido para
cada concentragdo.

O calor especifico do murici foi determinado pela lei da conservagao de energia.
Qres = Qcal + Qam. (4)

Onde:

Q,,._¢€ o calor gerado pela corrente que percorre a resisténcia elétrica em determinado
tempo;

tz

Qres = Rf Idt (5)
ty

R = resisténcia elétrica do condutor, em Q;

I = Intensidade da corrente elétrica que percorre o condutor com resisténcia R, em A;

t = tempo em segundos;

Pela lei de Ohn:
IR=V (6)

V = diferenca de potencial elétrico, em volts (V);

2
Qres =—(tz — £1) (7)
res R 2 1
Para o calorimetro:
Q_, = € o calor absorvido pelo calorimetro,
T;

Qcal = Cpcal dT (8)
Ty
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Integrando a equacao (8):
Cpcal(TZ - Tl) (9)
Para a amostra:

Q,,, = € o calor ganho pela amostra na faixa de temperatura, sem atingir a mudanga de
fase (calor sensivel):

Qam. = Cpam.f dT (10)

T

Integrando a equacdo (13):

Qam. = Cpam.(TZ - Tl) (11)

Cp = capacidade calorifica da amostra, a pressdo constante, em cal/°C;
am

Rearranjando a equacdo linear (5):

Qr'es - Qcal = Qam. (12)

Substituindo as equagdes (7), (9) e (11) na equagado (12), tem-se:

V2
?(tZ - tl) - Cpcal(TZ - Tl) = Cpam.(TZ - Tl) (13)
| | — )

|

Y M X

A quantidade de calor absorvida pela amostra é a diferenca entre a energia total
fornecida ao sistema e a absorvida pelo calorimetro. Com esses dados realizou-se uma
regressao linear do calor absorvido pela amostra por unidade de massa (Y) e em funcdo da
diferenca temperatura (X), e o calor especifico é o coeficiente angular da reta (M).

Resultados e discussao

Caracterizacao fisico-quimica do murici

Acaracterizagaodomuricifoirealizada considerando osteoresde umidade, carboidratos,
proteinas, lipideos, cinzas e fibra bruta, conforme apresentado na Tabela 1. Os dados da Tabela
1 mostram que o teor de umidade do murici com 6,67 °Brix foi de 86,72%, sendo esse valor
superior ao encontrado por Silva et al., (2008) que relatam um teor de umidade de 80,64%.
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Tabela 1. Composicdo centesimal dos frutos de murici.

Componentes (g/100g) (%)
Umidade 86,72 £ 2,36
Proteina 0,50 £ 0,02
Fibra bruta 3,94 +0,23
Lipideos 3,00 + 0,06
Cinzas 0,19+0,04
Carboidratos 5,62 +0,30
pH 3,75+ 0,05
Solidos soluveis 6,67 £ 0,03

Fonte: Elaborado pelo autor.

Com relagdo ao teor de lipideos e proteinas, foram encontrados percentuais de 3,0% e
0,50%, respectivamente, sendo o primeiro proximo ao relatado em pesquisa por Guimaraes
(2007) ao analisar murici in natura.

O teor de fibras apresentado pelo murici foi de 3,9%, o Instituto Brasileiro de Geografia
e Estatistica (IBGE, 1996) especifica que para murici o teor de fibra encontrado foi de 2,20%.
O conteudo de cinzas foi de 0,19%, valor inferior ao relatado por Monteiro et al., (2015), para
guem o conteudo de cinzas no murici é de 0,69%.

O valor encontrado para a analise de pH foi de 3,75%. O teor de sélidos soluveis totais
(°Brix) é importante fator de qualidade quanto ao sabor e grau de docura. Menezes et al.,
(2001) afirmaram que desde o ponto de vista comercial é bastante desejavel que o conteldo
médio de sdlidos soluveis totais seja superior a 9%; desse modo, o valor encontrado durante a
realizagdo desta pesquisa esta abaixo do desejavel (6,67%).

Essas variacdes na composicao do fruto de murici podem ser compreendidas se fatores
como variedade, época de colheita e grau de maturacao forem levados em consideracao.

A composicdo centesimal encontrada experimentalmente para o murici é parecida com
a de frutas como ameixa, figo e umbu (TACO, 2011), as quais serdo usadas para posterior
comparacgao do calor especifico do fruto.

Capacidade calorifica do calorimetro

Pela lei da conservacdo da energia, pode-se afirmar que, quando a agua entra em
equilibriotérmicocomocalorimetro,aquantidade de calor cedida peladguaéigualaquantidade
absorvida pelo calorimetro. Portanto, substituindo os valores obtidos experimentalmente na
Equacdo (4), temos:

1 g“é (28 — 2+ 16,3 + 0,8)°C)

((16,3 — 28,3)°C)

Cpcal =

cal

CPeat = 0,3167906

3



CIENCIA E TEGNOLOGIA DE ALIMENTOS:
conceitos e aplicagoes

Validacao do calorimetro

Conhecida a capacidade calorifica do calorimetro, foi possivel validar o método
determinando o calor especifico da dgua utilizando a Equacdo (13). A quantidade de calor
absorvida pela amostra é a diferenca entre a energia total fornecida ao sistema e a absorvida
pelo calorimetro. A Figura 3 mostra a quantidade de calor por unidade de massa de dgua em
funcdo da temperatura.

Figura 3. Quantidade de calor por unidade de massa em fung¢ao da temperatura.

60

50

&
o

Q/m

Q/m (calg)

[ 5%
o

y =1,0584x+2,7619
R2=0,9973

[
o

(=]

0 10 20 30 40 50
Temperatura °C

Fonte: Elaborado pelo autor.

A relacdo Q/m vs. T é descrita por um ajuste linear em que o calor especifico da
agua equivale ao coeficiente angular da reta, 1,058 cal/g°C. O resultado é muito préximo ao
encontrado por Almeida (2012), que encontrou o valor de 1,04 cal/g°C ao determinar o calor
especifico da dgua utilizando o mesmo método descrito neste trabalho, indicando, portanto, a
eficiéncia do método e do sistema desenvolvido.

Com o objetivo de melhorar a confiabilidade dos dados também foram determinados
os calores especificos de duas substancias mais: alcool etilico e acetona. Os resultados para
ambas as substancias sdo apresentados na Tabela 2. Os calculos foram realizados da mesma
forma que para a 4dgua.

Tabela 2. Calor especifico para dlcool etilico e acetona.

Substancias Calor e.speuﬁco Calor.espeaﬁco da Erro (%)
experimental literatura
Acetona 0,58 cal/g°C 0,51 cal/g°C 7
Alcool etilico 0,66 cal/g°C 0,65 cal/g°C 1

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ambos apresentaram valores condizentes com a literatura: 0,51 cal/g°C para acetona e
0,65 cal/g°C para o alcool etilico (SANTOS; ROSA; FERNANDES, 2014). Para o calor especifico da
acetona, encontrou-se um erro experimental de 7 %; e para o calor especifico do alcool etilico,
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foi encontrado um erro experimental de 1%. Com esses percentuais de erro experimental é
possivel observar a eficiéncia do calorimetro.

O calorimetro construido forneceu medidas aproximadas as encontradas na literatura
com erro maximo de 7% nos cdlculos, podendo ser considerado um método eficiente para
liquidos. Neste ponto, o equipamento estd pronto para determinar o calor especifico do murici.

Calor especifico do murici

O calor especifico (Cp) das amostras de murici para as diferentes concentragées de
solidos em funcdo da temperatura estd ilustrado da Figura 4 a Figura 8. Assim como para a
determinacgdo do calor especifico de dgua, acetona e etanol, também foi realizada regressao
linear de (Q/m) vs. T, em que o coeficiente angular da reta corresponde ao calor especifico da
substancia analisada.

Figura 4. Quantidade de calor por unidade de massa em fun¢do da temperatura para o murici
a 6,67°Brix.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 5. Quantidade de calor por unidade de massa em funcao da temperatura para murici a
10°Brix.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 6. Quantidade de calor por unidade de massa em fun¢ao da temperatura para murici a
20°Brix.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Na Figura 4, nota-se que a polpa de murici com a concentracdo natural da fruta ndo
é claramente linear, porém realizou-se um ajuste a fim de determinar o calor especifico da
polpa do murici a 6,67°Brix através do coeficiente angular da regido linear. As medidas foram
tomadas na faixa de 20 a 80°C de temperatura. O valor obtido para a polpa de murici nessa
concentracdo foi de 0,546 cal/g°C. Da Figura 4 é possivel inferir que a partir dos 60 °C de
temperatura hd uma mudanga fisica na estrutura do murici, provavelmente comeca a mudanca
de fase. A partir daqui os préximos experimentos foram realizados em faixas de temperaturas
menores, entre 20 e 60 °C.

O comportamento da quantidade de calor por unidade de massa de polpa de murici em
funcdo da temperatura para a concentracao de 10 °Brix encontra-se na Figura 5. Observando
as informacodes obtidas, é possivel notar que o comportamento nessa concentracdo também
ndo é linearmente bem definido, pois deve ter ocorrido um erro experimental para o qual
sera necessario realizar mais experimentos que indiguem onde o problema. Foi realizado o
ajuste linear e determinou-se o calor especifico com um valor de 0,916 cal/g°C para uma faixa
de temperaturas entre 20 e 40°C. Em relacdo a concentracdo natural da polpa de murici, foi
observado um aumento do calor especifico como aumento da concentragao.

De acordo com a Figura 6, para a concentracdo de 20 °Brix, o comportamento
da quantidade de calor por unidade de massa em fun¢do da temperatura apresentou
comportamento linear, semelhante ao encontrado para os liquidos puros avaliados. O calor
especifico para a concentracdo de 20 °Brix foi de 1,202 cal/g°C para uma faixa de temperatura
de20a60 °C. O calor especifico também sofreu influéncia positiva do aumento da concentracao
de solidos soluveis.

Para a concentracdo de 40 °Brix (Figura 7), o calor especifico foi de 1,087 cal/g°C.
Para essa amostra, observou-se que o valor de calor especifico teve reducdo em relagdo a
concentracao de 20 °Brix para uma faixa de temperatura de 20 a 50°C. Essa Figura 7 apresentou
um comportamento linear bem definido, conforme o esperado pela teoria para uma substancia
liquida pura.
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Figura 7. Quantidade de calor por unidade de massa em funcao da temperatura para murici a
40°Brix.

12000
10000
y =204.38x+ 78,68
3000 R*=0,9976
~
=
E 6000 40 oBl‘iX
E 4000 Linear (40 °Brix)
=4 Linear (40 °Brix)
2000
0
0 20 40 60
1000
Temperatura (°C)

Fonte: Elaborado pelo autor.

Observando a Figura 8, o valor de calor especifico para a concentracdo de 60 °Brix foi
igual a 0,641 cal/g°C para uma faixa de temperatura de 20 a 60°C. Para essa amostra, nota-se
que o calor especifico foi menor que da concentracdo de 40 °Brix. A amostra também obedeceu
a um comportamento linear.

Figura 8. Quantidade de calor por unidade de massa em funcao da temperatura para murici a
60°Brix.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com os resultados obtidos é possivel constatar que o calor especifico sofre variacao
em funcdo da concentracdo de sdlidos soluveis e da variacdo de temperatura. O maximo calor
especifico foi registrado para a amostra com teor de sélidos solluveis de 20°Brix.

E possivel encontrar na literatura muitos outros estudos de determinacdo de
propriedades fisicas com outras frutas que variam, além da temperatura, a concentragdo
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de sdlidos soluveis totais, a composicdo quimica e a textura do material (SOUZA, 2008). A
ameixa, o figo e o umbu sdo frutas de composicdo centesimal semelhante a encontrada para o
murici neste trabalho. O calor especifico encontrado para umbu foi de 0,875 cal/g°C (SOUZA,
2008). Para ameixa e figo os valores de calor especificos foram de 0,88 cal/g°C e 0,92 cal/g°C,
respectivamente (ASHAE, 1981). Esses valores de calores especificos foram determinados para
temperaturas acima do ponto de congelamento, assim como neste trabalho.

A Figura 9 mostra o grafico do calor especifico em fungao da concentracao expressa
como °Brix para todas as amostras. Houve aumento do calor especifico para as concentracdes
até 20°Brix e posteriormente ocorreu decréscimo dos valores de calor especifico para as
maiores concentracdes. Ja que ndo foi encontrada uma tendéncia claramente marcada, pode-
se sugerir que ha erros de experimentagao envolvidos, dado que as diferentes concentragdes
analisadas foram preparadas por adicdo de acucar e é possivel que as amostras nao
estivessem completamente homogéneas no momento de realizar o experimento, podendo
haver aglomerados de sacarose caramelizados na superficie do sensor de temperatura
interferindo nas medidas. Também é possivel que o equipamento desenvolvido seja preciso
unicamente para substancias liquidas e ndo para amostras semissolidas, pois elas ndo sao
completamente homogéneas e o calor fornecido ao sistema pode estar se dissipando com
gradientes de temperaturas radiais que levam a leituras erréneas. Para comprovar essas
teorias, serd necessario realizar experimentos adicionais com outras substancias semissdlidas
ou substituir o sensor de temperaturas por algum outro revestido com material ceramico que
evite incrustagdes na sua superficie.

Figura 9. Calor especifico do murici em relacdo a concentragdo em °Brix.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Resumindo, as medidas foram ajustadas para cada amostra e cada uma apresentou
uma faixa de temperaturas de aplicacdo diferente para que o método funcionasse. Os valores
das concentracgdes de 40 e 60 °Brix podem ter sofrido interferéncia devido a alta aderéncia da
polpa ao sensor de temperatura durante o experimento, o que provocou acumulo do material
e seu enrijecimento, permitindo, assim, leitura equivocada. A eficiéncia do método para meios
liguidos como a 4gua, dlcool etilico e acetona é evidente; no entanto sdo sugeridos mais testes
para meios semissélidos como é o caso do murici.
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Para melhor desempenho do método, pode ser sugerido o desenvolvimento de um
isolamento para o sensor de temperatura e para as resisténcias a fim de evitar que as amostras
analisadas adiram a superficie e as leituras sejam do material incrustado-solidificado e ndao da
polpa em si.

Concluindo, vimos que os resultados da montagem e determinagdo da capacidade
calorifica do calorimetro foram satisfatérios. Foi possivel elaborar e construir um calorimetro
simples com uma garrafa térmica e posteriormente determinar sua capacidade calorifica, a
qual foi utilizada para os demais célculos. O calorimetro foi utilizado para a determinacao de
calor especifico de liquidos conhecidos: dgua, acetona e alcool etilico, obtendo-se valores com
erros inferiores a 7 %.

Para a determinacdo do calor especifico do murici, observou-se que esse fruto
sofre influéncia da concentracdo de sdlidos sollveis e apresenta comportamento variado
frente as diferentes concentracdes. Os valores encontrados para a polpa natural da fruta se
aproximam dos encontrados para frutas como ameixa, figo e umbu. Com relacdo as demais
concentracoes, os valores podem ter sido influenciados pela alta aderéncia do fruto que
pode ter se incrustrado na superficie do sensor de temperatura e das resisténcias causando,
assim, algum tipo de interferéncia nas medidas.
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CONTROLE DE QUALIDADE
E SEGURANCA ALIMENTAR

Capitulo 1: Controle biolégico de
aflatoxinas em amendoim

Mirelle Ribeiro Araujo
Geovanka Marcelle Aguiar Ledo
Juliana Fonseca Moreira da Silva

amendoim (Arachis hypogae L.) é originario da América do Sul, uma planta

dicotiledénea, herbdcea, ramificada, de porte ereto ou rasteiro pertence a

familia Fabacea (Leguminosae), subfamilia Papilonoideae, género Arachis, a
guarta oleaginosa mais cultivada no mundo.

O Brasil colheu em torno de 433,4 toneladas de amendoim em graos, na safra
2016/2017, o que corresponde a um aumento de 6.7% comparado com a safra anterior (SNA,
2017). A regido Sudeste do Brasil é a maior produtora, destacando- se o estado de Sdo Paulo,
que responde por 90% da produgdo nacional. Estima-se que cerca de 80% da produgdo destina-
se a exportagdo para a Europa e o restante para o consumo interno, principalmente na forma
de doces (IBGE, 2016; SNA, 2017).

As aflatoxinas sdo um dos principais problemas associados a producdao de amendoim,
pois podem comprometer a qualidade do grao e depreciam seu valor comercial. Elas sao
metabolitos secunddrios tdxicos produzidos pelos fungos pertencentes ao género Aspergillus,
especialmente por A. flavus, A. parasiticus, e A. nomius (KENSLER et al., 2011). Devido a
natureza altamente téxica das aflatoxinas, sua contaminacdo em produtos alimentares é
rigorosamente controlada com um limite maximo permitido para diferentes alimentos em
todo o mundo. No Brasil, a RDC n°. 07 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria, Anvisa/MS) estabeleceu 20 mg kg- 1 como o limite maximo
permitido para a aflatoxina total (ANVISA, 2011).

Segundo Pereira 2017, micotoxicologia é a area que estuda a producdo de micotoxinas
por fungos filamentosos. Programas de controle e monitoramento sao importantes e devem
ser mantidos tanto para as matérias-primas como para os produtos acabados, visando
a obtencdo de um produto de qualidade, pois varias micotoxinas exercem seus efeitos de
diferentes formas e sua toxicidade varia em fung¢do de suas caracteristicas.
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A contaminacdo de um alimento por parte dos fungos depende de muitos aspectos,
como a atividade de agua, oxigénio, temperatura, tipo de substrato e pressdao osmotica.
A formacdo de micotoxinas pode comecar antes ou depois da colheita e durante o
armazenamento. A identificacdo das micotoxinas e respectiva avaliacdo quantitativa
requer preparag¢ao das amostras, utilizacdo de métodos de extracao e técnicas de andlise
guantitativa (PEREIRA, 2017).

Em climas tropicais e subtropicais, como no Brasil, o desenvolvimento de fungos
produtores de micotoxinas é favorecido, pois hd inimeros alimentos passiveis de contaminacao,
principalmente graos amplamente utilizados na fabricacao de ragcGes para diversas espécies
animais (OSWALD 2018; MINAFRA, et al., 2018).

Os que apresentam maior risco de contaminacdo por fungos sdo o amendoim, o milho
e sementes de algoddo. No Brasil, a maior incidéncia de contaminacdo tem sido descrita em
milho e amendoim em grdos, alimentos destinados ao consumo humano e a outros animais
(IMMAMURA et al., 2014).

A intoxicacdo por aflatoxinas é conhecida como aflatoxicose e pode ser aguda ou
cronica. A sindrome toxica aguda caracteriza-se por perda de apetite, febre baixa, depressao,
hepatite aguda, ictericia, hemorragias e necrose; ja a aflatoxicose crénica em seres humanos
esta associada ao carcinoma hepatocelular, efeito causado pela ingestdo de baixas doses de
aflatoxinas por um periodo prolongado (PRADO, 2014).

As aflatoxinas sao metabdlitos extremamente téxicos e entre eles a aflatoxina B1 é
considerado o mais téxico, classificado pela International Agency for Research on Cancer (IARC,
1993) como pertencente a classe 1, composto carcinogénico responsavel pela aflatoxicose
cronica. (FUNG, 2016).

Como ¢é alarmante a preocupacdao relacionada a contaminacdo com aflatoxina,
principalmente para amendoim brasileiro, novos estudos colaboram para a avaliacdao de
métodos confidveis para a deteccdo dessa contaminacdo (MARTINS et al., 2017).

O género Aspergillus sp. é patégeno de plantas que infectam culturas agricolas (milho,
algodao, amendoim e nozes) e produtor de aflatoxinas (YU E CLEVELAND, 2004; KENSLER
et al., 2011). A toxina é considerada potencial ameaca bioldgica pela OMS e também é um
conhecido agente cancerigeno. A espécie de A. parasiticus é predominante na América do Sul
e produtor das principais aflatoxinas (GREAVES, et al., 2010).

A contaminacdo de alimentos por essa micotoxina é uma preocupac¢ao mundial tendo
em vista suas propriedades toxicoldgicas. Existem mais de 20 aflatoxinas conhecidas, porém as
quatro principais sdo AFB1, AFB2, AFG1 e AFG2, sendo a AFB1 a de maior importancia por sua
atividade carcinogénica (DOMINGUES, 2015) e comumente identificada a partir de amostras
de amendoim (PITT E HOCKING, 2009).

As aflatoxinas foram identificadas pela primeira vez como o agente causador de uma
doenca aguda e fatal em perus, chamada Doenga X dos Perus. Um surto dessa doenga ocorreu
na Inglaterra em 1960 e afetou mais de 100 mil aves que foram alimentadas com farinha de
amendoim proveniente do Brasil (HASCHEK; KENNETH, 2013).

