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APRESENTACAO

O e-book Inovacédo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — Vol 1, 2 e 3, traz um
olhar integrado da Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. A presente obra é composta
por 86 artigos cientificos que abordam assuntos de extrema importancia relacionados
as inovacoes na area de Ciéncia e Tecnologia de alimentos.

No volume 1 o leitor ira encontrar 28 artigos com assuntos que abordam a
inovacé&o no desenvolvimento de novos produtos como sucos, cerveja, paes, nibs,
doce de leite, produtos desenvolvidos a partir de residuos, entre outros. O volume
2 é composto por 34 artigos desenvolvidos a partir de analises fisico-quimicas,
sensoriais, microbiolégicas de produtos, os quais tratam de diversos temas
importantes para a comunidade cientifica. Ja o volume 3, é composto por 25 artigos
cientificos que expdem temas como biotecnologia, nutricdo e revisdes bibliograficas
sobre toxinfecgdes alimentares, probidticos em produtos carneos, entre outros.

Diante da importancia em discutir as inovagcdes na Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, os artigos relacionados neste e-book (Vol. 1, 2 e 3) visam disseminar o
conhecimento e promover reflexdes sobre os temas. Por fim, desejamos a todos
uma excelente leitura!

Vanessa Bordin Viera
Natiéli Piovesan
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CAPITULO 1
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DO MEL DE Melipona flavolineata NO DECURSO
DO PROCESSO DE DESUMIDIFICACAO POR
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- Belém, PA — Brasil.

Marcos Ené Chaves Oliveira

Embrapa Amazoénia Oriental Tv. Dr. Enéas
Pinheiro - Curié Utinga, Belém - PA, 66095-903: -
Belém, PA — Brasil.

Mozaniel Santana de Oliveira
Universidade Federal do Para, Rua Augusto

Corréa - até 937 - lado impar Guama. 66075-110 -
Belém, PA — Brasil.

Claudio José Reis de Carvalho

Embrapa Amazénia Oriental Tv. Dr. Enéas
Pinheiro - Curi6é Utinga, Belém - PA, 66095-903 -
Belém, PA — Brasil.

Daniel Santiago Pereira

Embrapa Amazénia Oriental, Tv. Dr. Enéas
Pinheiro - Curié Utinga, Belém - PA, 66095-903 -
Belém, PA — Brasil.

RESUMO: O mel de abelhas nativas em
destaqueaurucuamarela(Meliponaflavolineata)
tem algumas particularidades no seu sabor
sendo levemente acido em relagdo aos méis de
abelhas africanizadas. O valor do produto varia
muito do produtor até os consumidores, e 0 seu
preco chega a quadruplicarem relacédo ao mel
das abelhas com ferrdo (Apis mellifera L.). O
mel de urugu amarela apresenta teor de agua
que pode variar de 23 a 36%, isso 0 que deixa

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2

AQUECIMENTO

de fora da legislacédo estabelecida para este
paréametro. Tendo em vista esta caracteristica,
alguns processos podem ser adotados para
reduzir a atividade de agua nestes méis para
adequar o produto a legislagao vigente no Brasil,
como a pasteurizagdo e a desumidificagao
através da desidratacdo a banho-maria
ou a vacuo. Entretanto, tratamentos que
utiizem aquecimento tendem a provocar
alteracées nos teores de Hidroximetilfurfural
(HMF). Considerando que a tecnologia de
desumidificagcao por banho-maria seja uma das
mais utilizadas pelos meliponicultores por conta
da facilidade de aplicac&o, o objetivo do estudo
foi analisar como o processo de desumidificacéo
forcada por banho-maria provoca alteragdes
nos teores de Hidroximetilfurfural (HMF).
Constatou-se que o método utilizado para
desumidificagcao dos méis de abelhas Melipona
flavolineata neste estudo ndo provocaram
alteracbes no HMF acima do estabelecido na
legislac&o brasileira.

PALAVRAS-CHAVE: Abelhas sociais; Analise
de qualidade; Hidroximetilfurfural

ANALYSIS OF HYDROXYMETHYLFURFURAL

HONEY CONTENT OF Melipona Flavololatrea
IN THE COURSE OF THE HEATING

Capitulo 1




DEHUMIDIFICATION PROCESS

ABSTRACT: Native bee honey, especially yellow urugu (Melipona flavolineata), has
some peculiarities in its flavor, being slightly acidic in relation to Africanized bee honeys.
The value of the product varies greatly from producer to consumer, and its price is
quadrupled from stinging honey (Apis mellifera L.). Yellow urugu honey has a water
content that can vary from 23 to 36%, which is beyond the established legislation for this
parameter. Given this feature, some processes can be adopted to reduce water activity
in these people to adapt the product to current legislation in Brazil, such as pasteurization
and dehumidification through dehydration in water bath or vacuum. However, treatments
that use heating tend to cause changes in the levels of hydroxymethylfurfural (HMF).
Considering that the water bath dehumidification technology is one of the most used
by meliponiculturists due to its ease of application, the objective of the study was to
analyze how the process of forced water bath dehumidification causes changes in the
hydroxymethylfurfural (HMF) levels. It was found that the method used for dehumidifying
honey honeys Melipona flavolineata in this study did not cause changes in HMF above
the established in Brazilian legislation.

KEYWORDS: Social bees; Quality analysis; Hydroxymethylfurfural

11 INTRODUCAO

Para ser comercializado o mel precisa atender requisitos técnicos de qualidade,
que no momento s6 existe na legislacdo para Apis mellifera, e o valor maximo
estabelecido em 20% (Brasil, 1985), sendo que 0os méis de abelhas nativas a atividade
de agua pode variar de 23 a 36% de umidade (Menezes et al., 2018). Para que
este produto chegue a prateleira os meliponicultores utilizam alguns tratamentos,
sendo a desumidificagcdo um destes, porém o aquecimento do mel pode provocar o
aumento do teor de HMF (Hidroximetilfurfural) acima do permitido na legislacéo que
€ de 60 meq.kg-1 (Brasil, 1985). O Hidroximetilfurfural (HMF) &€ um aldeido ciclico
que se forma por desidratacéo da frutose em meio acido (pH 3,9), cujo processo é
acelerado pelo calor (Passamani, 2005).

E permitido o aquecimento do mel até o maximo de 70°C, desde que seja
mantida a sua atividade enzimatica. E proibida a adi¢éo de corantes, aromatizantes,
espessantes, conservadores e edulcorantes de qualquer natureza, naturais e
sintéticos, conforme a resolugdo n° 12, 24 de julho de 1978 (BRASIL, 1978)em
conformidade com o artigo n\uOOba 64, do Decreto-lei n\uOOba 986, de 21 de
outubro de 1969 e de acordo com o que foi estabelecido na 410\u00aa. Sess\u00e30
Plen\uOOe1ria, realizada em 30/03/78, resolve aprovar as seguintes NORMAS T\
uOOc9CNICAS ESPECIAIS, do Estado de S\u00e3o Paulo, revistas pela CNNPA,
relativas a alimentos (e bebidas.

Deste modo, este trabalho tem por objetivo avaliar o teor de HMF
(Hidroximetilfurfural) do mel de abelha nativa urugu amarela (Melipona flavolineata)
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submetido ao processo de desumidificacdo por aquecimento em banho-maria de
acordo com exigéncias da legislacdo da comissdo nacional de normas e padrdes
para alimentos.

2 | MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado durante o periodo de janeiro a junho de 2018, nos
Laboratérios de Agroindustria e de Andlises de Sistemas Sustentaveis (LASS), na
Embrapa Amazdnia Oriental.

O mel de abelhas urugu amarela foi disponibilizado por meliponicultores
do municipio de Curug¢a-PA. O processo de desidratacao foi realizado em banho
maria sob agitacdo constante, em temperatura fixa de 55°C. A cada 12 horas foram
coletadas amostras que foram avaliadas em triplicata quanto ao HMF. Tratamento
em paralelo foi aplicado em mel de A. mellifera, originado de Ourém-PA. Este mel
foi submetido a tratamento de desumidificacao em estufa a temperatura de 65°C, e
a cada 12 horas foram coletadas amostras que foram avaliadas em triplicata quanto
ao HMF.

As analises fisico-quimicas foram realizadas de acordo com Zenebon et al.
(2008) e sao descritas a seguir:

Pesaram-se 5 g de cada amostra em béquer identificado, adicionaram-se 25
mL de &gua e transferiram-se para um baldo de 50 mL. Posteriormente, adicionou-se
0,50 mL da solucéao de Carrez 1 — Ferrocianeto de Potassio {15 g de K4Fe(CN)6.3H20
em 100 mL de H20} e misturou-se; o mesmo foi feito com a solugcéo de Carrez 2
— Acetato de Zinco {30g de Zn(Oac)2.2H20} e completou-se o volume com agua
destilada. Realizou-se a filtragem com papel de filtro as amostras e descartaram-
se os primeiros 10 mL. Pipetaram-se 5 mL do filtrado em dois tubos de ensaio,
adicionando-se, no primeiro, 5 mL de H20, e no segundo, 5 mL de NaHSO3 como
referéncia. Mediu-se a absorbancia da amostra, utilizando um espectrofotbmetro nos
comprimentos de onda de 284 e 336 nm. Para o célculo da quantidade de HMF,
utilizou-se a formula:

(A284 — A336) x 149,7 x5

HMF mg/kg = 5

Sendo: Fator = 149,7 = (126/16830) (1000/10) (1000/5) onde: 126 = Peso
molecular do HMF;16830 = Absortividade molecular do HMF a 284 nm;1000 =
conversado de g para mg;10 = diluicao de 5 g de mel para 50 ml;100 = conversao de
g para Kg; P = massa da amostra em g, A284 = leitura da absorbancia a 284 nm,
A336 = leitura da absorbancia a 336 nm, 5 = massa nominal da amostra.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apéds as analises foi observado que as amostras apresentaram resultados abaixo
do maximo indicado na legislacdo, em comparacdo com o produto comercial, e por
periodo de tratamento do alimento para os méis de abelhas nativas, para o parametro
de HMF, apés a aplicar a metodologia os resultados obtidos de Hidroximetilfurfural,
com base o Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do mel (Ministério de
Agricultura e Abastecimento).

O mel de referéncia A. mellifera se enquadrou na padronizagao de qualidade
exigido pelo mercado do consumidor, o mel da M. flavollineata tento no tempo zero
(TO) quanto no periodo de processamento de desumidificagdo este alimento também
se enquadrou na padronizag¢do exigida pelo mercado do consumidor.

Sendo o limite maximo, segundo regulamento técnico de identidade e qualidade
do mel, é de 60 meq.kg-1 de HMF, o mel da A. mellifera, apresentou resultado de
24,2 (DV+ 0,42) HMF mg/kg.

Para as amostras de Mel da M. flavollineata houveram quatro temperaturas
distintas, tais quais: 45°C, 50°C, 55°C e 65°C (obedecendo o limite de até 70°C
estabelecido pela ANVISA), com o intuito de observar qual temperatura o alimento
se adequaria sem que houvesse o comprometimento da alteragéo do resultado. Vale
ressaltar que a amostra tratada por 65°C foi aquecida por equipamento de estufa.
Cada amostra teve seu periodo de tratamento diferente de dois a cinco dias, 0s
que tiveram um periodo longo foi porque apresentaram fermentacdo no alimento
dificultando a retirada da umidade do mel.

41 CONCLUSOES

Diante dos resultados exposto observou-se que as amostras de méis de
abelha nativas urugu amarela avaliados que passaram pelo processo de tratamento
de desumidificagcao por aquecimento proporcionou um aumento gradativo do HMF
diariamente, onde sua cor mudava para uma tonalidade mais escura gradativamente
conforme sua umidade fosse diminuindo,constatou se que o tratamento néao
provocou aumento do HMF, mesmo que algumas amostras tenham fermentado,
superior ao estabelecido pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade do
mel da normativa n° 11, de 20 de outubro de 2000. Sendo desse modo, para esta
caracteristica, 0 mel passou na avaliagao de qualidade para a comercializacao.
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RESUMO: Obijetivou-se com este trabalho
realizar a andlise da atividade antioxidante,
antifungica e antibacteriana do cogumelo
Agaricus sylvaticus. Para avaliagao da atividade
antioxidante, foi utilizado o método do DPPH.
A atividade antifungica do extrato aquoso do
cogumelo A. sylvaticus (T1=0,01%, T2 =0,1%,
T3 = 1%, T4 = 10%, T5 = 0%) foi determinada
sobre 0s Fusarium

fungos subglutinas,
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Alternaria brassicae, Pestalotiopsis, Penicillium
sp, Bipolaris sacharum e Colletotrichum sp..
A atividade antibacteriana do extrato aquoso
do cogumelo A. sylvaticus em diferentes
concentragbes (T1= 0,01%, T2= 0,1%, T3=
1%, T4= 10%, T7= 100%) foi determinada
sobre Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Sacharomyces cerevisiae, Xanthomonas e
Masterfix. Para o controle positivo foiempregada
agua destilada e, para o controle negativo, o
acido acético, identificados respectivamente
como T5 e T6. Através do presente estudo
pdde-se concluir que o cogumelo A. sylvaticus
apresenta-se como um agente antioxidante
natural promissor, visto que grande parte dos
componentes com propriedades antioxidantes
foram solubilizados pela agua. Porém, o extrato
aquoso deste cogumelo n&o possui atividade
antibacteriana ou antifungica satisfatoria.

PALAVRAS-CHAVE:
antioxidantes; efeito antimicrobiano; alimento

Cogumelo do sol;

funcional; cogumelos medicinais.

ANTIOXIDANT, ANTIFUNGICAL AND
ANTIBACTERIAL ACTIVITY OF Agaricus
sylvaticus MUSHROOM: AN IN VITRO
EVALUATION

ABSTRACT: The objective of this work to
performthe analysis of the antioxidant, antifungal
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and antibacterial activity of Agaricus sylvaticus. To evaluate the antioxidant activity, the
DPPH method was used. The antifungal activity of the aqueous extract of the mushroom
A. sylvaticus (T1 =0.01%, T2 = 0.1%, T3 = 1% = 10% T4, T5 = 0%) was determined
on the Fusarium fungi subglutinas, Alternaria brassicae, Pestalotiopsis, Penicillium sp,
Bipolaris Sacharum and Colletotrichum sp .. the antibacterial activity of aqueous A.
sylvaticus mushroom extract in different concentrations (0.01% =T1, T2 = 0.1%, 1%
= T3, T4 = 10%, T7 = 100%) was determined on Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, Saccharomyces cerevisiae, Xanthomonas and Masterfix. For positive control,
and distilled water was used for the negative control, acetic acid, identified as T5 and
T6 respectively. Through this study it was concluded that the mushroom A. sylvaticus
is presented as a promising natural antioxidant, since most of the components with
antioxidant properties were solubilized by water. However, the aqueous extract
of this mushroom does not have satisfactory antibacterial or antifungal activity.
KEYWORDS: Mushroom sun; antioxidants; antimicrobial effect; functional food;
medicinal mushrooms.

INTRODUCAO

O cogumelo Agaricus sylvaticus & encontrado de forma nativa no interior do
Brasil, cujo nome popular € Cogumelo do Sol. Pertence a taxonomia: super-reino
Eucariota, reino Fungi, divisdo Basidiomicota, subdivisao Homobasiodiomicetidade,
ordem Agaricales, familia Agaricaceae e género Agaricus (Taveira et. al., 2007).

Diversas pesquisas vém sendo conduzidas no sentido de estudar o cogumelo
A. sylvaticus, desvendando suas caracteristicas fisico-quimicas (Orsine et al.,
2012a), atividade antioxidante dos extratos aquoso, etéreo e alcodlico (Costa et al.,
2011), concentracéo letal (Orsine et al., 2012b) e citotoxicidade (Orsine et al., 2013).
Além disso, existe uma série de estudos referentes aos efeitos a saude humana
relacionados a suplementacao dietética do cogumelo A. sylvaticus em pacientes
com cancer colorretal (Fortes et al., 2008; Fortes et al., 2010; Fortes et al., 2011;
Novaes et al., 2006), indicando a melhoria da qualidade de vida destes pacientes
(Taveira et al., 2007).

A atividade antimicrobiana de produtos naturais com caracteristicas medicinais
tem sido pesquisada em vérias espécies (Loguercio et al., 2005). Os principios ativos
obtidos a partir de produtos naturais tém sido cada vez mais utilizados no preparo de
remédios, venenos e cosméticos tornando-se uma das mais antigas formas de cura
e prevencao de doencgas (Maciel et al., 2002).

Os testes de sensibilidade in vitro, para fungos, ndo tém sido empregados
rotineiramente, contudo, eles sdo de grande importancia para a verificacdo de
resisténcia destes micro-organismos, para o controle da terapéutica antimicética
e para pesquisa de novas substancias alternativas para o tratamento, como por
exemplo, a utilizacdo de extratos vegetais (Oliveira et al., 2006). Nesse sentido,
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objetivou-se com o presente estudo avaliar a atividade antioxidante, antifungica e
antibacteriana do cogumelo Agaricus sylvaticus.

MATERIAL E METODOS

Obtencao da matéria-prima e preparo do extrato

O cogumelo A. sylvaticus foi obtido de um produtor do Estado de Minas Gerais
na forma desidratada e triturada. O extrato aquoso nao fracionado do cogumelo
A. sylvaticus foi preparado seguindo metodologia proposta por Costa et al. (2011),
sendo esterilizado posteriormente em autoclave por 15 minutos. A concentracéo final
do extrato foi de 200 mg.mL™.

Avaliacao do potencial antioxidante

A atividade antioxidante do extrato aquoso do cogumelo A. sylvaticus, foi
determinada conforme a metodologia proposta por Borguini (2006), com modificages,
utilizando-se o método do DPPH (2.2-difenilpicril-Hydrazyl), seguindo a técnica
descritapor Brand-Williams et. al (1995). Foi utilizado o BHT (butylatedhydroxytoluene)
como padrao antioxidante e o DPPH (2, 2-difenilpicril-hydrazyl) como oxidante. Para
leitura no espectrofotdmetro UV-VIS (Marca Spectrum, modelo SP 2000 UV), foi
utilizado comprimento de onda de 517nm e as leituras foram realizadas nos tempos
0,1,2,3,4,5,10, 15 e 20 minutos apds o inicio da reagao.

Paraavaliaraatividade antioxidante, osvalores observados no espectrofotometro
foram inseridos na férmula:

% descoloracdo= {1-[Abs. amostra + Abs. branco amostra) / controle x 100

Os valores obtidos foram convertidos numa escala de porcentagem, a qual 0%
equivale a ndo inibicdo de radicais livres formados na rea¢do entre o cogumelo e o
DPPH e 100% indica a completa inibicao destes radicais livres.

Avaliacao da atividade antifungica — Procedimento experimental

As analises microbiol6gicas foram conduzidas no laboratério de Fitopatologia, do
Instituto Federal Goiano - campus Urutai. As analises foram realizadas em duplicata,
e o resultado foi expresso como média dos resultados das duplicatas. Utilizou-se
0 meio de cultura Potato Dextrose Agar (BDA) e agua destilada para a elaboracéao
dos meios de cultura, em frascos de 500 mL, empregados no experimento. Ao agar
BDA foi adicionado o extrato aquoso nao fracionado do cogumelo A. sylvaticus em
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diferentes concentragées: T1 = 0,01%, T2 = 0,1%, T3 = 1%, T4 = 10%, T5 = 0%
(controle). Os meios de cultura foram entao autoclavados em temperatura de 121°C
por 20 minutos. Os meios de cultura referentes aos tratamentos T1, T2, T3, T4 e T5
foram vertidos em placas de Petri de 9 cm de diametro, previamente esterilizadas,
em capela de Fluxo Laminar (Marca Pachane, Modelo FL 7752). Como culturas de
teste foram utilizados géneros e espécies de fungos, Fusarium subglutinas, Alternaria
brassicae, Pestalotiopsis, Penicillium sp, Bipolaris sacharum e Colletotrichum obtidos
da micoteca do EcoCentro. O método utilizado foi o bioanalitico in vitro, a partir
da observacado do desenvolvimento ou inibicdo dos microrganismos em diferentes
concentracbes do extrato aquoso do cogumelo A. sylvaticus. Cada fungo foi
inoculado, individualmente, em uma placa de Petri, contendo uma diluicdo diferente
do extrato aquoso do cogumelo A. sylvaticus ou o controle. Um disco de micélio de
8 mm de diametro, contendo cada fungo em estudo, foi transferido para o centro das
placas. A incubag¢do ocorreu em capela de Fluxo Laminar (Marca Pachane, Modelo
FL 7752), e as placas de Petri foram encaminhadas para camara de germinacao
(Marca Pachane, Modelo TE 401), em temperatura de 25 °C, durante seis dias. Apds
o periodo de desenvolvimento dos fungos, foram efetuadas medi¢cdes ortogonais do
diametro das coldnias tendo como referéncia o desenvolvimento da placa controle
(T5), onde ndo houve adicdo do extrato aquoso do cogumelo A. sylvaticus. O
esquema fatorial adotado foi com duas repeticoes, em delineamento inteiramente
casualizado, obtendo-se assim, a taxa de desenvolvimento micelial.

Avaliacao da atividade antimicrobiana — Procedimento experimental

As culturas dos microrganismos utilizados foram obtidos no laboratério
de Fitopatologia do IFGoiano — campus Urutai. As analises foram realizadas em
duplicata, e o resultado foi expresso como média dos resultados das duplicatas. Para
o crescimento e manutencao das culturas bacterianas também empregou-se o agar
BDA. Os discos de papel foram preparados com papel A4, com aproximadamente 5
mm de espessura. Os materiais foram autoclavados em temperatura de 121°C por 20
minutos. Foram utilizadas diferentes concentra¢des do extrato aquoso do cogumelo
A. sylvaticus: T1=0,01%, T2= 0,1%, T3= 1%, T4= 10%, T7= 100%. Para o controle
positivo foi empregada agua destilada e, para o controle negativo, o 4cido acético,
identificados como: T5= agua e T6= acido acético. O procedimento foi realizado em
capela de Fluxo Laminar (Marca Pachane, Modelo FL 7752). Apés a esterilizacao do
meio de cultura em autoclave a 121°C por 20 minutos, o agar foi vertido em placas
de Petri de 9 cm de didametro, previamente esterilizadas. Foram utilizados cinco
microrganismos E. coli, S. aureus, S. cerevisiae, Xanthomonas e Masterfix. Em cada
placa de Petri, contendo a cultura individual dos microrganismos, foram adicionados
1000uL de agua destilada, com o auxilio de uma al¢a de Drigalski, obtendo-se um
caldo. Com o auxilio de uma pipeta automatica, adicionou-se 500uL da suspenséao
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bacteriana de cada microrganismo na superficie do meio de cultura (BDA). O caldo foi
entédo espalhado sobre o 4gar BDA, e esperou-se até que ocorresse a total absorcéao
do mesmo. Apds a secagem do indculo, com o auxilio de uma pinga previamente
flambada, foram aplicados discos de papel imersos, individualmente, nas diferentes
concentracdes do extrato do cogumelo A. sylvaticus, controle positivo e controle
negativo: T1, T2, T3, T4, T5, T6 e T7. Posteriormente, as placas foram identificadas
a partir do T1, em sentido horéario, na parte inferior da placa. As placas foram entéao
encaminhadas para estufa de cultura bacteriolégica (Marca NovaTécnica, Modelo
NT 524) em temperatura a 37°C por 48h. ApGs este tempo, foi verificada a presenca
ou auséncia de halos de crescimento dos microrganismos.

Analise estatistica

Os resultados obtidos da analise antifungica foram analisados através da anélise
de variancia, Teste de Tukey, a 5% de probabilidade, com auxilio do programa de
comparacgao de médias Assistat.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Avaliacao do potencial antioxidante

Foram obtidos os seguintes valores de absorbancia: Metanol (0,041nm),
Controle: 750uL + 1,5 mL de DPPH (0,411nm), Branco: 750uL + 1,5mL de metanol
(0,030nm), Branco da amostra (0,323nm). Para a solugcédo padrao de BHT, um
poderoso antioxidante sintético, foi observada atividade antioxidante, apds o periodo
de 20 minutos de reagdo com o DPPH de 87,1%. Ja o extrato aquoso néo fracionado
do cogumelo A. sylvaticus, na concentragcao de 200mg.mL™", apresentou atividade
antioxidante, nas mesmas condi¢cdes que o BHT, de 75,4%, conforme apresentado
na Figura I.
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Figura I. Comportamento da solugcéo de BHT e do extrato aquoso do cogumelo A. sylvaticus,
apbs 20 minutos de reagdo com o DPPH.