Temperatura elevada e estresse hidrico sdo os fatores predominantes que condicionam
a suscetibilidade do amendoim a contaminacdo por aflatoxinas. (PAYNE, 2016). Diante
disso, os fungos produzem durante a esporulagdao micotoxinas e contaminam os alimentos e
consequentemente os animais que os consomem (MARTINS et al., 2017).
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Métodos de controle

O controle bioldgico consiste no uso de organismos vivos para o manejo de pragas e
doencgas em populacgdo especifica. O foco do controle bioldgico é controlar as enfermidades no
campo, sejam doencas, pragas ou insetos vetores, baseando-se no estudo da relacdo entre os
seres vivos no meio ambiente. Esses inimigos naturais sdo originados de varios tipos de seres,
como insetos predadores e parasitoides, microrganismos como fungos, virus e bactérias,
especificos para determinadas enfermidades. O uso desse tipo de controle se torna aliado
do ser humano, pois contribui para a melhoria da qualidade do produto agricola e ndo deixa
residuos nos alimentos, além de ser inofensivo ao meio ambiente (EMBRAPA, 2008).

Controle a base de microrganismos

Probidticos

O termo probidtico origina-se do grego e significa “para a vida”; embora essa defini¢do
tenha origem nos anos 1990, o interesse por microrganismos potencialmente benéficos a
saude é de tempos antigos. A expressao probiodtico foi inicialmente utilizada por Lilly e Stillwell,
em 1965, e vem ganhando muitas denominacdes conceituais, no entanto a definicdo aceita é
que os “Probidticos sdo microrganismos vivos que, se consumidos de maneira correta, trazem
beneficios a satide do consumidor” (RAIZEL et al., 2011).

Osprobidticos possuem varios mecanismos de acdo descritos, porexemplo, antagonismo
pela producdao de substancias que inibem o crescimento ou eliminam o microrganismo
patogénico, inibicdo da producdo ou da acdo de toxinas microbianas, competicdo por sitio
de adesdo ou fonte nutricional, imunomodula¢do do hospedeiro, que a resisténcia a infeccao
com o microrganismo patogénico, entre outros (CHONG, 2014; AMBALAM et al., 2016).

Os microrganismos mais comumente utilizados como probidticos sdao bactérias e
leveduras, mas diferenciam-se nos mecanismos de acdo, metabolismo e resisténcia aos
antibiéticos (NOGUEIRA; GONCALVES, 2011). Basicamente, um género de levedura e quatro
géneros bacterianos sdo a base para a maioria dos probidticos: Saccharomyces (levedura),
Lactobacillus, Bifidobacterium, Enterococcus e Escherichia (bactérias) (MORAIS; JACOB, 2006).

Silva et al (2015a) conseguiram reduzir significativamente a esporulacdo e a producdo
de micotoxinas do Aspergillus parasiticus utilizando microrganismos probidticos.

Gerbaldo et al. 2012 avaliaram as atividades antifungicas e a redugdo da aflatoxina B1
promovida por duas espécies de Lactobacillus em Aspergillus aflatoxigénicos, sugerindo que
o0s mecanismos de acdo pudessem ser explicados pela degradacao da aflatoxina por enzimas
produzidas pelos Lactobacillus, por competi¢cdo por nutrientes e espaco ou pela absorcdo de
aflatoxina na parede celular dos Lactobacillus.

Estudo realizado em condicGes laboratoriais por Prado et al. (2011) permitiu verificar a
eficiéncia da levedura S. cerevisiae em reduzir a produgao de aflatoxinas.

Sendo assim, esta revisdao propde uma nova aplicacdo desses microrganismos que,
além da atividade probidtica, poderao ser utilizados como agentes de controle da producdo
de aflatoxinas. Esses microrganismos sdao encontrados comercialmente na forma liofilizada, o
que facilitaria seu uso no controle das micotoxinas.
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Microrganismos endofiticos

Os microrganismos endofiticos incluem principalmente fungos e bactérias que vivem
no interior das plantas, habitando de modo geral suas partes aéreas, como folhas e caules,
sem causar aparentemente nenhum dano a seus hospedeiros (AZEVEDO, 1998; PEIXOTO
NETO, et al 2002; PEIXOTO NETO, et al 2004; ASSUMPCAO et al., 2009). Isso os diferencia dos
microrganismos fitopatogénicos, que sdo prejudiciais as plantas e causam-lhes doengas. Eles
sdo também distintos dos microrganismos epifiticos, que vivem na superficie dos drgdos e
tecidos vegetais (AZEVEDO, 1998; SOUZA et al., 2004).

Microrganismos endofiticos possuem funcdes importantes para seus hospedeiros, pois
apresentam intera¢des simbidticas com o mesmo e sdo capazes de proteger as plantas do
ataque de insetos, de doencas e do ataque de mamiferos herbivoros por meio da producdo de
toxinas (AZEVEDO, 1998; AZEVEDO, 1999; AZEVEDO et al., 2000; PEIXOTO NETO; et al. 2002).

Os microrganismos endofiticos produzem metabdlitos secunddrios que possuem
atividade bioldgica similar a atribuida a planta que colonizam (ROSA, 2003; PINTO et al., 2011).
Sao conhecidos por produzirem substancias de grande relevancia, capazes de inibir ou matar
uma variedade de agentes causadores de doengas (DEMAIN, 1999). Essas substancias podem
ser altamente tdxicas, como as micotoxinas, ou bastante Uteis, por serem utilizadas como
farmacos para tratamento de varias patologias.

Soares et al. (2015) utilizaram fungos endofiticos associados a Costus spiralis produtores
de compostos volateis com atividade antimicrobiana para avaliar seu potencial contra as
bactérias de importancia médica Streptococcus pneumoniae e Klebsiella pneumoniae, que sao
as causas mais comuns de pneumonia bacteriana.

Em 2012, Pimenta et al. obtiveram resultados contra o patégeno M. fructicola e C.
gloeosporioides trabalhando com fungos endofiticos isolados de ameixa e descrevendo o
efeito de compostos volateis e difusiveis sobre esses fitopatdgenos.

Santos e Varavallo (2011) apresentaram um panorama sobre potenciais aplicagdes
de microrganismos endofiticos na agricultura e na producdo de substancias de interesse
econdmico em que mostram que o taxol € um poderoso anticancerigeno e que pode ser obtido
de diferentes géneros de fungos endofiticos.

Estratégias que permitam a utilizacdo de metabdlitos secundarios produzidos por
microrganismos endofiticos nas sementes ou plantulas de amendoim talvez possam atuar
como forma de prevencao da infec¢ao do amendoim com os fungos micotoxigénicos.

Controle a base de substancias “"GRAS"

Quitosana

A quitosana é um polimero linear que pode ser obtido pela desacetilacdo parcial da
quitina, que é composta por cadeias de polissacarideos de glucosamina e N-acetilglucosamina
e possui grupos amino livres que podem interagir com outras moléculas bioldgicas. A
quitosana é um polimero catiénico sensivel ao pH e pode ser moldado em varias formas,
incluindo granulos, hidrogéis, nanofibras ou nanoparticulas. Como hidrogel, a quitosana
tem propriedades superiores de absorcdo de dgua, o que a torna valiosa como hidratante. A
quitosana tem grande valor na cicatrizacao de feridas, pois é excelente material formador de
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filme naturalmente bioadesivo. Além disso, a quitosana tem efeito antioxidante e de inibicao
da metaloproteinase. Outro atributo é sua ampla atividade antimicrobiana que inclui bactérias,
fungos e leveduras (DRAELOS, 2016).

Na industria alimenticia, a quitosana oferece amplo espectro de aplicacdo, pois as
maiores perdas sao provenientes de contaminagdes microbioldgicas. A quitosana tem sido
descrita como potencial conservante de alimentos principalmente devido a sua atividade
antimicrobiana contra grande variedade de fungos filamentosos, leveduras e bactérias (FAI et
al., 2008; SILVA et al., 2015b).

Os mecanismos de atividade antimicrobiana da quitosana ndo foram ainda bem
elucidados e ha varias hipdteses sobre eles. A mais provavel é a mudanca na permeabilidade
celular devido ainteragcGes entre cargas positivas das moléculas de quitosana e cargas negativas
das membranas das células microbianas. Essa interacdo leva a quebra de constituintes proteicos
e outros componentes intracelulares (FAI et al., 2008; SILVA et al., 2015b).

Osmaioresproblemasrelacionadosaperdasem pds-colheitadealimentosdizemrespeito
a degradacdo por fitopatdgenos, alteracdo fisioldgica e injurias fisicas. Um tratamento que
pode ampliar o tempo de armazenamento desses produtos é a aplicacdo de filmes comestiveis
na superficie, seguido de armazenamento a baixa temperatura. Os filmes representam uma
barreira para reduzir os processos de respiracdo e transpiracdo pela superficie do vegetal.
Com isso dificultam o crescimento microbiano, mudancas de cor e outras caracteristicas de
interesse (SEBASTIEN et al., 2006).

A utilizacdo de quitosana associada ao acido acético para a formagdo de um biofilme
comestivel utilizada em massa de pizza foi capaz de reduzir o crescimento de fungos como
Alternaria sp., Penicillium sp. e Cladosporium sp., aumentando dessa maneira sua vida de
prateleira (RODRIGUEZ et al., 2003).

Em 2015, Silva et al desenvolveram um biofilme de quitosana, aplicaram-no em
amendoim e obtiveram reducdo na concentracao de esporos e aflatoxinas produzidas pelo A.
parasiticus.

Anecessidade deimpedira producdo de aflatoxinas em alimentos tornou-se importante,
especialmente para graos como o amendoim, e considerando as caracteristicas da quitosana,
como biocompatibilidade, maleabilidade, biodegradabilidade e perfil atéxico, conferem a essa
substancia grande perspectiva de utilizacdao no controle de fungos aflatoxigénicos.
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Capitulo 2: Controle biolégico integrado de
penicilium roqueforti em queijo parmesao

Xu Yinsheng;

Eskdlath Morganna Silva Ferreira;
Raul da Conceigdo Alves da Silva,

Valdir Francisco Odorizzi;

Raphael Sanzio Pimenta,

Juliana Fonseca Moreira da Silva.

Penicillium roqueforti é um fungo empregado durante o processo de maturacao
de alguns queijos, como Roqueforti, Danish Blue e Gorgonzola (FONTAINE et al. 2015). No
entanto, também é um agente deteriorante bastante comum em matérias-primas e em
alimentos processados. Sua alta atividade proteolitica o identifica como o principal problema
em armazenamento de queijos, podendo alterar sua textura e propriedades organolépticas,
principalmente sobre queijos maturados semiduros, como o Parmesao, Jarlsberg e outros
(KURE et al.,2014; BODEGA et al., 2009). Algumas cepas de P. roqueforti podem durante
seu desenvolvimento produzir micotoxinas, como roquefortine C e acido micofendlico, com
atividades neurotodxicas e mutagénicas, respectivamente (HYMERY et al., 2014).

A contaminacdo de queijos por P. roqueforti pode ocorrer nas fases de producao,
maturacdo e/ou armazenamento (ROPARS et al., 2015), pois seus esporos podem estar
presentes na circulacdo do ar, na superficie de equipamentos e outros locais (KURE et al.,
2004). Para minimizar essa contaminacdo, as industrias podem utilizar métodos de controle,
como a aplicacdo de anadlise de perigos e pontos criticos de controle durante o processo de
fabricacdo, além de tratamentos fisicos, térmicos e quimicos (LAY et al., 2016). O controle
bioldgico realizado por microrganismos como as bactérias e leveduras tem se destacado como
alternativa eficaz, prolongando a vida util desses produtos (PARAFATI et al. 2015; PRICE et
al., 2014). Algumas leveduras, como Debaryomyces hansenii e Yarrowia lipolytica, ja foram
utilizadas para reduzir o crescimento de P. roqueforti em queijo, sendo que a D. hansenii
conseguiu uma reducao de 50% em comparagdo com o controle e a Y. lipolytica conseguiu
impedir a formacdo de esporos (LIU; TSAO, 2009; PRICE et al., 2014) e, segundo o FDA, algumas
leveduras sdo consideradas seguras para o consumo humano, além de ter vasta utilizacdo nas
industrias quimicas, alimenticias, farmacéuticas e nutracéuticas (SWINNEN et al., 2016).

O controle biolégico pode ainda ser potencializado pela consorciacdo dos agentes
biolégicos com o emprego de substancia GRAS, compostos quimicos considerados como
aditivos alimentares seguros para o consumo humano e que podem possuir efeitos
antimicrobianos (GENG et al.,2012; PALOU et al., 2016). O bicarbonato de sédio, benzoato
de sddio e cloreto de cdlcio possuem efeitos antifungicos, pois tém a capacidade de reduzir
a germinacao de esporos (GENG et al., 2011; YU et al., 2012; HERRERO eta al., 2016).

Considerando o interesse na aplicacdo do controle biolégico para a reducdao do
crescimento desse fungo deteriorante em queijo parmesao, este estudo teve como objetivo
avaliar in vitro e no produto final a atividade de quatro isolados de S. cerevisiae e S. boulardii
no controle de Penicillium roqueforti, além de testar substancias GRAS na inibicdo do
crescimento fungico.
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Materiais e método

Obtencao dos microrganismos

O fungo filamentoso P. roqueforti (PV L 049) foi cedido pelo Laboratério de Laticinios
da Universidade Federal de Goias. As leveduras S. cerevisiae linhagem YEF 186, UFT 5962, UFT
5976 e UFT 5992 foram obtidas da cole¢do de cultura Carlos Augusto Rosa do Laboratério de
Microbiologia Geral e Aplicada da Universidade Federal do Tocantins e a S. boulardii foi obtida
a partir da Colegao de Cultura do Laboratério de Ecologia e Fisiologia de Microrganismos, do
Instituro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais.

Reativacao do Penicillium roqueforti e preparo do in6culo

A reativacdo dos esporos liofilizados da linhagem de P. roqueforti foi realizada
primeiramente em um erlenmeyer contendo 30 mL de caldo Batata Dextrose (extrato de batata
4%, glicose 20%) inoculado por sete dias a 25°C sobre agitagdo a 100 rpm. A concentragdo dos
esporos foi estimada através de Camara de Neubauer e ajustada para a concentracdo de 2x10°
esporos/mL (SILVA et al., 2015).

Reativacao das leveduras e preparo dos inéculos

As linhagens de leveduras S. cerevisiae e S. boulardii foram reativadas em placa de Petri
contendo meio YMA (glicose 1%, peptona 0,5%, extrato de malte 0,3%, agar 2%, extrato de
levedura 0,3% e cloranfenicol 200 mg/L) por 48h a 25°C. A concentragdo celular foi estimada
através de Camara de Neubauer e ajustada para a concentracdo de 2x108 células/mL em 10 mL
de solucdo salina a 0,85% (SILVA et al., 2015).

Verificacao da inibicao do crescimento do P. roqueforti pelas leveduras

Foram inoculados 10 pl da solugdo com as leveduras na concentragdo de 2x102 células/
mL no centro da placa de Petri contendo meio YMA por 48h a 25°C. Apds esse periodo o
experimento in vitro foi dividido em: tratamento 1: (leveduras vidveis) e tratamento 2: (levedura
inativada por vapor de cloroférmio por 30 min.), de acordo com a metodologia proposta por
Silva et al.(2015). Todos os tratamentos foram realizados em triplicata e comparados com
controle positivo.

Verificacao da reducao e alteracdoes morfolégicas dos esporos de
P. roqueforti pelas leveduras antagonicas

Apds a verificacao da inibicdo do crescimento do patdgeno foi realizada a contagem dos
esporos produzidos pelos tratamentos 1 e 2.

O numero de esporos foi determinado através de Camara de Neubauer. O experimento
foi realizado em triplicata e as imagens capturadas por microscopio éptico (Modelo 0500
Inverter, Opticam) (SILVA et al.,2015).
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Avaliacao da inibicao do crescimento do Penicillium roqueforti por
substancias GRAS

As substancias GRAS utilizadas para o teste de sensibilidade foram bicarbonato de sddio,
carbonato de sddio, carbonato de cilcio, cloreto de calcio e cloreto de potassio, selecionadas
a partir das listas disponiveis pela FAO/FDA. Os meios de culturas foram elaborados a partir
de YMA acrescidos de 1, 3 e 5% das substancias anteriormente citadas; exceto cloreto de
potassio, que foi adicionado nas concentrac¢des de 0,1, 0,5 e 1,0%, todas as concentracdes
utilizadas estavam de acordo com as recomendacdes da FAO/FDA.

Os halos de inibicao foram medidos com auxilio de um paquimetro digital (mm) apds 3,
5 e 7 dias de crescimento. Todas as analises foram realizadas em triplicata e comparadas com
o controle positivo (FERREIRA et al., 2015).

Verificacao da resisténcia das leveduras a substancia GRAS

Para a realizacdao do teste de resisténcia das leveduras as substancias GRAS, foram
preparados erlenmeyer contendo caldo GYMP (1% extrato de levedura; 0,5% peptona; 1%
glicose; 0,02% fosfato de sédio monobasico) e adicionada concentragao de 1%, 3% e 5% de
bicarbonato de sédio ao meio de cultura. Apds a inoculagdo foi realizado o plaqueamento
das leveduras para a contagem populacional através de equipamento Eddy Jet Spiral plater
(IUL, INSTRUMENTS) e a contagem do numero de col6nias através de equipamento Flash & gol
(UL, INSTRUMENTS); os resultados foram expressos em log (UFC/g).

As anadlises do crescimento das leveduras foram realizadas a cada dois dias por um
periodo de 40 dias. Apds esse periodo as analises foram realizadas a cada 10 dias (FERREIRA
et.al.,2015).

Ensaio de controle biolégico

Teste de controle biolégico

Para realizacdo dos testes de controle biolégico com as leveduras em queijos tipo
parmesdo, foram adquiridas 30 pecas de queijo no comércio local de Palmas/TO, na forma
fracionada e com formato triangular, de forma similar a utilizada para venda.

Os queijos foram inoculados com as leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S.
cerevisiae UFT 5992 através da imersdo em salina (0,85%) contendo 2x108 células/mL de cada
levedura durante o periodo de cinco minutos. O experimento foi dividido em: tratamento 1-
controle negativo (apenas a levedura S. boulardii) ; tratamento 2 - controle negativo (apenas
a levedura S. cerevisiae YEF 186) ; tratamento 3 - controle negativo (apenas a levedura S.
cerevisiae UFT 5992) ; tratamento 4 - (S. boulardii + P. roqueforti) ; tratamento 5 - (S. cerevisiae
YEF 186 + P. roqueforti) ; tratamento 6 - (S. cerevisiae UFT 5992+ P. roqueforti) ; tratamento 7
- controle positivo (apenas o fungo deteriorante). Todos os tratamentos foram incubados a 12
°C por até 13 dias. Para avaliar a area de contaminacdo do queijo nos tratamentos foi utilizado
o programa QUANT v.1.0.1 (VALE et al., 2003; SILVA et al., 2015). Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.
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Teste de controle biolégico integrado

Trinta amostras de queijo foram inoculadas com as leveduras S. boulardii e S. cerevisiae
UFT 5992 através de imersdao em uma solucdo de bicarbonato de sddio (BS) na concentracao
de 1% contendo 2x10® células/mL de cada levedura durante cinco minutos. O experimento
foi dividido em : tratamento 8 - controle negativo (BS + S. boulardii) ; tratamento 9 - (BS + S.
cerevisiae UFT 5992) ; tratamento 10 - controle negativo (apenas a levedura S. boulardii) ;
tratamento 11 - controle negativo (apenas a levedura S. cerevisiae UFT 5992) ; tratamento 12 -
(S. boulardii + BS + P. roqueforti) ; tratamento 13 - (S. cerevisiae UFT 5992 + BS + P. roqueforti) ;
tratamento 14 - controle negativo (apenas o BS) ; tratamento 15 - controle positivo (apenas
P. roqueforti). Todos os tratamentos foram incubados a 12°C por até 21 dias e realizados em
triplicata (SILVA et al., 2015).

Avaliacao da severidade da contaminacao de P. roqueforti
em queijo parmesao

A severidade da contaminacdo de P. roqueforti em queijo tipo parmesao foi avaliada
através do calculo das médias das areas (mm?) de crescimento do fungo obtidas pelo programa
QUANTVv.1.0.1. (VALE et. al., 2003). Para tanto, foram analisadas as imagens da parte superficial
dos queijos de todos os tratamentos citados anteriormente.

Para o cdlculo da severidade, foi inicialmente definida uma drea média triangular (35
mm de comprimento e 8 mm de altura) a partir das imagens obtidas dos queijos tratados e
posteriormente calculada a porcentagem de contaminacdo pelo programa. A porcentagem de
reducdo de severidade (RS) foi calculada através da equacdo (ASSIS et al., 1999).

RS % = RSc — RSt x 100
RSc

Onde: RScadreado controle positivo (somente com fungo) e RSt a drea dos tratamentos.

Dinamica populacional das leveduras em queijo parmesao

A dindmica populacional das leveduras na superficie dos queijos foi analisada pelo
periodo de 60 dias. Foram retirados pequenos pedacos de queijo de cerca de 1cm? e colocados
em tubos contendo 9 mL de dgua destilada. Apds homogeneizacdo a solucdo foi plaqueada
pelo equipamento Eddy Jet Spiral plater nas placas de Petri contendo meio YMA e incubada a
temperatura de 25 °C por 48h. Apds esse periodo foi contado o numero de col6nias através do
equipamento Flash & gol (SILVA et al., 2015).

Analises estatisticas

Os dados relacionados a reducdo da producdo de esporos e inibicdo do crescimento
do deteriorante foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando-se o programa
estatistico ASSISTAT 7.7. Para testar a inibicao do fungo pelo P. roqueforti, foi utilizado o teste
de Shapiro-Wilk a fim de verificar a normalidade da distribuicdo dos dados. Posteriormente foi
utilizado o teste Scott-Knott utilizando-se o programa estatistico ASSISTAT 7.7.
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Resultados e discussao

Os resultados dos experimentos de inibicdo do crescimento do deteriorante in vitro
do tratamento 1 (leveduras vidveis) ndo demonstraram diferengas significativas quando
comparadas com o controle positivo, porém, quando comparamos a coloracdo do crescimento
do controle positivo (apenas o P. roqueforti), podemos observar que no tratamento 1 a coloragao
foi mais clara sugerindo menor esporulacdo do deteriorante (Figura 1). SupGem-se que ocorreu
uma competicdo por espaco entre a levedura e o deteriorante. No tratamento 2 (leveduras
inativadas com vapores de cloroférmio), ndo foi observada diferenca significativa em relacdo a
coloragao quando comparadas ao controle positivo (Figura 2). Estudos prévios realizados por
Silva et al. (2015) verificaram essas mesmas alteracdes produzidas pelas leveduras S. boulardii
e S. cerevisiae (UFMG 905) durante o crescimento do Aspergillus parasiticus, corroborando os
resultados apresentados neste trabalho. A andlise das estruturas morfoldgicas dos esporos do
P. roqueforti nos dois tratamentos ndo evidenciou alteragdes (Figuras 3 e 4).

Figura 1. Aspecto de placas contendo meio YMA inoculadas com P. roqueforti e leveduras
antagonistas vidveis apds sete dias de incubagdo. (A) Controle positivo; (B) S. cerevisiae UFT
5962 x P. roqueforti; (C) S. cerevisiae UFT 5992 x P. roqueforti; (D) S. boulardii x P. roqueforti; (E)
S. cerevisiae YEF 186 x P. roqueforti; (F) S. cerevisiae UFT 5976 x P. roqueforti.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 2. Aspecto de placas contendo meio YMA inoculadas com P. roqueforti e leveduras
antagonistas inativadas por vapor de cloroférmio apds sete dias de incubagao. (A) Controle positivo;
(B) S. cerevisiae UFT 5962 x P. roqueforti; (C) S. cerevisiae UFT 5992 x P. roqueforti; (D) S. boulardii x
P. roqueforti; (E) S. cerevisiae YEF 186 x P. roqueforti; (F) S. cerevisiae UFT 5976 x P. roqueforti.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 3. Esporos de Penicillium roqueforti recuperados da solucdo contendo as leveduras
antagonistas vidveis. (A) Controle positivo; (B) S. cerevisiae YEF 186 x P. roqueforti; (C) S.
cerevisiae UFT 5962 x P. roqueforti; (D) S. boulardii x P. roqueforti; (E) S. cerevisiae UFT 5992 x
P. roqueforti; (F) S. cerevisiae UFT 5976 x P. roqueforti.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 4. Esporos de Penicillium roqueforti recuperados da solu¢dao contendo as leveduras
antagonistas inativas. (A) Controle positivo; (B) S. cerevisiae YEF 186 x P. roqueforti; (C) S.
cerevisiae UFT 5962 x P. roqueforti; (D) S. boulardii x P. roqueforti; (E) S. cerevisiae UFT 5992 x
P. roqueforti; (F) S. cerevisiae UFT 5976 x P. roqueforti.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao analisar os dados estatisticos através de ANOVA apresentados na Tabela 1, observamos
reducdo significativa na concentracdo de esporos. As leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF186
e S. cerevisiae UFT 5992 foram selecionadas para o teste de resisténcia a substancia GRAS devido
a capacidade de reducdo acima de 80%, da producdo de esporos do P. roqueforti.

Tabela 1. Porcentagem de reducdo de esporos do P. roqueforti pelas leveduras antagOnicas
viaveis e inativas.
MO VIAVEIS
Média
(esporos/mL)

MO INATIVAS
Média
(esporos/mL)

Tratamentos Redugao de

esporos (%)

Redugao de
esporos (%)

Controle P. roqueforti 26,2 ° - 26,22 -

S. cerevisiae YEF186 5,0¢ 80,9 58c¢ 77,7
S. boulardii 3,1¢ 88,2 15,2° 41,9
S. cerevisiae UFT 5962 5,9¢ 77,3 12,3° 53,2
S. cerevisiae UFT 5976 5,61 78,8 11,3° 57,0
S. cerevisiae UFT 5992 2,1¢ 92,0 13,4° 48,7

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01)
*Médias seguidas de letras minusculas demonstram diferencas estatisticas em relacdo ao controle
positivo (letra a) pelo teste de Scott-knott (p< 0,05).
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Yao et al. (2004) e Silva et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes. Yao et al. (2004)
utilizaram leveduras antagobnicas Cryptococcus laurentii e Trichosporon pullulans para testar a
capacidade de inibi¢dao do crescimento de Penicillium expansum e conseguiram reduzir 59,5 e 72,1%
a producdo de esporos em relacdo ao controle; ja Silva et al. (2015) utilizaram as leveduras S. boulardii
e S. cerevisiae (UFMG 905) para verificar a capacidade antiflingica sobre a producdo de esporos de
Aspergillus parasiticus e obtiveram reducdo de 24,9% e 22,6% em comparacdo ao controle.

O P. roqueforti foi submetido ao teste de sensibilidade a substancias GRAS (bicarbonato
de sddio, carbonato de sddio, carbonato de calcio, cloreto de potdssio e cloreto de célcio) e os
dados mostraram que o bicarbonato de sédio e o carbonato de sédio conseguiram inibir 100%
do crescimento do P. roqueforti nas concentragdes de 1%, 3% e 5% (Figuras 5 e 6). As outras
substancias GRAS utilizadas ndo apresentaram reducgao satisfatdria.

Figura 5. Efeito das diferentes substancias GRAS em diferentes concentra¢des sobre o
crescimento de P. roqueforti apds sete dias de incubagao a 25°C. Médias seguidas de letras
distintas nas barras diferem entre si pelo teste de Scott-knott (p< 0,05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 6. Crescimento micelial do P. roqueforti. (A) = controle positivo. (B) = carbonato de
calcio. (C) = carbonato de sddio. (D) = bicarbonato de sédio. (E) = cloreto de potdssio. (F) =
cloreto de calcio.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Youssef et al. (2012) e Ferreira et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes quando
utilizaram o bicarbonato de sddio para o controle do Penicillium digitatum e P. italicum e
Colletotrichum gloeosporioides, respectivamente. A capacidade de inibicdo do bicarbonato de
sodio pode estar relacionada a alteracdo do pH do meio, afetando assim a atividade enzimatica
de fungos (FALLANAJ et al., 2016). Segundo Lai et al. (2015), a utilizacdo desse sal pode ainda
alterar a transferéncia de prétons através da membrana plasmatica, promovendo a reducdo
do crescimento micelial.

Tanto o bicarbonato de sddio quanto o carbonato de sédio mostraram eficiéncia no
controle do crescimento P. roqueforti; ambos foram eficazes em todas as concentragdes
utilizadas no estudo, inclusive na menor concentracdo testada (1%). Devido a sua utilizacdo
em produtos alimenticios, o bicarbonato de sdédio pode ser boa alternativa para o controle de
P. roqueforti, pois ndo altera o sabor e textura do produto final. E uma estratégia ja estudada
para aumentar o tempo de prateleira de frutas. Além de ser facilmente encontrado no
mercado, é mais acessivel quando comparado a outras substancias GRAS, por esses motivos
foi selecionado para a realizagdo do teste de resisténcia com as leveduras antagonistas (LAl et
al., 2015; BRU et al., 2013; FALLANAIJ et al., 2016).

O teste de resisténcia das leveduras S. cerevisiae YEF 186, S. boulardii e S. cerevisiae
UFT 5992 in vitro em diferentes concentracdes de bicarbonato de sédio demonstrou que a
levedura S. cerevisiae YEF 186 conseguiu sobreviver somente por oito dias nas concentragdes
de 1 e 3% de bicarbonato de sédio e na concentragdao de 5% permaneceu viavel durante seis
dias (Figura 7). S. boulardii sobreviveu durante 60 dias na concentracdo de 1% de bicarbonato
de sddio, e nas concentragbes de 3 e 5% permaneceu viavel durante 40 dias (Figura 8). Esse
resultado também foi obtido pela levedura S. cerevisiae UFT 5992 (Figura 9).

Figura 7. Efeito de diferentes concentracdes de bicarbonato de sddio (BS) no crescimento do
S. cerevisiae YEF 186 in vitro.
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Figura 8. Efeito de diferentes concentracdes de bicarbonato de sddio (BS) no crescimento do
S. boulardii in vitro.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 9. Efeito de diferentes concentra¢des de bicarbonato de sddio (BS) no crescimento do
S. cerevisiae UFT 5992 in vitro
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Utilizando a mesma metodologia para testar a capacidade de sobrevivéncia da levedura
UFT 5852 no caldo GYMP contendo bicarbonato de sddio, Ferreira et al. (2015) obtiveram
resultados semelhantes aos obtidos pela levedura S. cerevisiae YEF 186, conseguindo
sobreviver por apenas sete dias em concentragdes de 1, 3 e 5% de bicarbonato de sddio.
Pimenta et al. (2010) utilizaram a levedura antagbnica Saccharomycopsis crataegensis em
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testes in vitro e conseguiram nos sete dias analisados manter concentracao celular igual a
inicial nas concentracoes de 1%, 2% e 5% de bicarbonato de sddio. As leveduras S. boulardii e
S. cerevisiae UFT 5992 utilizadas neste estudo demonstraram resisténcia a essa substancia nas
diferentes concentracdes, pois permaneceram vidveis na mesma concentracao celular durante
40 dias. Devido a isso, essas duas espécies foram selecionadas para a realizagdo dos ensaios de
controle biolégico integrado com BS.

No teste de controle biolégico no queijo tipo parmesao, no tratamento 7 (controle
positivo), foi detectado crescimento da col6nia de P. roqueforti apds o quinto dia de incubacdo,
e nos tratamentos 4, 5 e 6, com as levedura S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae
UFT 5992, o aparecimento da coldnia tipica foi observado a partir do sétimo dia, o que
demonstra que as leveduras apresentaram capacidade inibitéria, pois conseguiram reduzir o
desenvolvimento do fungo por dois dias (Figura 10).

Figura 10. Pecas de queijo parmesao inoculadas com os esporos de P. roqueforti apds sete dias
de incubacdo. (A) Controle positivo; (B) S. boulardii+ P. roqueforti; (C) S. cerevisiae UFT 5992 +
P. roqueforti; (D) S. cerevisiae YEF 186 + P. roqueforti.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds o aparecimento das col6nias iniciou-se a determinacdao das areas de
contaminacdo na parte superficial do queijo e os dados das médias das areas obtidas foram
submetidos a andlise estatistica. Porém, devido a falta de normalidade dos dados detectada
pelo teste de Shapiro-Wilk, foi necessaria a transformacdo para log X e posterior avaliacdo
estatistica através do teste de Scott-Knott, que divide as severidades em grupos e demonstra
se esses grupos dos tratamentos com leveduras apresentaram diferenca estatistica em
relacao ao controle positivo.

O teste de Shapiro-Wilk associado ao Scott-Knott dividiu os resultados em dois grupos,
sendo o controle positivo (Grupo a) e as leveduras antagonicas representadas no Grupo b.
Nesse processo, as leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 (Grupo
b) foram avaliadas somente por 13 dias e apresentaram-se estatisticamente diferentes do
controle, o que pode ser observado na Figura 11. As leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF
186 e S. cerevisiae UFT 5992 conseguiram no 13° dia redugao de severidade da contaminacgao
desse fungo em 9,9%, 17,5% e 15% (Figura 12).
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Figura 11. Area contaminada por P. roqueforti em queijo tipo parmesdo controlado pelas
leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992. Teste Shapiro-Wilk e
Scott-Knott significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05) com controle positivo como
Grupo a e as leveduras antagonistas como Grupo b.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
Figura 12. Porcentagem de redugdo de severidade da contaminac¢ao causada pelo P. roqueforti

controlado pelas leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992. Teste
Scott-Knott significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0.05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Ao serem submetidos ao método com embalagem a vacuo, os queijos parmesao
tém sua durabilidade estabelecida em até seis meses, mas nos comércios sdo vendidos
em forma de fatias pequenas, triangulares, recobertas por filme plastico, dessa forma tém
sua vida de prateleira reduzida para apenas sete dias. Porém, utilizando-se o método de
controle bioldgico com as leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT
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5992, foi possivel estender a vida de prateleira por mais seis dias. Isso pode ter ocorrido
devido a formacdo de biofilme pela reproducdo das leveduras, criando uma protecdo na
parte superficial do produto.

Outra possibilidade seria o mecanismo de controle que essas espécies podem exercer
através da competicdao por espacos e nutrientes (PLATANIA et al., 2012; PARAFATI et al. 2015).
Liu e Tsao (2009), estudando o controle bioldgico de P. roqueforti em queijo utilizando a
levedura Debaryomyces hansenii na concentrag¢do de 10° células/mL, conseguiram reduzir o
crescimento do fungo por 14 dias analisados. Esses resultados corroboram com os obtidos
neste estudo.

No controle bioldgico integrado, o crescimento da colénia do P. roqueforti no
tratamento 15 (controle positivo) foi detectado no 72 dia; nos tratamentos 12 (S. boulardii
+ BS + P. roqueforti) e 13 (S. cerevisiae UFT 5992 + BS + P. roqueforti), iniciaram somente no
10° dia, demonstrando que esses tratamentos conseguiram adiar por trés dias o crescimento
desse fungo (Figura 13).

Figura 13. Queijos parmesaos do 10° dia com o controle biolégico integrado e inoculado com
os esporos de P. roqueforti. (A) Controle positivo; (B) S. boulardii + BS + P. roqueforti; (C) S.
cerevisiae UFT 5992 + BS + P. roqueforti.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apds o aparecimento da col6nia do deteriorante realizou-se o cdlculo das médias
das areas de contaminacdo e posteriormente a andlise estatistica com o teste de Shapiro-
Wilk, transformacdo dos dados em log X e posteriormente teste de Scott-Knott (Figural4).
Foi observada diferenca estatistica até o 17° dia, aumentando a vida de prateleira em 10
dias. Além disso, as leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 em associa¢cdo com o BS
obtiveram reducdo da severidade da drea de contaminagdo em relagdo ao controle positivo de
17,7 e 18%, respectivamente (Figura 15).
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Figura 14. Médias da drea contaminada por P. roqueforti em queijo tipo parmesao controlado
pelas leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 em combinacdo com bicarbonato
de sddio (BS) na concentragdo de 1%. Teste Scott-Knott significativo ao nivel de 5% de
probabilidade (p < 0.05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15. Porcentagem de reducdo de severidade da contaminacdo causada pelo P.
roqueforti no processo da combinagdo das leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 com
bicarbonato de sddio (BS) na concentracdo de 1%. Teste Scott-Knott significativo ao nivel de
5% de probabilidade (p < 0.05).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O bicarbonato de sédio pode ter capacidade de inibir a germinacdo dos esporos devido
a alteracdo do pH do meio afetando a atividade enzimatica, a disponibilidade de nutrientes e
a transferéncia de protons através da membrana plasmatica dos microrganismos (BRU et al.,
2013; PIMENTA et al., 2010).
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Os queijos utilizados como controle negativo (leveduras em associacdo ao bicarbonato
de sddio) no teste de controle bioldgico foram submetidos ao teste de contagem populacional
das leveduras para verificar o periodo de permanéncia delas sobre o produto. As figuras 16 e
17 mostram os resultados da permanéncia das leveduras na superficie dos queijos analisados.

No processo de controle biolégico utilizando as leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF
186 e S. cerevisiae UFT 5992, foi possivel recupera-las por até 50 dias (Figura 16). Mesmo
resultado foi obtido no controle biolégico integrado com bicarbonato de sédio a 1% em que as
leveduras, S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 conseguiram sobreviver por 50 dias (Figura 17),
mesmo com a presencga do bicarbonato de sdédio.

Figura 16. Curva de crescimento das leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae
UFT 5992 na superficie do queijo.
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Figura 17. Curva de crescimento das leveduras S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 e com a
associacdo com o bicarbonato de sddio (BS) na superficie do queijo.
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As leveduras antagbnicas S. boulardii e S. cerevisiae UFT 5992 conseguiram permanecer
vidveis na superficie do queijo por 50 dias protegendo-o, provavelmente, através da formacao
do biofilme. Portanto, a levedura S. boulardii ja é considerada um probidtico por trazer
beneficio a saude do consumidor, além de prolongar a vida de prateleira do queijo parmesao,
como se viu neste trabalho.

Assim, as leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992
apresentaram maior reducdo de esporos de Penicillium roqueforti. As substancias GRAS
bicarbonato de sddio e carbonato de sddio apresentaram 100% de controle do crescimento
do fungo. Dessa forma, as leveduras selecionadas, juntamente com o bicarbonato de sédio,
demonstram a possibilidade de serem empregadas em testes de controle biolégico em queijo
parmesao para a reduc¢do do crescimento desse fungo deteriorante.

O controle biolégico integrado mostrou-se mais eficiente do que o controle bioldgico
classico devido ao aumento do tempo de vida de prateleira do produto e a reducdo por
aproximadamente 18% da incidéncia de contaminagao.

As leveduras S. boulardii, S. cerevisiae YEF 186 e S. cerevisiae UFT 5992 conseguiram
permanecer vidveis na superficie do queijo por um periodo de 50 dias, reduzindo o crescimento
do P. roqueforti.

Alevedura S. cerevisiae YEF 186 permaneceu viavel por apenas sete dias no bicarbonato
de sédio, mas essa levedura reduziu em aproximadamente 18% a incidéncia de contaminagao.

Para finalizar, vimos que a contaminacao do amendoim por aflatoxinas tem causado
importantes perdas econdmicas, principalmente no que se refere a exportacao. Sendo assim,
gualquer técnica que minimize essa contaminacao pode ser considerada estratégica, tanto para
a saude publica quanto para a economia. Atualmente, as metodologias mais frequentemente
utilizadas para a prevencado da producdo de aflatoxinas se baseiam na utilizacdo de cultivares
mais resistentes ao fungo, aplicagcdo de defensivos agricolas e monitoramento das condigdes
ambientais de estocagem. No entanto, o uso de cultivares resistentes ndo tem sido capaz de
reduzir a contaminagao pds-colheita e o uso de defensivos quimicos vem sendo cada vez mais
limitado devido ao surgimento de cepas resistentes. O controle das condi¢des de estocagem,
apesar de reduzir a contaminagdo por patdgenos, implica investimentos consideraveis para
sua implantacdo e manutencdo. Esta revisdo buscou estabelecer novas técnicas de controle
da producdo de aflatoxinas durante o armazenamento do amendoim, sempre levando em
consideracdo a sustentabilidade dos processos. Sendo assim, a utilizacdo de métodos
de controle eficientes e seguros poderd preencher a lacuna entre a eficiéncia de métodos
dispendiosos, como o controle das condicGes de estocagem; e toxicos, como a utilizacdo de
defensivos agricolas, e ampliar as alternativas de controle disponiveis na atualidade.
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Capitulo 3: Processamento preliminar para
extracao do gel da folha de aloe vera
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A Aloe vera (L) Burm. f. pertence a familia Xanthorrhoeaceae e ao género Aloe que inclui
mais de 400 espécies. Suas folhas sao verdes, grossas, dispostas de forma alternada simples,
alongadas, acuminadas, suculentas, com bordas envoltas de fortes dentes espinhosos. Medem
de 30 a 60 centimetros de comprimento e suas flores sdo vistosas, apresentam tonalidade
branco-amarelada em formato tubular (LORENZI; MATOS, 2008; PARENTE et al., 2013).

Popularmente chamada de babosa, aloe, aloe-de-barbados e aloe-de-curagao, na
literatura cientifica é encontrada com as sinonimias Aloe barbadensis Mill. Aloe barbadensis
var. chinensis Haw. Aloe perfoliata var. vera L., Aloe chinensis Bak. e Aloe vera var. chinensis
Berger (LORENZI; MATOS, 2008; PALHARIN et al, 2008).