* N =517 nm ** Os resultados referentes ao extrato aquoso do cogumelo A. sylvaticus referem-se a média das
triplicatas realizadas.

Em trabalho realizado por Costa et al. (2011), verificou-se que os extratos
etéreo, alcodlico e aquoso (fracionados) do cogumelo A. sylvaticus apresentavam
atividade antioxidante de 14,6%; 75,6% e 14,6%, respectivamente. Estes autores
observaram que os compostos antioxidantes do cogumelo A. sylvaticus poderiam
ser mais facilmente diluidos em alcool. J&4 no presente trabalho verificou-se que
a agua também funciona como eficaz solvente para a extracdo de componentes
antioxidantes do cogumelo A. sylvaticus, desde que ndo sejam utilizados outros
produtos de extracdo, como o metanol, éter, hexano ou alcool antes do procedimento
de extracdo com agua.

Segundo Piljac-Zegarac et al. (2011), a &gua em comparacéo ao metanol, é o
melhor solvente de extracdo de compostos fendlicos para os cogumelos medicinais
Auricularia auricula-judae, Sarcoscypha austriaca e Strobilurus esculentus, cultivados
na Croacia, e Agaricus bisporus, Imbach (nas cores marrom e branco), Pleurotus
ostreatus e Lentinus edodes.

Elmastas et al.(2007), analisaram os extratos metandlicos de varias espécies de
cogumelos. Por apresentarem significativa atividade antioxidante in vitro, os autores
sugeriram que os cogumelos podem ser usados como fonte natural de antioxidantes,
como suplemento alimentar ou na industria farmacéutica, sendo os compostos
fendlicos os principais responsaveis pela atividade antioxidante dos extratos.

Avaliacao da atividade antifungica

O efeito fungitoxico in vitro dos cogumelos é utilizado com o objetivo de
buscar medidas alternativas para o controle de fungos e bactérias indesejaveis em
determinados substratos (FIORI-TUTIDA et al., 2007). Na Tabela 2 foi apresentado o
efeito fungitdxico do cogumelo A. sylvaticus, sobre diferentes isolados.

K
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Isolados T1 T2 T3 T4 T5

P eStaé‘;“Ops’s 7500aA  5950aBC  69,00aAB 50,00 bC 75.00 aA
A. brassicae 51,50 bcA 50,50 abA 47,00 bcAB 32,50 cdB 48,00 bcA
B. sacharum 37,00 cA 39,00 bA 44,00 cA 46,00 bcA 36,00 cA
Co”etgg ichum e 50abA 66,50 aA 64,50 aA 7150aA 64,00 abA
F. subglutinans 64,50 abA 62,50 aA 61,50 abA 40,50 bcB 59,50 abA
Peniciliumsp. 20,50 dA 17,00 cA 18,50 dA 20,00 dA 19,00 Da

Tabela Il. Crescimento micelial (mm) de isolados fungicos quando combinados com diferentes
concentracdes de extrato aquoso do cogumelo A. sylvaticus (CV% = 8.74).

*As médias seguidas pela mesma letra maitsculas nas linhas, e mindsculas nas colunas nao diferem
estatisticamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5 % de probabilidade. T1 =0,01%; T2 =0,1%, T3 = 1%,
T4 =10%; T5 = 0%.

Estatisticamente, o isolado fungico que apresentou menor crescimento micelial
no tratamento T1 (concentragcédo 0,01%) foi Penicillium sp., apresentando ao final
de seis dias 20,5 mm. Os isolados que apresentaram maior crescimento micelial
no tratamento T1 foram: Pestalotiopsis sp (75 mm), Colletotrichum sp. (65,5 mm), e
Fusarium subglutinans (64,5 mm), conforme visualizado na Tabela 2.

Para o tratamento T2, cuja concentracao do extrato do cogumelo A. sylvaticus
no agar BDA é de 0,1%, foi observado que o Penicillium sp. apresentou menor
crescimento micelial (17 mm), seguido por Bipolaris sacharum (39 mm). Os demais
isolados fungicos foram estatisticamente iguais no tratamento T2.

Penicillium sp. apresentou menor crescimento micelial no tratamento T3
(concentracdo 1% do cogumelo A. sylvaticus no Agar BDA), apresentando 18,5
mm de didmetro. Ja os isolados Pestalotiopsis sp., Colletotrichum sp. e Fusarium
subglutinans apresentaram maior crescimento micelial no T3, com valores de 69,
64,5 e 61,5 mm respectivamente.

Para o T4 (concentracédo 10%), o fungo Penicillium sp. também apresentou
menor crescimento micelial em relacéo aos demais isolados fungicos, com 20 mm de
crescimento. Por sua vez, o fungo Colletotrichum sp. apresentou maior crescimento,
com diametro final de 64,5 mm.

Quando avaliado o tratamento T5 (concentracdo 0% - controle), os fungos
Pestalotiopsis sp., Colletotrichum sp., e Fusarium subglutinans apresentaram maior
crescimento micelial entre os isolados fungicos, com valores de 75, 64 e 59,5 mm
respectivamente. Penicillium sp. novamente apresentou menor crescimento micelial
entre os isolados fungicos.

Observou-se neste estudo que o fungo Penicillium sp. foi o isolado que
apresentou menor crescimento micelial e Colletrotrichum sp. apresentou maior
crescimento micelial, quando comparado com todos os outros isolados fungicos
analisados no presente estudo para todas as concentracdes de extrato aquoso néao
fracionado de A. sylvaticus (Tabela 2).
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Sasaki et al. (2001), em experimento avaliando a acéo antifungica de extrato de
Lentinula edodes sobre o crescimento micelial de dois fitopatdbgenos, incorporaram ao
agar BDA, as concentracdes de 10, 20 e 30% do extrato do cogumelo. Comparando-
se com a testemunha (ou controle, com concentracédo de 0% de extrato), os autores
verificaram que o 4gar BDA adicinado do cogumelo L. edodes apresentou um efeito
antagénico sobre os fungos do género Helminthosporium sp. e Fusarium solani, ou
seja, inibiu seu crescimento micelial.

De acordo com Tonucci (2004), o extrato aquoso de basidiocarpos de L. edodes
nao demonstrou efeito inibitério do crescimento micelial e germinacéo de conidios
de fungos do género Alternaria, podendo ser explicados pela baixa concentracdo ou
qualidade das substancias inibitérias produzidas por L. edodes.

Em estudo realizado por Mazzutti (2012), o autor comprovou que o extrato
obtido por extracdo supercritica do cogumelo A. brasiliensis apresentou uma fraca
atividade antifungica frente a espécie Candida albicans.

Um resultado negativo quanto ao uso de cogumelos no controle de fungos pbéde
ser observado em estudo realizado por Camili et al. (2009). Os autores verificaram a
partir de seus resultados que os extratos de A. blazeie L. edodes nao controlaram a
podridao causada por Botrytis cinerea em uva ‘ltalia’, quando aplicados antes ou apos
a inoculacéo do fungo. Nos ensaios in vitro, ambos os extratos dos basidiocarpos
estimularam a germinacédo dos conidios de B. cinerea em todas concentracoes
testadas. Quando avaliado o crescimento micelial, L. edodes retardou, enquanto A.
blazei estimulou o crescimento de B. cinerea.

Assi (2005) utilizou extratos aquosos de basidiocarpos de Pycnoporus
sanguineus para o controle de Colletotrichum lindemuthianum em ensaios in vitro e
no cultivo do feijoeiro. O autor observou que houve controle do patdgeno em estudo,
tanto por atividade antimicrobiana direta, através da inibicdo da germinacédo de
conidios, quanto por inducéo de resisténcia local e sistémica, através da ativacao de
peroxidases.

Avaliacao da atividade antibacteriana

Para o microrganismo Xantomonas sp., observou-se que nenhum dos
tratamentos foi eficiente para inibicdo do crescimento da bactéria através da
observacao do halo de inibicdo apenas no tratamento T6, quando foi utilizado acido
acético. Dessa forma, observou-se que o cogumelo A. sylvaticus nao possui atividade
antibacteriana contra Xantomonas sp.

Para o micro-organismo Masterfix, pode-se observar que todos os tratamentos
exerceram fraco efeito antimicrobiano, através da formacé&o de um fino halo de
inibicdo, inclusive no T6, quando foi utilizado acido acético. Sendo assim, o cogumelo
A. sylvaticus possui fraca atividade antibacteriana contra Masterfix.

Nas placas de Petri com cultura de S. cerevisae e S. aureus, observou-se que
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apenas o tratamento T6, referente a aplicacédo de acido acético foi eficiente para
a inibicdo do crescimento da levedura e da bactéria patogénica, respectivamente.
Sendo assim, o cogumelo A. sylvaticus nao apresenta atividade antimicrobiana
contra S.cerevisae ou S. aureus.

Para o micro-organismo E. coli, observou-se que apenas o tratamento T6,
referente a aplicacao de acido acético, e o T7, em menor proporgéo, foram eficientes
para inibicdo do crescimento da bactéria, através da formac¢do de um halo. Sendo
assim, o extrato aquoso nao fracionado do cogumelo A. sylvaticus possui fraca
atividade antibacteriana contra E. coli apenas quando altamente concentrado.

Segundo estudo realizado por Bento (2001), extratos aquosos de L. edodes,
correspondentes a 40 mg de matéria seca de cogumelos shiitake, sdo capazes de
inibir o crescimento tanto de Bacillus subtillis, como de E. coli. Porém, a fracdo do
extrato soluvel em acetato de etila, nas concentragdes equivalentes a 150 ug e 300
Mg da matéria seca do cogumelo, ndo inibiram o crescimento de nenhum dos dois
isolados bacterianos.

Em estudo realizado por Godoy (2008), o autor observou que o extrato aquoso
de diferentes linhagens de L. edodes, na concentragcdo de 4,5mg/mL, inibiu o
crescimento da bactéria Xanthomonas axonopodis. Os resultados dos didmetros
dos halos de inibicdo obtidos neste ensaio, ndo diferiram significativamente entre si
entre as diferentes linhagens do cogumelo utilizadas, mas apresentaram diferenca
significativa em relacdo aos tratamentos controles (testemunhas).

De acordo com estudo realizado por Régis et al. (2012), os extratos de
A. blazei obtidos através da extracdo com metanol, etanol, propanol e butanol,
apresentaram atividade antimicrobiana contra 12 linhagens de bactérias testadas
(Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis, Salmonella typhimurium,
Enterobacter aerogenes, Enterobacter aerogenes, E. coli, Shigella flexneri, B. cereus,
Pseudomonas aeruginosa, S. aureus, Citrobacter freundii e Proteus mirabilis). Os
melhores halos de inibicdo foram obtidos no extrato utilizando-se o propanol na
extracao que foi capaz de inibir significativamente, em diferentes graus.

Oztirk et al. (2011), avaliaram a atividade antimicrobiana de extratos
metanodlicos de trés espécies de Agaricus (Agaricus essettei, Agaricus bitorquis e
Agaricus bisporus) e verificaram que, em geral, as bactérias Gram-positivas foram
mais sensiveis ao extrato de cogumelo do que as bactérias Gram-negativas.

CONCLUSAO

O extrato aquoso nao fracionado do cogumelo A. sylvaticus apresenta elevado
potencial antioxidante, visto que grande parte dos componentes com propriedades
antioxidantes foram solubilizados pela agua.

Foi observada fraca atividade antifingica do extrato aquoso nao fracionado do
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cogumelo A. sylvaticus, na concentracéo de 10% sobre esporos de Pestalotiopsis sp.,
Alternaria brassicae e Fusarium subglutinas. Porém, para Penicillium sp., Bipolaris
sacharum e Colletotrichum sp. néao foi observada reducé@o no crescimento micelial
destes fungos.

Na avaliagcdo da atividade antimicrobiana, observou-se que todas as
concentracOes testadas exerceram efeito antimicrobiano sobre Masterfix sp.,
S. aureus, Saccharomyces cerevisiae. Para E. coli, foi observada que apenas a
maior concentracdo do cogumelo A. sylvaticus, constituida por 100% do extrato
aquoso, inibiu o crescimento da bactéria, visualizado a partir da formacéo de um
halo caracteristico. A avaliacdo da atividade antimicrobiana sobre Xantomonas sp.,
S. cerevisae e S. aureus nao apresentou efeito com as concentracdes testadas do
extrato aquoso néo fracionado do cogumelo A. sylvaticus.
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ABSTRACT: Coconut sprout, originated from
Cocos nucifera L., known as apple or coconut
bread is used in gastronomy. Besides flavor
enricher, other benefits can be attributed
considering the current microbiota. The purpose
of this research was to evaluate the coconut
sprout microbiota in search of microorganisms
that are considered beneficial. There were used
7 fruits with 12 weeks after blooming with the
developed sprout. Samples were analyzed
accordingly to the validated methodology.
The results showed that mesophilic aerobic
bacteria, molds, yeast and lactobacilli, compose
the coconut sprout microbiota. Thus allowed us
to conclude that: the identified microbial load is
considered normal for a fresh vegetable product;
coliforms are not part of the normal microbiota of
the coconut sprout and that the coconut sprout
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can be a natural source of Lactobacillus spp.
being able to use as functional food enricher.
KEYWORDS: sprout, lactobacilli,
vegetable autochthonous microbiota

coconut

11 INTRODUCTION

The coconut tree, Cocos nucifera L.,
belongs to the Aracaceae family and is a
vast monocotyledon very well explored in the
Brazilian bay area, due to the product and sub
products multi functionality (Lima et al, 2015).
The industrial use of the coconut sprout for
feeding purpose is possible through the solid
endosperm process or albumen which can be
submitted to dryness to the copra obtainment
(coconut dry pulp), from where is extracted
the coconut oil, or destined to the coconut
milk and grated coconut fabrication. The liquid
endosperm is commercialized in the natural
form as coconut water (Debmandal & Mandal,
2011).

Next to one of the endocarp holes and
protected by the solid albumen is the embryo
(coconut sprout), which, in its development,
consumes all the liquid albumen (Passos,
1998). The use of the coconut embryo, also
known as coconut apple, coconut bread or
coconut sprout, still is insipient, in spite of the
use in culinary. Due to its sensorial and nutritive
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characteristics, the coconut sprout is used, mainly by the idealizer gastronomists of
dietetic formulations.

In the sprout formation, the fallen coconuts from the coconut tree germinate in
the same location. The fruit in this germination state contains water (liquid albumen),
which are consumed to feed the embryo that develops in the form of a soft and
spongy substance of ivory color, located where before was filled with water (Silva,
2000). The Fig. 1 shows the embryo formation.

The rise of the population interest for natural and functional foods have propelled
the food companiesinthe search for new products with preventive actionsin the attempt
to guarantee the well-being, health and a lower risk of diseases developments (Achi
& Asamudo, 2018). This is the base for the search of products containing lactobacilli
and probiotics, mainly of vegetable origin. Therefore, we bet on the possibility of the
coconut sprout being used as a new non lacteal vehicle for the lactobacilli consume,
with the purpose to reach the special needs consumers, such as the intolerant or
allergic to lactose patients or even the vegans and strict vegetarians.

Figure 1: A) Blomming, B) Beginning of the coconut embryo formation; C) Embryo in the
advanced stage

The use of the coconut sprout for feeding do not compromise the species
maintenance. Laboratorial techniques were used for the cultivation, such as in vitro
micro propagation, which guarantee the preservation of each matrix plant. From
sections in its embryo axis, there are 5 explants (clones) generated, producing health
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seeds with guarantee of greater uniformity in the plantation (GOMES et al, 2004).

2| MATHERIAL AND METHODS

There were used 7 fruits from the dwarf coconut tree 12 months after the floral
bunch opening originated from the Vila Verde farm, located in the Goiana/PE- Brazil
country. The fruits were randomly selected due to showing browning shell which
indicates the fruit dryness and strong weight loss (FONTES, 2002).

To promote the embryo development, the coconuts were stocked on open air,
side by side and covered with dirt until two thirds of its height, protected from the sun
light direct incidence, during 10 days until the epicotyl showing. In this germination
producer, the fruits were kept in 1 meter width lots and irrigation process of mini
effusion and with 6 meters radius extension. The plants were irrigated daily with 7 L/
m?2 by micro sprinkler to guarantee the constant humidity in order to accelerate the
rooting process (FONTES, 2002).

The selected fruits (seven) were identified and opened for the embryo removal,
which were weighted. For the microbiological analysis of each sample there was
taken an analytic unity with 10g dilution in 90mL of saline solution at 0,85%. The
mixture was rightfully homogenized in sterile plastic bag (sample bag — 3M) for
the preparation of successive dilutions until 102, From each dilution, 1mL portions
were inoculated in different culture mediums: Potato Dextrose Agar-PDA acidified,
Plate Count Agar-PCA, Petrifilm CC and MRS Broth, for the determination of molds
and yeasts, mesophililes, coliforms and lactobacilli, respectively. The plates were
incubated in recommended temperatures by validated protocols (PDA at 25°C +
1°C/3 to 5 days, PCA and Petrifilm CC at 35°C +1°C/24-48hs and MRS broth in
anaerobiosis at 30°C+1°C/7 days) (AOAC, 2002; Silva et al., 2007).

The developed colonies counting in plates were performed after the incubation
period and the tubes with MRS broth that showed turbidity were rechouped in MRS
agar for the microorganisms identification. Colonies of different morphologies were
isolated in MRS plates and characterized by the methodology described in the Bergey’s
Manual of Determinative Bacteriology (Hammes and Hertel, 2009). Gram-positive,
non-sporulating, catalase negative, oxidase negative and rod-shaped bacteria were
assumed as being lactobacilli.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Sprout Massa

In spite of controls observed between blossoming and development of the
sprout, it was observed great mass variation and in the sprout volume (47,07g to
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81,18g, Average = 51,32g) as shown in Fig. 2. This is attributed to variations that
usually occur with fruits in general.

Figure 2: Coconut Sprout

3.2 Coconut sprout microbiota

Several kinds of microorganisms were observed in different culture mediums
used in the research, accordingly results shown on Table 1.

Although total coliforms were frequent in plant products (Franco, 2008; Jay,
2005), the presence of this group of bacteria in the samples was not observed. This
indicates that this group is not part of the autochthonous microbiota of the coconut
bud. According to the legislation (BRASIL, 2002), it is expected an absence of
coliforms in the microbiological analyzes of fruit pulps, which was evidenced in the
present study, possibly due to the internal location of the sprout, which has no direct
contact with the culture environment.

SAMPLES (Log I\C,I:=:U.g") (ciglg- IE(F)SI\;?) (Lol\g%i?fg") (Lo;E(;sUTg") LACTOBACILLI
A 3.25 <1 3.17 <1 Presence
B 3.67 <1 2.40 <1 Presence
C 3.83 <1 3.32 <1 Presence
D 3.36 <1 2.90 <1 Presence
E 3.85 <1 2.90 <1 Presence
F 414 <1 3.54 1 Presence
G 3.55 <1 3.14 1.30 Presence

Tabelal. Coconut sprout autochthonous microbiota

MC= mesophiles counting, CFU= Colony Forming Units. Express results as <1 represent absence of development
in the plate considering the method limit.

Express Results with <10 represent absence of development considering method limit.

Low levels of microorganisms in fresh fruits are considered normal (Franco and
Landgraf, 2008). Our results were also considered within the expected, once the
samples did not present alterations which corroborate Ferreira-Marcal et al (2013)
analyzing frozen fruit pulps commercialized in Governador Valadares, Brazil found
counts of molds and yeasts that ranged from 1 x 10 to 2.1 x 108 CFU / g.

Of the developed colonies in Agar MRS, two were considered lactobacilli
for showing capable characteristics, with the ones described by researchers as
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demonstrated by Table 2 (Tabasco et al., 2007).

As stated by Kandler and Weiss (1986), stick shaped bacteria, Gram
positive, negative catalase and negative oxidase are suggestive characteristics of
Lactobacillus spp. Such resemblance rises the interest by the characterization of
isolated microorganisms of vegetable products in the coconut sprout since this kind
of lactobacilli represents industrial interest.

LAB Colony aspect Cell form Gram Catalase Oxidase

Whitish coloring,
irregular edges, pale
with approximately Long bacillus Positive Negative Negative
2mm.

Discoid colonies,

whitish coloring, milky,
regular edges in Long bacillus Positive Negative Negative
diagonal position

Table 2: Isolated Lactic Acid Bacteria (LAB) characterization
LAB = Lactic Acid Bacteria

Several authors relate the presence of LAB as predominant in natural
fermentation (Obilie et al., 2004; Lacerda et al. 2005; Kostinek et al., 2007; Lucena,
2010; Oguntoyinbo & Dodd, 2010; Lacerda et al., 2011). Therefore, it is admitted the
presence of lactobacilli and even with probiotic characteristics in the coconut sprout,
since it relates equally to a product of vegetable origin. (Lucena et al., 2010)

Coulin et al. (2006) characterized the microbiota of a fermented cassava
African product (attiéké). LAB were the predominant microorganisms throughout the
fermentation with counts of 1.2 x 10° CFU.g". Padanou et al. (2009) studying the
fermentation of lafun, another African product obtained from cassava fermentation,
also found LAB counts higher than yeast counts.

The most studied microorganisms in food fermentation are the lactic acid
bacteria. During fermentation, these bacteria synthesize vitamin and minerals, produce
biologically active components with enzymes such as proteinase and peptidase, and
remove some non-nutrients (Marsh et al., 2014).

Lactobacilli are often added to beverages to make them probiotic, such as juice
and coconut water (Bujna et al., 2017; Giri et al. 2018; Nguyen et al., 2019; Wang et
al., 2019). However, the use of lactobacilli from the autochthonous microbiota of the
coconut sprout can provide better results since coconut water and coconut sprout
already contains beneficial nutrients, it may serve as an ideal food matrix for carrying
probiotic bacteria.
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41 CONCLUSIONS

The obtained results of this study indicated that the coconut sprout microbiota is
composed by aerobic mesophilic bacteria, molds, yeasts and lactobacilli. The found
microbial load was considered normal for a fresh vegetable product; not being an
isolated bacteria of coliform group. Suggestive colonies of Lactobacillus spp. were
founds being part of the autochthonous microbiota of the coconut sprout, being able
to be used for enrichment of the foods considered functional, increasing nutritional
values of foods as well as to provide protection against some diseases. Besides that,
coconut sprout will serve the persons who are unable to consume probiotic dairy
products due to severe lactose intolerance and/or milk protein allergy.
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RESUMO: A qualidade do queijo depende
diretamente da qualidade do leite, sendo
necessario um rigido controle durante todas as
fases de processamento. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar a qualidade microbiol6gica
do queijo colonial, através da enumeracao de
coliformes totais, coliformes termotolerantes e
E. coli, contagens de Staphylococcus aureus e
Staphylococcus sp. e presenca de Salmonella
sp., produzido por um laticinio com Inspecao
Federal no oeste de Santa Catarina e também
determinar os parametros fisico-quimicos de
pH e umidade do produto. Tendo em vista os
resultados encontrados, de trés lotes avaliados,
somente o lote B estava apto para o consumo,
de acordo com a legislacdo vigente. Os lotes
A e C apresentaram-se em desacordo com
legislac&o, sob o ponto de vista da contaminacgéo
por coliformes termotolerantes e quanto as
analises fisico-quimicas estavam de acordo
com a literatura pesquisada.

PALAVRAS-CHAVE: queijo colonial,
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contaminag¢do microbiolégica; analises fisico-quimicas.

EVALUATION OF THE MICROBIOLOGICAL QUALITY OF COLONIAL CHEESE
AND DETERMINATION OF PHYSICOCHEMICAL PROPERTIES

ABSTRACT: The quality of the cheese depends directly on the quality of milk,
requiring a strict quality control during all stages of processing. This study aimed to
evaluate the contamination of colonial cheese, produced by a dairy plant with Federal
Inspection in western Santa Catarina, by coagulase-positive Staphylococcus and
Staphylococcus sp., total and thermotolerant coliforms, presence of Salmonella, and
also to determine the parameters of pH and moisture of the product. According to the
results, only the batch B was suitable for consumption. Batches A and C did not met
the microbiological parameters established by the current legislation for thermotolerant
coliforms. Concerning the physical-chemical analysis, all batches were consistent with
the literature.