De acordo com parente et al. (2013), a A. vera é nativa do norte da Africa, onde habita
desertos e estepes africanas e adota a forma de cacto. Ela precisa de luz solar direta e de solo
bem drenado. Como é uma planta originaria de regides desérticas, ela consegue sobreviver
bem em habitats hostis. Por isso se adaptou bem a diversas outras regides do mundo,
especialmente ao Cerrado brasileiro.

Suas folhas sdo estratificadas em duas partes principais: uma exterior, composta pela
casca verde que inclui os feixes vasculares; e outra que forma o tecido interior de aspecto
mucilaginoso e incolor (LORENZI; MATOS, 2008; FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014).

O extrato do parénquima de reserva dessa planta, denominado gel de A. vera, apresenta
vasta gama de compostos que possuem atividades farmacoldgicas de interesse medicinal,
entre as quais: acdo cicatrizante, antibacteriana, antifungica, antivirética, antitumoral e
hipoglicemiante (BRASIL, 2010; GODINHO, 2014; RAMOS, PIMENTEL, 2011).

Muitas substancias foram identificadas no gel de A. vera, além de aproximadamente
99,5% de agua. As substancias incluem uma combinacdo de polissacarideos e derivados
acetilados de polissacarideos, glicoproteinas, antraquinonas, flavonoides, taninos, esteroides,
aminodacidos, enzimas, saponinas, proteinas, vitaminas e minerais, como ferro, potdssio,
manganés e sodio (FOSTER; HUNTER; SAMMAN, 2014; HAMMAN, 2008).

As folhas apresentam também um exsudato amarelado formado principalmente por
derivados antraquindnicos, como a aloina e a emodina (SACCU; BOGONI; PROCIDA, 2001).

Numerosas atividades bioldgicas foram atribuidas a A. vera ao longo dos anos; isso
provavelmente se deve a combinacdo dos diversos ativos em sua composicdo (FREITAS;
RODRIGUES; GASPI, 2014; PEREIRA et al., 2014).

Entretanto é importante ressaltar que a sazonalidade interfere em sua composicao.
Assim, ocorrem diferencas na constituicdo quimica dependendo das condigdes climaticas, da
regido, do tempo de colheita e do estado de crescimento da planta. Denotam-se discrepancias
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entre os resultados dos estudos quanto as atividades bioldgicas de folhas de diferentes
localidades (ALCANTARA; BEZERRA; CARVALHO, 2014; HAMMAN, 2008).

A planta possui mais de 75 componentes com potencial agdo farmacéutica e tem
as moléculas ativas distribuidas tanto no gel quanto na casca da folha. (FOSTER; HUNTER;
SAMMAN, 2011; SILVA et al., 2013; TOMASIN, 2014). Possui conhecidamente agao cicatrizante
em lesGes de pele como queimaduras, acdo antibacteriana, antifingica, antivirdtica, laxativa,
imunomoduladora e antitumoral. Também apresenta a¢do antioxidante e boa agdo em
diabéticos por conter fitoesterdis em seu extrato (FOSTER; HUNTER; SAMMAN, 2011; RAKSHA;
POOJA; BABU, 2014). Silva et al. (2013) informam que a Aloe vera tem sido usada como planta
medicinal com uso interno e externo e é encontrada em diversos produtos cosméticos e de
higiene pessoal.

Em relacdo a sua toxicidade, foram relatados casos de hepatite aguda e também foram
observados alguns sintomas como cdlicas, nduseas e diarreia com o consumo de preparacoes
orais contendo A. vera (FREITAS; RODRIGUES; GASPI, 2014). Em face desses relatos, a ANVISA
ndo recomenda a ingestdo oral (BRASIL, 2011). Encontram-se relatos de dermatite de contato
e sensacdo de queimacao em decorréncia do uso tépico de gel de A. vera. Possivelmente,
essas reacdes devem-se a presenca de residuos de antraquinonas no gel utilizado (BRASIL,
2016). Ainda ndo ha relatos em estudos que determinem absorcao, distribuicdo, metabolismo
ou excrecao de gel de Aloe vera aplicado topicamente (IARC, 2016).

Amplamente utilizada pela populagdo pelas propriedades medicinais, a extracdao do
gel é simples, entretanto alguns cuidados devem ser realizados para reduzir o alto teor de
antraquinona presente no latex, bem como contaminagdo por microrganismos e exposicao
prolongada a luz e a elevadas temperaturas, fatores que podem induzir a oxidacdo e
consequente perda do material coletado.

Processamento preliminar

Segundo Godinho (2014) e Reynolds (2004), o processamento de folhas de A. vera pode
ser separado em trés fases principais: preliminar, intermediaria e final, que se subdividem em
etapas cujo rigor na execucao interfere na qualidade do produto final.

Embora outras fases estejam envolvidas no processamento, sdo foco deste capitulo os
procedimentos relativos prioritariamente ao processamento preliminar da folha, tendo em
vista a escassez de material que enfatize os métodos, bem como a necessidade de equalizacao
das condutas empregadas em condicdes que solicitam rigor metodoldgico.

Considera-se processamento preliminartodo o processo executado da coleta a obtencao
do gel que, conforme Reynolds (2004), consiste nas etapas de coleta, limpeza, sanitizacao,
remocdo da casca das folhas e trituracdao da polpa da planta.

Etapa - I: Coleta

Um fator importante que deve anteceder a coleta é a identificacdo botanica, na qual as
caracteristicas da espécie a ser coletada devem ser observadas.

Importante ressaltar que muitas sdo as plantas da espécie Aloe, entretanto,
cientificamente, apenas quatro tipos tém demostrado propriedades medicinais, que sao,
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conforme Vega et al., (2005), Aloe barbadensis Miller, Aloe perryi Baker, Aloe ferox e Aloe
arborescens.

As figuras 1 e 2 mostram as caracteristicas botanicas da Aloe vera e a imagem real da
planta.

Figura 1. Desenho das caracteristicas botanicas da Aloe vera.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Identificada a planta, devem ser coletadas folhas maduras de Aloe vera por meio
de um corte transversal na base das folhas (Figura 3). Escolha as folhas posicionadas mais
externamente (REYNOLDS, 2004). Segundo Freitas, Rodrigues e Gaspi (2014), a A. vera demora
de quatro a cinco anos para atingir a maturidade.

Figura 3. Coleta da folha da A. vera

Fonte: Elaborado pelo autor.

Nas espécies medicinais, a producdo de substancias com atividades terapéuticas pode
apresentar variabilidade de acordo com fatores climaticos e de formas de cultivo. O ponto de
colheita varia de acordo com o 6rgdo da planta, estagio de desenvolvimento, época do ano e
hora do dia. Assim, o ponto de colheita recomendado para folhas é antes da floracdo, pelos
aspectos hormonais que afetam os principios ativos, e quanto ao horario de coleta, eleger
preferencialmente aquele em que ndo haja incidéncia direta de raios solares (RODRIGUES, 2004).

Deve-se evitar a colheita de plantas doentes, com manchas fora do padrdo, 6rgaos
deformados ou outros defeitos (RODRIGUES, 2004). Além disso, Nascimento (2006) sugere
que a planta ndo seja regada por cinco dias antes de sua colheita, para que se concentrem seus
principios ativos.

Apds a colheita, as folhas devem ser transportadas até o local de processamento
em recipiente limpo e fechado (RODRIGUES, 2004). Recomenda-se que as folhas fiquem
posicionadas verticalmente para propiciar a drenagem do latex.
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Etapa - Il: Limpeza

Apds a coleta, as folhas devem ser submetidas ao procedimento de lavagem em agua
corrente, a fim de promover a retirada de residuos, como terra e insetos (Figura 4).

Figura 4. Lavagem da folha de A. vera em agua corrente.

Fonte: Elaborado pelo autor.
Etapa - lll: Sanitizacao

McAnalley (1988) apud Godinho (2014) propde a sanitizagdo do material coletado com
o intuito de reduzir a contaminagdo por microrganismos. No processo (Figura 5), utiliza-se
solucdo de hipoclorito de sédio a 200 ppm, por cinco minutos. Logo apds, as folhas serao
enxaguadas com dgua destilada para retirar o excesso de solucdo sanitizante e mantidas em
recipiente para secagem.

Figura 5. Folhas de A. vera imergidas em 4dgua com solucdo sanitizante.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Etapa - IV: Filetagem e extracao do gel

As folhas limpas devem ser filetadas para obtencdo do conteldo mucilaginoso do
interior. A fim de padronizar o processo, este manual interpde o manejo para corte das folhas.

Com o auxilio de uma faca serreada, faz-se um corte transversal da base a ponta da
folha, de modo que possam ser retiradas as areas de contato e de pouco conteudo do gel,
respectivamente, seguido de um corte longitudinal nas bordas da folha para realizar a remocao
dos espinhos (Figura 6).

Figura 6. Sequéncia de cortes para remocao de espinhos das bordas da A. vera.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para expor o contetido gelatinoso e facilitar a execucdo da préxima etapa, corte a folha ao
meio transversalmente e depois longitudinalmente, separando a folha em quatro partes (Figura 7).

Figura 7. Sequéncia do corte longitudinal e transversal da folha da A. vera.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Filetada a folha, a faca deve ser colocada paralelamente a casca; corte a folha

separando-a do gel em ambos os lados. Apds essa etapa o gel extraido deve ser acondicionado
em um recipiente. (Figura 8).

Figura 8. Extracdo do gel da folha de Aloe vera

Fonte: Elaborado pelo autor.

Etapa - V - Trituracao e acondicionamento do gel

Apds separacdo da casca, liquidifique o gel a fim de romper as fibras. Acondicione o
material homogeneizado em frascos estéreis (Figura 9).

Figura 9. Gel da folha de Aloe vera acondicionado em frascos estéreis

> MSV |

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Apds colheita e processamento das folhas para obtencao do gel, deve-se providenciar
uma forma de armazenamento e conservac¢ao com o intuito de evitar oxidacdo e contaminacao
microbioldgica do material. Diversas técnicas podem ser empregadas para conservac¢ao do gel
de Aloe vera, a saber a drea cujo uso sera empregado, haja vista sua notdria utilizacdo como
matéria prima nos setores alimenticio, cosmético e farmacéutico.

Nessa perspectiva, os métodos de pasteurizacao e desidratacdo sdo muito utilizados na
industria, porém o tratamento do gel com temperaturas acima de 60° C pode provocar perda
de alguns compostos (FEMENIA et al. 2003; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al. 2011). A conservagdo
através do frio, por refrigeracdo ou congelamento, também é bastante empregada, assim
como conservantes de alimentos usados como forma de garantir qualidade e durabilidade
do produto final. A filtragdo através de membranas é utilizada em escala laboratorial para
pequenos volumes, fazendo, dessa forma, o controle biolégico do gel.

Outra forma de se conservar o gel de Aloe vera é através da liofilizacdo, que, segundo
Marques (2008), é um processo de estabilizacdo no qual uma substancia é previamente
congelada e entdo a quantidade de solvente (geralmente agua) é reduzida, primeiro por
sublimacdo e posteriormente por dessorcdo, para valores tais que impecam atividade
biolégica e reacOes quimicas; e passam pelos processos de congelamento inicial, secagem
primaria e secagem secunddria. Sua importancia se da por ser o método que melhor mantém
os componentes farmacolégicos da planta.

Para concluir, vimos que cada etapa do processamento preliminar deve ser realizada
minuciosamente a fim de assegurar a qualidade do material coletado. Além disso, é importante
enfatizar que tdo rigoroso quanto o processamento inicial devem ser as etapas seguintes
do processo, denominadas fases intermedidria e final. Essas etapas sao competentes pela
analise microbioldgica, conservacdo e disposicado final do produto, cuja finalidade de uso é o
determinante para as demais etapas do processo.
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Capitulo 1: Frutosiltransferase e invertase:
conceitos, fontes de producao e aplicacoes
em alimentos

Ryhdra Dias Batista
Fabricio Coutinho de Paula
Alex Fernando de Almeida

existéncia da vida pode ser fundamentada pela capacidade de se replicar e

de catalisar reagdes quimicas. As enzimas sao moléculas proteicas capazes

de catalisar reacdes que garantem a manutencdo da vida. Desde meados
do século XIX as enzimas sdo utilizadas na producdo de alimentos, porém a partir do
século XX seu uso em processos industriais se popularizou devido ao dominio das técnicas
de producdo e a sua capacidade de acelerar reagdes quimicas sem produzir subprodutos
indesejaveis, com alta especificidade, serem biodegradaveis e obtidas a partir de fontes
de energia renovaveis.

O mercado enzimatico tem apresentado crescimento continuo e significativo nos
ultimos anos devido a variada e expansiva oferta de aplica¢des industriais, especialmente
nos setores médico e farmacéutico, téxtil, de papel e celulose, de detergentes e de
alimentos (GRAND VIEW RESEARCH, 2016). O crescimento global do mercado enzimatico
tende a superar a marca dos USS 6,3 bilhdes em 2021. Apesar de as tendéncias de mercado
preverem aumento significativo da producdao de enzimas técnicas com enfoque daquelas
aplicadas a industria de papel, couro e biocombustiveis, as enzimas voltadas a industria
alimenticia sdo responsaveis pela maior parte do mercado enzimatico, estimado em USS
1,6 bilhdes em 2018, com projecdo de aumento para USS 1,9 bilhées em 2021 (DEWAN,
2017). Nesse sentido, enzimas sdo uma alternativa a tecnologias convencionais baseadas
na sintese quimica tradicional para a producdo de alimentos. O Departamento de Assuntos
Econbmicos e Sociais das Nacdes Unidas (UNDESA) afirma que a demanda por alimentos
aumentard 70% até 2050, seguindo o crescimento da populagdo mundial. Nesse contexto,
a aplicacdo de enzimas nas industrias alimenticias sera de suma importancia para suprir as
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necessidades do mercado. Entre as enzimas aplicadas a industria de alimentos, destacam-
se as frutosiltransferases e invertases microbianas, as quais vém sendo principalmente
aplicadas na producdo de prebidticos e aglcar invertido.

Frutosiltransferase

A enzima frutosiltransferase (FTase, E.C. 2.1.4.9) pertence a classe das transferases por
possuir atividade de transfrutosilacdo em altas quantidades de sacarose, hidrolisando a sacarose
nas ligacbes B-(1-2) e transferindo o radical frutosil para outra molécula de sacarose, formando
os frutoligossacarideos (FOS) e liberando glicose (Figura 1). Os FOS tém a estrutura genérica GFn
(onde G refere-se a uma molécula de glicose e Fn ao nimero de unidades de frutose). Exemplos
de FOS sdo: 1-kestose (GF2), 1-nistose (GF3) e 1f- B-frutofuranosilnistose (GF4).

Figura 1. Mecanismo de hidrdlise e de transfrutosilagao da enzima FTase
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Fonte: JITONNOM et al., 2018.

As FTase microbianas apresentam as atividades de transferase e de hidrolase, ocorrendo
a transferéncia do grupo frutosil para a molécula de sacarose ou para um frutooligossacarideo
de cadeia mais longa (JITONNOM et al., 2018). A FTase apresenta baixa afinidade pela dgua
como aceptora de elétrons, significando que a atividade de hidrdlise da FTase é muito baixa.
O rendimento de FOS preparados por acao de FTases é geralmente alto, mesmo em solugdes
de substrato diluido. A posicdo da ligacdo glicosidica entre o residuo frutosil na cadeia do
oligbmero resultante depende da regioseletividade da FTase.

Invertase

Invertase, ou B-D-fructofuranosidase (FFase, EC 3.2.1.26), pertence a classe das
glicosil hidrolases, responsavel por hidrolisar as ligacdes glicosidicas da sacarose; em altas
concentracdes desse substrato pode exibir atividade significativa de transfrutosilacdo. Essa
familia inclui mais de 370 membros de origem vegetal, fungica e bacteriana, podendo ser
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extracelular ou intracelular, agrupados em diferentes isoformas de acordo com o seu ponto
isoelétrico (LINCOLN; MORE, 2017).

Em concentragées menores que 10% (p/v) de sacarose, a invertase catalisa a hidrdlise
desse substrato e resulta em uma mistura equimolar de D-glicose e D-frutose comumente
conhecida como solu¢do de acgucar invertido. As leveduras produzem uma invertase do tipo
B-fructosidase, a qual cliva a sacarose na extremidade correspondente a frutose, enquanto os
fungos produzem uma invertase do tipo a-glicosidase, que por sua vez hidrolisa esse aglcar a
partir da extremidade da glicose (GUO et al., 2018) (Figura 2). A solucdo de agucar invertido é
assim chamada, pois, ao ser submetida ao polarimetro, desvia o feixe de luz polarizada para
a esquerda (levogira), enquanto a solucdo de sacarose desvia o feixe de luz para a direita
(dextrogira) (NADEEM et al., 2015).

Figura 2. Mecanismo de a¢do da enzima invertase
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Fonte: NADEEN et al., 2015.

Em concentragSes de sacarose superiores a 10% (p/v), a invertase apresenta
atividade de transfrutosilacdo formando os FOS. Segundo Alberto et al. (2004), a atividade
de transfrutosilacdo da invertase indica que a enzima atua na molécula com um mecanismo
de retencdo global da configuracdo anomérica. Os dois mecanismos de acdo da invertase
envolvidos na producdao dos FOS s3ao hidrdlise reversa e a transglicosilacdo. Na hidrdlise
reversa, um complexo enzimatico é ativado e formado; em seguida, esse complexo reage com
um grupo hidroxila proveniente de uma molécula de agua (hidrdlise) ou da sacarose (hidrdlise
reversa), sendo o Ultimo o aceptor utilizado para a formacdo de FOS. E importante ressaltar
gue o aumento da concentracdao do substrato e a diminuicdao da atividade da agua podem
aumentar o rendimento final da producdo de FOS.

No processo de transglicosilagdo, um grupo frutosil é transferido de um doador ativo
(sacarose) para um aceptor apropriado. A reagdo ocorre em duas etapas quando o complexo
ativo doador-enzima é formado para ocorrer a formagdo dos FOS. E importante ressaltar que a
transglicosilacdo é um processo cineticamente controlado e a concentracdo dos FOS depende
das taxas de reagdes de sintese e hidrdlise, além da concentragado de sacarose.
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Fontes microbianas para producao de
frutosiltransferase e invertase

As enzimas FTase e invertase sdo produzidas nas formas intra e extracelular por diversos
microrganismos, como bactérias, leveduras e fungos (Tabela 1). Além de microrganismos,
tanto a FTase quanto a invertase podem ser encontradas em plantas, como cebola, aspargos
e alcachofra de Jerusalém (MUNIZ-MARQUEZ et al., 2015). Porém, o uso de microrganismos
para a producdo de enzimas é mais contemplado pelo alto rendimento, grande variedade de
atividades cataliticas, facilidade de manipulagdo genética, por serem mais estdveis a variacao
de temperaturas em relacdo as plantas, além dos monossacarideos produzidos apresentarem
aroma semelhante ao da sacarose. (SIVAKUMAR et al., 2014; NADEEM et al., 2015).

Métodos fermentativos para producao de
FTase e invertase

Os microrganismos produtores de enzimas sdao geralmente cultivados sob estado
submerso e no estado sélido. O cultivo submerso tem como vantagens facilidade de manuseio,
maior controle de pardametros de cultivo, como temperatura e pH, facilidade na esterilizacdo
do meio de fermentagdao com maior controle do processo, garantindo maior disponibilidade
de nutrientes, fornecimento de oxigénio, menos tempo de cultivo comparado ao cultivo em
estado sdélido, sendo uma tecnologia com menor custo e maior produtividade por volume
(NADEEM et al, 2015; UDAY et al., 2015). Além disso, cerca de 90% de todas as enzimas
industriais sdo produzidas por CSm, técnica normalmente escolhida para atender a demanda
de preparacdes enzimaticas mais puras.

Tabela 1. Exemplos de linhagens de fungos, leveduras e bactérias produtores de FTase e
invertase

FUNGO FILAMENTOSO

FTase

Autor

Invertase

Autor

Aspergillus flavus
NFCCI

Penicillium citrinum
MTCC

Aspergillus oryzae

Aureobasidium
pullulans NAC8

Aspergillus japonicas

Ganaie et al. (2017)

Rawat et al. (2015)
Muniz-Marquez et
al. (2016)

Ademakinwa et al.
(2017)

Jitonnom et al.
(2018)

A.niger OSH5

Fusarium
graminearum

Aspergillus niveu

Cladosporium
cladosporioides

Penicillium
citreonigrum

Al-Hagar et al.
(2015)

Gongalves et al.
(2016)

Fernandes et al.
(2018)

Uma et al. (2012)

Nascimento et al.
(2016)
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LEVEDURA

FTase Autor Invertase Autor
Candida Plascencia-Espinosa
Candida utili Ghazi et al. (2007
anaiaa utis HICEEL ) guilliermondii et al. (2014)
Saccharomyces Sangeetha et al. Saccharomyces

Bhalla et al. (2017
cerevisiae (2005b) cerevisiae SAA- 612 allaetal. ( )

Xanthophyllomyces | Spohner & Czermak | Xanthophyllomycs

dendrorhous (2016) dendrorhous Linde et al. (2003)

Aguiar-Oiveira & ) .
Maugeri (2010) Candida carpophila | Melo (2017)

BACTERIA

Rhodotorula sp

FTase Autor Invertase Autor
Bacillus macerans Sangeetha et al. Bacillus cereus Lincoln & More
EG-6 (2005b) (2017)
Arthrobacter sps Sangeetha et al. Bifidobacterium Lincoln & More

ps. (2005b) breve (2017)

Zymomonas mobilis | Beker et al. (2002) Lactobacillus brevis | Awad et al. (2013)

Fonte: Elaborado pelo autor.

O cultivo em estado sélido apresenta vantagens, como alta produtividade volumétrica,
maior concentracdo de enzimas, exigéncia de equipamentos de fermentacdo de baixo
custo, baixo investimento de capital e custos operacionais, além de ser menos favoravel ao
crescimento de contaminantes e possibilitar a formacdo de produtos concentrados com
processos de separagao mais simplificados comparado ao cultivo submerso. Entretanto, esse
tipo de fermentacdo apresenta dificuldades no controle de processos, durante a producao
e a purificacdo enzimatica, tais como dificuldades no controle e monitoramento do pH,
temperatura, oxigénio, crescimento celular e umidade, levando a graves problemas na escala
de producdo (UDAY et al., 2015).

A utilizacdo de residuos agroindustriais para producdo de enzimas como fonte de
nutrientes nos meios de cultivo tem atraido a atencdo do mercado especialmente do ponto de
vista econémico e ambiental, pois sdo gerados em quantidades cada vez maiores acompanhando
0 aumento da expansao das atividades agricolas. O descarte inadequado desses residuos pode
causar sérios danos ambientais, sendo o estoque e o tratamento destes muitas vezes invidveis.
Portanto, a descoberta de novas aplicagdes para o excedente de subprodutos e residuos
agroindustriais torna-se imperiosa por possuir caracteristicas que permitem a producdo de
diferentes produtos de valor agregado, por exemplo a produgao de enzimas (KNOB et al., 2014;
OYEDEJl et al., 2017). Nesse sentido, Ganaie et al. (2017) relataram que a utilizacdo de diferentes
residuos agricolas (bagaco de cana-de-agucar e casca de banana) para a produ¢do de FTase em
cultivo em estado sdlido por A. flavus NFCCI pode fornecer altos indices de produtividade com
bom rendimento na produgdo de frutoligossacarideos. Outras fontes de residuos também foram
avaliadas para a producdo de invertase, como casca de mandioca, bagaco de cevada, farinha de
centeio, farelo de aveia, farelo de trigo e sabugo de milho (Tabela 2).
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Aplicacoes de FTase e Invertase

FTase

A enzima FTase é comumente utilizada para a producdao de FOS a partir da sacarose
em vista da crescente demanda por alimentos mais saudaveis, pois apresenta potencial para
melhorar a qualidade do sabor e as propriedades fisico-quimicas dos produtos alimentares e
apresenta sabor doce, muito semelhante ao da sacarose, tornando-o um adocante tradicional
(MUTANDA et al.,, 2014). O adogante a partir de FOS é projetado para substituir varios
adocantes da industria de alimentos e bebidas, como xilitol, aspartame e sucralose, devido
a relagdo custo-beneficio, propriedades superiores e por ser considerado menos prejudicial
guando adicionado a varios produtos em comparacao aos seus outros homalogos.

Tabela 2. Produc¢do de FTase e invertases microbianas utilizando diversas fontes de carbono na
fermentacdo submersa e em estado sélido.

CSM
Fonte de Microrganismo Enzima Produ’ga.o Autor
carbono volumétrica
Farelo de trigo A. phoenici Invertase 109,87 U/mg Rustiguel et al. (2015)
B d
agaco decana  , gavus NFCCI FTase 176,86 U/gss Ganaie et al. (2017)
de acucar
Espiga de milho . .
A. phoenicis Invertase 6,9 U/mg Rustiguel et al. (2015)
esmagada
Casca de banana A. flavus NFCCl  FTase 102,60 U/gss Ganaie et al. (2017)
Casca de .
. A. niveu Invertase 2,52 U/g Fernandes et al. (2018)
mandioca
CES
Fonte de Microrganismo Enzima Produ'ga.o Autor
carbono volumétrica
S ..
Casca de laranja M_I(_:Ercewsme Invertase 0,30 IU/mL Sivakumar et al. (2014)
Coroa de . .
. Aspergilus sp. FTase 17,36 U/mL  Nascimento (2017)
abacaxi
Oyedeji et al. (2017
Casca c!e A. niger Invertase 18,15 U/mL v ( )
abacaxi
Aerobasidium Ademakinwa et al.
S FT 41,72 U/mL
acarose pullulans ase ’ /m (2017)
A. ni IBGE
Casca de arroz Oln/ger Invertase 1,48 U/mL Ahmed et al. (2015)

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Os FOS s3ao compostos bioativos que possuem efeitos benéficos e promovem boa
absorcdao de minerais, auxiliam a regulacdo dos niveis de glicose e colesterol do sangue,
induzem o crescimento de microrganismos probidticos no trato intestinal, diminuem o pH do
intestino grosso, destroem bactérias putrefativas e contribuem para a prevencao do cancer de
colon (PASSOS; PARK, 2003).

Os FOS sdo conhecidos como prebidticos (fibras dietéticas) por induzir o crescimento
de microrganismos probiéticos como Acidophillus, Bifidus e Faecium. Podem ser consumidos
de forma segura pelos diabéticos, pois possuem cerca de um terco do poder adocante da
sacarose, ndo sdo caléricos, ndo sdo considerados agucares ou carboidratos e ndo sdo usados
como fonte de energia. Sdo comumente utilizados em sorvetes e produtos lacteos, bem como
em produtos funcionais para promover efeito simbidtico com os microrganismos probidticos.
Os FOS também sdo empregados na producdo de biscoitos, paes, barras de cereais, sucos,
produtos de confeitaria, molhos entre outros.

De acordo com os relatérios da Global Industry Analistys, Inc. (GIA, 2018), o mercado
global de prebidticos superara 5,9 bilhGes de ddlares até 2020. Por essa razdo o uso dos FOS
esta cada vez mais ligado ao setor de alimentos e bebidas, suplementos dietéticos, formulas
infantis, racdo animal e produtos farmacéuticos. A férmula infantil dominou a industria global
com cerca de 40% do volume em 2015 e estima-se um crescimento até 2024. O uso dos FOS
nas formulas infantis é desejado por propriedades como prevencdo de infec¢cdes, aumento de
memodria, desenvolvimento cerebral, efeitos prebidticos e melhoria da saude intestinal. Além
disso, a crescente aplicacdo dos FOS em varios outros setores, como nas gomas, laticinios,
sopas e carnes processadas, é projetado para impulsionar a demanda do mercado até 2022
(CREDENCE RESEARCH, 2016).

Invertase

A invertase possui numerosas aplicacdes nas industrias quimica e de alimentos; é
muito utilizada como aditivo para a fabricacdo de acgucar invertido, ja que a hidrdlise acida
da sacarose produz alguns subprodutos indesejaveis, de baixo poder adocante, resultando
em baixo rendimento e tornando a sintese quimica invidvel (NADEEM et al., 2015). A
invertase é muito utilizada na producdo de xaropes de frutose, pois esse aclcar tem como
vantagem ser mais doce que a sacarose e mais solulvel, evitando processos de cristalizacdo,
bastante higroscdpico, possui alto ponto de ebulicdo e baixo ponto de congelamento devido
ao aumento da pressdo osmotica e baixa viscosidade (MUTANDA et al., 2014).

O xarope de frutose pode ser aplicado como umectante na fabricacdo de doces e
bombons em que a frutose é preferida a sacarose. Além disso, o xarope de frutose é um
aditivo alimentar atraente que pode substituir a glicose, pois ndo envolve a via metabdlica
da glicose que requer insulina, ndo prejudica pessoas com diabetes e previne o crescimento
microbiano, melhora o sabor e a cor e aumenta a estabilidade do produto final, ja que possui
forte afinidade com a dgua; pode ser usado para reter umidade em produtos alimenticios e
aumenta seus prazos de validade (KERAMAT et al., 2017; MUTANDA et al., 2014). A invertase
pode ser utilizada na produgdo de paes, bebidas alcodlicas, acido lactico, glicerol e uma
variedade de processos que necessitam da hidrélise da sacarose. A invertase também é
utilizada para a hidrélise de inulina em frutose devido a atividade associada da inulinase
(NADEEM et al., 2015; OHARA et al., 2015). Outros usos da invertase incluem sintese de mel
artificila, fabricacao de ra¢Oes para abelhas (KULSHRESTHA et al., 2013; SIVAKUMAR et al.,
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2014) e na redugdo de 5 — 15% do agucar de refrigerantes, sem perda de poder adogante
(PROZYN, 2018).

Finalizando, vimos que invertases e frutosiltransferases sdo enzimas promissoras
para o desenvolvimento de novos produtos alimenticios com potencial prebidtico e para
melhorar as propriedades fisico-quimicas de alimentos. Para viabilizar suas aplica¢Ges, sdo
necessarios avangos e investimentos nas areas iniciais do estudo, como descoberta de novas
linhagens potencialmente produtoras dessas enzimas, desenvolvimento de bioprocessos
paraa producdo e purificacdo dessas enzimas com baixos custos e otimizar a transferéncia de
tecnologias para o setor produtivo. Além disso, a engenharia genética é fundamental para o
desenvolvimento de linhagens robustas para a producdo de invertases e frutosiltransferases,
assim como para o melhoramento das proprias enzimas tornando-as mais atrativas para
o setor industrial. Por outro lado, é de extremo interesse encontrar novas enzimas com
propriedades bioquimicas desejdveis para aplicagdes industriais ativas numa ampla faixa de
temperatura e valores de pH.
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A elaboragao de alimentos funcionais é atualmente uma das areas mais visadas para
o desenvolvimento de produtos no mundo inteiro considerando o interesse em nutricdo e
em alternativas para melhorar a saude na sociedade em geral. A pressdao do mercado por
esse tipo de alimentos é crescente devido a conscientizacdo do consumidor em relacdo ao
consumo de alimentos benéficos (SANTOS, 2014). Em 2016, o mercado brasileiro de alimentos
e bebidas saudaveis alcancou RS 93,6 bilhdes em vendas, o que colocou o pais na quinta
posicdo no ranking dos gigantes desse setor. O crescimento do comércio de alimentos naturais
impressiona no Brasil; nos Ultimos seis anos, as vendas avangaram a uma taxa média de 12,3%
ao ano, enquanto no resto do mundo o percentual ficou em torno de 8%. A previsdo é que
o mercado brasileiro de produtos sauddveis cresca anualmente 4,4% até 2021, numeros que
comprovam que a crise passa longe desse setor (MINTEL, 2017).

Alimentos funcionais sdo formulados para ser fontes significativas de determinados
nutrientes, ou outros componentes de importancia nutricional, e tém potencial de causar
grande impacto sobre o abastecimento de alimentos e a satdde publica (MOGELONSKY, 1999).
A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) define probidticos como “microrganismos vivos”
qgue, quando administrados em quantidades adequadas, proporcionam beneficios a saude do
hospedeiro. Estabelece, ainda, que os microrganismos especificos devem ser viaveis, ativos
e abundantes no produto final durante seu prazo de validade com a contagem minima de
107 (UFC/g) de bactérias laticas totais e de 10* (UFC/g) de leveduras especificas (FAO/WHO,
2001). Segundo a Anvisa (2008), entre as principais espécies de microrganismos probidticos
estdo Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei shirota, Lactobacillus casei rhamnosus,
Lactobacillus casei defensis, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus lactis e Bifidobacterium
bifidum. Nesse aspecto, os graos de kefir podem ser destacados como fonte de probidticos,
pois apresentam em sua composicdo algumas culturas com propriedades reconhecidamente
probidticas (BAPTISTA, 2010).

O kefir € uma bebida produzida tradicionalmente utilizando-se leite como substrato,
obtida através de dupla fermentagdo: latica e alcodlica. E originaria da regido do Caucaso,
gue atualmente compreende os territorios da Gedrgia, Arménia, Azerbaijdo e parte da Russia,
onde é consumida ha milhares de anos. O resultado dessa dupla fermentagao é a producao de
numerosos compostos, incluindo acido latico, acido aceético, CO,, alcool etilico e polissacarideos
que ddo sabor e aroma caracteristicos ao produto (CONTIM, 2018). O kefir é constituido
por uma matriz de proteinas e exopolissacarideos, denominados kefiran, que consiste em
unidades de a-D-glicose ligadas predominantemente por ligacGes glicosidicas 1-6, e seus graos
podem ser de tamanhos, formas e cores variadas (GULITZ et al., 2011; MAGALHAES et al.,
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2010; RODRIGUES et al., 2005). A bebida obtida a partir da fermentacdo é turva, acida e rica
em vitaminas, aminodcidos e minerais, que sdo essenciais para uma dieta saudavel, tais como
vitaminas do complexo B, calcio, fésforo e magnésio (GAWARE et al. 2011).

Atualmente, o consumo do kefir estda se expandindo devido a suas propriedades
sensoriais Unicas e sua longa histdria associada aos efeitos benéficos a saude humana. O
kefir é considerado um produto funcional probidtico por possuir fungdes nutricionais bdsicas
e quando consumido realiza efeitos fisioldgicos e metabdlicos benéficos a saide. Muitos o
designam como o iogurte do século ao compara-lo com iogurte tradicional, pois contém maior
diversidade de microrganismos que participam do processo de fermentagao, além de ser
menos viscoso, formar um codgulo menor, ser menos resistente e mais facilmente digerivel, e
conter etanol e gas carbonico, além do 4cido latico (FARNWORTH et al., 2005).

Além do leite, os graos de kefir sdo utilizados para fermentar outros alimentos, como
aclcar mascavo, extrato de soja, dgua de cdco, sucos e extratos ou frutas frescas, entre outros,
sendo conhecidos como kefir de agua. O kefir de dgua é uma bebida fermentada na qual o
acucar metabolizado pelos microrganismos presentes nos graos € a sacarose. No tradicional
processo de preparacdo do kefir, os graos que servem como indculo sdo adicionados em uma
solucdo de agua contendo uma concentragcdo em média de 5% de aglicar mascavo. Dependendo
da receita, é possivel que sejam adicionados outros ingredientes, como figos, frutas secas
e lim3o, para fornecer minerais e sabores adicionais durante a fermentacdo (GULITZ, et al
2011). Os graos de kefir de agua possuem aparéncia opaca, transltcida e cristalina, tém forma
irregular e tamanho que varia de alguns milimetros a um ou dois centimetros, e sua cor varia
de acordo com o substrato usado (NEVE; HELLER, 2002).

As caracteristicas microbiolégicas do kefir variam de acordo com a origem dos
graos e porcentagem dos graos inoculados. Os graos de kefir possuem grande diversidade
microbiana com elevada heterogeneidade entre si; varios fatores afetam significativamente
a microbiota dos graos, entre eles tempo e temperatura de incubacgao, condic¢des higiénico-
sanitarias durante a separacdo, lavagem e estocagem refrigerada dos graos (CONTIM et al,
2018; LONDERO et al., 2012).

Os principais microrganismos comumente encontrados nos grdos de kefir sdo
as bactérias do acido latico dos géneros Lactobacillus, Bifidobaterium, Lactococcus,
Leuconostoc, Streptococcus e Enterococcus e bactérias acido-acéticas do género Acetobacter
(SANDES, 2013). Os graos de kefir também sdo constituidos por leveduras fermentadoras
de lactose (Kluyveromyces marxianus e Candida sp.) e leveduras ndo fermentadoras de
lactose (Saccharomyces omnisporus, Saccharomyces cerevisae e Saccharomyces exiguus).
As espécies microbianas do kefir podem facilmente se adaptar a diferentes substratos e
levar a producdo de novos produtos potencialmente funcionais. Porém a pesquisa de outras
matrizes como substrato do kefir ainda é escassa em comparacdo a sua tradicional fonte
leiteira (FIORDA, et al 2017).

O cerrado brasileiro é rico em espécies frutiferas, algumas ainda pouco conhecidas,
apreciadas apenas regionalmente, principalmente pela sua producdo endémica. Dentre essas
espécies, pode-se destacar o buriti (Mauritia flexuosa) e o murici (Byrsonima crassifolia), que
possuem importancia econbmica para as pequenas comunidades que os colhem de forma
extrativista para consumo e comercializa¢do. A palmeira do buriti é encontrada em uma vasta
regido do territdrio nacional. Além de importancia socioeconémica para a populacdo dessas
regides, seus frutos sao grande fonte de proteinas, vitaminas como A, B, Ce E, além de minerais
como calcio e ferro (CARVALHO, 2011; DARNET, 2011). J4 o murici possui casca rica em taninos
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e é muito utilizado popularmente como cicatrizante e anti-inflamatério devido a sua elevada
adstringéncia. Os frutos sdo utilizados na fabricacdo de doces, sucos, licores, sorvetes e no
consumo in natura. A comercializagdo ocorre em grande parte nas feiras livres e mercados
publicos da regido de ocorréncia da espécie (GUSMAO et al., 2006).

A riqueza nutricional da bebida fermentada com kefir pode ser associada ao consumo
dessas frutas do cerrado e aumentar seus efeitos funcionais, uma vez que os frutos de buriti
e murici possuem atividades antioxidantes e propriedades comprovadas na prevenc¢ao de
doencas (ABADIO FINCO et al., 2012; ALMEIDA et al., 2011; DARNET, 2011; DE SOUZA et al
2012; CARVALHO, 2011; GUIMARAES; SILVA, 2008).

Dessa forma, objetivou-se determinar a composicao fisico-quimica das polpas de buriti
e de murici e analisar o potencial de uso desses frutos do cerrado como meios de fermentacao
para os graos de kefir de dgua a fim de avaliar altera¢des na dinamica populacional do kefir
e isolar potenciais estirpes de bactérias do acido latico, probidticas e leveduras. Além de
comparar os parametros fisico-quimicos das bebidas fermentadas utilizando solucdo de agucar
mascavo e solucdo adicionada de polpas de buriti e murici isoladamente.

Materiais e métodos
Matérias-primas

Os graos de kefir utilizados nas fermentacdes foram obtidos por doacdo, vindos de
Manaus/AM através de uma rede on-line de doadores. O aglicar mascavo, empregado como
fonte de sacarose nas fermentacdes, foi adquirido no comércio local em Gurupi/TO. Os frutos
de buriti e de murici foram colhidos manualmente na propriedade rural Fazenda Barroquinha,
em Gurupi/TO.

Processamento dos frutos de buriti e murici

Os frutos foram escolhidos levando-se em consideracdo seu tamanho, grau de
maturacdo e auséncia de injurias mecanicas e deterioracdes. Apds a coleta e selecdo, os
frutos foram acondicionados em sacos de polietileno estéreis e conduzidos ao laboratdrio
para imediato processamento. A sanitizacdo foi feita por meio de lavagem dos frutos em
agua, seguida de higienizacdo em solucdo de hipoclorito de sédio a 50 ppm por 10 minutos,
depois foi realizado o enxague com dgua destilada e procedeu-se a secagem em temperatura
ambiente em recipientes plasticos (CANUTO et al., 2010).

Para a separacdo da polpa de buriti foi necessario deixar os frutos imersos (de molho)
em agua potdvel por 24 horas. O processo serve para que ocorra a hidratacao da polpa, fazendo
com gque a casca se solte com facilidade. As cascas e a polpa foram separadas manualmente
com a utilizacdo de facas de aco inoxidavel sanitizadas (CANUTO et al., 2010; SAMPAIO, 2012).
A polpa de buriti foi retirada em lascas, acondicionada em recipientes plasticos devidamente
sanitizados. Parte dela foi conduzida a secagem em estufa com circulacdo de ar a 40°C por
cerca de 12 horas para posteriores analises fisico-quimicas e desengorduramento; a outra
parte foi para resfriamento a -20°C para as andlises dos frutos in natura (SAMPAIO, 2012).

O desengorduramento foi realizado para diminuir a quantidade de lipideos provenientes
do fruto de buriti, que pode prejudicar o processo de fermentacdo. A polpa seca foi submetida
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a prensagem em prensa manual de parafuso, em que a polpa do fruto foi acondicionada em
um cilindro de parede espessa e submetida a pressao realizada por um parafuso rotativo
(BRENNAN et al., 1990).

Ja os frutos de murici, apds a sanitizacdo foram despolpados utilizando-se um mixer e a polpa
foi armazenada em freezer convencional (-20 °C) até a preparagdao do mosto (DIAS et al., 2007).

Amostras das polpas de ambos os frutos foram retiradas para caracterizagdo fisico-
guimica, que inclui sélidos soluveis, cinzas, proteina, (AOAC, 1990), acidez titulavel, pH, lipideos
e umidade (lAL, 2008).