KEYWORDS: colonial cheese; microbiological contamination; physicochemical
analysis.

11 INTRODUCAO

O queijo é um alimento de grande comercializacdo, apresentando vantagens
do ponto de vista tecnologico: € um produto de facil aceitacdo, apresenta elevado
rendimento na fabricacdo, o que implementa o seu escoamento e distribuicdo no
mercado (FURTADO, 1991).

O queijo colonial, produzido e comercializado na regiao Sul do Brasil, € um
produto de grande aceitacéo, consumo e produg¢ao em quase todo o pais. O processo
de fabricacéo inclui a pasteurizacéo rapida (75°C/15 s) do leite integral e o uso de
fermento latico (LUBECK et al., 2001).

A fabricacao de queijos consiste em uma série de operacdes desde a produg¢ao
do leite até o ultimo dia de maturacédo e expedicdo para o mercado. A qualidade
do queijo depende diretamente da qualidade do leite, sendo necessario um rigido
controle durante todas as fases de processamento. O que se busca atualmente
€ a qualidade e seguranca dos alimentos, dessa forma a avaliacdo da qualidade
microbiolégica do queijo € de primordial importancia (FURTADO, 1991).

Os coliformes sdo membros da familia Enterobacteriaceae e incluem o0s
coliformes totais, os coliformes termotolerantes e Escherichia coli (FORSYTHE,
2002). Os coliformes s&o indicadores das condicoes sanitarias durante o
processamento, producdo ou armazenamento, pois sao facilmente inativados pelos
sanitizantes e capazes de colonizar varios nichos das plantas de processamento,
quando a sanitizacao € falha. Também podem ser indicadores de falha p6s-processo
em alimentos pasteurizados, porque sao facilmente destruidos pelo calor e nao
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devem sobreviver ao tratamento térmico. Além de fornecerem informagdes sobre
a ocorréncia de contaminacdo de origem fecal, sobre a provavel presenca de
patbgenos ou sobre a deterioracdo potencial do alimento (FRANCO e LANDGRAF,
2005; SILVA et al, 2010)

Staphylococcus aureus é uma bactéria patogénica, com reservatorio em seres
humanos e animais de sangue quente. A doencga transmitida por S. aureus é uma
intoxicacéo, provocada pela ingestéo de toxinas pré-formadas no alimento. As toxinas
sao resistentes a coccdo e as enzimas proteoliticas. S. aureus nao é resistente
ao calor, sendo facilmente destruido na pasteurizacédo eficiente ou na cocgcao dos
alimentos. As toxinas, ao contrario, sdo altamente resistentes, suportando tratamentos
térmicos. Os manipuladores séo a fonte mais frequente de contaminacao, embora os
equipamentos e superficies do ambiente também possam contaminar os alimentos
(SILVA et al., 2010).

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva esta relacionada com a
salde publica, para confirmar o possivel envolvimento do produto em surtos de
intoxicacado alimentar, pois este microrganismo é classificado como causador de
doenca transmitida por alimentos (DTA). Ja a contagem do género Staphylococcus
sp. esta relacionada com o controle de qualidade higiénico-sanitaria dos processos
de produc¢do de alimentos, indicador pés-processo ou das condi¢cdes de sanificacéo
das superficies destinadas ao contato com alimentos (SILVA et al., 2001).

As bactérias do género Salmonella spp. sdo patogénicas e sao responsaveis
pelas maiores causas de surtos de toxinfec¢des alimentares. A contaminagao ocorre
devido ao controle inadequado de temperatura, de praticas de manipulacao incorretas,
por contaminagado cruzada de alimentos crus com alimentos processados, durante a
fabricacdo ou pela utilizagcado de matéria prima contaminada em processos anteriores
a elaboracédo do queijo (FRANCO e LANDGRAF, 2005; PERESI et al., 2001).

O queijo denominado como “colonial” ndo possui regulamento técnico
de identidade e qualidade (RTIQ) pelo Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento (MAPA), o que faz com que ainda nao se tenha parametros definidos
a serem seguidos pelos laticinios, mas pode ser enquadrado como um queijo de
média umidade (entre 36,0 e 45,9%), de massa semi-dura, de coloracao amarelo
amanteigada, ligeiramente acido, com casca fina e amarelada (BRASIL, 1996).

A umidade é um fator intrinseco que esta relacionado ao desenvolvimento do
sabor e da textura e também ao tempo de maturacdo dos queijos. Esses fatores
podem implicar importantes alteracbes nas suas caracteristicas fisico-quimicas,
microbiologicas e organolépticas (TAMIME, 2006).

O valor do pH, ou seja, do potencial hidrogeniénico de um determinado
meio, interfere de maneira significativa no crescimento ou no desenvolvimento de
microrganismos e, portanto, na selecdao da microbiota deteriorante e ou patogénica
presente em um alimento. Assim sendo, cada microrganismo tem um valor de pH
de crescimento 6timo. Em geral, as bactérias crescem em pH variando de 4,5 a 7,5,
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com 6timo oscilando entre os valores 6,5 e 7,0 (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a qualidade microbioldgica do queijo
colonial, produzido a partir de leite pasteurizado por um laticinio de médio porte do
oeste catarinense e determinar os parametros fisico-quimicos de pH e umidade do
produto.

2| MATERIAL E METODOS

As amostras foram coletadas em um laticinio da regido oeste de Santa Catarina
com registro no SIF (Sistema de Inspecao Federal), aos quinze dias de fabricacéao
(tempo minimo exigido pelo SIF para a maturagao do produto), e transportadas em
caixa isotérmica para o Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Instituto Federal
Catarinense — Campus Concérdia. As unidades amostrais foram armazenadas a
8°C, simulando a temperatura de refrigeracdo de um supermercado, por um periodo
adicional de 30 dias. Foram coletados trés lotes diferentes de queijo colonial
(denominados A, B e C) com duas pecas de queijo de cada lote, e de cada peca
foram pesadas duas aliquotas, analisadas individualmente (n=4).

Para o preparo das amostras foram retiradas, assepticamente, porcdes de
varias regioes da peca, totalizando 25¢g, adicionados de 225 mL de agua peptonada
0,1% e homogeneizados em bag mixer, resultando na diluicao ou 10'. A partir desta
foram feitas as diluicbes sucessivas até 10*.

Foram enumerados coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia
coli pelo método classico do Numero Mais Provavel (NMP), conforme a Instrugao
Normativa n° 62 (BRASIL, 2003). Este método inclui o teste presuntivo, em que trés
aliquotas de trés diluicbes da amostra sao inoculadas em uma série de trés tubos
de Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) contendo tubos de Durhan. A leitura foi feita
a partir do crescimento com producdo de gas apds 24 — 48 horas de incubacéo a
35°C, em estufa.

Para a confirmacdo dos coliformes totais, coliformes termotolerantes e E.
coli, uma alcada de cada tubo com producao de gas no caldo LST foi transferida,
respectivamente, para tubos de caldo verde brilhante Bile 2% (VB), caldo E. coli
(EC) e caldo EC adicionado de 4-metilumbeliferil-B-D-glucuronideo (EC - MUG),
incubados nas temperaturas adequadas.

Para o Caldo EC - MUG foi realizada a leitura em camara com lampada de luz
ultravioleta para verificar a presenca de fluorescéncia, confirmando ainda a presenca
de E. coli através do teste de indol (SILVA et al., 2010).

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva e do género Staphylococcus
sp. foram realizadas conforme a Instrucdo Normativa n° 62 (BRASIL, 2003). Para
tanto, foi realizada a inoculacdo em Agar Baird Parker, e as placas foram incubadas
a 35°C por 48 horas. Apos este periodo foi realizada a contagem das col6nias tipicas
e atipicas e, na contagem de Staphylococcus coagulase positiva, prosseguiu-se com
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a inoculacéo de colonias em caldo BHI e a realizacéo do teste de coagulase.

Para a pesquisa de Salmonella sp. foi realizado um pré-enriquecimento da
amostra em agua peptonada tamponada, com incubacéao a 35°C por 24 horas. Apoés,
procedeu-se o enriquecimento seletivo em caldo Rappaport Vassiliadis (RV) e caldo
Selenito Cistina (SC), incubados a 41,5°C por 24 horas, em banho maria. Para o
plaqueamento seletivo e diferencial utilizou-se o agar Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD) e o agar Verde Brilhante (BPLS), com incubacéo a 35°C por 24 horas. Apés,
e quando necessario, realizou-se os testes bioquimicos para confirmacéo de
Salmonella, de acordo com a Instru¢do Normativa n° 62 (BRASIL, 2003).

A determinacao do pH foi realizada pelo método potenciométrico e a umidade
foi determinada em estufa a 105°C de acordo com as metodologias preconizadas
pelo Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008). As analises fisico-quimicas foram feitas em
triplicata.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo apresentados os resultados das analises microbiolégicas do
queijo colonial, para os lotes A, B e C.

Analises
microbioldgicas A, A, B, B, C, C,
Coliformes Totais
(NMP/g) >1100 >1100 166 268 >1100 >1100
Coliformes
Termotolerantes >1100 >1100 166 121 >1100 >1100
(NMP/g)
E. coli (NMP/qg) >1100 >1100 166 121 >1100 >1100
Staphylococcus sp. - 5 1105 16x105  25x10° 35x10°  23x10° 3.3 x10°
(UFC/g)
Staphylococcus
coag. Pos. (UFC/g) <100 <100 <100 <100 <100 <100
Salmonella sp. Aus. Aus. Aus. Aus. Aus. Aus.

(25 9)

Tabela 1: Resultados da avalicdo microbiolégica do queijo colonial .

a0s resultados referem-se a média da duplicata analisada de cada peca de queijo.

Aresolucdo RDC n°12 (BRASIL, 2001) estabelece padrdes microbiol6gicos para
queijos de média umidade, quanto aos coliformes termotolerantes (permitindo um
maximo de 5x102NMP/g para amostra indicativa), estafilococos coagulase positiva
(até 10° UFC/g) e Salmonella sp. (auséncia em 25 g de amostra). Dessa forma,
apenas o lote B se enquadrou dentro dos parametros estabelecidos pela legislacao
vigente, pois os lotes A e C apresentaram resultados superiores ao maximo permitido
para coliformes termotolerantes, que sao indicadores de contaminacdo de origem
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fecal e condi¢des de higiene dos processos de fabricagdo (FRANCO, 2005).

Resultados semelhantes foram encontrados na pesquisa realizada por Oliveira
et al. (2017), que analisaram 50 amostras de queijo, sendo 14 de queijo mussarela e
36 de queijo Minas Frescal, e observaram que 27,8% das amostras de queijo Minas
Frescal estavam em desacordo com a legislagao devido a elevada contaminacgao
por coliformes termotolerantes. Para coliformes totais, 55,6% das amostras desse
mesmo queijo apresentaram resultados superiores a 1x103NMP/g.

Saleh et al. (2019) avaliaram 19 amostras de queijo Minas Frescal e observaram
que 10 amostras (52,6%) apresentaram resultados acima do estabelecido pela
legislag&o para coliformes termotolerantes, e em todas foi confirmada a presenca de
E. coli, detectada pelo teste do Indol.

Na pesquisa feita por Lisita (2005), que analisou queijos Minas também de
média umidade em um laticinio com SIF, detectou-se amostras ja condenadas antes
da comercializagdo, com contagem de 1,1x108 NMP/g de coliformes termotolerantes.

Sangaletti (2009), estudando a vida util de queijo Minas, detectou em um dos
lotes analisados, 1,7x10* NMP/g de E. coli, enquadrando o referido lote como imprdprio
para o consumo. A presenca de coliformes termotolerantes, especialmente de E.
coli em numeros elevados, além de indicar mas condi¢cdes higiénicas, evidencia a
possibilidade do produto veicular microrganismos patogénicos ao homem (PEREIRA
et al., 1999).

Passos et al. (2009) analisaram 45 pecas de queijo Minas, sendo 30 queijos
com SIF e 15 sem SIF. Observaram que 100% dos queijos sem SIF analisados e
90% dos queijos com SIF, apresentaram contagens superiores a 10° NMP/g para o
grupo de coliformes a 35°C e E. coli. Dessa forma, nota-se a importancia da higiene
e boas praticas de fabricacdo em todo o processo.

Para estafilococos coagulase positiva, todos os lotes avaliados no presente
estudo enquadraram-se dentro dos parametros estabelecidos pela legislagao vigente.

Koelln, Mattana e Hermes (2009) observaram contagens inferiores a 102UFC/g
de estafilococos coagulase positiva em todas as sete marcas analisadas de queijo
tipo mussarela, resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho.

Resultados diferentes foram observados na pesquisa de Carvalho, Viotto e
Kuaye (2007), que avaliaram 97 amostras de queijo Minas Frescal comercializadas
na cidade de Campinas, SP, e 12,9% das amostras foram condenadas por elevada
contaminacao por estafilococos coagulase positiva. Saleh et al. (2019), que avaliaram
a qualidade microbiolégica de queijo Minas Frescal comercializado na cidade de
Duque de Caxias — RJ, encontraram 100% de positividade das amostras avaliadas
quanto a contaminagéao por estafilococos coagulase positiva.

Para estafilococos sp., Rocha, Buriti e Saad (2006) reportaram contagens de
até 7,83 x10” em todas as sete marcas analisadas de queijo Minas Frescal, sendo
que todas as amostras apresentavam SIF (Servico de Inspecao Federal), resultados
semelhantes aos encontrados no presente trabalho. Reges et al. (2017), que
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avaliaram a qualidade microbiol6gica do queijo mussarela comercializado a granel
no municipio de Jatai — GO, observaram 40% de contagens superiores a legislacao
vigente quanto a contaminagao por estafilococos sp.

A contaminacdo das amostras de queijos coloniais por Staphylococcus sp.
pode ser explicada pelo fato de as principais fontes de contaminacéo do queijo serem
a matéria-prima e a manipulagdo por pessoas portadoras desses microrganismos
(BRANT; FONSECA; SILVA, 2007).

Salmonella sp. ndo foi detectada em nenhuma das amostras analisadas,
estando as mesmas de acordo com a legislacdo vigente. O mesmo resultado
foi encontrado por Reginato et al. (2019), que avaliaram a qualidade do queijo
mussarela fatiado comercializado em supermercados no municipio de Ji-Parana
— RO e também obtiveram resultados satisfatérios nas 20 amostras analisadas.
Resultados diferentes foram observados por Castro et al. (2012) que ao avaliar a
qualidade microbioloégica do queijo mussarela comercializado no CEASA de Vitéria
da Conquista — BA, observaram presenca de Salmonella sp. em 33,3% das amostras
analisadas.

Na Tabela 2, estdao apresentados os resultados das analises fisico-quimicas
dos queijos, para os lotes A, B e C.

Os resultados obtidos para a umidade das amostras analisadas variaram entre
40,86 e 43,39 e denotam que o produto avaliado pode ser enquadrado como um
queijo de média umidade.

Lote pH Umidade (%)
A, 6,06 40,86
A, 5,98 41,65
B, 5,63 43,39
B, 5,58 41,73
C, 5,68 41,76
C 5,76 41,81

Tabela 2: Resultados das analises fisico-quimicas do queijo colonial.?

aOs resultados referem-se a média da triplicata analisada de cada peca de queijo.

Os resultados observados foram semelhantes aos encontrados por Ide
e Benedet (2001), que avaliaram o queijo colonial serrano no estado de Santa
Catarina. Das 25 amostras avaliadas por estes autores no lote A, quatorze queijos
apresentaram teor de umidade entre 40 e 45% e quatro entre 35 e 40%. Das 25
amostras coletadas no periodo B, sete apresentaram umidade variando entre 40 e
45% e quatro entre 35 e 40%. De acordo com Hosken e Furtado (1983), o teor de
umidade dos queijos influencia sobremaneira a textura e o sabor do produto.

Os resultados foram semelhantes também aos encontrados por Castro et
al., (2014), que observaram um valor médio de umidade de 43,60% para o0 queijo
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Mussarela com leite que apresentava elevada CCS, e um valor médio de 44,14%
para o queijo Prato produzido com elevada CCS. A umidade é um fator intrinseco
de extrema importancia para a vida de prateleira dos alimentos, pois traduz maior
predisposicéo para o crescimento microbiano, devido ao aumento da atividade de
agua no produto (COELHO, 2007).

Com relacdo a anélise de pH, houve uma variacdo de 5,58 a 6,06 entre as
amostras analisadas. Esta variacdo pode ocorrer devido a matéria-prima utilizada
para a fabricacéo do queijo, ja que os lotes foram fabricados em dias diferentes.

Na pesquisa realizada por Pizaia et al., (2003), ao estudarem queijos Mussarela,
observou-se um pH em torno de 5,3. Ja Sangaletti (2009) encontrou valores de pH
entre 6,66 e 5,85, para o queijo Minas.

O pH é considerado uma determinacdo importante para caracterizar queijos
devido a sua influéncia sobre a textura, o sabor, a atividade microbiana e a maturacéo,
ja que ocorrem reacdes quimicas que sao catalisadas por enzimas provenientes
do coalho e da microbiota, que dependem do pH para o seu desenvolvimento
(FURTADO, 1991).

41 CONCLUSAO

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, somente um dos lotes
analisados (B) estava apto para o consumo de acordo com a legislacdo vigente,
devido a elevada contaminacéao dos lotes A e C por coliformes termotolerantes.

Por outro lado, as amostras de queijo colonial analisadas estavam adequadas
sob o0 ponto de vista da contaminagcdo por Staphylococcus coagulase positiva e
Salmonella sp.

Para os parametros fisico-quimicos, o queijo colonial analisado estava de
acordo com o estabelecido pela legislacéo vigente para queijos de média umidade.

Verifica-se a necessidade de atencao constante as boas praticas de fabricacao
(BPF), em aspectos como uma higienizacao eficiente, a qualidade da matéria-prima
utilizada e a higiene e controle durante todo o processamento. O investimento em
técnicas de manipulagcéo adequadas e o treinamento de manipuladores de alimentos
séo imprescindiveis para a obtencéo de alimentos seguros.
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RESUMO: O controle de qualidade dos
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VEGETAIS

produtos passou a ser essencial para a industria
de alimentos, sobretudo, no processamento de
frutas e hortalicas. Em que o gerenciamento
das etapas produtivas busca evitar perdas e
contaminagdes dos alimentos processados.
Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar
o controle na qualidade dos processados de
vegetais, como, doce cremoso, geleias, molhos,
chutney e relish. Foram realizadas analises
fisicoquimicas (atividade de agua e pH) e
microbiologicas (contagem de microrganismos
mesofilos aerdbios e de bolores e leveduras).
Observou-se variacao na atividade de agua dos
produtos forma de 0,71; 0,92; 0,96; 0,97 e 0,99
para geleia de cebola, doce cremoso, chutney,
relish e molho de tomate, respectivamente. E, os
valores de pHvariaramde 3,34 € 3,87 parageleia
de cebola e doce cremoso e 4,15 e 5,39 para
chutney e molho de tomate, respectivamente.
Os resultados microbiol6gicos mostraram que o
doce cremoso apresentou maior contagem de
bolores e leveduras (2,079 log UFC g7), mas
todos os produtos apresentaram as mesmas
contagens de microrganismos mesofilos (< 1 log
UFC g). Deste modo, conclui-se que todos os
produtos analisados estao dentro dos padroes
de qualidade segundo as legislacdes, ou seja,
todos estédo aptos para o consumo.
PALAVRAS-CHAVE: Qualidade
analises microbiologicas,

alimentar,
analises
fisicoquimicas.
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ABSTRACT: The quality control of products has become essential for the food industry,
especially in the processing of fruits and vegetables. In the management of productive
steps seeks to avoid loss and contamination of processed foods. In this context, the
objective of this study was to evaluate the control on the quality of processed vegetables
such as sweet cream, jellies, sauces, chutney and relish. physicochemical analysis
(water activity and pH) and microbiological (count mesophilic aerobic microorganisms
and molds and yeasts). There was variation in the water activity of the product as 0.71;
0.92; 0.96; 0.97 and 0.99 for onion jelly, creamy sweet, chutney, relish and tomato
sauce, respectively. The pH values ranged from 3,34 and 3,87 to jam and candy and
4,15 and 5,39 for chutney and tomato sauce, respectively. The microbiological results
showed that the creamy candy showed higher count of molds and yeasts (2,079 log
CFU g7), but all the products had the same counts of mesophilic (< 1 log CFU g7).
Thus, it is concluded that all the products analyzed are within the quality standards
according to the laws, that is, all are fit for consumption.

KEYWORDS: Feed quality, microbiological analysis, physicochemical analysis.

11 INTRODUGCAO

A higiene industrial tem como principal objetivo a inocuidade sanitaria dos
alimentos e a minimizacao ou excluséo de influéncias que prejudiquem a qualidade
e identidade dos mesmos, ou seja, envolve um conjunto de medidas que devem ser
adotadas visando impedir a contaminacédo, a deterioracdo ou a adulteracdo de um
alimento. Estas medidas tem seu inicio com a qualidade da matéria-prima, no caso
das frutas e hortalicas, deve apresentar caracteristicas apropriadas ao fim a que se
destina, considerando que as etapas tecnoldgicas posteriores ndo séo capazes de
melhorar sua condicéo inicial (TONDO e BARTZ, 2012).

Véarias sdo as ferramentas, técnicas, métodos e sistemas utilizados pelas
empresas na busca da garantia e gestdao da qualidade nos diversos ambitos de
produca@o e servigcos, destacando-se a técnica 5S, a qual pode ser usada como
apoio, as Boas Praticas (BP), o sistema de Anélise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle (APPCC), o processo de Analise de Riscos, as normas ISO (International
Organization for Standardization), entre outros como os Procedimentos Operacionais
Padronizados (POP) e os Procedimentos Padrédo de Higiene Operacional (PPHO),
implantados isoladamente ou de maneira integrada (GALLI et al., 2012).

Em que, gerenciar eficazmente cada etapa do processo produtivo, evita
contaminacgdes, perdas ou falhas e mantendo a qualidade do produto, o que
confere uma necessidade e diferencial na industria de frutas e hortalicas. Contudo,
considerando que estes produtos in natura, minimamente transformados e/ou
processados envolvem uma diversidade de estabelecimentos e produtos cujas
peculiaridades ndo podem ser generalizadas (FELLOWS, 2006). As andlises de
qualidade fisicoquimicas e microbiolégicas sao realizadas para detectar alteragdes

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 5




em um alimento, ou seja, todas as mudancas que tornam o alimento indesejavel ou
inadequado ao consumo, pela modificagdo parcial ou total de suas caracteristicas
fundamentais. Além disso, essas analises de qualidade ndo se restringem somente
aos aspectos de modificacbes que comprometem a qualidade do alimento, mas
também a possibilidade desse alimento incorrer em danos a saude do consumidor
(GALLI et al., 2012).

Todos os produtos que serdo processados e manipulados podem ser
considerados matérias-primas. Estas devem receber muita atencdo em relacéao
ao controle higiénico-sanitario, principalmente os produtos proteicos e pereciveis,
como 0s vegetais que merecem atencédo devido aos contaminantes degradadores
ou patogénicos que podem carregar (TONDO e BARTZ, 2012). As matérias-primas
constituem o material basico para a elaboracéo de alimentos prontos para consumo
ou produtos industrializados de qualidade, logo devem ser cuidadosamente
selecionadas. Alguns especialistas dizem que nenhuma industria consegue melhorar
uma matéria-prima, mas € facil piora-la (TONDO e BARTZ, 2012).

Os alimentos sdo compostos de proteinas, carboidratos e gorduras, todos
possiveis substratos nutritivos para um ou outro tipo de microrganismo. Este
conjunto de substratos, junto com a diversidade de atividades metabdlicas, sugere
grande variedade de tipos de deterioracdo alimentar. Os métodos de conservacgéo
dos alimentos empregam processos fisicos ou quimicos. Alguns microrganismos séo
uteis na preparacdo de itens alimentares de produtos fermentados, como, picles,
iogurte, queijo, salame, entre outros (EVANGELISTA, 2008).