Preparo dos mostos com polpa de murici e buriti

De acordo com Puerari e colaboradores (2012), para a elaboracdo da bebida
fermentada, preparou-se solu¢do com concentragdo de 3,73% (m/v) de aglicar mascavo, o
°Brix dessa solugao foi verificado para se obter a relagdo entre este e a concentragdo de agucar
na solucdo. Apds isso foram preparadas solucdes separadas com polpa de murici e de buriti
desengordurada com concentragdo de 16,7% (m/v) cada. Trés frascos para cada fruto foram
preparados contendo 257 ml de agua destilada autoclavada; adicionou-se o aglcar mascavo
e a respectiva polpa. O °Brix foi regulado com adi¢cdo de dgua até que se atingisse 12 °Brix. A
filtragdo dos mostos obtidos foi realizada com o auxilio de malha de poliéster autoclavada de
modo que se obteve cerca de 250 ml de mosto. O mosto foi entdo transferido para Erlenmeyers
estéreis.

Propagacao dos graos do kefir de agua

Os graos de kefir de dgua foram propagados em solucdo de cerca de 30g de aclicar mascavo
para 250 ml de agua destilada estéril, ajustando-se o °Brix (Sélidos sollveis totais) para proximo
de 12. A cada 24 horas os graos foram peneirados; o sobrenadante foi descartado e os graos
submetidos a um cultivo em nova solu¢do de aglicar mascavo de mesma concentragao. A idade
microbioldgica foi padronizada repetindo o mesmo processo durante sete dias para a utilizacdo dos
grios no experimento (GULITZ et al., 2011; MAGALHAES et al., 2010; PUERARI et al., 2012).

Processo fermentativo

O processo teve inicio a partir do preparo do indculo, o qual foi cultivado nas condigdes
descritas no tépico anterior durante sete dias. Os graos de kefir foram lavados com agua
destilada estéril e inoculados na proporcdo de 5% (m/v) de grdos em 250 ml de mosto de
solucdo de aglcar mascavo 12 °Brix sem e com as polpas de frutas previamente preparado. Os
processos fermentativos foram realizados em trés repeticées independentes, sem agitacdo,
em estufa bacterioldgica a 25°C por 24 horas. Apds a inocula¢do foi recolhida amostra para
a verificacdo dos parametros fisico-quimicos e microbioldgicos repetindo-se a amostragem a
cada quatro horas durante as 24 horas de cultivo.

Parametros fisico-quimicos

O teor de sdlidos soluveis (°Brix) foi medido em refratbmetro portatil para agucar,
modelo RT-30ATC, o pH foi aferido em medidor de pH Mpa210 e a acidez tituldvel seguindo-se
metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008).
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Parametros microbiolégicos: enumeracao e isolamento dos
microrganismos

As bactérias do dacido latico (BALs) e leveduras (LEVs) foram isoladas a partir das
fermentacGes de grdos de kefir de dgua com e sem adicao de polpas de buriti e murici. As
amostras coletadas durante as fermentagdes foram adequadamente diluidas em solugao
salina tamponada a 0,1% (0,1% de peptona e 0,85% NaCl) e plagueadas pela metodologia de
plagueamento em superficie em meio seletivo para as bactérias laticas, Agar De Man, Rogosa
e Sharpe (MRS) (1,0% peptona de caseina, 0,8% extrato de carne, 0,4% extrato de levedura,
2,0% dextrose, 0,2% fosfato de potdssio dibasico, 0,2% citrato de amodnio, 0,5% acetato de
sodio, 0,02% sulfato de magnésio, 0,004% sulfato de manganés, 1,5% de agar bacteriolégico,
0,1% de Tween 80 e 0,1% de L-cisteina HCI) com adicdo de nistatina a 0,4%; e para isolamento
de leveduras foi realizado plagueamento em meio Yeast Extract Peptone Dextrose — YEPD
(2,0% peptona de carne, 2,0% de glicose, 1,0% extrato de carne, 1,5% de agar bacterioldgico)
com adicdo de cloranfenicol na concentracdo de 0,001% (BERGMANN, 2010).

As placas foram incubadas em estufa bacterioldgica a 37°C por 24-48 horas para
crescimento das BALs e a 28°C por 48-72 horas para LEVs. Apds o periodo de incubacdo as
col6nias foram contadas. O nimero de isolados para a caracterizagao foi apontado pelo cdlculo
da raiz quadrada do numero total de colGnias contadas, segundo Bacteriological Manual For
Foods (NUGENT, 1991).

Armazenamento, reativacao e caracterizacao dos microrganismos isolados
das fermentacées

As BALs foram crescidas e armazenadas em agar MRS e as leveduras foram crescidas e
armazenadas em meio YEPD inclinado, ambos cobertos com dleo mineral estéril e armazenados
sob refrigeracao (4°C). Para realizagdo dos testes morfolégicos e bioquimicos, os isolados foram
transferidos para placas de Petri em seus respectivos meios pelo método de estrias multiplas,
utilizando-se assepticamente uma al¢a de inoculagdo, sendo incubados a 37°C por 24 horas
para as BALs e 28°C por 48 horas para LEVs.

As bactérias isoladas foram analisadas em microscépio éptico quanto a coloracdo de
Gram (positivas ou negativas), a forma e ao arranjo das células. Posteriormente, as bactérias
classificadas como gram-positivas foram submetidas a testes bioquimicos de KOH, catalase
e motilidade, seguindo metodologias propostas em Bergey Mannual of Determinative
Bacteriology (GOODFELLOW, JONES, 2015).

As leveduras foram caraterizadas macroscopicamente analisando a morfologia de
colonia, além disso, suas caracteristicas celulares foram observadas em microscépio dptico
com objetiva de imersao (aumento de 1.000x), foram submetidas a testes de fermentacdo de
glicose e de formacao de ascésporos (BARNET et al., 2000; KURTZMAN; FELL, 2011).

Testes bioquimicos para as leveduras: fermentacao de glicose e producao
de ascésporos

As leveduras isoladas das trés fermentacdes (agua com aclcar mascavo, solucdo de
polpa de murici e solugdo de polpa de buriti) foram testadas quanto a sua capacidade de
fermentacdo de glicose em tubo de ensaio contendo 750uL de meio de fermentacdo (7,5%
peptona de soja, 5,0% extrato de levedura, 0,4% azul de bromotimol), 150uL de solucdo 1M de
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glicose e 100uL de suspensao de células. A inoculacdo foi realizada a partir de placas de Petri
contendo colonias isoladas crescidas por 24 horas em meio YEPD. As leituras foram realizadas
no periododel,2,3,4,5,6,7,14 e 21 dias apds ainoculacao. A leitura foi considerada negativa
quando n3do houve acimulo de gas, +1 quando 1/3 do tubo de Durham estava ocupado por
gas, +2 quando havia gas em 2/3 do tubo, e +3 quando o tubo de Durham estava ocupado
completamente por gas (BARNET et al., 2000; KURTZMAN; FELL, 2011).

A produgdo dos ascésporos pelas leveduras foi observada em placas contendo meio Agar
acetato (1,0% acetato de potassio, 0,1% extrato de levedura, 2,0% agar), incubadas por cinco dias
a 22°C. A inoculagdo aconteceu a partir de suspensao de leveduras em 1ml de dgua destilada,
incubadas a 28° por 24 horas a fim de zerar suas reservas enddgenas de energia, causar estresse na
levedura e induzi-la a esporular. Para realizagdo do teste foi coletada uma col6nia da placa com meio
Agar acetato e transferida para uma lamina contendo pedagos de agar bacterioldgico, utilizando-se
assepticamente uma al¢a de inoculagdo. As col6nias foram observadas em microscépio éptico com
objetiva de imersdo (aumento de 1.000x) (BARNETT et al., 2000).

Resultados e discussoes

Caracterizacdo fisico-quimicas das polpas de murici e buriti

A Tabela 1 apresenta os resultados de composicao centesimal das polpas de murici e
buriti que incluem sélidos soluveis, cinzas, proteina, pH, lipideos e umidade, expressando de
forma basica seu valor nutritivo.

Tabela 1. Carateristicas fisico-quimicos das polpas de murici e buriti

COMPOSICAO POLPA DE MURICI POLPA DE BURITI
pH 2,95+ 0,06 3,32+0,02
Acidez total(%) 0,48 £0,04 -
Cinzas (%) 2,11+0,47 3,37+0,32
Proteina (%) 4,74 + 0,20 1,99 £ 0,95
Lipideos (%)* - 25,40 + 3,67
Lipideos (%)? 26,87+ 1,0 34,08 + 0,66
Umidade (%) 87,05+1,2 70,86 £ 1,74
°Brix 0,50+0,0 3,17+0,75

Rendimento (%)

Aclcares Redutores (glicose/100mL)

16,16+ 1,74
12,99 + 1,63

*Dados apresentados como média das trés repeticdes + desvio padrdo. Valores dados em %
correspondem a (g/100g). * Método BlyDyer. 2Método de Soxhlet.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O valor de pH 2,95 corresponde a uma polpa de murici acida, o que atribui ao fruto
a inibicdo de microrganismos deteriorantes e patogénicos, importante caracteristica para
o processo fermentativo, visando melhor qualidade da bebida, segundo Arruda (2013). Os
valores de pH e °Brix encontrados para a polpa de buriti estdo em conformidade com os dados
divulgados por Canuto (2010), que obteve pH de 3,5 e o teor de sélidos sollveis de 4,5°Brix.
O valor de acgucares redutores obtido para a polpa in natura é bastante elevado em relacdo
ao encontrado por Loureiro (2006) para a polpa seca, que alcancou valores médios de 4,72 a
5,52%. Almeida (1998) observou que com o avanco do grau de maturacdo da polpa de buriti
ocorre aumento gradativo da concentra¢do de agucares redutores, o que pode ser ocasionado
pela perda de umidade ou ainda por processo fermentativo.

Os teores de umidade para polpa de murici encontrados na literatura variam de 80%
a 92,8% (ARRUDA, 2013; CANUTO, 2010), que coincidem com o valor encontrado neste
trabalho. Essa variagdo pode se dar pelo processo de despolpamento , no qual se adiciona
agua ao fruto para aumentar o rendimento da producdo. Comparando-se o teor de umidade
da polpa de buriti, o valor encontrado é inferior ao relatado por Canuto (2010), que obteve
89,9% de umidade para a polpa desse fruto, contudo o valor se apresenta de acordo com
o teor de umidade médio para frutos do Cerrado relatado por Silva et al. (2008) sendo
superior a 70%.

O conteldo de cinzas detectado na polpa de murici foi maior que o encontrado por
Arruda (2013). O teor de cinzas da polpa de buriti também se mostrou elevado quando
comparado a Darnet (2011), que obteve em seu estudo para polpa de buriti um teor de cinzas
de 0,6%. As cinzas de um alimento sdo os residuos inorganicos que permanecem apos a queima
da matéria organica e correspondem a concentracdo de minerais presentes no alimento, tais
como calcio, fésforo, potassio entre outros (NOGUEIRA, 1996). Podemos inferir que as polpas
usadas neste trabalho tém maior quantidade de residuos inorganicos metalicos fixos, o que
é benéfico para os microrganismos, pois estes podem atuar como cofatores enzimaticos,
importante para metabolismo celular.

De acordo com Siguemoto (2013), no estudo dos componentes da polpa de murici do
estado do Para, o valor médio de proteina encontrado foi de 1,0%, menor que o detectado
neste trabalho. A proteina pode ser catabolizada pelos microrganismos em condi¢des de
estresse. Ja a proteina quantificada na polpa de buriti mostrou-se semelhante a descrita por
Manhades (2011), que obteve 2,10%. Variagdes nas concentragdes no teor de proteinas e cinzas
podem ser explicadas por diferencas na regido de cultivo, tipos e adubacdo do solo e clima,
além do periodo de coleta dos frutos.

A diferenca entre os teores de lipideos obtidos para a polpa de buriti se deve ao método
de extracdo empregado. O método de Soxhlet é mais eficiente, pois se trata de um processo
que promove a manutengdo de temperaturas mais altas e contato maior entre o solvente e a
amostra (BRUM, 2009). Como ja esperado, o teor de lipideos da polpa de buriti pelo método
Blygh Dyer foi inferior ao obtido pelo método de Soxhlet no experimento.

Caracterizacao fisico-quimica durante a fermentacao

Os resultados das alteracdes de pH, acidez titulavel e ° Brix das fermentagdes usando
graos de kefir de agua em diferentes substratos podem ser observados na Figura 1.
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Figura 1. Alteragdes de pH e acidez titulavel durante fermenta¢des usando graos de kefir de
agua com acgucar mascavo, polpa de murici e polpa de buriti.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Pela figura 1 observa-se que o valor de pH para o kefir com solucdo de acucar
mascavo inicialmente decaiu, se estabilizando em torno de 4,44, o que condiz com
valores encontrados na literatura, como no trabalho de Marchi (2015), em que relatou
uma média de pH de 4,03. Bactérias do acido latico quando homofermentativas atuam
fermentando a glicose ou outros carboidratos gerando acido latico como produto;
quando heterofermentativas produzem lactato, CO, e etanol (CROSS, 2002). Devido
a esse comportamento metabdlico das BALs de producdo de acidos organicos pode-se
observar aumento da concentracdo de acido latico e consequente diminui¢dao do pH do
meio. As bactérias do acido acético também geralmente presentes nos graos de kefir
podem contribuir para o aumento de acidez e consequente queda do pH (SANDES, 2013).
Para o kefir com adicdo de polpa de buriti e murici, observou-se que os valores de pH
mantiveram-se constantes em torno de 3,12 e 3,26, respectivamente. Esses valores mais
baixos encontrados no kefir com adicdo das polpas de frutas se deve ao carater acido
encontrado nelas, que apresentaram valores médios de pH entre 2,95 e 3,32.

Na Figura 1, ainda é possivel observar que ha decréscimo no valor de sdélidos soluveis
totais (°Brix) nas fermentacGes com diferentes substratos. A concentracdo de 12°Brix foi
padronizada para o inicio das fermentacdes e durante o processo fermentativo apresentou
qgueda para 10,4, 11,3 e 11,7 para o kefir com solucdo de agucar mascavo, polpa de buriti e
polpa de murici, respectivamente. O teor de sélidos sollveis totais diminui conforme o tempo
de fermentacdo devido ao consumo dos aculcares, como sacarose, glicose e frutose, pelos
microrganismos que os usam como fonte de energia.
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Dinamica microbiana nas fermentacées de graos de Kefir com e sem adicao
de polpas murici e buriti

A Figura 2 apresenta as alteragdes nas populagdes microbianas de BALs e LEVs nas

fermentacGes de graos de kefir de agua com os trés diferentes substratos.

Figura 2. Dinamica de bactérias do acido latico e leveduras durante fermentagdes usando
graos de kefir de agua com agucar mascavo, polpa de murici e polpa de buriti.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

A contagem de células vidveis para o kefir em solucdo de aglicar mascavo se manteve
em média de 6,8 Log UFC/ml para as BALs e de 5,2 Log UFC/ml para as LEV. Nas fermentagdes
conduzidas com a adig¢do das frutas, obteve-se contagem inicial de 4,8 Log UFC/ml de BALs
e 5,7 Log UFC/ml de LEVs com a polpa de buriti; e de 4,0 Log UFC/ml de BALs e 4,5 Log UFC/
ml de LEVs quando adicionada polpa de murici. Observa-se que, nas primeiras 4 horas de
fermentacdo do mosto com buriti, a populagdo de BALs aumentou, chegando a 5,8 Log UFC/mll
e posteriormente as 16 horas as bactérias entraram em fase estacionaria, permanecendo com
uma populagdo entre 6,5 a 7,0 UFC/ml até o final das 24 horas. A fase log para as leveduras
se inicia as 4 horas de fermentacdo e apds as 12 horas de fermentacdo elas mantém uma
populagdo de aproximadamente 6,0 Log UFC/ml. Para a fermentag¢do com polpa de murici, as
bactérias e leveduras atingem seu valor maximo as 16 horas com popula¢des de 6,6 Log UFC/
ml para as BALs e 5,5 Log UFC/ml para as LEVs.

A menor populacdo na fase inicial do processo fermentativo provavelmente pode ter
sido ocasionada pelas alteragbes nas condicdes fisico-quimicas causadas pela adicdo das
polpas de frutas. A adicdo das polpas de buriti e murici reduziu os valores de pH no meio
e possivelmente também proporcionou oferta de novos nutrientes no meio, fazendo com
que os microrganismos tenham passado por periodo maior de adaptacdo (fase Lag) e ndo se
reproduziram imediatamente apds a adicdo do indculo.

101



CIENCIA E TEGNOLOGIA DE ALIMENTOS:
conceitos e aplicagoes

Isolamento, caracterizacao morfolégica e bioquimica das bactérias do
acido latico

As bactérias foram isoladas nas diluicdes de 10% 10> , 10° e foram obtidas
36 potenciais BALs das fermentacdes com diferentes substratos, sendo 15 isoladas da
fermentagao com agua e agucar mascavo, 13 da fermentagao com polpa de murici e 8 da
fermentacdo com polpa de buriti; suas caracteristicas morfoldgicas estdo representadas
na Figura 3.

Figura 3. Caracterizacdo morfoldgica das colonias de bactérias isoladas durante os processos
fermentativos dos graos de kefir em agua com aglcar mascavo, polpa de murici e polpa de
buriti. Dados apresentados em porcentagem (%).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Comrelagdo as caracteristicas microscopicas, somente as bactérias que se apresentaram
Gram positivas foram analisadas. Observou-se que a maioria dos isolados foram caracterizados
pela morfologia de cocos (41,07%) e cocobacilos (28,57%), e em menores proporgdes bactérias
com arranjo de estreptococos (17,86%), bacilos (8,93%) e bastonetes longos (3,57%). Bactérias
com caracteristicas morfoldgicas de cocos e cocobacilos apresentaram-se negativas para
atividade de catalase, KOH negativo e motilidade negativa, podendo assim ser classificadas
como potenciais BALs, segundo Oliveira et al. (2006).

Isolamento, caracterizacao morfolégica e bioquimica de leveduras

As LEVs foram isoladas nas diluicdes 103, 10*, 10°. Foram isoladas 79 leveduras, sendo
25 da fermentacdo de graos de kefir com agua e aglcar mascavo, 23 da fermentacdo de graos
de kefir com polpa de murici e 31 leveduras da fermentacdo de graos de kefir com polpa
de buriti. As caracteristicas morfoldgicas macroscépicas dos isolados em porcentagem estdo
apresentadas na Figura 4.

102



CIENCIA E TEGNOLOGIA DE ALIMENTOS:
conceitos e aplicagoes

Figura 4. Caracterizacdao morfoldgica das col6nias de bactérias isoladas durante os processos
fermentativos dos graos de kefir em agua com acucar mascavo, polpa de murici e polpa de
buriti. Dados apresentados em porcentagem (%).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar de observar aspectos semelhantes entre as leveduras isoladas de kefir de agua
com e sem adicdo de polpa de frutas, as caracteristicas macromorfolégicas convencionais
sdo limitadas, ja que inumeras linhagens e diferentes espécies possuem semelhanca em
nivel macroscépico e muitas vezes possuem as mesmas caracteristicas de col6nias e células
(BARNETT el al., 200; KURTZMAN; FELL, 2011).

Leveduras isoladas de kefir com e sem adicdo das polpas de frutas apresentaram as
seguintes caracteristicas microscopicas: 30,77% como células ovoides, 50% como esféricas,
17,95% como cilindricas e 1,28% como células ogivais. Em trabalhos que realizaram o
isolamento de leveduras encontradas em frutos, observou-se a maior incidéncia de leveduras
nao pigmentadas com predominancia das cores branca e bege e variedades nos morfotipos
apresentando células elipsoides e ovoides (NOROUL, et al., 2013).

Os isolados obtidos durante as fermentagdes com os trés substratos demonstraram
capacidade de fermenta¢do em até cinco dias, sendo que 56,52% das leveduras de kefir com
acucar mascavo, 34,78% das leveduras de kefir com adigao de polpa de murici e 73,91% das
leveduras de kefir com adicdo de polpa de buriti fermentam a glicose rapidamente em até
48 horas. Dessa forma, podemos inferir que leveduras isoladas de graos de kefir e frutos do
cerrado contém potencial biotecnolégico para aplicacdo na industria de alimentos devido a
habilidade fermentativa.

Segundo Kurtzman e Fell (2011), leveduras potencialmente fermentadoras de glicose
podem ou ndo fermentar outros carboidratos, como sacarose, maltose, frutose, galactose,
e leveduras sem potencial de fermentacao de glicose sdao consideradas nao fermentadoras.
Quando a cepa de uma levedura consegue fermentar um carboidrato, ela também consegue
usa-lo como fonte de carbono, porém o inverso nao é totalmente verdadeiro. Muitas cepas
crescem aerobicamente em acgucares que elas ndo sdo capazes de fermentar. Entre outros
carboidratos, a glicose é de facil assimilacdo e seu consumo libera diéxido de carbono, etanol
entre outros metabdlitos em baixas concentracgées.
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Apds cinco dias de incubacdao nas placas, as leveduras foram caracterizadas
microscopicamente com relacdo a sua capacidade de formacdo de ascésporos. Foi possivel
observar que as leveduras formadoras de ascos continham de um a quatro ascéporos em
seu interior. Segundo Mautone (2008), a presenca desses ascosporos confere caracteristica
fermentadora para isolados ascomicetos.

Para finalizar, neste trabalho, as frutas do Cerrado, murici e buriti, foram utilizadas como
substratos para fermentagao com graos de kefir de agua e propiciaram o desenvolvimento de
microrganismos fermentativos no processo, mostrando que tém potencial para ser aplicadas
na producado de bebidas funcionais com grao de kefir, possibilitando, dessa forma, a agregacao
de valor a essas matérias primas.

A fermentacdo proporcionou a acidificacdo do meio tanto para o kefir em solucdo de
aclcar mascavo, quanto para o kefir com adi¢do de polpas das frutas. Foi possivel observar que
adicdo das polpas de buriti e murici acidificou o substrato, fazendo com que o pH se tornasse
mais baixo desde o inicio do processo fermentativo, reduzindo a populacdao de leveduras e
bactérias do acido latico em comparacdo com a fermentacdo de grdos de kefir com agua e
aclcar mascavo.

As potenciais bactérias do dacido latico foram caracterizadas morfologicamente e
bioquimicamente e ndo apresentaram grandes diferencas entre si, mesmo quando isoladas de
substratos diferentes. Dessa forma, podemos inferir que a adicdo das polpas de buriti e murici
ndo impactou na diversidade bacteriana, mas sim na populacao das BALs.

As leveduras isoladas apresentaram caracteristicas morfoldgicas semelhantes as
encontradas na literatura para kefir e frutos. Em teste de fermentacdo de glicose, mostraram-
se rapidas fermentadoras, fato que deve ser explorado para futuras aplicacdes biotecnoldgicas.

A contagem de células vidveis de bactérias e leveduras alcancou resultados aceitaveis
para alimentos probidticos, que devem estar em torno de 7 Log UFC/ml de bebida. E necessaria
a identificacdo dos isolados presentes nas fermentacdes para realmente afirmar que bebidas a
base de graos de kefir de agua e frutos do cerrado sao funcionais.
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Capitulo 3: Nanotecnologia aplicada aos
alimentos

Talita Pereira de Souza Ferreira
Giselly Batista Alves
Claudia Cristina Auler do Amaral Santos

A nanotecnologia envolve o desenvolvimento de um conjunto de materiais formados
por particulas com tamanho variavel entre 1 e 100 nm. A nanobiotecnologia é a fusdo entre
a nanotecnologia e a biotecnologia e oferece possibilidades de estudar e modular processos
bioldgicos na escala molecular e atbmica, com a finalidade de desenvolver produtos e otimizar
servigos em varios campos, desde a agricultura até a medicina (CAMBRUSSI et al., 2018; KHOT
etal., 2012).

A combinacdo de moléculas adequadas tanto em qualidade quanto em quantidade
para usos especiais ou especificos pode dar origem a numerosos produtos a base de carbono
e metais desenvolvidos para a formacao dos nanomateriais. Compreendem os nanotubos
de carbono, nanoparticulas de ferro magnetizadas, aluminio, cobre, ouro, prata, didéxido de
titanio (Titania) e outros (GIANNOUSI et al., 2013). Esses compostos podem ser aplicados
no tratamento de efluentes, purificacdo de agua, processamento de alimentos, embalagens,
agroquimicos e sensores inteligentes (KHOT et al., 2012).

Quantidades significativas de agroquimicos sao pulverizadas em variadas planta¢des
causando adversidades para seres humanos, animais e meio ambiente. A recente tecnologia
de nanopesticidas cada vez mais inserida no ambiente agroindustrial seria a solu¢do para
muitos problemas. Por exemplo, menores volumes de agrotdxicos seriam jogados nos
alimentos, menores custos de aplicacao, além de muitos outros beneficios ao meio ambiente
(GHORMADE et al., 2011).

Produtos alimentares ja sdo testados quanto ao controle de condi¢cOes internas
(caracteristicas como frescor ou ma refrigeragdo) e externas (préprias das embalagens em
si, como indicadores de temperatura e tempo de maturacdo) por meio de nanossensores.
Esses dispositivos percebem o ar atmosférico durante todo o caminho realizado (da fabrica
ao vendedor final) e detectam temperatura, umidade, quanto tempo de colhida tem a fruta
(se for o caso) e as condi¢Ges do transporte. Tao logo isso aconteca, o consumidor podera
decidir entre levar o produto ou ndo. Nanossensores quimicos e biossensores também sao
importantes resultando nos chamados “materiais inteligentes”. O alimento embalado podera
detectar microrganismos perigosos a saude humana ou ainda algum elemento quimico que
modifique a cor do produto, por exemplo, para que o consumidor final perceba que nao é
préprio para consumo (ILES et al., 2011).

Qualquer produto inventado, criado ou modificado tem seus riscos inerentes. Quanto
aos nanoprodutos ndo é diferente. Nos paises desenvolvidos, drgaos regulamentadores estdo
sendo criados e pesquisas referentes aos impactos que essa nova tecnologia pode ocasionar
também ja estdo sendo realizadas. Incluem-se as pesquisas sobre o que a sociedade entende
sobre esse assunto e o que aceitaria com mais facilidade ou ndo. Fundamentando-se nessas
informacdes, este trabalho revisa a nanotecnologia aplicada ao setor produtivo de alimentos
nos dias atuais e apresenta diferentes aplica¢cdes da ciéncia nano no dia a dia das pessoas.
Também discute os riscos que essas nanoparticulas podem ocasionar a saide humana e meio
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ambiente, bem como descreve seus beneficios.

Desenvolvimento de dispositivos de liberacao
controlada de agroquimicos

Praticamente um terco do alimento total produzido no mundo é perdido devido
a doencas e pragas nas fases de pré e pés-colheita (KUMAR et al., 2014). Essas perdas sao
muito significativas e sdo os motivos principais do uso de grande volume de agrotoxicos.
Entretanto, o uso de defensivos agricolas tem gerado muitos problemas ambientais, como
contaminacdo do ar, dos lencgdis freaticos e dos rios (GUAN et al., 2010). Além disso, menos de
0,1% dos pesticidas aplicados atingem seu propdsito e o restante contribui para a degradagao
progressiva dos outros organismos vivos e do ambiente (KUMAR et al., 2014).

Para controlar os sistemas de distribuicdo de pesticidas e fertilizantes no campo, é
necessario lancar quantidades suficientes durante um minimo periodo de tempo a fim de
maximizar a eficacia bioldgica e minimizar os efeitos nocivos (GHORMADE et al., 2011). Dessa
forma, nanoparticulas oferecem uma gama de beneficios devido a maior area de superficie
das particulas, fixacao facilitada, transferéncia de massa rapida, fitotoxidade reduzida devido
a baixa mobilidade do agente ativo no solo e podem ser transportadas com facilidade
pela diminuida inflamabilidade (KUMAR et al., 2014). Assim, biopesticidas agregados a
nanoparticulas apresentariam melhor estabilidade das moléculas e biodisponibilidade ativa
para toda a cultura de maneira uniforme (GHORMADE et al., 2011).

Os polimeros naturais tém sido muito utilizados como nanocapsulas. O alginato de
sodio é anidnico e ndo toxico. Inserido em produtos manufaturados, serve para aumentar o
tempo de prateleira. A liberacao torna-se eficiente, pois auxilia na solubilizacdo do pesticida
em agua e favorece a liberacdo gradativa do composto ativo. Também é mais estavel e simples
de preparar (KUMAR et al., 2014).

Muito difundido na agricultura, o imidacloprido é um inseticida sistémico contra
insetos sugadores, como pulgdes, moscas-brancas, cupins e funis de arroz presentes em
culturas de legumes, frutas, milho, arroz, algodao, lUpulo, entre outras (ANVISA, 2004). Kumar
e seus colaboradores (2014) desenvolveram, otimizaram e caracterizaram um tipo de pesticida
(ingrediente ativo imidacloprido) transportado com polimero de alginato de sédio contra pragas
da cultura do quiabo. Seus resultados demonstraram que as nanoformulagdes de pesticidas
foram mais eficientes em atingir as cigarrinhas do quiabo que os pesticidas convencionais.
Além disso, a analise de toxicidade verificou que foi menos danoso que o produto comercial,
conferindo maior economia, diminuicdo do risco de poluicio ambiental e maior seguranca
para o aplicador.

O uso de nanomateriais para a fotocatalise € uma alternativa para minimizar as
adversidades ocasionadas pelo imidacloprido ao meio ambiente, como as nanoparticulas de
Titania (Oxido de titanio - TiO,), cujas vantagens sdo baixo custo, ndo toxicidade e elevada
eficacia (SHARMA et al., 2008). Guan et al. (2010) desenvolveram um pesticida a partir do
imidacloprido fotodegradavel e um método rapido e eficiente para quantificar sua concentracao
na cultura da soja. Assim, o imidacloprido foi nanoencapsulado utilizando quitosana, alginato
e TiO,. Nesse trabalho, foram determinadas as quantidades de residuos do nanopesticida apos
a aplicagao, verificando a precisdo do experimento quanto a reprodutibilidade e repetibilidade
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para que o uso nessa cultura seja realizado de forma segura. O nivel de residuo maximo que os
vegetais podem conter é de 1 mg.kg?, e o nano-imidacloprido alcancou nivel final de residuo
de 0,003 mg.kg™. Portanto, foi considerado seguro para a saude humana e animal.

Em Bordeaux, na Franca, desde 1882 o cobre ja era bastante utilizado como fungicida
juntamente com sulfato de calcio. Essa mistura é conhecida como calda bordalesa e causou
reducdo sensivel do fungo Plasmopara viticola em plantacdes de uva. Apds isso, muitos
agrotoxicos foram produzidos a base de cobre, como oxicloreto de cobre [Cu(OH),.CuCL],
hidroxido de cobre [Cu(OH)2] e oéxido de cobre (Cu,0). Entretanto, assim como os outros
agroquimicos, possuem baixa solubilidade e grandes volumes sdo necessarios. O cobre é
facilmente convertido em Cu (I) ou Cu (Il) por meio de rea¢des que produzem oxigénio reativo,
favorecendo a peroxidacao lipidica, oxidacdo de proteinas e danos ao DNA microbiano
(GIANNOUSI et al., 2013).

Alguns trabalhos cientificos empregam as nanoparticulas feitas de cobre e ja foram
testadas em laboratdrio na cultura da abobrinha (Cucurbita pepo), trigo (Triticum aestivum) e
pepino (Cucumis sativus), conforme cita Guiannousi e colaboradores (2013). Nesse trabalho,
nanoparticulas produzidas com cobre como agroquimico foram sintetizadas, caracterizadas e
avaliadas quanto a sua eficacia. Phytophtora infestans, fitopatogénico comum em tomates, foi
utilizado para os testes in vitro. Esses mesmos autores produziram trés tipos de nanoparticulas
de cobre (Cu,0, CuO e Cu/Cu,0) com tamanho entre 11 e 14 nm e formato quase esférico. Esse
estudo resultou em menores quantidades de produto aplicado, menos ingredientes ativos
nas nanoformulagdes, porém fica claro que estudos mais detalhados a respeito das dosagens
minimas sdo necessarios para proteger a planta e ndo causar fitotoxicidade.

Embalagens de alimentos fabricadas com
nanocompositos

No setor de nanotecnologia de alimentos, a drea de embalagens tem ganhado destaque
com aplicacdes de polimeros nanocompdsitos que evitam a oxidacdo e a descarbonatacdo
de alimentos, além de proporcionar protecdo U.V., dispositivos anti falsificacdo, sensores
de violacdo e desenvolvimento de filmes de polimeros com menor permeabilidade, com
barreiras para oxigénio, potencial de degradabilidade, tolerancia a niveis de umidade e com
caracteristicas termorresistentes (CHAUDRY; CASTLE, 2011).

Dentre as inovacles criadas para embalagens de alimentos estdo os polimeros
nanocompdsitos (PNCs), nanotubos de carbono, nanocristais e quitosana (nanoparticulas de
argila). Embalagens produzidas com esses materiais possuem vantagens como baixo custo,
eficdcia, alta estabilidade e sdo permitidos para o consumo humano.

Embalagens inteligentes se destinam a monitorar e fornecer informagdes sobre a
gualidade dos alimentos embalados ou seu ambiente, para promover vida de prateleira
extensa e segura. As embalagens inteligentes de nanocompdsitos fornecem informacdes
sobre a manutencdo da qualidade do produto, como a integridade da embalagem (indicador
de vazamento), a histéria de tempo-temperatura do produto (indicadores de tempo e
temperatura) e rastreamento da origem dos produtos embalados (nanocddigos de barras ou
identificacdo por radiofrequéncia) (RHIM et al., 2013).

As nanoparticulas foram investigadas quanto a atividade antimicrobiana, como
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inibidores do crescimento e agentes antimicrobianos. Os principais alimentos para aplica¢des de
filmes antimicrobianos de bionanocompdsitos incluem carnes, peixes, aves, paes, queijos, frutas
e legumes (HAN et al., 2005). Um dos principais interesses de pesquisas na area é a fabricacao
de novo tipo de embalagem de alimentos, que retne substancias antimicrobianas (complexos
de quitosana e os conservantes sintéticos tradicionais) para tratar filmes PET/PP (Politereftalato
de etileno/polipropileno) com plasma e para analisar as propriedades de superficie e atividades
antimicrobianas dos filmes combinados (LEI, et al., 2014). Apds o tratamento com plasma, as
peliculas de PET/PP foram facilmente compativeis com o complexo de quitosana/conservantes
para formar filmes com atividades antimicrobianas. Os filmes antimicrobianos combinados
apresentaram maior atividade antimicrobiana contra Escherichia coli e Bacillus subtilis do
que contra Staphylococcus aureus. A velocidade de liberagao das substancias antimicrobianas
aumentou com o incremento da temperatura e da acidez (LEI, et al., 2014).

Materiais a base de celulose podem ser amplamente utilizados porque oferecem
vantagens incluindo comestibilidade, biocompatibilidade, propriedades de barreira, aparéncia
atraente, ndo-toxicidade, ndo-poluente e de baixo custo. Estudos destacam o desenvolvimento
de nanocompdsitos bactericidas a base de celulose contendo nanoparticulas de prata para
utilizacdo como embalagens ativas de alimentos. Em formula¢des de filmes, podemos
citar o exemplo do polissacarideo HPMC (hidroxipropilmetilcelulose), que é um polimero
biodegradavel e renovavel, bem como uma alternativa para novo material de embalagem
(SANCHEZ-GONZALEZ et al., 2011).

Foram investigadas as propriedades de filmes de HPMC e nanoparticulas de prata
e sua possivel aplicacdo como embalagem ativa. Diferentes tamanhos de nanoparticulas
foram analisados para aperfeicoar o desempenho dos compdsitos. Os efeitos das
nanoparticulas nas propriedades mecanicas de permeabilidade ao vapor de agua e
atividade antibacteriana de filmes de HPMC também foram investigadas (MOURA et al.,
2012). Os filmes nanocompdsitos HPMC/AgNPs (hidroxipropilmetilcelulose/nanoparticulas
de prata) exibiram boas propriedades mecanicas e de barreira. A presenca de AgNPs na
matriz de HPMC promoveu aumento da resisténcia a tracao das peliculas. A diminuicao
observada nos valores de PVA (permeabilidade ao vapor de agua) para esse sistema em
comparacdo com os sistemas contendo nanoparticulas de quitosana é promissora como
meio de melhorar a qualidade do produto final e estabilidade durante o armazenamento.
Também foi demonstrado o potencial bactericida dos filmes de HPMC/AgNPs, em que o
tamanho das nanoparticulas desempenha papel importante. O ultimo é indicativo de que
0s nanocompadsitos de HPMC/AgNPs podem ser usados em embalagens de alimentos como
revestimentos internos antimicrobianos ativos (MOURA et al., 2012).

Na industria alimenticia, o setor de bebidas também recebe contribui¢des efetivas de
estudos da nanotecnologia quando se refere as embalagens. Podem ser citados os efeitos de
embalagens de filme LDPE (Polietileno de baixa densidade) contendo nanoparticulas de Ag e
ZnO testadas como embalagens de suco de laranja na inativacdo de Lactobacillus plantarum.
Uma vez que microrganismos aciddéfilos, como bactérias do acido latico e leveduras, tém se
destacado como os principais contaminantes de sucos citricos, a preocupacao em confeccionar
embalagens com materiais que possam reduzir a taxa de crescimento dos microrganismos tem
aumentado a fim de prolongar a vida de prateleira e para manter a qualidade e seguranca
alimentar. O alto desempenho das nanoparticulas se deve a sua relagdo de area/volume de
superficie elevada, que é a principal razdo para o aumento da atividade antimicrobiana de
nanoparticulas metdlicas (EMAMIFAR, et al., 2011).

112



CIENCIA E TEGNOLOGIA DE ALIMENTOS:
conceitos e aplicagoes

A atividade antimicrobiana dessas nanoparticulas também pode ser associada a varios
mecanismos, incluindo a indugdo de estresse oxidativo, devido a geracdo de espécies reativas
de oxigénio que podem causar a degradacao da estrutura da membrana da célula. Para isso
as embalagens preparadas a partir de filmes nanocompdsitos com Ag e com ZnO foram cheias
com sumo de laranja inoculado com L. plantarum, armazenadas a 4°C e avaliadas apds 7, 28,
56, 84 e 112 dias de armazenamento. Os resultados mostraram que a taxa de crescimento
microbiano foi significativamente reduzida pela utilizacdao desse material. Redugdo do nimero
de L. plantarum foi melhor com a embalagem com nanoparticulas de Ag. Esses resultados
ajudariam a industria para a combinagao de pasteurizagdo com embalagens nanocompdsitos
antimicrobianos que resultariam no desenvolvimento de método de pasteurizacdo de baixo
custo. No entanto, os ions metdlicos, como Ag e Zn, podem acelerar a degradac¢ao do acido
ascorbico e isso necessitaria de avaliacdo antes da utilizacdo da embalagem de nanocompdsitos
antimicrobiana ser comercializada (EMAMIFAR, et al., 2011).

A nanoencapsulagdo é definida como uma tecnologia de embalagem de sdlidos,
liguidos ou materiais gasosos em cdpsulas nanométricas seladas que podem liberar seu
conteudo a taxas controladas em condicdes especificas. O método de encapsulamento tem
sido empregado para proteger compostos bioativos (polifendis, micronutrientes, enzimas,
antioxidantes e nutracéuticos) com o intuito de controlar sua liberacdo no alvo desejado
(EZHILARASI et al., 2013). Entre os sistemas de nanoencapsulacdo, as nanoemulsdes, as
nanoparticulas lipidicas e os nanolipossomas sdo particularmente adequados para aplicacdes
alimentares (CAMBRUSSI et al., 2018).

As nanoemulsGes apresentam muitas vantagens, como descontaminacdo de
equipamentos sem comprometer a aparéncia e o sabor do produto. Os compostos funcionais
encapsulados pelas nanoemulsdes sdao utilizados para distribuicdo direta dos antioxidantes
luteina, B-caroteno, licopeno, vitaminas A D e E3, co-enzima Q10, e 6mega-3 (PATHAKOTI et
al., 2017). As nanoparticulas mais proeminentes para nanoencapsulacdo sdo as de poliésteres
biodegradaveis, devido a biodegradabilidade, biocompatibilidade, hidrofobicidade, forte
resisténcia mecanica, protecao contra o meio circundante ou condi¢bes de processamento e a
sua liberacdo controlada (EZHILARASI et al., 2013).

Os nanoliposomas sdo alguns dos mais promissores portadores de lipidios para
antioxidantes e também ajudam na entrega controlada e especifica de nutracéuticos,
nutrientes, enzimas, vitaminas, antimicrobianos e aditivos. Possuem tamanho menor e area
de superficie interfacial maior para contato com tecidos biolédgicos e, portanto, proporcionam
maior biodisponibilidade de compostos encapsulados (PATHAKOTI et al., 2017).

A melhora da vida de prateleira e menores custos sdo as razbes pelas quais a
nanotecnologia estd sendo aplicada na fabricacdao de embalagens inteligentes que podem
responder a condi¢cdes ambientais, alertar o consumidor quanto a presenca de patdgenos,
detectar produtos quimicos nocivos ou produtos de degradacdo causados pela deterioracdo
dos alimentos e indicar a qualidade dos alimentos (SMOLANDER; CHAUDHRY, 2010).

Nanossensores em tecnologia de alimentos

Caracteristicas que demonstram a qualidade do produto, como cor, odor e caracteristicas
sensoriais, podem ser detectadas por sensores fabricados com nanomateriais, bem como
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a presenca de gases oxidantes de alimentos, aromas, contaminantes quimicos, bioldgicos e
patégenos (SHRIVASTAVA; DASH, 2009).