A capacidade de sobrevivéncia ou de multiplicacdo dos microrganismos que
estdo presentes em um alimento depende de uma série de fatores os quais, estao
relacionados com as caracteristicas proprias do alimento (fatores intrinsecos) e os
relacionados com o ambiente em que o alimento se encontra (fatores extrinsecos).
Sao considerados fatores intrinsecos a atividade de dgua (Aa ou Aw), a acidez (pH),
o potencial de oxi-reducao (Eh), a composicdo quimica e a presenca de fatores
antimicrobianos naturais nos alimentos. Entre os fatores extrinsecos, os mais
importantes sédo a umidade, a temperatura ambiental e a composi¢cao quimica da
atmosfera que envolve o alimento (FRANCO e LANDGRAF, 2005).

O controle de qualidade € um sistema de protecéo ao produtor e ao consumidor,
pois seu principal objetivo € o de assegurar ao industrial a fabricacdo de alimentos
de excelente padréo e de propiciar ao consumidor produtos em condicdes de cumprir
sua finalidade de alimentar e nutrir (EVANGELISTA, 2008).

Sabe-se que os alimentos podem ter um efeito benéfico ou maléfico sobre a
saude das pessoas. Portanto, a protecdo da saude publica envolve o controle de
qualidade dos alimentos, antes de serem consumidos. O numero e a severidade
de casos de enfermidades transmitidos por alimentos aumentaram muito na ultima
década e sao inumeros 0s casos de doencas crénicas como alergias e neoplasias
(FORSYTHE, 2002; FRANCO; LANDGRAF, 2005; EVANGELISTA, 2008).

El
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Alimentos de qualidade dependem de matérias-primas de qualidade e se,
em algumas situacdes, as matérias-primas n&o séo ideais devido a problemas de
mercado ou falta de fornecedores qualificados, a busca por matérias-primas de
qualidade e entregues em condi¢des apropriadas, deve ser um dos objetivos dos
profissionais da area de alimentos (TONDO e BARTZ, 2012).

A Normativa n°15/78 da Associacao Brasileira das Industrias da Alimentagéao
(ABIA, 2001), diz que geleias deve ser um produto preparado com frutas, sucos ou
extratos aquosos das mesmas, onde podem apresentar frutas inteiras, partes ou
pedacos, podendo ter varias formas. Os quais podem ser adicionados acucares,
agua, pectina, acidos, entre outros ingredientes permitidos, de forma, a assegurar
sua conservacao (RORIZ, 2010).

Os doces em pasta sado classificados como cremoso quando a pasta for
homogénea e de consisténcia mole, ndo devendo oferecer resisténcia nem
possibilidade de corte, resultante do processamento de vegetais com acgucares,
adicdo de agua, pectina, entre outros (BRASIL, 1978; ABIA, 2001).

O molho nédo é apenas um somatério de insumos, que termina em estado
liguido ou pastoso, mas sim uma alquimia de elementos que serdo harmonizados
com os pratos. E, tem como fung¢do dar sabor, textura, cor, apelo visual e umidade
as preparagbes (IAC, 2009; KOVESI et al., 2007). Cada tipo de molhos possui
caracteristicas, formas e técnicas determinadas preparagdes, onde raramente
ocorrem derivacdes, por exemplo, o chutney e o relish (KOVESI et al., 2007). Em
que o chutney é um molho picante de origem indiana usado no acompanhamento
de alimentos como carnes frias, carnes assadas, grelhadas e fondues. Composto
por condimento de derivado das frutas, legumes e especiarias (BARREVELD, 1993;
MADAKADZE et al., 2004; RIBEIRO et al., 2013). Ja o relish é similar a aparéncia de
uma geleia pastosa (SEBESS, 2010; LOVATTO e TONETTO, 2015).

Dentro deste contexto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o controle
de qualidade de processados de frutas e hortalicas como doce cremoso, geleias,
molhos de tomate, chutney e relish.

2| MATERIAL E METODOS

As analises de qualidade dos produtos foram realizadas nos laboratérios do
Colégio Politécnico e do Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos, ambos
da Universidade Federal de Santa Maria. Os produtos analisados foram geleia de
maca, geleia de cebola, geleia de uva, doce cremoso de manga, molho de tomate,
chutney de abacaxi e relish de manga com pimenta. A partir destes produtos foram
feitas analises de controle de qualidade, como anélises fisicoquimicas (atividade de
agua e pH) e microbioldgicas (contagem de microrganismos mesoéfilos aerdbios e
contagem de bolores e leveduras).

As andlises fisicoquimicas seguiram os métodos preconizados pela Association
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of Official Analitical Chemists (AOAC, 2005) e as Normas Analiticas do Instituto Adolfo
Lutz (IAL, 2008). As analises foram realizadas em triplicatas, calculada a média dos
resultados e o desvio-padrao no Excel®.

A atividade de agua (Aa) foi avaliada pelo equipamento Aqualab - Decagon
Devices através da quantificacdo da fugacidade de agua e constante dielétrica.
O aparelho possui exatidao + 0,015 e resolugdo 0,001. O pH foi avaliado por
potenciometria, pelo equipamento pHmetro Digimed.

A avaliacdo da qualidade microbiolégica seguiu a Resolugdo - RDC n.° 12
de 2001, do regulamento técnico para os padroes microbioldgicos para alimentos
(BRASIL, 2001) e, as analises microbiolégicas seguiram a metodologia recomendada
pela American Public Health Association (APHA, 1992), nas quais foram preparados
0s meios de culturas adequados para cada analise, bem como a esterilizagado dos
materiais necessarios para as analises.

Para a contagem de microrganismos mesoéfilos aerdbios, pesou-se 10 g de
amostra, adicionou-se 93 mL de agua peptonada 0,1% e homogeneizou por
aproximadamente 60 segundos em “BagMixer”, em diluicdo de 10"'. A partir da
diluicdo inicial (10"), efetuaram-se as demais diluicbes desejadas em solucao salina
peptonada 0,1%. Foi semeado 1 mL de cada diluicdo selecionada em placas de
Petri estéreis, adicionando cerca de 15 a 20 mL de meio Agar padrdo para contagem
(PCA) fundido e mantido em banho-maria a 46 - 48 °C. Apés, as placas foram
homogeneizadas adequadamente em forma de oito, o agar com o indculo e deixado
solidificar em superficie plana. As placas foram incubadas invertidas a 36 °C por 48
h. Apbs o periodo de incubagéo, realizou a leitura das placas contando as col6nias
presentes nas placas. A partir desta leitura, calculou-se 0 niumero de microrganismos
presentes na amostra e o resultado expresso em UFC g™

Para a contagem de bolores e leveduras, utilizou-se fundido de Agar batata
dextrose 2% (BDA), resfriado em banho-maria até 46 - 48 °C. O meio foi acidificado
com pH de 3,5, adicionando 1,5 mL de solucdo de acido tartarico 10% para cada
100 mL de meio. Verteu-se nas placas entre 15 a 20 mL e, posto a solidificar em
superficie plana. Na sequéncia foram preparadas as diluicbes como descrito na
analise anteriormente. Inoculou-se 0,1 mL das diluicbes selecionadas sobre a
superficie seca de agar batata dextrose acidificado a pH 3,5 e com o auxilio de alga
de Drigalsky, espalhando o indculo por toda a superficie do meio, até sua completa
absorcéao. Utilizaram-se duas diluicbes decimais ou duplicata da mesma diluic&do. Foi
distribuido 1 mL da diluicao 10" em 3 placas (0,4 mL, 0,3 mL e 0,3 mL).

Incubaram-se as placas, sem inverter, a 25 °C, por 5 a 7 dias, em estufa
incubadora. Apds o periodo de incubacgao, realizou-se a leitura das placas em um
contador de colbnias e calculado o numero de microrganismos presentes na amostra
e expresso em UFC g™

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 5




Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 5

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento dos resultados dos valores médio das analises fisicoquimicas
realizadas nos produtos geleias, doce cremoso, molho de tomate, chutney e relish
podem ser visto na Tabela 1. Observou-se variagao na atividade de agua e pH para
as geleias, corroboram com o trabalho de Franco e Landgraf (2005) que indicam a
atividade de agua de ideal para geleias € de 0,70 a 0,80 e valor de pH entre 3,5 a 4,0.
A atividade de agua obteve variacéo entre 0,71 para a formulagcéo de geleia de cebola
e 0,99 para a formulacédo de molho de tomate. Esta variacdo pode ser justificada
pelos diferentes tempos de cocgao e teor de sélidos soluveis em comparacéo as
outras formulacoes.

A umidade é um parametro de qualidade para os alimentos processados. O
excesso de umidade favorece deterioracdes no alimento influindo diretamente na
sua conservacao. As variagdes de umidades dos produtos ocorreram provavelmente
devido as diferencas das ligagdes quimicas para formacéao do gel, que é influenciada
por diferentes anions e suas fragcdes idnicas em direcéo a capacidade de se ligar a
agua no gel devido a presenca de calcio e/ou agucar (SANTOS, 2012).

Analises Fisicoquimicas*
Amostras
Aa pH
Geleia de maga 0,81+0,001 3,51+0,010
Geleia de cebola 0,71+0,003 3,34+0,146
Geleia de uva 0,75+0,003 3,40+0,015
Doce cremoso de manga 0,92+0,001 3,87+0,200
Chutney de abacaxi 0,96+0,001 4,15+0,035
Chutney de maga com pimenta 0,96+0,001 4,31+0,262
Relish de manga com pimenta 0,97+0,001 4,56+0,030

Tabela 1 — Resultados da atividade de agua (Aa) e pH realizadas em geleia de maga, geleia de
cebola, geleia de uva, doce cremoso de manga, molhos Chutney e Relish.

* Médias + Desvio Padrdo. Aa = Atividade de agua. pH = Potencial Hidrogénico. Fonte: Elaborada pelos autores.

As formulagdes das geleias e do doce cremoso tiveram o mesmo tempo de
cocgao, contudo, obteve acréscimo de agentes de corpo, favorecendo a reducéo
da umidade, além disto, a capacidade de retencéo do acgucar reduz a concentracao
de agua livre, refletindo os parametros de atividade de agua e umidade. Ressalta-
se que a legislacao brasileira vigente para produtos de frutas estabelecidos pela
Agéncia Nacional da Vigilancia Sanitaria ndo estabelece valor limite para umidade
de geleia (BRASIL, 2005).

Os valores de pH variaram entre 3,3 a 5,3, valores menores que os valores de pH
6timos para o desenvolvimento de bactérias, ou seja, a probabilidade de crescimento
bacteriano é pequena mesmo com a atividade de agua alta de alguns produtos.
Os valores de pH das formulacbdes de geleias e do doce variaram entre 3,3 e 3,8.




Todas as formulacbes exceto a formulacéo de geleia de cebola obtiveram valores
de pH acima dos valores encontrados por Lago et al. (2006) e Prati et al. (2009) que
trabalhando com geleias elaboradas com yacon, goiaba e acerola, caracterizando o
valor de pH ideal acima de 3,0.

Os valores das formulacoes desenvolvidas estdo dentro da faixa recomendada
por Seravalli e Ribeiro (2004) de 2,5 a 6,5 para formagao de gel com pectinas de
baixa metoxilacdo. A pectina de baixa metoxilacdo é menos sensivel a variagdo de
pH que a pectina alta metoxilagcdo (SANTOS, 2012). Para os produtos vegetais como
os molhos, chutney e relish o valor de pH maximo € 4,5 (BRASIL, 2005).

Os resultados das analises microbioldgicas realizadas nos produtos geleias,
doce cremoso, molhos de tomate, chutney e relish estdo demonstrados na Tabela 2.

Os resultados das analises microbiolégicas demonstraram que os produtos
analisados encontram-se dentro dos padrdes minimos aceitaveis pela legislacéo
(BRASIL, 2001). Foi encontrado, por meio de contagem de microrganismos meséfilos
aerbbios, < 1 log UFC g para todos os produtos e, a maior contagem de bolores e
leveduras foi 2,079 log UFC g para o doce cremoso de manga.

Analises Microbioldgicas*
Amostras e T
Contagem mesofilos aerébios | Contagem bolores e leveduras

Geleia de maga < 1x10! 6x10!

Geleia de cebola < 1x10! 4x10"
Geleia de uva <1x10° < 1x10’
Doce cremoso de manga < 1x10! 1,2x10?

Chutney de abacaxi < 1x10! 2x10!
Chutney de maga com pimenta <1x10° < 1x10'

Relish de manga com pimenta < 1x10! 4x10!

Tabela 2 — Resultados das contagem de microrganismos mesofilos aerébios, bolores e
leveduras em geleia de maca, geleia de cebola, geleia de uva, doce cremoso de manga,
molhos Chutney e Relish.

*=UFC g’ ou mL". Fonte: Elaborada pelos autores.

Para produtos de frutas como geleias, doces e similares os limites aceitaveis
pela legislacéo séo de < 4 log UFC g, os quais mostraram estar dentro do padréo
microbiolégico estabelecido pela legislagcdo (BRASIL, 2001). Os limites aceitaveis
pela legislacdo para contaminagdo microbiol6gica em outros produtos de vegetais
como molhos, chutney e relish sdo de <2 log UFC g (BRASIL, 2001; 2005).

41 CONCLUSOES

Na produc¢éo de alimentos, € essencial que medidas apropriadas sejam tomadas
para garantir a seguranga e a estabilidade do produto durante toda a sua vida de
prateleira. Deste modo, todos os produtos analisados, como: doce cremoso, geleias,
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molhos de tomate, chutney e relish, estdo de acordo com os padrdes de qualidade
conforme a legislacéo brasileira e, aptos para o consumo.
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CAPITULO 6
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RESUMO: O presente trabalho teve como
objetivo avaliar a vida de prateleira de pao de
alho comercial de uma empresa da cidade de
Maringa-Pr. Paratanto foramrealizadas analises
de atividade de agua e bolores e leveduras
durante 30 dias sendo os resultados avaliados
por meio de testes acelerados e modelos
matematicos. Avaliando-se a vida de prateleira
pela cinética de Arrhenius, a analise de bolores
e leveduras ndo se mostrou eficaz, entretanto,
considerando os dados de aW, obtidos durante
30 dias em armazenamento em BOD a 25, 35
e 50 °C, foi possivel obter os valores de energia
de ativagéo - E_ (1347,74 cal.mol.K™) e o fator
de aceleragéo da temperatura - Q,, (1,079) e
assim foi determinada a vida de prateleira do pao
de alho em aproximadamente 21 dias a 25 °C,
na embalagem e condi¢cdes de processamento
utilizadas pela referida empresa. O método
de vida de prateleira acelerado se mostrou
interessante para ser utilizado por industrias
alimenticias.

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2

PALAVRAS - CHAVE: microbiologia, teste
acelerado, atividade de agua.

ABSTRACT: The objective of this study was
to evaluate the commercial shelf life of “pao de
alho” from a company in the city of Maringa-
Pr. For this, analyzes of water activity (aW)
and molds and yeasts were carried out for 30
days and the results were evaluated through
accelerated tests and mathematical models.
When evaluating shelf life by Arrhenius kinetics,
mold and yeast analysis was not effective,
however, considering the aW data, obtained
during 30 days in BOD storage at 25, 35 and
50 °C, it was possible to obtain the activation
energy values - Ea (1347.74 cal.mol'.K")
and the temperature acceleration factor - Q10
(1.079) and thus the products shelf life was
determined in approximately 21 days at 25 °C,
on the packaging and processing conditions
used by that company. The accelerated shelf
life method has proved to be interesting for use
by food industries.

KEYWORDS: microbiology, accelerated test,
water activity.

11 INTRODUCAO

O péo é um produto obtido por cocgéo,
onde a massa pode ser fermentada ou nao e
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que necessita da formagdo da rede de gluten, proveniente da farinha de trigo ou
outros tipos de farinha, € adicionado de agua e ainda permite a adicdo de outros
ingredientes, cobertura, recheio (BRASIL, 2005). O pao de alho é um produto obtido
da producao de pao francés adicionado de pasta de alho. O alho tem compostos
fitoquimicos que confere capacidade terapéutica para saude, além de possuir acao
antimicrobiana (MARCHIORI, 2005).

Dessa forma, o pdo esta exposto ao ataque de microrganismo por ter um valor
nutritivo consideravel, com cerca de 40% de umidade e atividade de agua entre 0,94
e 0,97. Mesmo que a carga microbiana ap6s o forneamento seja muito baixa, o pao
pode ser recontaminado por esporos de fungos e outros microrganismos presente
no ambiente, superficies e manipuladores (FREIRE, 2011).

Caso existam condigdes como atividade de agua (aW) menor que 0,94,
temperatura entre 25-28 °C e substrato rico em carboidratos, as leveduras iréo se
multiplicar. Para o desenvolvimento de bolor a aW minima é 0,80, o que tornara o
produto inaceitavel devido ao aparecimento de micélio (FRANCO; LANGRAF, 2008).

A aW é a agua disponivel em um alimento (GARCIA, 2004), que varia de 0 a
1 e quanto mais proximo de 1, maior a sua atividade de agua (CELESTINO, 2010).
Esta agua esta disponivel para reagcbes quimicas, fisicas e microbiolégicas, sendo
um fator intrinseco que permite avaliar as caracteristicas que interferem diretamente
no shelf-life (LABUZA, 1984). De acordo com Giménes, Ares e Ares (2012),a vida
de prateleira é o tempo em que um alimento se mantém seguro, com a quantidade
nutricional descrita na embalagem do produto e mantendo as caracteristicas
sensoriais, fisicas, quimicas e microbiolégicas adequadas para 0 consumo.

Testes acelerados podem ser utilizados para qualquer processo de deterioracéao
que apresente um modelo cinético valido, seja bioquimico, quimico, microbiologico ou
fisico (MAN, 2004). Eles sé&o usados de modo a extrapolar parametros que interferem
no processo, como umidade, temperatura e assim obtém-se a vida de prateleira do
produto em condicdes normais de estocagem (HOUGH; GARITTA; GOMEZ, 2006).

Muitos métodos acelerados sdo baseados no modelo de Arrhenius (TAUB;
SINGH, 1998; MAN, 2004), onde é possivel expressar taxas de reacbes em funcéo
da temperatura, calcular os paradmetros cinéticos, a energia de ativacao (Ea) e o fator
Q10 (fator de aceleracédo da temperatura). Esses parametros descrevem o0 quéo
rapido ocorrera a reacdo ao manter uma temperatura controle e as temperaturas
extrapoladas (LABUZA, 1984).

Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a vida de prateleira de
pao de alho mediante método acelerado.
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2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

As embalagens com 300 g de pao de alho tradicional, todos de um mesmo
lote, foram obtidos comercialmente por uma industria da regido de Maringa (PR) os
reagentes para analise foram de grau analitico.

2.2 Determinacao da vida de prateleira

Foram utilizadas 40 embalagens de pao de alho para acondicionamento em trés
estufas tipo BOD’s, a 25 °C (amostra controle), 35 °C e 50 °C (amostras em condicao
acelerada), tais temperaturas foram escolhidas devido a comercializacdo do pao
ser a temperatura ambiente. Dessa forma, foram realizadas analises de atividade
de agua e contagem de bolores e leveduras, nos tempos de 0, 10, 17, 21 e 30 dias,
sendo que em cada analise/tempo era aberta uma nova embalagem. Com esses
parametros, foram realizados os calculos do teste de vida de prateleira acelerado
proposto por LABUZA (1982).

As reagdes que seguem o modelo cinético de primeira ordem ocorrem quando a
velocidade depende da concentracao do reagente e a taxa de perda da qualidade do
produto diminui exponencialmente em um dado periodo de armazenagem. Este tipo
de reacao € utilizado quando se tem destruicao térmica dos microrganismos, reacoes
de oxidacao de lipideos e inativacao enzimatica (LABUZA, 1982). Matematicamente
a reacéo de primeira ordem é dada pela seguinte equacao (LABUZA, 1982):

—vp =dCp/dt = KCp 1)

Onde vp é a velocidade da reagao, c, é a concentragdo do componente P, k €
a constante da reacao e t o tempo.

O efeito térmico é um fator que influencia na velocidade das reacdes quimicas
e possui grande importancia quando se trata de degradagcao dos alimentos, sendo
assim quantificar este parametro possibilita compreender a vida de prateleira de um
produto. Este efeito térmico é explicado pela cinética de Arrhenius (LABUZA 1980) e
€ dado pela equacéo:

(d(InK))/dT = Ea/RxT? .

Em que k € a constante da velocidade da reagéo, E_a energia de ativagdo em
cal.mol', T a temperatura em escala absoluta (K), R € a constante universal dos
gases (1,987 cal.mol"'.k).

Integrando-se a equacgao (2) obtém-se:

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 6




InK = —Ea/RT +InK, @)

Ao plotar um gréfico de escala linear, o valor do logaritmo da constante da
velocidade da reacdo versus o inverso da temperatura absoluta obtém-se a
representacao grafica da equacéao de Arrhenius, onde a inclinacao da reta representa
E./R, (Figura 1) e é possivel obter a energia de ativagio da reagéo das reagbes de
degradacdes dos alimentos. (LABUZA, 1980; LABUZA, 1982).

nk,

InK

T

Figura 1 Representacao do grafico da equacao de Arrhenius

A partir da obtengdo da energia de ativagdo (E,) determina-se o fator de
aceleragao da temperatura (Q,,) dado pela equagéo 4 ou pelo quociente entre as
vidas de prateleira a uma determinada temperatura e a uma temperatura 10 °C mais
alta (equacéo 5), expresso abaixo (LABUZA, 1985):

[Q_10 = 10] *(Ea/0,46xT?%)

Q_10 = (V.P(T —10))/(V.P(T)) (5)

Em que T é a temperatura absoluta e V.P a vida de prateleira.

Conhecendo o valor de Q,,, € possivel estimar a vida de prateleira do produto
em outras temperaturas de armazenamento, desde que estejam dentro da faixa de
temperatura utilizada na sua determinacao (LABUZA, 1985).

2.3 Andlises de atividade de agua (aW) e microbiolégica

A medida de atividade de agua foi realizada a 25 ° C utilizando o aparelho AW
43, em duplicata.
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Para a analise microbioldgica, foram utilizadas placas constituidas por um meio
Agar batata da Kasvi para contagem de bolor e levedura, tal anélise foi realizada em
duplicata no laboratério de microbiologia da UEM. O meio utilizado estimou quantas
UFC/g estao presentes na amostra conforme AOAC 997.02 (2000).

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Determinacéao da vida de prateleira

As tabelas mostram os dados obtidos na contagem de bolor e levedura (Tabela
1) e atividade de agua (Tabela 2) em diferentes tempos e temperaturas.

Tempo (dias) TEMPO 25°C 35°C 50°C

0 <1x10? <1x10? <1x10?

10 <1x10? <1x10? <1x10?

Contagem bolor (UFC/g) 17 <1x10? <1x10? <1x10?
21 <1x10? <1x10? <1x102

30 <1x10? <1x10? <1x10?

0 4,9 x10* 2,1 x10¢ <1x102

10 <1x10? <1x10? <1x10?

Contagem levedura (UFC/g) 17 9,15x10* 3,6x10° <1x10?
21 1,19x10° 1x102 <1x102

30 9,75x10* 4,95x104 <1x10?

Tabela 1 Contagem de bolor e levedura, nas temperaturas de 25°C, 35°C e 50°C
durante 30 dias

N&o ha na legislacéo referéncia para contagem de bolor e levedura em pées,
porém houve a necessidade de fazer esta analise por solicitacdo da empresa devido
ao problema que a mesma encontrava com o desenvolvimento de fungos visiveis
a olho nu antes do término da validade (30 dias), principalmente pela preocupacéao
pois segundo Valsechi (2006) o bolor € um microrganismo produtor de micotoxinas
e a levedura é deteriorante. Segundo Freire (2011), os produtos de panificagcao que
possuem alta atividade de agua séo propicios ao desenvolvimento de microrganismos.