Os métodos imunoldgicos baseados em anticorpos simples sdo sensiveis e econémicos
e oferecem alto rendimento para quantificacdo de compostos biologicamente relevantes.
Inovagdes em ambito nanométrico associadas a esses métodos para detec¢do de substancias
nocivas aos consumidores de varios tipos de alimentos tém se mostrado bastante promissoras.
Um exemplo desse tipo de tecnologia sdo os imunossensores eletroquimicos sensiveis para a
deteccdo rapida de brevetoxina B (BTX-2) em amostras de alimentos marinhos. As brevetoxinas
(BTXs) sdao neurotoxinas marinhas potentes, produzidas naturalmente por uma espécie de
dinoflagelado conhecido como Karenia brevis e tém efeitos prejudiciais para a saide humana,
levando a intoxicagdo neuroldgica e causando impactos negativos na industria de frutos do
mar. Dessa forma, a quantificacdo de BTXs é de grande importancia na andlise e deteccdo de
seguranca alimentar (TANG; TANG, 2011).

Tendo em vista a necessidade de métodos com maior sensibilidade para deteccao
dessas toxinas, pesquisadores utilizaram um método imunoldgico contendo estruturas de
dendrimeros, agregados macromoleculares, porém a condutividade dessas moléculas nao é
boa para sua vasta aplicacdo nos biossensores eletroquimicos. Como essas estruturas podem
ser encapsuladas, nanoparticulas de ouro com boa condutividade e de biocompatibilidade
podem ser usadas para a preparacdo de nanocompdsitos de metal/dendrimero. Os resultados
experimentais indicaram que o método eletroquimico pode ser utilizado para a deteccao de
BTX-2 em amostras de alimentos se apresentando como um método mais sensivel que outros
ja utilizados em trabalhos anteriores, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e ensaio de imunoabsorc¢do ligado a enzima (ELISA). O destaque desse trabalho é a simples
execucao, sem a necessidade de extensas etapas de preparacao da amostra, além de extracao,
filtracdo e diluicdo (TANG; TANG, 2011).

Destaques sdo feitos também para imunossensores de deteccdo bacteriana construidos
com nanotubos de carbono e com nanocristais de metais de cobre, cddmio e chumbo.
Foi desenvolvido um imunossensor eletroquimico capaz de detectar simultaneamente
bactérias patogénicas de alimentos comuns, como Escherichia coli 0157: H7 (E. coli),
Campylobacter spp. e Salmonella spp., que pode evitar surtos de toxi-infecgdes alimentares.
O imunossensor foi produzido a partir da imobilizacdo da mistura de trés anticorpos, anti-E.
coli , anti-Campylobacter e anti-Salmonella numa proporc¢do de 1:1:1 na superficie de um
eletrodo com tela de carbono de multiplas paredes, nanotubos-polialilamina modificados.
Foram confeccionados entdao nanocristais de anticorpos monoclonais para cada tipo de
bactéria patogénica. O imunossensor foi utilizado em amostra de leite inoculado com os
trés tipos de bactérias citadas. O imunossensor mostra maior sensibilidade e rapidez na
analise de patdgenos em amostra de alimentos do que os métodos convencionais baseados
em caracterizacdo bioquimica e soroldgica, que costumam levar de dois a trés dias para
obtencdo de resultados. Os nanotubos de carbono se mostraram eficientes quanto a sua
alta condutividade, atividade eletroquimica e facilidade de imobilizacdo de biocomponentes.
Ja os anticorpos com nanocristais de metais se mostraram sensiveis ao reconhecimento das
bactérias através da oxidacdo dessas nanoparticulas, demonstrando, assim, a eficiéncia dessa
tecnologia (VISWANATHAN et al., 2012).

Nanoparticulas de ouro (AuNPs) tém sido muito aplicadas na tecnologia de sensores
de eletrodo devido ao tamanho pequeno e a suas propriedades Opticas, eletrénicas e
cataliticas serem unicas. Além disso, as AuNPs provém de micro espacos que fornecem
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um microambiente semelhante ao da natureza, tal que a bioatividade da biomolécula
imobilizada é mantida e as nanoparticulas proporcionam elevado raio de superficie-volume
gue melhora a cinética de transferéncia de elétrons. Pesquisadores desenvolveram um
método para fabricar um eletrodo vitreo de carbono modificado com nanoparticulas de
ouro (AuNPs/GCE), o qual foi entdo aplicado para a analise de antioxidantes como butil-
hidroxi-anisol (BHA), butil-hidroxi-tolueno (BHT) e butil-hidroxi-tolueno (TBHQ) utilizados
na industria alimenticia. A distribuicdo e o tamanho das nanoparticulas de ouro variaram
significativamente como uma funcdo do tempo de deposicdo e a distribuicdo étima das
particulas e seu tamanho foi alcancado em 30 segundos. Também foi demonstrado que
com o eletrodo foi possivel produzir picos de correntes mais altos e estaveis que com os
eletrodos comuns. Resultados quantitativos satisfatérios foram obtidos para a predicao
dos trés analitos e as calibracdes foram validadas para serem usadas simultaneamente
na determinacao de BHA, BHT e TBHQ em amostras de 6leos comerciais comestiveis. Os
resultados obtidos foram satisfatérios quando comparados com aqueles obtidos a partir
de métodos comumente utilizados para esses tipos de andlises como CLAE (Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia) (LINA et al., 2013).

A nanotecnologia com base em sensores tem potencial de revolucionar a velocidade
e a precisdo das industrias e agéncias reguladoras quando se trata da deteccdo de
contaminantes ou alteragdes em alimentos. A deteccdo é possivel devido as propriedades
guimicas e eletro-épticas dos chamados nanossensores, 0os quais sdao também capazes de
responder por mudangas nas condi¢cbes ambientais refletindo efeitos na qualidade dos
alimentos. Dessa forma, a tecnologia de nanossensores é extremamente Util na etapa de
controle de qualidade de diversos produtos de natureza alimenticia, destacando-se como
mais rapidos e sensiveis que os métodos comumente utilizados para andlise no setor
alimenticio (SHRIVASTAVA; DASH, 2009).

Riscos

Preocupacdo relacionada a garantia de protecdo e seguranca tanto do meio ambiente
quanto das pessoas e ainda assim incentivar o acesso a produtos inovadores tem se tornado
tema de debates (posteriormente regulamentados) pelos paises pertencentes a Unido
Europeia. Assim, nota-se que paises desenvolvidos tém buscado uniformizar a regulamentacao
de produtos nanotecnoldgicos, incluindo suas respectivas aplicacdes, bem mais incisivamente
que paises emergentes (INVERNIZZI; FOLADORI, 2005).

Tal fato é ocasionado pela percepcao de quao grande é a “revolu¢do” na tecnologia
e, dessa forma, é muito importante considerar os possiveis perigos decorrentes da inovagao.
Devido ao seu pequeno tamanho e concentragdes baixissimas, a distincdo entre os compostos
artificiais e naturais torna-se dificil de ser compreendida, da mesma maneira que a verificacdo
dessas substancias em matrizes complexas, como agua ou lama e produtos alimentares
(EUROPEAN COMISSION, 2012).

J4 é sabido que desde 2004 6rgaos como o Comité Cientifico dos Riscos para a Saude
Emergentes e Recentemente Identificados (CCRSERI), Comité Cientifico da Seguranca dos
Consumidores (CCSC), Autoridade Europeia para a Seguranga dos Alimentos (AESA) e a
Agéncia Europeia de Medicamentos (AEM) tém avaliado os riscos que os nanomateriais
podem acarretar. Além disso, em 2009, o CCRSERI afirmou que variados produtos fabricados
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com nanomateriais sdo potencialmente perigosos para a salde humana e para o ambiente,
mas, por outro lado, nem todos causam toxicidade (EUROPEAN COMISSION, 2012).

A ideia de que quao menor for o tamanho mais reativo e danoso serd o composto
ndo pode ser levada como verdade absoluta. Fato é que os nanomateriais, produtos quimicos
ou substancias normais podem se assemelhar no quesito de alguns serem téxicos e outros
ndo. Assim, um tratamento especifico de cada situacdo encontrada ou cada produto com
nanotecnologia a ser langado no mercado deve ser avaliado pelos érgdaos competentes, ja
em vigor (ao menos em paises desenvolvidos) quanto aos seus possiveis riscos (INVERNIZZI;
FOLADORI 2005).

Comprovado é o comportamento poluente de agroquimicos em ecossistemas, agua,
solo, reducdo da biodiversidade e saude humana, entretanto, os nanoformulados podem
conduzir a novos problemas. E interessante lembrar que, assim que os produtos transgénicos
foram lancados, existiu a promessa de grandes companhias em reduzir o uso de agrotdxicos
(ALTIERI, 1998). Semelhantemente, os nanoformulados seriam mais potentes e, por
conseguinte, teriam maior tempo de duracdo no campo tendo drastica reducdo quanto ao
volume empregado (KUMAR et al., 2014).

A nanotecnologia no Brasil aumentaria a qualidade dos produtos tornando-os mais
competitivos na agroindustria internacional com menores custos e maior produtividade.
Com investimento da ordem de RS 10 milhdes, a Embrapa Instrumentacdo Agropecudria,
inaugurada em 2009, juntamente com a Rede de Nanotecnologia Aplicada ao Agronegdcio
(AGRONANO) e empresas privadas visam atender suas demandas préprias. No entanto,
recursos aparentemente ainda nao estdao disponiveis para avaliar os impactos dessa nova
tecnologia. Qualidade nutricional, sabor, textura e tempo de prateleira prolongado sdo
alguns dos beneficios provenientes do uso da nanotecnologia em alimentos e bebidas.
O questionamento pelo qual todos se deparam é que essas mesmas caracteristicas
notadamente atraentes podem originar danos a saude humana e ao ambiente (CENTRO
ECOLOGICO, 2009).

A principal propaganda da nanotecnologia nos alimentos é a de promover maior
seguranga alimentar. Logo, alguns estudos foram realizados a fim de avaliar a percepgao publica
sobre esse assunto tanto nos Estados Unidos como na Europa. Essas pesquisas apontaram que
o conhecimento ainda é muito limitado (GASKEL et al., 2005). Os trabalhos sobre a opinido e
conhecimento do publico sobre as aplicagdes da nanotecnologia nos alimentos e embalagens
alimentares apresentam variadas percepcdes das pessoas em relagdo as aplicacdes dos
produtos em escala nano. A visdo é bem negativa quando, por exemplo, se tratam de garrafas
antibacterianas de leite para bebés e capsulas de suplemento nutricional (SIEGRIST et al., 2008).

Apercepcaoderiscos oundodananotecnologia pela populacdo vai depender da maneira
pela qual industrias, agéncias governamentais e ONG’s (Organizacdes Ndao Governamentais)
trabalham com essa questdo (SIEGRIST et al. 2008). Helland et al. (2008) afirmaram que
industrias ainda ndo sdo capazes de resolver problemas com futuros riscos ocasionados pela
nanotecnologia, ou seja, nem os préprios fabricantes estdo preparados para as consequéncias
dessa “revolucdo”. Ainda com base em Siegrist e seus colaboradores (2008), as embalagens
produzidas com nanotecnologia sdo mais aceitas do que alimentos nanoformulados.

Propriedades fisicas e quimicas da matéria ndo podem ser consideradas as
mesmas para escalas diferentes de tamanho. Essas propriedades se modificam em escala
nanométrica, o que se denomina de efeito quantico. Citam-se a condutividade elétrica, o
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calor, a resisténcia, a elasticidade, a reatividade que se comportam de forma distinta dos
mesmos elementos em escala maior (CHAUDRY; CASTLE, 2011). Com isso, se determinado
produto é utilizado em escala macro sem nenhum tipo de efeito contrdrio a que se destina,
ja sendo estudado e aprovado como alimento, ndo é semelhante a servir-se do mesmo
produto em escala nano. A substancia pode ter a mesma composi¢ao quimica, porém ter
toxicidade bastante divergente.

Na realidade, o que determina o alcance dos nanomateriais ao seu objetivo sdo suas
propriedades fisico-quimicas aliadas a dinamica da resposta de defesa do organismo, pois
agora o corpo tem de lidar com uma darea de superficie maior (COCKBURN et al. 2012). Os
nanomateriais podem ser inalados, entrar pela via dérmica ou pela principal via de interesse,
a oral (MEDINA et al. 2007). Cockburn et al. (2012) esclarecem a relagao entre nanomateriais
associados a alimentos com o corpo humano através de uma ilustracdo bastante didatica
dessas interagdes (Figura 1). Os nanomaterias podem entrar no organismo e quando ali
estiverem podem realizar dois tipos de caminho. Depois que sdo ingeridos, estdo sujeitos a
sofrer processos digestivos no trato gastrointestinal (TGI). O TGl pode fornecer uma barreira
seletiva fazendo com que o nanomaterial permaneca no lUmen do intestino, interagindo com
a microbiota local ou ser completamente eliminado através das fezes. Se a absorg¢do ocorrer,
0s nanomateriais seriam distribuidos por todo o corpo, acessariam os érgaos e seriam retidos
nas células e suas organelas.

Figura 1. Provaveis caminhos dos nanomateriais associados a alimentos no organismo.

Ingestiao
Dissolugdo

Eliminagao/ <
Excregdo s s e e e | TANSlOCAGHAO através do
epitélio intestinal

Fluidos do Corpo

Absorgdo (Linfa e sangue)

Distribuicao

Potenciais interagdes
Fagocitos, resposta celular,
orgio alvo

Dissolugao Lenta ou nio -
dissolugdo == | Retengio

Metabolismo I

Excrec¢ido

Fonte: Adaptado de Cockburn et al. (2012).

Assim, além das nanoparticulas poderem tomar dois rumos divergentes dentro do
organismo, também ha outros obstaculos que podem interferir no sucesso delas. Segundo Safi
etal. (2011), quando as nanoparticulas entram em contato com algum fluido bioldgico, podem
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ser revestidas por uma coroa de proteinas do plasma sanguineo ou de outras biomoléculas,
como os lipideos, ou ainda podem se agregar formando um aglomerado. Nesse sentido, o
recobrimento pelas proteinas é chamado de corona.

Pesquisas recentes apontam que proteinas corona podem prejudicar a acdo das
nanoparticulas, impedir as ligagdes das biomoléculas presentes nas células-alvo e afetar
a reatividade dentro do organismo (COCKBURN et al., 2012). Essas modificagdes podem
alterar o dobramento das proteinas envolvidas, resultando em novas interagdes biolégicas
e, por conseguinte, reacdes adversas como uma inesperada toxicidade (CABALEIRO-LAGO et
al., 2008).

De fato, produtos advindos dos nanomateriais trazem muitos beneficios, no entanto,
considerar todos os riscos envolvidos é uma atitude prudente diante dos problemas que
podem surgir a partir de seu uso. Existem muitas pesquisas realizadas sobre esse assunto,
espera-se que grandes industrias utilizem essas informacdes ja disponiveis, mesmo que as
conclusdes sejam negativas para alguns produtos (COCKBURN et al., 2012).

Produtos alimenticios disponiveis para venda

Conforme The Project Emerging Nanotechnologies — PEN (2005), o uso comercial das
nanotecnologias ganha cada vez mais espaco. No entanto, tem sido dificil descobrir quais
produtos podem serreferenciados como nano verificando apenasorétulodasembalagens. Esse
projeto objetivou realizar um inventdrio com a maioria dos produtos ja disponiveis no mercado
para o consumidor. Assim, constitui-se de uma ferramenta na internet para consumidores,
politicos, cidaddos e pessoas que querem se informar sobre como a nanotecnologia estd
entrando no mercado global.

E realizado em parceria com o Woodrow Wilson International Center for Scholars.
Desde 2005 o PEN tem tornado as informacGes acessiveis e configurou-se em fonte respeitada.
Chamam a atenc¢do para investimentos maiores e adequados quanto a investigacdes dos
nanoprodutos e também para as falhas nas leis e regulamentos existentes. A parceria envolve
alguns 6rgaos do governo, industrias e lideres académicos cuja funcdo é averiguar alimentos
gue possuem nanotecnologia e desenvolver medidas de supervisdo mais rigidas (PEN, 2013).

Osdadossdoapresentados segundo afuncdo das nanoparticulas no produto, localizacao,
propriedades, possiveis vias de exposicdo, toxicidade e avaliacdo do ciclo de vida. A Tabela 1
apresenta dados de alimentos ja inseridos no mercado e contém uma coluna que especifica as
categorias atribuidas a cada produto. Assim, as categorias 3, 4 e 5 significam, respectivamente,
qgue o fabricante forneceu informacdes que provam a nanotecnologia envolvida, o fabricante
rotula o produto como advindo de nanotecnologia, mas sem informacdes especificas e o
fabricante ndo fornece informacgdes, mas seus revendedores sim.
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Tabela 1. Atuais aplicagdes da nanotecnologia em produtos alimenticios disponiveis para
venda.

~ Ano de
. Nano Funcgoes do . . ~
Empresa Origem . Produto . Categoria  insercao
Material nano Material
no PEN
Folha de
Mellita Alemanha Carbono aluminio para - 4 2008
embalagens
Anti-
Albertson EUA Titania  Queijo aglomerante 5 2013
Pigmento
Anti-
Albertson EUA Titania  Café soluvel aglomerante 5 2013
Pigmento
Anti-
Betty A A
EUA Titdnia  Puré de batatas  aglomerante 5 2013
Crocker -
Pigmento
Hershey’s EUA Titania oarrade Anti- 5 2013
Chocolate aglomerante
Mars, Inc. EUA Titania  M&Ms Anti- 5 2013
Chocolate aglomerante
Tic Tac EUA  Titania | ocBalasde Anti- 5 2013
Menta aglomerante
Embalagem
BlueMoon . .
Goods, LLC EUA Prata para Antimicrobiano - 2007
armazenamento
Nano Care
Technology, China Prata Talheres Antimicrobiano 5 2007
Ltd.
Knorr EUA Titdnia  Macarrao Anti- 5 2013
aglomerante
Agua para
La P'osta Del Argentina Prata mamaes e Antimicrobiano 4 2009
Aguila n
bebés
RBC Life
Sciences®, EUA Prata Suplemento Antimicrobiano 3 2007
Inc.

Fonte: PEN (2013). Pinformac&o ndo foi disponibilizada pelo site PEN (2013).

Concluindo, é notdvel como o avan¢o da tecnologia acarretou o progresso das
pesquisas com a nanotecnologia. A pobreza poderd ser diminuida, assim como a fome e as
doencgas também. Em detrimento desses beneficios estdo os riscos, ainda ndo mensuraveis,
0s quais poderdo ocasionar reacdes adversas como uma toxicidade inesperada. Isso significa
que estudos conclusivos ndo foram realizados até o momento. Fato é que inovagdes nessa
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area sao fundamentais, principalmente porque os impactos econémicos poderdo ser muito
grandes. A nanotecnologia gradativamente insere-se em industrias, como cuidados com a
saude, manufatura, energia e produtos alimenticios e suas embalagens. Assim, sejam quais
forem os impactos da nanotecnologia na industria de alimentos e bebidas, acredita-se que
os governos devem ter politicas publicas suficientes para orientar a sociedade quanto ao uso,
beneficios e riscos.
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sta obra apresenta, inicialmente, a modelagem do

processo de hidratacdo de grdos e a montagem de

um calorimetro para determinac¢do do calor especifico
de frutos do murici como tépicos que associam os fendmenos de
transporte e o desenvolvimento de novos produtos alimenticios. No
ambito do processamento de alimentos, a oxidacdo lipidica é um
dos fendmenos que pode afetar a qualidade de produtos carneos.
Estudos descritos nesta obra comprovam que a presenca de pimenta
rosa no processamento de linguicas retarda a rancidez atuando
como antioxidante natural.

O controle de qualidade de alimentos estd atrelado a
seguranca alimentar, tornando-se fator primordial para a industria
de alimentos. Nesse sentido, novos estudos presentes nesta obra
colaboram com a avaliacdo e o desenvolvimento de métodos
alternativos para reduzir a contaminacdo e a deterioracdo de
amendoins por aflatoxinas. E destaque, ainda, nesse contexto,
a aplicacao do controle biolégico para minimizar os impactos da
contaminacdo e deterioracdo pelo Penicilium roqueforti em queijo
parmesao.

No que tange a biotecnologia aplicada a industria de
alimentos, esta obra apresenta uma revisao sistematica acerca de
enzimas de importancia, como a invertase e a frutosiltransferase.
Ainda no ambito da biotecnologia, as frutas do cerrado, murici e
buriti, foram utilizadas como substratos para fermenta¢ao com
graos de kefir de agua, mostrando que tém potencial para serem
aplicadas na producgao de bebidas funcionais. Por fim, um capitulo
técnico trata de métodos de extracdo e preparo do gel de aloe vera e
outro capitulo apresenta revisdo acerca da nanotecnologia aplicada
ao setor produtivo de alimentos.
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