Tempo (Dias) Aw - 25°C Aw - 35°C Aw - 50°C
0 0,937 + 0,0040 0,937 + 0,0040 0,937 + 0,0040
10 0,923 +0,0035 0,917 + 0,0092 0,928 + 0,0007
17 0,912 + 0,0021 0,913 + 0,0021 0,912 + 0,0007
21 0,877 +0,0057 0,878 + 0,0007 0,886 + 0,0028
30 0,882 + 0,0007 0,884 + 0,0007 0,868 + 0,0014

Tabela 2 Atividade de agua nas temperaturas de 25°C, 35°C e 50°C durante 30 dias
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Com essas analises, nota-se que ha apenas o desenvolvimento de leveduras,
ja que ndo houve contagem de bolor durante todo o armazenamento e em todas
as temperaturas (tabela 1). Houve um crescimento desordenado de leveduras nas
temperaturas de 25 e 35°C, possivelmente devido a falta de padrao encontrada nos
produtos dentro de um mesmo lote. Além disso, na temperatura de 50°C n&o houve
crescimento significativo de leveduras devido ao ressecamento dos paes, em que
ocorreu a reducao de sua aW e prejudicou a sua multiplicacao.

Apartirdatabela 2 observou-se uma alteragao da atividade de agua consideravel
com o aumento de tempo de armazenamento nas devidas temperaturas, o que indica
que a cinética de diminuicdo da atividade de agua pode ser um parametro para
estimar a energia de ativagéo (E,), o valor de Q, , e consequentemente estimar a vida
de prateleira em diferentes temperaturas de armazenamento (MOREIRA, 2018).

Além disso, foi perceptivel que o ressecamento, acompanhado do escurecimento
dos paes se intensificaram ap6s 21 dias de armazenamento quando comparados ao
primeiro dia e como descrito por Robertson (2005), a aW é importante para controlar
reagdes quimicas que reduzem a vida de prateleira, tendo um importante efeito sobre
as propriedades texturais dos alimentos.

Em 21 dias, a aw chegou ao valor de 0,877 em 25°C (tabela 2), portanto, esta
foi a base de célculo estipulada, pois de acordo com Freire (2011), a aW do pdo em
condi¢gdes normais varia de 0,94 a 0,97.

Pararealizar os calculos da cinética de Arrhenius, conforme ja citado o parametro
de contagem de bolor foi desconsiderado dos célculos, ndo sendo possivel utiliza-los
por apresentarem um valor constante em sua contagem. Ja para a levedura, mesmo
qgue havendo uma contagem nas temperaturas de 25 e 35°C, seu crescimento nao
foi gradativo, impossibilitando a utilizagdo deste dado para os calculos e estimativa
de dias.

Dessa forma, utilizou-se o parametro de atividade de dgua para calcular a vida
de prateleira do pao de alho. A figura 2 mostra o grafico do modelo cinético de
primeira ordem, gerado ao plotar os dados de aW.
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Figura 2 Modelo cinético de primeira ordem para diminuigéo da atividade de agua no pao de
alho, armazenado nas trés temperaturas

Os valores das constantes de velocidade (k) da atividade de agua foram de
-0,0023 dias™ (25°C), -0,0022 dias™ (35 °C) e -0,0027 dias™ (50 °C).

A partir dos valores da constante de velocidade, plotou-se o gréfico (figura 3) em
escala linear da constante da velocidade da reagao versus o inverso da temperatura
(K), parao calculoda E_e Q,,.

0,00305 0,0031 0,00315 0,0032 0,00325 0,0033 0,00335 0,0034

59
[ ]
5,95 = -678,26x - 3,8454
R2=0,6819
6
e
c
|
6,05
L
6,1
[ ]
6,15

1/T(°K)

Figura 3 Efeito da temperatura sobre a constante de velocidade de diminuicao da atividade de
agua no péo de alho

Os testes acelerados ndo permitem obter um valor de R2 préximo de 1, como
mostrado também no trabalho realizado por Moreira (2018), com R2 de 0,7979,
porém este € um método muito utilizado pelas industrias de alimentos devido ao
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baixo custo de realizacéo.

A partir da figura 3 obteve-se 1347,74 cal.mol.K"" para E_e a partir da equagao
4, o valor de 1,079 para Q,,. Entdo, como suposto que em 25 °C o shelf-life do p&o de
alho em quest&o € de cerca de 21 dias, com o valor de Q,, (equagéo 5), foi possivel
determinar a vida de prateleira de 19 dias para 35 °C e de 18 dias para 50°C.

Escassos sao os trabalhos publicados de shelf-life acelerado, em produtos
panificados nao foi encontrado nenhum dado passivel de comparagdo. Em um
estudo semelhante sobre a determinacao de shelf-life, Moreira (2018), analisou a
qualidade do suco de abacaxi adicionado de polpa de yacon a partir da degradacéao
de vitamina C, onde a vida de prateleira do produto armazenado a 37 °C foi de 10
dias e a partir do valor de Q,, de 1,24, foi calculado a vida de prateleira do produto a
7 °C que foi de 19 dias.

Mesmo a textura sendo um fator que reduz a qualidade do pédo, o prazo
de validade encontrado pode ser variavel (BOURNE, 2002), ja que, a partir de
informacdes da empresa, havia uma maior devolugcdo de paes com presenca de
fungos visiveis a olho nu em periodos chuvosos e Umidos, e em menor quantidade
em periodos de clima mais seco. Outro fator que pode justificar a variabilidade desta
vida de prateleira € a falta de padrao do produto, pois segundo Giese (2000), paes
com variacdo na coloragcédo da casca esta diretamente ligada a falhas no processo
de fabricacgéo.

41 CONCLUSAO

Pela cinética de Arrhenius e utilizando a aW como base de célculo, estimou-
se a vida de prateleira do pao de alho na embalagem e condicOes avaliadas em
aproximadamente 21 dias, se armazenados em 25 °C. Com isso, foi possivel
esclarecer o problema ocorrente com as devolugdes dos paes, pois 0 prazo de
validade indicado na embalagem pela empresa é de 30 dias, ou seja, superior ao
valor obtido.

Assim o método de andlise de vida de prateleira acelerada se mostrou
interessante para ser utilizado por industrias de panificados, como € o caso do péao
de alho.
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RESUMO: A diminuicdo do tempo disponivel
para preparacdo de alimentos concomitante
ao fato do café ser uma das bebidas mais
consumidas no mundo diariamente, impulsiona
a industria de cafés soluveis, o que tem
influenciado no crescimento ao longo dos anos
ndo apenas no fator qualidade mas também
no processamento. O objetivo do trabalho
foi avaliar fisicamente os cafés soluveis
disponiveis no mercado. Os resultados obtidos
demonstraram que os cafés soluveis de todas
as marcas apresentaram valor de atividade de

agua inferior 0,3, que é um bom resultado para
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um produto seco, porém apenas a amostra A
teve a umidade recomendada pela legislacéo.
PALAVRAS-CHAVE: Café
Secagem; Spray-dryer.

instantaneo;

EVALUATION PHYSICO-CHEMICAL OF
COMMERCIAL SOLUBLE COFFEES

ABSTRACT: The reduction of the time available
for food preparation, concomitant with the
fact that coffee is one of the most consumed
beverages in the world daily, boosts the soluble
coffee industry, which has influenced growth
over the years not only in the quality factor
but also in processing. The objective of this
work was to physically evaluate soluble coffee
available in the market. The results showed
that the soluble coffee of all brands had a water
activity value lower than 0.3, which is a good
result for a dry product, but only sample A had
the humidity recommended by the legislation.
KEYWORDS: Drying; Instant coffee; Spray-
dryer.

11 INTRODUCAO

Com a aceleracdo do ritmo urbano
€ cada vez mais evidente a procura dos
consumidores por alimentos de facil preparo,

rapidos e nutritivos. Essa mudanca de habitos
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alimentares tem contribuido com o consumo de produtos industrializados nas
ultimas décadas (LIMA e OLIVEIRA, 2005; FATTORI et al., 2005). Neste contexto,
as industrias tem buscado inovagdes tecnoldgicas de preparo e aprimoramento do
café para torna-lo uma bebida pratica e rapida, o que favoreceu entéo a producéao
dos cafés soluveis (ROCHA e FERREIRA, 2001).

Em 2014 as vendas de café solluveis representavam aproximadamente 34% de
toda bebida a base de café consumida no mundo. O café soluvel tem demonstrado
maior aceitagcdo em regides que possuem forte tradicdo ao consumo de chas, visto
que este café apresenta um sabor mais suave € menos intenso que o torrado e
moido (FERDMAN, 2014.)

O Decreto n° 986/1978 que dispde sobre os Padrdes de Identidade e Qualidade
de Alimentos e Bebidas, em seu Art. 64 define café soluvel, como o produto resultante
da desidratacdo do extrato aquoso de café (Coffea arabica e outras espécies do
género Coffea) torrado e moido. Além disso, o café soluvel deve ser preparado
com café recentemente torrado e moido e agua potavel, possuir no maximo 3% de
umidade, densidade aparente 0,20 g/mL, pH 5,0 — 5,5 e solubilidade no maximo 2
(Gerber) (BRASIL, 1978).

Segundo aABIC (2015) além do pronto consumo, o café solUvel € um importante
ingrediente na industria de alimentos e bebidas. A aplicacdo em sorvetes, cappuccino,
misturas de café com leite e chocolate, produtos de panificagdo, bebidas em p6 a
base de café e inUmeros outros produtos que necessita 0 aroma ou sabor de café.
Visto a ampla cadeia de aplicagao do café soluvel estudos nesta area apresentam
grande potencial tecnoldgico. Comisso o propésito do trabalho foi analisar fisicamente
diferentes marcas de cafés soluveis comercializados na cidade de Diamantina.

2| MATERIAL E METODOS

Os cafés soluveis produzidos pelo método de Spray Dryer utilizados foram
adquiridos em supermercados da cidade de Diamantina, Minas Gerais. As analises
ocorreram no laboratério de Matérias Primas Alimentares do curso de Engenharia de
Alimentos, na UFVJM. Foram analisadas cinco marcas diferentes de cafés soluveis
comerciais (A, B, C, D e E).

Para a avaliagdo da atividade de agua das amostras de cafés soluveis foi
utilizado um medidor de atividade de agua modelo CX2 (DecagonDevices Inc.).
A determinacdo do teor de umidade dos cafés soluveis foi feita pelo método
gravimeétrico, a temperatura de 105 °C em estufa convencional até a obtencéo de
peso constante (AOAC, 2005). A analise da solubilidade foi realizada de acordo com
o método proposto por Cano-Chauca et al. (2005).

Os dados das analises foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA) e
teste de média (Tukey) pelo programa Statistica® 8.0, com significancia ao nivel de

5% de probabilidade.
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A qualidade do café soluvel pode ser avaliada através de varias analises, entre
as quais destacam-se a atividade de agua, umidade e solubilidade (Tabela 1).

Marca Atividade de agua (Aw) Umidade (%) Solubilidade (%)
A 0,22° 5,042 68,682
B 0,292 5,782 67,30%
C 0,252 6,332 68,80°
D 0,262 7,23° 68,252
E 0,252 7,28° 68,282

Tabela 1. Resultados das anélises de atividade de agua, solidos soluveis, umidade e
solubilidade das cinco diferentes marcas de café.

Médias seguidas de uma mesma letra, na mesma coluna, néo diferem entre si, a 5% de probabilidade, pelo teste
de Tukey. Fonte: Elaboracao propria, 2019.

A agua livre, por sua vez, também conhecida por atividade de agua, é a agua
que favorece crescimento microbiano e reagdes que podem alterar o alimento,
sendo determinada por um medidor de atividade de agua, cujo valor variade O a 1. A
atividade de agua € uma das propriedades mais importantes para o processamento,
conservagao e armazenamento dos alimentos. Vale ressaltar, ainda, que valores de
atividade de agua menores que 0,3 tem pouco ou nenhum crescimento microbiano,
pois com essa quantidade de agua livre ndo ocorre o desenvolvimento dos
microrganismos (DAMODARAN, PARKIN e FENNEMA, 2010; EMBRAPA, 2010).
No estudo realizado todas as amostras apresentaram atividade de agua inferior
a 0,3, demonstrando assim baixa tendéncia a deterioracdo e desenvolvimento de
microrganismos.

Outro parédmetro importante para avaliar a conservacao do produto alimenticio
€ a umidade, parametro este que esta relacionado a estabilidade do pdé de café
durante o armazenamento. Campelo-Félix (2014) destaca que conhecendo a
umidade do p6 € possivel prever o seu comportamento quando armazenados em
locais com diferentes valores de umidade relativa, e assim prever a absorcdo de
agua e os danos ao produto. Visto que para um bom processo de secagem por
atomizacao, os valores de umidade ndo devem ser superior a 5%, com relagéo as
amostras analisadas as marcas B, C, D e E apresentaram umidade superior a 5,26
g agua/100 g de sdélido seco que é a recomendada pela ANVISA, apenas a amostra
A se enquadrou nesse parametro.

A solubilidade esta associada a capacidade do p6 manter uma mistura
homogénea com a agua, gerando uma mistura estavel, ou seja, a sua capacidade de
reconstituir-se em agua. Campelo-Félix (2014) ressalta que a solubilidade é um dos
pontos criticos considerados pela industria e consumidores como fator de qualidade
do produto, sendo esperado cafés soluveis com solubilizagao rapida, homogénea,
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sem particulas sobrenadantes ou corpo de fundo. E considerada ainda, segundo
Camparino et al. (2012) o critério mais confiavel para se avaliar o comportamento do
pb em solucado aquosa. A solubilidade analisada das amostras nao diferiu significativa,
porém os valores encontrados foram menores do que era esperando demonstrando
assim uma baixa solubilidade, isso pode estar relacionado ao processo de secagem.

41 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos percebe-se que os cafés soluveis analisados
estdo dentro das normas exigidas pela ANVISA em relagdo a atividade de agua,
porém no que se diz respeito a umidade apenas a marca A se enquadrou na umidade
desejavel pela legislacao. Em relacao a solubilidade ndo houve diferenca significativa
entre as amostras e todas as marcas apresentaram baixa solubilizacéo.
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RESUMO:
produzido a partir da parte residual de tambacu

Um alimento instantédneo foi
produzidos em cativeiro, com a finalidade reduzir
desperdicio proveniente do processamento de
alimentos e contribuir com o meio ambiente.
Sabe-se, no entanto, que dentre os alimentos
de origem animal, o peixe € o mais susceptivel a
deterioragdo e contaminacgéo. Visando associar
a alimentagcdo saudavel e sustentavel, este
trabalho objetivou a avaliacdo da qualidade
microbiolégica do residuo de peixe utilizado
para a preparacao do alimento instantaneo bem
como o produto acabado. Foram realizadas as
analises para contagem de coliformes totais e
termotolerantes e Escherichia coli no peixe in
naturae“polpa”depeixe.Paraoprodutoacabado,
realizou-se contagem de coliformes totais e
termotolerantes, contagem de Sthapylococcus
aureus, Bacillus cereus e pesquisa de
Salmonella sp de acordo com a metodologia IN
62. Em relagdo a qualidade higiénico-sanitaria,
apenas o peixe cru apresentou coliformes totais
(7,32 log10 UFC/g) e termotolerantes (1,1x10°
NMP/g), sendo também positivo para E.coli na
diluicdo 10°. O produto acabado apresentou-se
em conformidade com a legislagdo em todos
0s parametros analisados, o que o torna apto
ao consumo humano e uma opg¢ao para o
reaproveitamento de residuos.

PALAVRAS-CHAVE:
sustentabilidade, impacto ambiental, seguranca

Espinha em Y,
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alimentar

MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF INSTANT FOOD PRODUCTION STEPS
FROM FISH WASTE

ABSTRACT: Instant food was prepared from the residual part of tambacu produced
in captivity, in order to reduce waste from the food processing and contribute to the
environment. Itis known, however, that among the foods of animal origin, fish is the most
susceptible to deterioration and contamination. Associating healthy and sustainable
food, this study aimed to evaluate the microbiological quality of the fish residue used
for the preparation of instant food and the quality of the finished product. Analyzes were
performed to count total and thermotolerant coliforms and Escherichia coli in fresh
fish and fish pulp. For the finished product, total and thermotolerant coliforms counts,
Sthapylococcus aureus counts, Bacillus cereus counts and Salmonella sp research
were performed according to the IN 62 methodology In relation to sanitary conditions,
only raw fish showed total coliforms (7.32 log10 CFU / g) and thermophilic (1,1x106
NMP / g) and had a positive result for E. coli in the dilution 10°. The finished product
has performed in accordance with the law in all parameters, which makes it fit for
human consumption and an option for reuse of discards.

KEYWORDS: Y fish bones, sustainability, environmental impact, food security.

11 INTRODUGCAO

O Estado de Mato Grosso ganhou destaque com o aumento da piscicultura,
sendo hoje responsavel por quase 20% da producao nacional de pescado em cativeiro
(IBGE, 2015). Entre os peixes mais cultivados destacam-se as carpas, tilapias e os
peixes redondos como o tambaqui, pacu e o tambacu, 0s quais juntos correspondem
a 80% da producéo total nacional (BORGHETTI et al., 2005).

No processo de beneficiamento do pescado s&o gerados residuos (cabeca,
visceras, nadadeira, cauda, coluna vertebral, barbatana, escamas e restos de
carne) que podem representar mais de 50% da matéria-prima dependendo da
espécie (FELTES et al., 2010). Esta quantidade relevante de residuos produzidos
durante o processamento industrial do pescado é constituida de matéria-prima de
alta qualidade nutricional, a qual pode ser utilizada para diversos subprodutos. Além
disso, seu emprego € uma alternativa de reduzir o impacto ambiental, considerando
gue possui uma alta carga de matéria orgéanica (NUNES et al., 2013).

Os residuos de peixes podem gerar infinitas possibilidades de uso, desde a
forma in natura até produtos mais elaborados, como salsichas, linguicas, empanados,
alméndegas, patés, tirinhas de peixes, enlatados, polpa dessecada em flocos ou
sob a forma salgada, prensada e seca entre outros (BOMBARDELLI et al., 2005).
Estratégias devem ser estudadas com a finalidade de aumentar e popularizar o
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consumo de produtos provenientes do aproveitamento integral do pescado, associado
a agregacao de valores e melhoria na rentabilidade das empresas sem, no entanto,
deixar de se preocupar com a qualidade higiénico-sanitaria do produto uma vez que
alimentos contaminados representam riscos a saude da populacéao.

Dentre os produtos de origem animal, os peixes sdo 0s mais suscetiveis a
processos de deterioracdo, pois depois de capturados sofrem transformacdes
bioquimicas e enziméaticas relacionadas a degradacédo de compostos, além da
ocorréncia de inumeras espécies de microrganismos presentes, dependentes de sua
microbiota natural, o que ird interferir na sua vida util. Devido a alta perecibilidade,
métodos alternativos de conservacado tém sido requeridos para produtos que
envolvam pescado, inclusive residuos.

Diante disto o presente trabalho objetivou avaliar a qualidade microbiologica
no momento da coleta dos residuos de descarte de peixes, apds o processamento
na forma de polpa de peixe, até o produto final, o alimento instantaneo destinado ao
consumidor.

2| MATERIAL E METODOS

A coleta de amostras do residuo de peixe ocorreu na Baixada Cuiabana, sendo
0s mesmos doados por uma empresa. As amostras foram colocadas em sacos
plasticos e transportadas em caixas térmicas com gelo até o laboratério, mantidas
sob refrigeracdo em temperatura préximo de 5°C, ou congeladas a -18 °C até o
momento do processamento e analises, por um periodo maximo de trés meses. As
amostras foram acondicionadas no Laboratério Mével do IFMT campus Cuiaba Bela
Vista. As amostras congeladas foram descongeladas em refrigerador a 5 °C, por 24
horas.

Foram analisadas amostras em trés etapas do processo: inicialmente apds a
filetagem e retirada do residuo in natura; apés o processamento em forma de polpa
de peixe produzida através de um biodigestor simples que emprega temperatura e
pressdo em meio acido, por um 1 hora com a finalidade de solubilizar os espinhos
tornando imperceptivel a presenca do mesmo e do produto acabado, o alimento
instantaneo de peixe, na forma de caldo e piréo.

As analises microbiologicas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia do
IFMT campus Cuiaba Bela Vista seguindo os procedimentos descritos por Silva et al.
(2010) e compreendeu contagem de coliformes totais e termotolerantes e Escherichia
coli, para o peixe in natura e “polpa” de peixe. Para o produto acabado, realizou-
se contagem de coliformes totais e termotolerantes, contagem de Sthapylococcus
aureus, Bacillus cereus e pesquisa de Salmonella sp de acordo com a metodologia
IN 62 (EMBRAPA, 2009).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pode ser constatado que o peixe in natura apresentou a contagem de 7,32 log10
UFC/g para coliformes totais e de 1,1x10° NMP/g de termotolerantes. O mesmo foi
observado em relacédo a E. coli na diluicdo 10° (7,32 log10 UFC/g). Coliformes séao
indicativos de contaminagéo fecal humana ou de animais homeotérmicos, ndo sendo
habitantes naturais da microbiota intestinal de peixes, sugerindo que a contaminag¢ao
podem ser decorrentes da agua do viveiro e/ou das condi¢des higiénicas relacionadas
a manipulacdo ou aos manipuladores em alguma etapa do processo (despesca,
transporte, recepcao, qualidade da agua e gelo, evisceracdo, manuseio em geral).

A polpa de peixe decorrente do processo de biodigestao apresentou resultado
negativo para todos os paréametros analisados, demonstrando que durante o
processamento ocorreu a eliminacdo da carga bacteriana presente no residuo in
natura, tornando-a apta ao consumo humano.

Para a producéo do alimento instantaneo, foi utilizada a polpa de peixe desidrata
acrescida de diversos ingredientes como farinhas e condimentos desidratados. As
analises microbiolo6gicas do alimento instantaneo de peixe (Tabela 1) apresentaram
resultados negativos para todos os parametros analisados.

Andlise % Média + desvio padrao
Coliformes Termotolerantes 0 NMP/g ou ml
Coliformes Totais 0 NMP/g ou ml
Salmonella sp Ausente em 25¢g
B. cereus 0 UFC/g
Staphylococcus aureus 0 UFC/g

Tabela 1: Resultados das analises microbiol6gicas do alimento instantdneo de peixe

Anadlises microbiolégicas de sopas instantdneas produzidas a partir de mix
desidratado de peixes demonstraram resultados inferiores a 10 para coliformes totais
e termotolerantes, 102 para Staphylococcus coagulase e ausente para Salmonella
sp. em 25g (COSTA E SOUZA, 2015), valores este, superiores aos encontrados nas
analises do alimento instantaneo desenvolvido com residuos de peixe.

Devido a adicdo de ingredientes como farinhas e condimentos, que estdo
sujeitos a contaminacao por Bacillus cereus, é de extrema importancia verificar a
presenca desta bactéria. B. cereus é uma bactéria que sob a forma de esporo, esta
presente no solo e por isso quase sempre € 0 agente patolégico responsavel pela
contaminacao de diversas plantacdes, desde a sua origem, dos cuidados durante
e pos-colheita, das condicbes de armazenamento e também do transporte e, se
ndo houver uma preparacéo adequada, esta contaminacéao persiste nos alimentos
processados (SILVA JUNIOR, 1995; GERMANO E GERMANO, 2001). O resultado
encontrado comprova que o processo de producédo usado foi adequado e eficaz e os
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ingredientes adicionados estavam isentos de contaminagao por B. cereus.

Coliformes totais compdem os grupos de bactérias que podem ser aerébicas
ou anaerdbicas (isto dependera do ambiente e da bactéria), ndo originam esporos
e fermentam a lactose, produzindo acido e gas a 35/37°C. Ja os coliformes
termotolerantes convivem em simbiose com humanos, bois, gatos, porcos e outros
animais de sangue quente. S0 excretados em grande quantidade nas fezes e
normalmente ndo causam doencas quando estdo no trato digestivo. Contudo, nos
alimentos podem provocar sérios danos a saude. Neste grupo esta presente a bactéria
gram-negativa Escherichia coli e, ao se ingerir alimentos por ela contaminados, os
resultados desagradaveis (como uma gastrenterite, por exemplo) podem ser brandos
ou desastrosos, dependendo do grau de contaminac&do. Pesquisas comprovam
que diversos distarbios alimentares causados por Coliformes estao relacionados a
auséncia de habitos de higiene adequados, como lavar as méaos apdés o uso dos
sanitarios, entre outros (SILVA JUNIOR, 1995). Portanto todas as boas praticas de
manipulacéo, principalmente aquelas relacionadas ao manuseio do produto e seus
insumos durante o processamento, foram cumpridas corretamente.

Salmonella sp € uma bactéria que esta presente na realidade diaria dos
seres humanos e de outros animais, inclusive nos peixes, frango e ovos. Se mal
preparados, malcozidos ou manipulados indevidamente por pessoas que nao fagcam
a higiene adequada das maos, estes alimentos se tornam riscos potenciais a saude
de quem os consumir (SILVA, 2010). A auséncia de Salmonella sp evidencia que o
alimento instantaneo foi processado corretamente e que a tecnologia utilizada em
sua manufatura é capaz de produzir um alimento totalmente seguro ao consumo
humano.

Staphylococcus aureus possuem ampla distribuicdo na natureza e nao séao
essencialmente parasitas humanos, podendo também ser encontrados em objetos
inanimados ou outros animais e também em alimentos. No homem, eles se
estabelecem principalmente na pele e nas narinas, sendo sua contaminacao muitas
vezes vinculada aos alimentos processados devido a falhas nas boas praticas
de fabricacdo e/ou manipulacdo dos alimentos (SILVA JUNIOR, 1995). Pode-se
afirmar que todas as regras de boas praticas de fabricacéo, principalmente aquelas
relacionadas aos manipuladores do produto, foram rigorosamente cumpridas.

41 CONCLUSAO

Durante o processo de filetagem do pescado, sobram residuos que, na maioria
das vezes, sdo descartados. Com os resultados das analises foi possivel constatar
vantagens na utilizacdo de polpa de peixe, proveniente da biodigestao, em relacao
aos filetes de peixe cru, uma vez que o processamento foi capaz de eliminar a carga
bacteriana.
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Os resultados obtidos nas analises microbiolégicas do alimento instantaneo,
produzido a partir de polpa de peixe desidratada e adicionada de condimentos
e outros ingredientes, estdo de acordo com os parametros estabelecidos pela
legislagéo brasileira, demonstrando que o processo de biodigestdao dos residuos
de pescado e a manipulacdo sob condi¢cdes higiénicas podem oferecer um produto
seguro microbiologicamente.
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CAPITULO 9
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RESUMO: As plantas alimenticias néao
convencionais (PANCS) estao espalhadas por
toda fauna e flora brasileira, tendo um grande
potencial para complementar a alimentacéo
das pessoas, diversificar cardapios e
nutrientes, sendo também fonte de renda.
Em destaque temos a Pereskia aculeata Mill.
pertencente a familia cactacea, conhecida
por ser uma planta de quintal, chamada
popularmente como ora-pro-nobis (OPN). O
objetivo geral foi obter e caracterizar fisico-
quimica e tecnologicamente farinha de OPN.
Foi avaliada a hortalica ndo convencional OPN
adquirida em uma floricultura local na cidade
de Belém/PA. A determinacdo da composicao
fisico-quimica foi feita em duplicata. Para
realizacdo da caracterizacdo de composicao
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(Pereskia aculeata mil.)

centesimal, foi utilizado um termo higrémetro
para medicado da aW, para pH se fez uso de
Phmétro, umidade através de uma estufa de
secagem a 105°C, proteinas totais pelo método
de Kjeldhal, lipideos por Bligh Dayer, cinzas
com secagem em mufla a 550°C, carboidratos
por diferenca. Para propriedade tecnoldgica,
foi utilizado o método para a capacidade de
absorcéo gordura, capacidade de absorcéo de
agua, a propriedade emulsificante, propriedade
espumante, o poder de inchamento e indice
de solubilidade. Comparando os resultados
obtidos em relacdo a composicdo centesimal
com o0s ja existentes na literatura nota-se
diferencas relevantes em relagdo a umidade,
mas se adequa ao exigido pela ANVISA, com
o limite para umidade de até 15% em farinhas.
Quanto aos
baixos em relagdo a resultados encontrados

lipidios observou-se valores

na literatura, resultados ja esperado pois as
hortalicas ndo sdo consideradas fontes de
lipideos. Os resultados obtidos de carboidratos
foram superiores aos entrados na literatura. Em
relacdo a proteinas, houve grande diferenca
em comparacdo a estudos ja existentes na
literatura, onde o presente trabalho obteve
6,229+0,05% de proteinas, que pode ser
explicada por diferencas de fatores ambientais.
A atividade de agua obteve media de 0,57%,
conforme a literatura a atividade de &gua
para farinhas vegetais pode ser até 0,72%. A
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amostra analisada apresentou pH muito acido. O teor de cinzas achado neste estudo
mostrou-se baixo. Em relacdo as analise das propriedades tecnoldgicas foi visto
indicativo de solubilidade em agua, potencial em absorver gordura, € ndo apresentou
propriedade espumante e emulsificante. Diante dos resultados obtidos podemos
concluir que esta farinha apresentou potencial benéfico para consumo com alto teor
proteico e de carboidratos, e baixo teor de lipideos. De acordo com as caracteristicas
tecnolOgicas, esta farinha apresentou alto teor na capacidade de absorcéo de gordura,
ndo sendo indicada para preparagcdes como empanados. Por conta dos seus indices
de solubilidade e capacidade de absorcéo de agua pode ser utilizada em péaes. Seu
discreto poder de inchamento ndo a torna alternativa para preparagdes como mingais.
A baixa capacidade de emulsdo e a nao formacao de espuma, exclui esta farinha de
preparacao que precise destas propriedades.

PALAVRAS-CHAVE: Pereskia aculeata; Propriedades tecnoldgicas; Farinha;

ABSTRACT: Unconventional food plants (UFPs) are scattered throughout the Brazilian
fauna and flora, and have a great potential to complement people’s food, diversify menus
and nutrients, being also a source of income. Highlights include Pereskia aculeata Mill.
belonging to the Cactus family, known as a backyard plant, popularly called ora-pro-
nobis (OPN). The general objective was to obtain and characterize physicochemical
and technologically OPN flour. The non-conventional vegetable OPN acquired in a local
floriculture in the city of Belém/PA was evaluated. The physical-chemical composition
was determined in duplicate. To characterize the centesimal composition, a hygrometer
term was used to measure the aW, for pH it was used Phmétro, humidity through a
drying oven at 105°C, total proteins by the Kjeldhal method, lipids by Bligh Dayer, ashes
with muffle drying at 550°C, carbohydrates by difference. For technological property,
used the method for fat absorption capacity, water absorption capacity, emulsifying
property . sparkling property, the swelling power and solubility index. Comparing the
results obtained in relation to the centesimal composition with those already existing in
the literature, relevant differences in relation to humidity are noted, but it is adequate
to that required by ANVISA, with a limit for humidity of up to 15% in flours. As for
lipids, low values were observed in relation to the results found already existing in the
literature, results already expected because vegetables are not considered sources
of lipids. The results obtained from carbohydrates were higher than those obtained
in literature. Regarding proteins, there was a big difference compared to existing
studies in the literature, the present study obtained 6.229+0.05% protein, which can
be explained by differences in environmental factors. Water activity averaged 0.57%,
which according to the literatute, the water activity for vegetable flour can be up to
0.72%. The sample analysed had a very acidic pH. The ash content found in this study
was low. In relation to the analysis of the technological properties, it was seen as
indicative of water solubility, potential to absorb fat, and did not present any sparkling
or emulsifying properties. In view of the obtained results we can conclude that this
flour presented beneficial potential for consumption with high protein and carbohydrate
content, and low lipid content. According to the technological characteristics, this flour
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had a high content in the capacity of fat absorption, not being indicated for preparations
such as empanadas. Because of its solubility indexes and water absorption capacity
it can be used in breads. Its discreet swelling power does not make it an alternative
to preparations such as mingals. The low emulsifiability and the absence of foaming
exclude this preparation flour that needs these properties.

KEYWORDS: Pereskia aculeata; Technological properties; Flour;

11 INTRODUCAO

No Brasil é encontrada grande biodisponibilidade de plantas que podem ser
fontes de vitaminas e minerais. As plantas alimenticias ndo convencionais que
também podem ser chamadas de PANCS estao espalhadas por toda fauna e flora
brasileira, sendo algumas conhecidas e, outras tantas, desconhecidas dos brasileiros
(SILVA,2016). Muitas vezes inconvenientes e sendo tratadas como mato, daninhas e
incos, compdem varias refeicdes regionais de valor pouco explorado, pois florescem
entre as plantas cultivadas e pedras. (KINUPP,2007).

As PANCS geralmente sdo plantas produzidas em menor escala, sendo
limitadas a determinadas regioes, cultivada por pequenos produtores ou provenientes
de agricultura familia, sendo assim de baixo valor econémico (ROCHA,2008). As
plantas alimenticias ja foram presente na alimentagcdo da populagdo, entretanto,
aos poucos foram sendo esquecidas e desvalorizadas, especialmente no éxito rural
(SOUZA, 2009).

Diferentes das hortalicas convencionais que sdo produzidas em grande
escala pelas industrias alimenticias com o auxilio de fertilizantes e agroquimicos.
Estas plantas sao recusadas pela industrial de alimentos por nao ter conhecimento
especifico de seus beneficios e aproveitamento para a populacédo. (KINUPP, 2004;
RAPOPORT,1998; AZURDIA, 1984).

Essas plantas tém uma grande potencialidade para complementar a alimentacao
das pessoas, diversificar cardapios e nutrientes, até mesmo sendo fontes de renda,
como a venda das partes das plantas ou de produtos como geleias, farinhas e
outros. Essas plantas além de agregar valor econdmico, funcional e nutricional,
possui o carater disseminador do desenvolvimento sustentavel e de protecéo ao
meio ambiente. (LORENZI E KINUPP, 2014).

E importante destacar que uma planta pode ser considerada PANC em uma
determinada regido ou pais, entretanto, em outros nédo, pois tudo depende do quanto
a planta é conhecida e como é aproveitada pela populacéo local. No que se refere as
hortalicas nativas a pesquisa, o cultivo, a utilizacao e a valorizagao parece ser ainda
escassa. Os frutos podem ter o atrativo da cor, da dogura e da suculéncia. (KINUPP,
2007).

Em destaque Pereskia aculeata Mill., pertencente a familia cactacea, conhecida
por ser planta de quintal, que pode crescer em cercas ou espaldeiras ou ainda
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formar moitas; € de facil reproducéo e cultivo por sua rusticidade e resisténcia ao
déficit hidrico (MADEIRA E SILVEIRA, 2010). Conhecida popularmente como ora-
pro-nobis (OPN), também podendo ser chamada outras regiées por groselha-de-
barbados e trepadeira-limao. Por sua facilidade em espalhar-se, pode ocorrer altas
densidades em pequenas areas, sendo necessario o controle biolégico para garantir
a sobrevivéncia da biodiversidade (QUEIROZ, 2012).

Na medicina popular, o beneficio das folhas desta planta é na diminuicdo
dos processos inflamatérios e na recuperacdo da pele em casos de queimadura,
segundo estudos presentes na literatura de TOFANELLI E RESENDE (2011) As
folhas possuem importante qualidade nutricional, como alto teor de carboidrato,
lisina, calcio, fésforo, magnésio, ferro, cobre e, principalmente, alto teor de proteinas.
E podem ser consumidas como refogados e sopas na forma in natura, na forma de
farinha pode ser utilizado em preparagcdo de tortas, macarréo, biscoitos, paes e
bolos. J& os frutos oferecem propriedades expectorantes e antissifiliticas (SANTOS
et al., 2012).

A anélise quimica das plantas consente identificar e quantificar a presenca de
substancias de valor nutricional e/ou terapéutico, como ja relatado para folhas de
OPN cujas qualidades de cultivo nao foram citadas por seus respectivos autores em
relacéo ao teor de proteinas, composi¢cdo de aminoacidos, minerais e atividade de
extrato (TAKEITI et al., 2009; SARTOR et al., 2010).

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Local de realizacao do estudo

A pesquisa foi realizada nas dependéncias da Escola Superior da Amazdnia-
(ESAMAZ), Belém-Pa.

2.2 Obtencao da matéria prima

Neste estudo foi avaliada a hortalica néo convencional Ora-Pro-Nobis (Pereskia
aculeata Mill.) adquirida em uma floricultura local na cidade de Belém/PA.

2.3 Obtencao das farinhas

As folhas de ora-pro-nobis foram higienizados com solugédo 100 ppm por 15
minutos. Em seguida, foram lavado com agua filtrada e disposto em uma cama
feita de papel alumino e previamente foi retirada o excesso de agua com o auxilio
de papel toalha. Posteriormente as folhas obtidas foram arumadas em bandejas
de aco inoxidavel e secas em estufa de circulacdo de ar (QUIMIS) & 105°C por
aproximadamente 26horas, posteriormente o produto seco foram moidos em moinho
de facas (ARNO) e armazenado em embalagens de polietileno sob temperatura
ambiente, conforme descrito por Pires et al. (2013).
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2.4 Caracterizacao fisico quimica

2.4.1 Composic&o fisico- quimica das farinhas

A composicgao fisico-quimica da OPN foi determinada em duplicatas de acordo
com as metodologias descritas a baixo:

Para realizacdo da caracterizacdo de composicdo centesimal foram feitas
medidas de peso auxilio de uma balanca analitica da marca GEHAKA modelo AG200
com precisdo de 0,0001g.A determinacéo de aW usando Termo higrometro digital,
pH com uso de Phmetro portatil marca Hanna PHep+ modelo HI98107 previamente
calibrado, acidez apoés titulacdo com NaOH (1mol.L-1), umidade em Estufa de
Esterilizacdo e Secagem marca Quimis Q317B32 a 105°C.

A determinacéao de proteinas totais pelo método de KIELDHAL, considerando o
fator de correspondéncia nitrogénio- proteina de 6,25; lipideos por BLIGH DAYER ,
residuo mineral ou cinzas com secagem em mufla marca Quimis modelo Q318M21a
a 550°C e carboidratos foram determinados por diferenca, conforme a Resolucéao
RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003).

2.4.2 Determinacédo do valor calbrico

O valor caldrico foi avaliado considerando a composi¢cdo centesimal das
farinhas estudadas, utilizando os coeficientes de Atwater (WATT; MERRILL, 1963),
que considera 4kcal/g para proteinas e carboidratos e 9kcal/g para lipideos.

2.5 Propriedades funcionais

Foram determinadas: Capacidade de absor¢céo de 6leo, segundo o método
de Lin et al. (1974); capacidade de absorcdo de agua segundo Sosulski, (1962);
propriedade emulsificante e espumante segundo o método de Dench et al. (1981) e
poder de inchamento e o indice de solubilizagcdo segundo Leach et al. (1959), sob
temperatura ambiente.

2.6 Analise estatistica

A avaliacdo estatistica dos resultados foram obtida por meio comparagao de
médias e desvio padrédo entre as amostras, utilizando o programa Microsoft Office
Excel 2010 - Windows 10.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Resultados obtidos para composicédo quimica da farinha de ora-pro-nobis, esta
apresentada na Tabela 4.
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Determinacgdes Farinha de Ora-pro-nébis

Umidade 23,65+0,21
Extrato seco 4,79+0,21
Cinzas 7,70+0,42
Lipideos 0,87+0,14
Proteinas 6,22+0,05
Carboidrato 61,56+0,77
Valor energético (Kcal) 278,95+0,84
aw 0,57+ 0,0
pH 3,80+ 0,02

TABELA 4 Composicao centesimal das farinha de folhas de uma espécie de Ora-pro-nébis
(Pereskia aculeata Mill.) em 100g matéria prima seca.

Os resultados das analises da farinha de OPN em comparacgao aos resultados ja
existentes na literatura apresentam diferencas relevantes em relacdo a umidade, mas
se adequa ao exigido pela ANVISA segundo a resolu¢ao RDC n° 269, de setembro
de 2005, com o limite para umidade de até 15% em farinhas(BRASIL,1996) . O teor
baixo de umidade da farinha produzida influencia diretamente no maior tempo de
armazenamento, visto que ha uma reducao de agua disponivel para a propagacao
dos microrganismos e para as reag¢des quimicas.

Conforme RDC n ° 54, de 12 de novembro de 2012 determinada pela ANVISA,
gue recomenda a quantidade de gorduras totais como baixo para valores menores
que 3 % em farinhas. Os resultados encontrados para lipidios manteve-se baixo
em relacdo a resultados encontrados por MARINELLI (2016) de 3,71g e ALMEIDA
(2014) de 5,07g, ja esperado pois as hortalicas ndo sao consideradas fontes de
lipideo. Segundo ROCHA et al. (2008) o consumo da OPN ¢ indicada para dietas
com restricao de lipidios, devido ao seu baixo teor deste nutriente e uma alternativa
diferente para dietas vegetarianas.

Os resultados obtidos de carboidratos foram superiores a resultados de
ALMEIDA (2014) sendo 48,39g e MARINELLI (2016) 29,53g. A diferenca pode ser
influenciada pelo método de cultivo, tipo de solo, e estagcdo do ano no momento da
colheita, além disso os estudo a qual foi comparado, a matéria prima utilizada pelo
autor é de forma in natura, e a matéria prima utilizada neste estudo foi seca, no
momento em que a retirada da umidade teve a elevacao deste carboidrato.

Entretanto, mesmo tendo uma diferenga em relagdo a estudos ja realizados ela
continua sendo uma hortalica com alto teor de carboidratos podendo ser um indicativo
de uma planta potencialmente energética, podendo ser usada como estratégia em
dietas hipercaléricas.

Em relagcao a proteinas, houve grande diferenca em comparacéo a ja existentes
na literatura, em quanto MARINELLI (2016) obteve 28,999 e GONCALVES (2014)
de 27,79%. O presente trabalho obteve 6,229+0,05%, que pode ser explicada por
algumas diferencas, como fatores ambientais, diferenca no solo por ser uma planta
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gue néo é nativa daregido norte, e a secagem da matéria prima, uma vez que a maioria
das proteinas podem ser desnaturadas quando expostas a altas temperaturas.

Segundo DULTRA DE OLIVEIRA E MARCHINI (1998) as hortalicas e vegetais
nao podem ser consideradas excelente fonte de proteinas para o alcance da
necessidade nutricional, por ndo conterem aminoacidos essenciais sao consideradas
de baixo valor biolégico. Entretanto, o consumo de vegetais auxilia na variedade de
aminoacidos e minerais de uma dieta.

A atividade de agua obteve media de 0,57%, Segundo CASTRO (2003) a
atividade de agua para farinhas vegetais pode ser até 0,72%, a baixa atividade
de agua encontrada em farinhas vegetais contribui na aceleracdao do processo de
degradacao de produtos alimenticios, em taxas de formacdes microbioldgicas, e
também grande influéncia em alteragdes quimicas como reagdes de escurecimento
enzimatico e ndo enzimatico e até mesmo a inativacdo de enzimas (AZEVEDO,
2012).

O pH é um fator determinante no nivel de elevacdo no desenvolvimento de
microrganismos em alimento e que colaboram para determinar processos tecnolégicos
no intuito de conservacao. Segundo estudos de SOARES et al. (1992), em relacao
ao pH podem ser classificado em: pouco acidos (pH > 4,5), acidos (4,5 a 4,0) e muito
acidos (<4,0). A amostra de farinha de OPN analisada apresentou pH muito acido.

O teor de cinzas achado neste estudo mostrou-se baixo em comparagao com
achados de ALMEIDA et al (2014) que foi de 14,81% e de SOUZA (2014) foi 15,97 %,
este indicador esta relacionada com a concentracdo de minerais que séo encontrados
nesta planta (SOUZA, 2014). As hortalicas sdo consideradas principais fonte de
minerais, sendo necessario fazer analise de antioxidante em sua composicéo, para
contribuir com o aporte de dietas.

Propriedades Tecnolbgicas

Capacidade de absor¢ao de gordura% 10,20+0,7

Capacidade de absorcéo de agua % 3,72+0,5

indice de solubilizagdo% 19,68+0,3

Poder de inchamento% 0,44+0,4
Propriedade emulsificantes% 0
Propriedade espumante % 0

TABELA 5 Andlise das propriedades tecnoldgicas da farinha de Ora-Pro-nobis (Pereskia
aculeata Mill.)

Valores médios de duas repeticdes com seus desvios padrdes.

De acordo com os resultados presentes na Tabela 5, Estes indicadores podem
ser utilizados para determinar a vantagem de se usarem ou nao produtos farinaceos
em preparagdes ou solugdes. Segundo SANTANA (2017), a CAA esté correlacionada
a disponibilidade significativa de fibras que sédo encontradas em farinhas de origem
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vegetal.

Segundo WANG et al (2006) em relacdo a CAA, é uma propriedade para
estimar a necessidade de adicionar a farinhas de vegetais em produtos carneos, de
panificacao, bolos, onde facilitara na manipulagcdo da massa, e contribui para o néo
ressecamento da massa quando armazenada. Diante disto, quanto mais esta farinha
de OPN for adicionada a uma preparacao, maior sera a AA, assim sendo, o que pode
gerar diminuicdo nos custos na preparacao de produtos, dependendo do rendimento
da preparacéo..

O ISA é importante para determinar em que tipo de preparacdo esta farinha
pode ser empregada. Os valores elevados indicam que, esta farinha pode ser usada
em alimentos que sao preparados a baixa temperatura ou ate mesmo instantaneos,
ou como item em receitas de sobremesas, molhos e ate mesmo sopa, que carece de
itens com maior solubilidade em agua (SANTANA 2017).

A CAG encontrada aponta se esta farinha pode ser usada em preparacdes de
origem animal, ou em outros produtos como massas de bolo, maioneses, molhos
para saladas. Por atribuir qualidade em sua consisténcia, viscosidade e adesao,
melhorando a textura para os alimentos, e tornando sua utilidade como um item
similar ou substituto em preparacdes de alimentos (PORTE et al., 2011).

Na Tabela 4, a quantidade de proteina adquirida da farinha das folhas de
pereskia aculeata miller foi de 6,229, quando comparado a estudos que podem ser
encontrados na literatura realizados por MARINELLI (2016), GONCALVES (2014) e
ALMEIDA (2014), encontra-se abaixo dos achados deste respectivos autores, o que
pode explicar a ndo capacidade espumante.

Observou-se que nao houve formacao de espuma e emulsificacdo. WANG et
al. (2000), explica que a PES E PEM esta diretamente ligada com a quantidade
de proteinas, e a firmeza da espuma esta ligada a qualidade da proteina, sendo
indispensavel que formem peliculas coesivas, elasticas, continuas e impermeaveis
ao ar. Que pode ser explicada pela exposicao a alta temperatura da matéria prima
e ela ser de origem vegetal, visto que os vegetais tem baixa disponibilidade de
proteina. Sendo assim a farinha de OPN n&o é indicada para preparagcbes que
precisem destas propriedades.

O valor observado do poder de inchamento esta relacionado com o CAA E
ISA, De acordo com ORO et al. (2013), a viscosidade maxima € um fator que esta
correlacionado a capacidade do amido em absorver agua, e, resultando no nivel
de inchaco dos granulos de amido durante o aquecimento. Sendo assim, quando
existem grandes quantidades de grénulos com alto poder de inchaco, ocorrem
elevados picos de viscosidade.

Portanto, as propriedades CAA e ISA dependem do numero de moléculas
soluveis, da forca e do tipo de reagdes que ocorrem durante os tratamentos de
preparo das farinhas. Diante disto, houve uma pequena formacao de viscosidade na

farinha de OPN.
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Segundo estudos realizados por LUSTOSA et al.(2009), a avaliacdo da
integridade de viscosidade encontrada em pasta de amido, pode ser utilizada
como parametros a ISA e o PIl. Considerando que o ISA esta diretamente ligada
com os sélidos solUveis na amostra e opoder de inchamento esta envolvido com a
viscosidade de pasta a temperatura ambiente, pois o amido degradado absorve agua
a temperatura ambiente, a degradacdo do amido ocorre pelo métodos de exposicao
ao calor ou agitagdo mecéanica ou manual.

E segundo SEBIO e CHANG (2000) Além da gelatinizacdo do amido, que
resulta na liberacdo da amilose e amilopectina de seus granulos, acontece
também a dextrinizacdo dos seguimentos de amido e outras reacdes que levam ao
desenvolvimento de compostos de baixo peso molecular. Esta alteracao possibilita a
criacdo de produtos instantaneos, como sopas, mingau, massas, molhos e alimentos
infantis.

41 CONCLUSOES

A farinha de folhas da espécie Pereskia aculeata Miller tem potencial benéfico
para consumo. Apresentou alto teor proteico e de carboidratos, e baixo teor de
lipideos, podendo ser uma excelente estratégia de baixo valor socioeconémico
podendo contribuir com subsidio diario da alimentacdo. Ja que a OMS (2003)
recomenda que a dieta de um individuo saldavel contenha aproximadamente de
60% de sua energia (Kcal) advinda dos carboidratos, no maximo 30% dos lipidios e
15% das proteinas.

Diante da composicao fisico-quimica analisada a farinha de OPN pode ser uma
alternativa para individuos com dietas vegetarianas, dietas hipolipidicas dietas para
pacientes cardiopatas paciente renais pelo seu baixo valor biolégico, e uma 6étima
fonte de carboidratos, sendo necessario fazer um estudo sobre o tipo de carboidrato
desta farinha.

De acordo com as caracteristicas tecnoldgicas, esta farinha apresentou alto
teor na capacidade de absorcao de gordura, nao sendo indicada para preparacoes
como empanados e frituras, mas podendo ser empregadas em massas que va ao
forno. Os bons indices de solubilidade e capacidade de absor¢céo de agua torna
esta farinha uma estratégia para preparagdes podendo ser utilizada em paes,
pizzas, sopas e panificacdo. Seu discreto poder de inchamento néo a torna uma
excelente alternativa para preparacdo que necessitem dessa propriedade como
mingais e produtos instantaneos. A baixa capacidade de emulsédo e a nao formacao
de espuma, exclui esta farinha de preparacao que precise destas propriedades, nao
sendo indicada para preparacdes como sorvetes, mousses e cremes.

Por fim, podemos ver que a necessidade em fazer mais estudos sobre o
tipo de carboidratos contidos nesta farinha, sua toxidade em consumo in natura, e
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analise sensorial em preparacdes, podemos concluir que uso desta espécie pode
ser utilizado em preparacdes alimenticias pelo seu potencial tecnologico.
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RESUMO: Antropoentomofagia corresponde
a pratica humana de alimentar-se de insetos,
porém quando apresentados na forma integra
podem causar rejeicao, sendo sugerido seu
consumo na forma processada. Este trabalho
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HUMANO

compreendeu a criagdo dos insetos, sua analise
centesimal e microbiologica. A criagdo da larva
do Tenebrio molitor L. é ideal para esse tipo
de estudo devido suas caracteristicas. Foram
analisados umidade, cinzas, lipideos, proteinas,
fibras e glicideos, além de Coliformes Totais e
Termotolerantes, Bacillus cereus, Salmonella

Spp,
Leveduras, todos segundo metodologias oficiais.

Staphylococcus aureus e Bolores e

Os resultados demonstraram baixa umidade
(< 6%), alta taxa proteica (> 45%) e lipidica (>
35%), perfil de acidos graxos rico em émegas.
As larvas na forma integra demonstraram estar
em conformidade microbioldgica, indicando que
as boas praticas foram cumpridas de maneira
adequada. No entanto pode-se constatar na
larva triturada, apenas presenca de B. cereus,
sugerindo que esporos possam ter permanecido
no interior do inseto.
PALAVRAS-CHAVE:
seguranca alimentar, proteina e 6mega

antropoentomofagia,

PHYSICO-CHEMICAL AND
MICROBIOLOGICAL CHARACTERIZATION
OF TENEBRIO LARVAE (Tenebrio molitor L.)

REARED FOR HUMAN CONSUMPTION

ABSTRACT: Entomophagy corresponds to the
human practice of eating insects but when the
insects are served in full form people can reject
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this food. Thus, it is suggested that the insects may be consumed in processed form.
This work included the insect rearing, their centesimal and microbiological analysis. The
rearing Tenebrio molitor L. larvae is ideal for this type of study because of its features.
Analysis of ashes, lipids, proteins, fibers and glucides, countings of total coliforms and
thermotolerants, Bacillus cereus, Salmonella spp, Staphylococcus aureus yeast and
molds were performed according its official methodologies. We found low humidity
(<6%), high protein content (> 45%) and lipid (> 35%), fatty acid profile rich in omegas.
Full form larvae were in microbiological compliance indicating that good practice
have been fulfilled properly. However, in the processed larva it was found B. cereus
suggesting that spores may have remained inside the insect.

KEYWORDS: Entomophagy, food security, protein and omega.

11 INTRODUCAO

A antropoentomofagia, ou seja, o habito humano de comer insetos é uma
pratica muito antiga, existindo registros de que insetos e produtos elaborados e/
ou eliminados por eles sejam consumidos pela espécie humana desde o periodo
Paleolitico (Hernandez-Pacheco, 1921; Ramos-Elorduy, 2009). Os insetos podem ser
utilizados nos diferentes estagios de seu desenvolvimento, podendo ser consumidos
ovos, larvas (ou ninfas) e pupas ou individuos adultos, variando de acordo com
a espécie consumida. O habito de comer insetos pode ser promovido através da
educacéo, enfatizando-se os beneficios nutricionais, no entanto ha pessoas que séo
capazes de consumi-los desde que de forma disfarcada, uma vez que na forma in
natura causa maior resisténcia por medo, aversao ou repulsa, por serem considerados
nocivos, sujos e transmissores de doencas.

Segundo a Organizacao das Nacodes Unidas para Agricultura e Alimentacao, as
areas destinadas a criacdo de animais precisardao crescer em 70% para alimentar
a populagao do planeta. Estima-se que em 2050, a populagdo mundial chegue a 9
bilhdes de pessoas e, caso a pecuaria tradicional continue sendo a grande fonte de
proteina da nossa alimentacao, os alimentos proteicos de origem animal tornar-se-
ao, em algumas décadas, iguarias de luxo (Anthes, 2014).

Em 2013, a Food and Agriculture Organization (FAQO) divulgou um relatério
incentivando a criagao de insetos e seu consumo na alimentagdo humana, no
entanto, ndo sao todas as espécies que podem ser consumidas por humanos. Das
centenas de milhares de espécies de insetos ja catalogadas, aproximadamente 1800
sao utilizadas como alimento por cerca de 3 mil grupos étnicos em mais 120 paises
(Ramos-Elorduy, 2009).

O Tenébrio molitor L., material de estudo em questao, é ideal por ser limpo, ndo
exigir equipamentos especiais e ocupar pouco espaco (Costa-Neto, 2003). Além da
facilidade de criacéo, esta espécie de inseto tem uma caracteristica desejavel do
ponto de vista do processamento de alimentos que é a baixa quantidade de umidade
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(Bednéarova et al., 2013). Para producédo de 1 quilo de insetos sdo necessarios 2
quilos de ragcédo, muito menos do que o exigido pelo gado, que requer 8 quilos de
alimento para produzir apenas 1 quilo de carne (Gabalda, 20183).

Segundo a Organizacao Mundial da Saude (OMS), “a alimentacdo deve ser
disponivel em quantidade e qualidade nutricionalmente adequadas, além de ser
livre de contaminagdes que possam levar ao desenvolvimento de doencas de
origem alimentar”. Alimentos contaminados sdo nocivos a saude das pessoas que
as consomem, provocando diversas enfermidades. Dados demonstram que os
agentes etiol6gicos sdo, na maioria das vezes, microorganismos, e a contaminacao
pode ocorrer em diversas fases do processamento do alimento. Dessa forma,
sdo necessarias medidas de controle em todas as etapas de processamento
como colheita, conservacdo, manipulacéo, transporte, armazenamento, preparo e
destruicéo alimentos (Boulo, 1999).

Considerando tais necessidades, o trabalho teve por objetivo produzir insetos
em laboratério, avaliar suas larvas em relacdo a qualidade nutricional, através de
analises centesimal e a qualidade microbioldgica, através de um comparativo entre
duas formas de apresentacao do inseto, a forma integra e a forma triturada.

2| MATERIAL E METODOS

As matrizes de insetos foram adquiridas em varios estagios de desenvolvimento
diretamente de um produtor, deixadas por duas semanas em ambiente fechado dentro
da propria caixa em que foram transportados, a fim de minimizar o estresse sofrido
durante o transporte. Na etapa seguinte, foi realizado uma adaptacao alimentar com
a nova dieta, sendo mantidas em bandejas plasticas, cobertas por tecido do tipo
organza para evitar a fuga dos insetos e favorecer a aeracao da coldnia. O substrato
de criacao foi composto pela propria dieta do inseto, composta de gréos com elevado
teor de proteina (aveia, trigo e levedo de cerveja) e uma fonte de umidade de origem
vegetal quando necessario. Os insetos foram mantidos em sala climatizada a
25+2°C, UR de 70+10% e em escuro constante. Todo o0 manejo da criacao das larvas
de tenébrio foi realizado visando produzir insetos de forma higiénica, e evitando a
contaminagado da dieta por fungos, acaros e outros insetos. A dieta era submetida
a tratamento térmico, no intuito de eliminar possiveis contaminantes. As bandejas,
assim como todo material utilizado no manejo dos insetos eram higienizadas com
produtos sanitizantes (hipoclorito de sodio e alcool 70%) por tempo determinado,
utilizando equipamentos de protecao individuais como o uso de EPI's (luvas, toucas
e mascaras) e materiais apropriados para manutencao.

Ao atingir o estagio de desenvolvimento desejado da larva eram feitas retiradas,
respeitando os limites de 80% para o abate e 20% para continuidade da criagao,
sendo cada retirada considerada como lote para analise.

As larvas de tenébrios vivas eram submetidas ao processo de branqueamento
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e secagem em estufa de circulacéo forcada de ar, por periodo e temperatura pré-
determinados. Os lotes eram divididos em trés partes, sendo uma parte destinada a
analise centesimal, e as demais para analise microbiologica, sendo uma mantida na
forma integra e a outra triturada em processador previamente higienizado.

As analises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio de Bromatologia, do
Instituto Federal de Mato Grosso, campus Cuiaba Bela Vista, sendo determinados
umidade, conteudo mineral (cinzas), proteina bruta e lipidios, conforme as Normas
Analiticas do Instituto Adolfo Lutz (lal, 2008) sendo sempre realizadas em triplicata.
A determinacédo de glicidios foi feita pela diferenca em relacdo as outras analises
fisico-quimicas. Foi realizado a analise do perfil lipidico.

As analises microbioldgicas foram realizadas no Laboratério de Microbiologia,
do Instituto Federal de Mato Grosso, campus Cuiaba Bela Vista e Univag, Centro
Universitario de Varzea Grande, com determinacdo de Coliformes Totais e
Termotolerantes, Bacillus cereus, Salmonella spp., Staphylococcus aureus por
tolerdncia de formas indicativas e baseadas de acordo com a RDC n° 12 que
regulamenta os Padrbes Microbiolégicos de Alimentos (Brasil, 2001) e Bolores e
Leveduras na Resolucao CNNPA n.12 da ANVISA (Brasil, 1978). Os procedimentos
descritos foram pelo Numero Mais Provavel para Coliformes Totais e Termotolerantes,
Contagem Direta em Placas para Bacillus cereus, Pesquisa de Salmonella spp. pelo
Método ISO 6579:2007, Contagem Direta em Placas para Staphylococcus aureus
para Coagulase Positiva e Contagem Total de Bolores e Leveduras segundo Silva et
al. (2010).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As larvas de tenébrio possuem importante valor nutricional, devido a alta taxa
proteica e lipidica (Tabela 1), confirmando ser uma nova fonte de alimentos altamente

nutritivos.
Analises Amostras (%) Média (%)
Lote 1 Lote 2 Lote 3
Umidade 426 £0,21° 6,99 £0,122 6,20 £0,47° 5,82 £1,40
Cinzas 2,78 0,85 ™ 2,59 £0,11 "™ 2,62 0,11 2,66 +0,10
Proteinas 47,52 +0,552 44,67 £0,42° 46,05 + 0,09 ° 46,08 +1,43
Lipideos 34,75 £1,06 ™ 36,05 £ 0,07 " 34,75 1,62 35,18 0,75
Fibras 7,57 =0,26 @ 5,27 0,60 ° 4,47 £0,31° 6,02 +2,19
Glicidios 3,53 +1,99 " 4,15+£0,98 ™ 5,67 £0,90 " 4,45 +1,10

Tabela 1: Composicdo Centesimal de “farinha proteica a base de tenébrio”

As médias seguidas pela mesma letra nas linhas néo diferem significativamente entre si. Foi aplicado o Teste de
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. ns = ndo significativo.

Costa-Neto (2011) verificou teor de umidade de 4,20%, cinzas 4,45%, proteinas
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54,35%, lipidios 30,66% e fibras de 6,20%, o0 que demonstrou divergéncia significativa
em alguns parametros, com relacdo aos obtidos na farinha proteica de larva de
tenébrio, sugerindo possivel interferéncia da dieta ou processamento, porém ainda
nao existem legislacdes e parametros técnicos para esse tipo de alimentos. Quando
comparado a outros alimentos provenientes de outras espécies, o tenébrio € bem
superior em relagdo a sua composicao centesimal (Tabela 2).

Descricao de Alimentos

Analises . Contra Frango Pernil . ~ Farinha

(%) Tenebrio 4, (bov.) (c/ pele) suino Pintado  Camardo trigo
Umidade 5,82 65,7 66,5 67 80,3 61,0 13,0
Cinzas 2,66 0,9 0,7 1,0 1,1 2,1 0,8
Proteinas 46,08 21,2 16,4 20,1 18,6 18,4 9,8
Lipideos 35,16 12,8 17,3 11,1 1,3 15,5 1,4
Fibras 6,02 NA NA NA NA NA 2,3
Glicideos 4,45 0 0 0 0 0 751

Tabela 2: Comparagéao da Composicao Centesimal de “farinha proteica a base de tenébrio” com
demais tipos de alimentos

Fonte: Lima et al., (2006)

O baixo teor de umidade favorece a conservacao deste alimento, e 0 seu teor de
cinzas, demonstra maior quantidade de minerais que outras espécies de animais. O
mesmo pode ser observado em relagcéo a proteina, caracterizando-o como uma rica
fonte proteica. Os teores lipidicos das larvas de tenébrio (35,18%) sao superiores
inclusive ao encontrado em frango cru (17,3%), o que pode ser favoravel ou nao,
dependendo das suas caracteristicas.

A analise realizada de perfil lipidico demonstrou que a larva de tenébrio
apresenta altos teores de acidos estearico e oleico (C18:0 e C18:1), superiores a
56%, além de acidos linoleico (17,51 £ 0,22%) e palmitico (16,72 + 0,24%). Portanto,
as larvas de tenébrio possuem uma alta taxa de émega 3, 6 e 9 e baixo nivel de
acido miristico (C 14:0), préximos a 0,01% que possui atividade hiperlipémica, sendo
prejudicial a saude.

Quanto ao valor energético, os acidos graxos comportam-se semelhantemente,
no entanto existem diferencas quanto ao efeito fisiologico. Alguns acidos graxos
insaturados produzem efeitos especificos no organismo vivo e, contrariamente a
outros, ndo podem ser sintetizados pelo homem, sendo considerados acidos graxos
essenciais devendo ser supridos pela alimentacdo. Devido a presenca destes acidos
graxos em concentragdes consideraveis, o tenébrio também possui como atrativo
ser também uma nova fonte de acidos graxos essenciais.

Com base nos resultados fica evidente que o tenébrio é uma fonte muito mais
rica em nutriente, principalmente se comparado a outras fontes de origem animal e
também alguns vegetais.
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As analises microbiolégicas foram realizadas nas larvas processadas integras
e trituradas. Por ndo haver legislacdo especifica para o alimento estudado, foram
realizadas anélises tendo como base de referéncia o filo Arthropoda, grupo 7 item
“a” da RDC n.12 da ANVISA 2001 e o grupo de alimentos como farinhas, cereais e
derivados, grupo 10 item “” da mesma RDC, Foram realizadas anélises de bolores
e leveduras para garantir ainda mais a qualidade microbiologica (Brasil, 2001).

Os resultados obtidos para as amostras L3.a, L4.a e L5.a (Tabela 3),
demonstraram estar em conformidade quando os mesmos foram confrontados com os
limites estabelecidos pela legislacéo brasileira, conforme os padrdes microbiolégicos
descritos pela RDC n°12 (Brasil, 2001), estando assim apto para o consumo.

Tenébrios Processados

Paramentros RDC .
Avaliados 12/2001 e Integro Triturado
CNNPA

12/1978 L3.a L4.a L5.a L3.b L4.b L5.b

Coliformes a 45°C <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500
Coliformes totais <500 <500 <500 <500 <500 <500 <500
Bacillus cereus <5000 <5000 <5000 <5000 >5000 >5000 >5000

Salmonella ssp. Aus. Aus. Aus. Aus. Aus. Aus. Aus.
S. aureus <1000 <1000 <1000 <1000 <1000 <1000 <1000
Bolores e leveduras <1000 <1000 <1000 <1000 <1000 <1000 <1000

Tabela 3: Andlises microbioldgicas do tenébrio processado integro e triturado, por tolerédncia em
amostra indicativa.

UFC/g - Unidade Formadora de Colbnias por grama de amostra. Contagem de Staphylococcus aureus coagulase
positiva: 10 UFC/g Padrdes microbiologicos para crustaceos; Contagem de coliformes a 45°C: 5 x 102 UFC/g;
Contagem de Bacillus cereus: 5 x 10° UFC/g; Pesquisa de Salmonella ssp. em 25g: Auséncia. Padroes
microbiolégicos para farinhas e cereais e derivados (Brasil, 2001); em Contagem bolores e leveduras 10° de
UFC/g Padrdes microbiologicos para farinhas e cereais e derivados (Res. CNNPA 12, 1978).

Para as amostras L3.b, L4.b e L5.b (Tabela 3), foram encontradas presencas
significativas de Bacillus cereus, no entanto ndo foi possivel a determinacao exata
da quantidade de unidades formadoras de colénias UFC/g, sendo considerado
incontavel. Dentre as bactérias mais comuns que levam a ocorréncia de doencas
de origem alimentar, encontra-se B. cereus, presente em locais diversificados,
como solo, vegetacdo, agua e pélos de animais. Estas bactérias exibem grande
capacidade de sobrevivéncia e se multiplicam em ampla faixa de temperatura,
podendo persistir nos alimentos processados (Coelho et al., 2010). Este parametro
€ de suma importancia, uma vez que para a criagao do inseto, foi utilizado na sua
dieta, graos e cereais, que poderiam servir de substrato para o desenvolvimento
deste microrganismo.

De uma forma geral, pode-se afirmar que os procedimentos de higienizacao,
manipulacdo e estocagem dos insetos garantiram a seguranca microbiolégica do
produto. Para os resultados incoerentes com a legislacao para B. cereus, cabem
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melhores investiga¢des sobre as provaveis causas de contaminacgéo. Possivelmente
a contaminacéo da dieta e a temperatura insuficiente para esterilizagdo da mesma ou
ainda decorrente da presenca de esporos no intestino do inseto. Apesar do processo
de trituracdo da larva do tenébrio favorecer a aceitacdo em relagcdo ao consumo de
insetos, cabem mais estudos, por atender parcialmente aos requisitos necessarios.

41 CONCLUSAO

Fica evidente que o tenébrio é rico em nutrientes podendo assim ser inserido
na dieta da populacdo como uma nova fonte rica em nutrientes, podendo substituir
produtos de origem animal.

As larvas de tenébrio sao ricas em proteina e bem superiores a outros alimentos,
podendo ser usada como fonte de proteinas para todo tipo de pessoa, inclusive
ser inserido em suplementos alimentares para praticantes de atividades fisicas
ou pessoas que necessitem de dietas hiperproteicas. Fonte de émegas podera
suplementar a alimentac&o ou substituir alimentos como atum e sardinhas.

Devido ao baixo custo e pouco espaco para sua criacdo em relacéo aos outros
tipos de animais, pode ser uma fonte alternativa de nutrientes para o futuro.

Insetos na forma integra demonstraram conformidade com a RDC n°12, no
entanto na forma triturada atendeu parcialmente aos requisitos da legislacdo, sendo
necessarios mais estudos para sua futura utilizacéo na alimentagcdo humana. Faz-se
necessario a criacao de legislacdo que regulamente a comercializacéo de alimentos
para consumo humano a base de insetos no Brasil e que estabeleca padrdes
microbiolégicos para alimentos que utilizem insetos em suas formulacgdes.
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RESUMO: A oliva,
adquirido relevancia especial ao longo dos

fruto da oliveira, tem

anos pelo seu valor nutritivo e beneficios a
saude. O consumo deste fruto pode ser feito
através da producdo de conservas ou pela
extracdo e obtencdo do azeite. Este trabalho
tem por objetivo analisar, fisica e quimicamente,
quatro variedades de olivas: Ascolano, Barnea,
Grappolo e Koroneiki. Foram realizadas
analises em relacdo a concentracao de sélidos
solUveis, acidez, umidade, cinzas e atividade de
agua. Os resultados obtidos demonstraram que

as olivas apresentaram semelhanga em relagao
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a quantidade umidade e cinzas, e diferencas
significativas em relagdo aos solidos soluveis.
PALAVRAS-CHAVE: Acido graxo; Avaliacao;
Azeitona.

CHARACTERIZATION PHYSICAL-CHEMICAL
OF DIFFERENT VARIETIES OF OLIVES
PRODUCED AT THE FEDERAL UNIVERSITY
OF THE JEQUITINHONHA AND MUCURI
VALLEYS

ABSTRACT: Olive, the fruit of the olive tree,
has acquired relationship over the years for
its nutritive value and health benefits. The
consumption of this story can be done through
the production of preserves or by the extraction
and extension of the oil. This work aims to
analyze, physically and chemically, four olive
varieties: Ascolano, Barnea, Grappolo and
Koroneiki. They were analyzed in relation to the
concentration of solids, acidity, humidity, ashes
and water activity. The results obtained are
compared with the results found in relation to a
quantity of data, and the differences in relation
to the soluble ones.

KEYWORDS: Evaluation; Fatty acid; Olive;
Description.
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11 INTRODUCAO

Pertencente a Familia das Oleaceae a oliveira (Olea europaea L.), com
nome genérico Olea que vem do latim oliva (azeitona), foi introduzida no Brasil por
imigrantes europeus por volta de 1820. A regidao de Diamantina tem clima e solo
propicios para o cultivo de oliveiras, de acordo com o clima da regiéo é do tipo Cwb
(Clima subtropical de altitude) segundo classificacao de Képpen, temperado umido,
com inverno seco e chuvas no verao (CARVALHO et al., 2013).

A partir da oliva, que é o fruto maduro da oliveira, € possivel realizar uma
conserva ou extracdo do azeite de oliva. O fruto fresco contém agua (40-45%),
glicidios (10-20%) e lipideos (30% do fruto inteiro e 50% na polpa) (OLIVEIRA et al.,
2003).

Estudos recentes evidenciam que as olivas sdo boas fontes de 6leo vegetal,
com representacdo de 4cido oléico acima de 64,39%. Essa matéria-prima é capaz
de atender necessidades energéticas ligadas ao teor de lipideos, atuando no
organismo como responsavel pela acédo antioxidante, 0 que torna uma expressiva
fonte econdmica mundial nas industrias de alimentos (BENEDICO et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2009).

Como existem atualmente inumeras cultivares de oliveiras plantadas, oriundas
de cruzamentos e sele¢cées de materiais cultivados, se faz necessario que estas
diversidades sejam analisadas, com isso 0 objetivo deste projeto foi avaliar os quatro
tipos diferentes de azeitonas introduzidas na Universidade Federal dos Vales do
Jequitinhonha e Mucuri (UFVJM) com relagcédo a acidez, sélidos soluveis, umidade,
atividade de agua e cinzas.

2| MATERIAL E METODOS

As olivas, colhidas em Mar¢o de 2018, foram doadas pelo departamento de
Agronomia da UFVJM. As analises ocorreram nos laboratérios de Matérias Primas
Alimentares e Analise de Alimentos do curso de Engenharia de Alimentos, na UFVJM.
Foram analisadas quatro tipos diferentes de olivas: Ascolano, Barnea, Grappolo e
Koroneiki.

Para a analise de acidez titulavel as amostras foram higienizadas com solugcéo de
hipoclorito (200 ppm) e trituradas, e entéo foi feita a titulagcdo com solugéo de hidroxido
de sbédio (NaOH) 0,1M e como indicador utilizou-se a fenolftaleina. Os resultados
foram expressos em porcentagem de acido citrico utilizando a metodologia AOCS
(2004) com trés repeticdes para cada amostra. A analise dos solidos soluveis totais
foi realizada por refratometria com o auxilio de um refratdmetro digital portatil modelo
105-D. A umidade foi medida pelo método da estufa a 105°C até peso constante.
Para a avaliacédo da atividade de 4gua, foi utilizado um medidor de atividade de 4gua
modelo CX2 (DecagonDevices Inc.). A determinacéo do teor de cinzas foi feita pela
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incineracao a seco da polpa da azeitona em mufla a 550+15°C, até se obter uma cor
branca, segundo o método AOAC (2000).

Todos os dados obtidos foram avaliados utilizando o programa estatistico
STATISTICA 8.0 através de analise de variancia (ANOVA) e para comparag¢ao
das médias foi realizado o teste de Tukey com nivel de significaAncia de 5% de
probabilidade do erro.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdao média da oliva varia de acordo com o cultivar e também em
funcdo da época do cultivo, o que influencia nas diferencas fisico-quimicas entre
elas (Tabela 1). A atividade de agua indica a quantidade de agua livre presente no
alimento, disponivel para crescimento microbiano e reacdes que possam deteriorar
este alimento, além de servir para avaliar o potencial de biodegradacéo € também
responsavel pelas alteragdes na cor, odor, sabor e textura do alimento (DITCHFIELD,

2000).
Analise/Amostra Ascolano Barnea Grappolo Koroneiki
Atividade de agua 0,9942° 0,9906%° 0,9894% 0,9868°
Solidos Soluveis (°Brix) 11,002 9,17° 7,03¢ 8,37°
Acidez (g ac. Citrico / 100g) 2,442 1,76° 1,024 1,56°
Umidade (g H,0/ 100 g de Amostra) 72,76% 72,30° 72,09° 73,292
Cinzas (%) 1,90° 1,20 1,67° 3,602

Tabela 1. Resultados das analises de solidos soluveis, atividade de agua (aw), acidez, umidade
e cinzas das quatro variedades de olivas.

Médias seguidas de uma mesma letra, na mesma coluna, nao diferem entre si, a 5% de
probabilidade, pelo teste de Tukey. Fonte: Elaboragéo prépria, 2019.

No experimento as amostras que se diferiram significativamente foram Ascolano
e Koroneiki. Em relacdo aos solidos soluveis, todas as amostras apresentaram
diferenca significativas entre elas, demonstrando assim as diferentes aplicacées
e os diferentes niveis de concentracdo de agucares entre as olivas. Com relacéao
a acidez, verificaram-se diferencas significativas entre as amostras, isso devido a
presenca dos acidos organicos no fruto fresco.

Segundo Turatti et al. (2002), o fruto inteiro da oliveira € constituido de 50% de
umidade, 1,6% de proteinas, 22%de lipidios, 19,1% de carboidratos, 5,8% de celulose
e 1,5% de minerais, confirmando assim os altos valores encontrados para a umidade
das olivas, isso devido a maior concentracao de nutrientes na polpa. Além disso,
pode ser observado a relacao dos valores altos de atividade de agua e a influéncia
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direta no resultado da umidade, sendo que as olivas do tipo Koroneiki foram as que
apresentaram maiores valores de umidade. Em relagcao ao teor de cinzas, apenas a
amostra de Koroneiki diferiu significativamente das outras amostras, apresentando o
menor teor de cinzas. As cinzas incluem 0s sais naturalmente presentes na azeitona.
E de aludir que o teor de cinzas eleva-se durante a fermentacdo e o processo de
amadurecimento, e que teores de cinzas reduzidos condizem a um baixo teor de sal,
o que nutricionalmente é mais adequado (MALHEIRO et al., 2012).

41 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos percebem-se altos valores de atividade de agua
e umidade das olivas analisadas, o que corrobora com a literatura de ser um produto
perecivel e de facil oxidacdao. Além de que ao final das analises foi possivel avaliar
as diferencas e semelhancas entre as oliveiras presentes na UFVJM, e dessa forma
contribuir com informacgdes relacionadas a verificagdo da aplicabilidade das olivas,
se é para producado de conservas ou extracao de 6leos.
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RESUMO: A alimentagdo organica tem
sido valorizada no mundo moderno, sendo
caracterizada como apropriada a saulde,
reduzindo a degradacdao ambiental. O objetivo
deste estudo foi comparar as caracteristicas
fisico-quimicas e a atividade antioxidante
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de morangos e tangerinas convencionais
e organicas. Foram adquiridos 3 lotes de
amostras organicas certificadas, orgéanicas e
convencionais, as quais foram entdo submetidas
a analises fisico-quimicas e ensaios de DPPH
e FRAP. Observou-se que as amostras
orgénicas certificadas de morango e tangerina
apresentaram maiores valores de acidez que as
amostras organicas e convencionais. Amostras
organicas e organicas certificadas de morango
apresentaram valores médios mais elevados
de acgucares redutores, ndo houve diferenca
significativa entre as amostras de acucares
redutores de tangerinas. Morango e tangerina
orgéanica certificada e orgénica apresentaram
maiores valores de acido ascérbico do que as
amostras convencionais. Observou-se maior
atividade antioxidante nos métodos DPPH e
FRAP para amostras organicas de morango e
organicas certificadas de tangerinas.
PALAVRAS-CHAVE: Organico; Tangerina;
Morango; Atividade Antioxiante; Andlise fisico-
quimica.

COMPARISON OF PHYSICAL AND
CHEMICAL CHARACTERISTICS AND
ANTIOXIDANT ACTIVITY OF ORGANIC AND
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CONVENTIONAL FRUITS

ABSTRACT: Organic food has been valorized on modern world, being characterized
as appropriate to health while reducing environmental degradation. The aim of this
study was to compare physicochemical characteristics and antioxidant activity
for conventional and organics strawberry and tangerines. It was acquired 3 lots of
organic samples, certified organic and conventional, those were then submitted to
physicochemical analysis and DPPH and FRAP assays. It was observed that certified
organic strawberry and tangerine showed higher values of acidity than organic and
conventional samples. Organic and certified organic samples showed higher mean
values of reducing sugars, there was no significant difference between reducing sugars
tangerines samples. Organic and organic certified strawberry and tangerine showed
higher values of ascorbic acid than conventional samples. It was observed higher
antioxidant activity in DPPH and FRAP methods for organic strawberry samples and
certified organic tangerines.

kEYWORDS: Organic; Tangerine; Strawberry; Antioxidant activity; Physicochemical
analysis.

11 INTRODUCTION

The development of chronic diseases, such as cardiovascular diseases (CVD),
cancer, hypertension and type 2 diabetes, involves large production of free radicals
leading to oxidative stress. A fruit-abundant diet has been associated with lower risk
of chronic diseases, because in addition to its vitamin and mineral composition, it
may also contain other compounds with protective effects, specially antioxidants
(Arts and Hollman, 2005). It is well known the relationship of the antioxidants with the
prevention of various chronic diseases, they neutralize free radicals, delaying and
inhibiting the oxidation of lipids and other molecules.

The production of fruits may be performed by different systems. The conventional
system is characterized by a high use of chemical pesticides, in order to increase
productivity, quality and resistance to pests and diseases. Possible toxic effects in
humans are related to the use of pesticides in conventional agriculture, due to active
ingredients in its composition (Kopke, 2009).

Organic production entails the growing of crops without synthetic pesticides.
Organic producers utilize a wide range of alternative inputs and cultural practices for
managing the cultures in a way believed to be safer for the environment and better
for the consumer. The organic system is an alternative, but it is considered more
expensive than the conventional (Engindeniz, 2006). The certification of organic
products can be made internationally or nationally and is recognized in the market
with an organic certification stamp meaning it have been produced according to
applicable organic production rules. Organic food produced against the standards of
the country where the product is sold is identified as fraud (FAO, 2009).
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Literature suggests that organic farming could result in foods with higher
polyphenol quantity and antioxidant capacity. The use of synthetic fertilizers could
offer more bioavailable sources of nitrogen, accelerating plant development and
plant resources from production of secondary metabolites to growth. Furthermore,
the absence of synthetic pesticides could result in higher exposure of the plant to
stressful situations leading to an enhancement of natural defense substances such
as phenolic compounds (Winter and Davis, 2006; Woese et al., 1997).

Due to increased consumer interest in organic food, it becomes necessary to
know, based on scientific studies, the quality of the different organic systems. The
aim of this research was to compare the physical and chemical characteristics and
antioxidant capacity of organic and conventional strawberry (Fragaria vesca) and
tangerine (Citrus reticulate).

2| MATERIALS AND METHODS

Three different samples of each type of crop (certified organic, non-certificate
organic and conventional) of strawberry (Fragaria vesca) and tangerine (Citrus
reticulate) were purchased in supermarkets and farmer’s markets in Brazil in the city
of Rio de Janeiro. Samples were analyzed between June 2014 and September 2015.
All samples were of the same cultivar and had similar sensory characteristics.

The physicochemical evaluated parameters were: density, acidity, reducing
and total soluble solids sugars, vitamin C, according to conventional methodology
recommended by the Adolfo Lutz Institute (BRASIL, 2005). The color analysis of
strawberry samples was determined in the CIELAB system using portable colorimeter
Konica Minolta (CR / 400 / 410- Sensing, INC- Japan) which was calibrated with
white porcelain plate.

The strawberry and tangerine samples were extracted with four different
extracting solutions: methanol, methanol 50%, acetone 70% and sequential. The
antioxidant activity was evaluated by the methods: DPPH (Rufino et al., 2007a) ABTS
(Rufino et al., 2007b) and FRAP (Rufino et al., 2006)

Results were expressed as means = SD since all the analysis was done in
triplicate. The results were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the means
were compared by Tukey test at 5% probability, using the GraphPadPrism 4.0 and
Statistical 6.0.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

It was observed that the average acidity values of certified organic strawberry
and tangerine samples were higher when compared to conventional and organic
samples (p<0.05) (Table 1). Meanwhile, the average values of density, soluble solids
and total sugars showed no statistical difference between conventional, organic and
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certified organic strawberries and tangerines (p<0.05).

Fischer et al. (2007) found in a study with passion fruit, that organic fruits have
greater titratable acidity levels, as seen in this study for strawberries and tangerines
(Table 1). Similar results were also obtained in a de Castro et al. (2014) study, which
found significantly higher acidity values in organic orange samples when compared
to conventional ones.

According to Arbos et al. (2010), food produced under organic system often
shows higher levels of vitamin C than those produced conventionally. This fact is
noted by the result obtained on certified organic strawberry and tangerine (Table 1).

Fruit Sort Acidity (9%) Aﬁ;"?ﬂ:“;;) Brix(°) De':;t:}; o Su;::?;%) S'?j;i‘:‘;g‘%
c 0.72+0.00°  47.1420.97° 5.22+1.00° 1.03:0.00° 5.60+3.8°  5.64+0.142
S CO  0.98:0.16° 66.52+0.08°  4.75+1.45¢ 1.05:0.00° 5.27+1.02°  3.10+0.11°
0 0.62+0.05 57.36+3.14°  6.87+1.31° 1.0120.00° 6.95:2.85°  4.89+0.99"
c 0.70£0.02¢  38.64%0.15° 10.15+1.10° 1.04+0.00° 9.29+1.30°  11.11x0.30°
T CO  0.87+0.00° 57.7020.92° 10.00+1.05 1.03x0.00° 8.45+1.18%  12.10+0.85°
0 0740122  42.21+1.20° 9.82+1.00° 1.04x0.00° 9.40+1.00°  11.52:1.25

Table 1. Physicochemical comparison between the averages of organic (O), certified organic
(CO) and conventional (C) strawberries(S) and tangerines (T).

*Different letters in the same column differ statistically (p<0.05)

However, it should also be considered that variables such as climate, region, soil,
farming, irrigation and post-harvest treatment may have influence on the results of
physicochemical analysis. As noted in Rizzon et al. (2005) study, hot climate regions,
in addition to fruit state of maturity, can influence the amount of sugar produced.
Likewise, Brunini et al. (2004) had demonstrated the influence of climatic conditions,
soil, and farming, among other factors, the results for vitamin C, acidity, soluble solids
and total sugars in West Indian cherry.

In colorimetric analysis, shown in Figure 1, the only significant difference in color
intensities between different forms of strawberry production, was in b* coordinate,
meaning the sample was more bluish. However, in tangerines, there was a significant
difference in L* and a* coordinates of certified organic sample, indicating that this
sample is lighter and reddish. Both results are probably due to the higher presence
of bioactive compounds in those samples.
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Figure 1. Color coordinates (L * a * b *) in conventional (C) certified organic (CO) and organic
(O) samples in strawberry (A) and tangerine (B). *Tukey Test (p<0.05)
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Antioxidant activity analysis by the DPPH method (Table 2) shows that there

was no significant difference (p>0.05) regarding the used extractors. It was found

that organic strawberry samples showed greater reduction of DPPH radical over

conventional and organic samples (p<0.05), suggesting higher antioxidant activity.

Concerning to tangerines, certified organic samples have demonstrated more

reduction of DPPH radical than organic and conventional samples (p<0.05), indicating

greater antioxidant capacity.

Fruit Sort Extractor 2,5mg 5mg 10mg R?
Methanol 46.20+6.80*  58.43+0.582 74.18+4.30° 0.9862
Methanol 50%  42.52+5.55%  53.35+4.872 74.31+1.96° 0.9999
co Acetone 70%  42.65+3.83°  55.60+3.752 73.09+2.972 0.9892
Sequential 42.62+5.76%  56.71+5.602 78.91+0.622 0.9962
Methanol 58.18+2.67°  72.45+1.84° 92.26+0.58° 0.9907
Methanol 50% 60.98+1.73°  74.07+4.08° 94.89+5.20° 0.9965
S ° Acetone 70%  59.97+3.68>  72.25+3.84° 95.34+2.28° 0.9998
Sequential 61.23+1.06°  75.35+4.28° 95.58+2.95° 0.9923
Methanol 46.58+9.832  56.72+9.102 72.35+10.942 0.9954
Methanol 50%  47.77+6.96*  56.37+10.05%  76.76+7.25? 0.9984
c Acetone 70%  50.21+7.36*  60.15+7.312 78.29+7.60? 0.9995
Sequential 46.77+7.65*  60.81+6.352 79.74+7.812 0.9891
Methanol 47.47+5.67%  52.12+4.822 62.44+4 332 0.9993
co Methanol 50%  49.67+4.81%  54.87+5.342 65.70+3.06° 0.9999
Acetone 70%  47.70+4.34®  54.13+2.20° 62.18+3.36? 0.9843
Sequential 46.44+2.852 51.36+3.022 62.37+2.332 0.9993
Methanol 41.22+4.57°  45.55+4.37¢ 51.70+5.22° 0.9919
T o Methanol 50%  41.64+3.85°  45.411+4.94° 52.23+5.52¢ 0.9994
Acetone 70%  41.88+5.20°  45.67+4.64° 52.55+5.04°¢ 0.9994
Sequential 41.61£5.51¢  45.22+5.57¢ 51.10+5.48° 0.9973
Methanol 39.73+0.65°  42.89+0.45° 50.60+0.64° 0.9978
c Methanol 50%  38.23+3.51¢  42.28+3.30° 51.69+1.02° 0.9987
Acetone 70%  39.91+3.79°  42.74+3.83° 51.13+2.86° 0.9995
Sequential 41.32+1.14°  45.62+0.28° 51.72+2.53¢ 0.9918
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Table 2. Antioxidant activity comparison between the averages of organic (O), certified organic
(CO) and conventional (C) strawberries (S) and tangerines (T) samples by DPPH method.

*Different letters in the same column differ statistically (p<0.05)

This antioxidant capacity is probably due to higher content of ascorbic acid,
which as previously also presented higher results in organic strawberry and certified
organic samples. Similar results were obtained by de Castro et al. (2014), who
observed greater reduction of DPPH radical in organic samples of orange and lime
compared to conventional ones.

In ABTS assay (Figure 2), there was no statistical difference (p>0.05) between
extractors neither between the organic, certified organic and conventional samples,
both in strawberries and tangerines.

A M B ™
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Figure 2. Antioxidant Activity by ABTS assay of strawberry (A) and tangerine (B).

There was no significant difference (p>0.05) between the used extractors
in FRAP assay, except for methanol in organic strawberry, as shown in Figure 3.
The antioxidant capacity is statistically higher in organic strawberry samples than
conventional and certified organic samples (p<0.05). Regarding to tangerines,
certified organic samples had greater antioxidant activity in certified organic samples
than organic and conventional ones (p<0.05).
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Figure 3. Antioxidant Activity by FRAP assay of strawberry (A) and tangerine (B). *Tukey Test
(p<0.05).

Literature shows similar results, such as, Copetti (2012) found that strawberries
grown by organic system showed higher levels of antioxidants compared to
conventional crops system using the FRAP methods.

4|1 CONCLUSION

Few differences in the physicochemical properties between the samples of
organic and conventional strawberry were found, despite what literature suggests.
The differences detected in content of nutrients and other substances between
organically and conventionally produced crops and livestock products are most likely
related to differences in crop and soil quality.

However, vitamin C content and antioxidant capacity tended to be higher in
plants grown using organic agriculture. The literature suggests that the exposure of
plant foods to stressful situations could modulate the synthesis of defense substances
such as polyphenols, which reflects in a higher antioxidant capacity. However, the
results showed distinct profiles according to the fruit analyzed, highlighting the need
for greater standardization of production without loss of nutritional quality.
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RESUMO: Os o6leos essenciais (OEs) tém
exercido papel formidavel para a humanidade,
devido suas multiplas aplicagbes. A busca
por vegetal com efeito alelopatico, justifica-se
pela permanente necessidade de desenvolver
uma agricultura sustentavel e a busca por
bioerbicida. Sendo assim, este trabalho teve
como objetivo avaliar a composi¢cao quimica e a
atividade fitotoxica do Oleo essencial de Lippia
thymoides Mart. & Schauer (VERBENACEAE).
Os constituintes quimicos das partes aéreas
da planta em estudo, foram obtidos por
hidrodestilagcao e analisados por cromatografia
de fase gasosa/espectrometria de massas (CG/
EM). O rendimento em 0leo foi de 0,7 %, o
monoterpeno oxigenado timol foi o composto
majoritario do 6leo (71,03%). O éleo essencial
de Lippia thymoides na concentracdo de
200ppm mostrou efeito fitotoxico na inibicao da
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germinacao das ervas daninhas Mimosa pudica (30%) e Senna obtusifolia (25%).
PALAVRAS-CHAVE: Produtos naturais, Alelopatia, Compostos bioativos, Timol.

CHEMICAL COMPOSITION AND HERBICIDAL (PHYTOTOXIC) ACTIVITY OF Lippia
thymoides Mart. & Schauer (VERBENACEAE) ESSENTIAL OIL

ABSTRACT: Essential oils (OEs) have played a formidable role for women with
their many applications. The search for allelopathic plants is justified by the help of
sustainable agriculture and a search for bioerbicidal. Thus, this work aimed at the
chemical composition and phytotoxic activity of Lippia thymoides Mart essential oil. &
Schauer (VERBENACEAE). The chemical constituents were the components of the plant
under study, were obtained by hydrodistillation and submitted to gas chromatography
/ mass spectrometry (GC / MS). The oil yield was 0.7%, the thymogen oxygenated
monoterpene the major oil (71.03%). Lippia thymoides essential oil at 200ppm had
a phytotoxic effect on weed germination inhibition Mimosa pudica (30%) and Senna
obtusifolia (25%).

KEYWORDS: Natural products, Allelopathy, Bioactive compounds, Thymol.

11 INTRODUGCAO

A alelopatia é um fen6meno que ocorre em grande parte na natureza e tem sido
postulado como um dos mecanismos pelos quais algumas plantas podem interferir
com outras em suas vizinhangas, alterando o padrdo e a densidade da vegetacao
em uma comunidade de plantas (RICE, 1984)

Do ponto de vista agronbmico, a alelopatia € de grande interesse, pois permite
nao apenas a selecdo de plantas de pastagens que podem exercer certo nivel de
controle de algumas espécies indesejaveis, como plantas invasoras, mas também
o estabelecimento de gramineas e leguminosas forrageiras que néo sao fortemente
alelopaticas entre si e podem, assim, compor pastos mais balanceados, com efeitos
favoraveis na produtividade e na longevidade (WARDLE, 1987)

A alelopatia pode ter um papel ecolégico importante no futuro proximo como
fonte de novas substancias quimicas com possibilidades de uso na agricultura
brasileira, semelhante ao que ja ocorre em outros paises como Japao, Alemanha e
Estados Unidos, como ferramenta de manejo de pastagens, e / ou como fornecedor
de estruturas basicas para a producao biolégica de defensivos agricolas (SOUZA
FILHO; ALVES, 1998)

Substancias quimicas que impdem influéncia alelopatica sdo chamadas de
aleloquimicos. Os aleloquimicos tém uma natureza quimica muito diversificada,
variando de hidrocarbonetos simples a compostos policiclicos complexos com alto
peso molecular (INDERJIT; CALLAWAY; VIVANCO, 2006)

Dentro dessa diversidade de compostos os OEs vem se apresentam
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como uma alternativa de uso nas atividades agron6micas, com acéo inseticida,
fumigante, fungicida (ISMAR, 2000; MIYAZAWA et al., 1997; NGOH et al., 1998;
MONTESBELMONT & CARVAJAL, 1999; BASTOS & ALBUQUERQUE, 2004),
potentes inibidores da germinacédo de sementes e do desenvolvimento de diferentes
espécies de plantas, ou seja, acao bioerbicida (SOUZA-FILHO et al., 2009).

As formas tradicionais de controle de plantas daninhas, principalmente nas
areas de pastos cultivados, como rogagem, queimadas e utilizacdo de herbicidas
sintéticos, ndo estdo atendendo as necessidades da sociedade atual, devido ser
pouco efetivo (a médio e longo prazo). Isso se deve a constante repeticao, elevado
custo de manutencao das plantacdes, insatisfacdo de ordem social, agresséo a vida
silvestre, contaminacao aos alimentos dos animais e das pessoas, além de beneficiar
0 aumento sistematico no numero de espécies de plantas daninhas resistentes
aos atuais herbicidas disponiveis no mercado (ANAYA, 1999; RIPARDO FILHO et
al.,2012).

A busca por herbicida naturais, que atendam as novas exigéncias e reduza os
impactos ambientais é de fundamental importancia para o bem estar das pessoas e
a preservacao do planeta. O género Lippia compreende aproximadamente cerca de
200 espécies, as quais, sao ervas, arbustos e pequenas arvores que estao localizados
nas regides tropicais e temperada do Brasil, Paraguai, Argentina e México, além das
encontradas nas areas tropicais da Africa e América Central (PASCUAL et al., 2001;
SOARES & TAVARES-DIAS, 2013).

O Brasil (Chapada Diamantina, Bahia; Campos Rupestres, Goias e Cadeia do
Espinhaco, Minas Gerais) € um dos grandes centros de diversidade do género Lippia,
com 70-75% das espécies conhecidas (PIMENTA et al., 2007). Lippia thymoides
conhecida popularmente como manjerona (SILVA et al., 2018, 2019) “alecrim de
cheiro miudo” (CRAVEIRO et al.,, 1981), “alecrim do mato”, “alecrim do campo”
(PINTO et al., 2013; FUNCH et al., 2004) é utilizada nas comunidade tradicionais no
tratamento de feridas, como antipiréticas, digestivo, bronquite e reumatismo além
dos amacis, incensos na umbanda e no candomblé (FUNCH et al., 2004; ALMEIDA,
2011). Desse modo o presente trabalho avaliou a composi¢cao quimica e a atividade
fitotoxida do 6leo essencial de L. thymoides.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Processamento da planta e extracao do 6leo essencial

Asfolhas/ramos de L. thymoides (Figura 1) foram secas em estufa com ventilagcao
constante a 35°C por 2 (dois) dias e submetidas a hidrodestilacdo em sistema de
vidro do tipo Clevenger modificado por um tempo de 3h. O rendimento do Oleo
essencial foi obtido do material seco e livre de umidade em balanca determinadora
de umidade, com infravermelho.

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 13




Figura 1 Folhas/ramos de Lippia thymoides

2.2 Identificacao dos constituintes quimicos

A composicédo quimica do 6leo essencial foi analisada por Cromatografia de
fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC/MS) em sistema Thermo
DSQ-Il equipado com coluna capilar de silica DB-5MS (80 m x 0,25 mm; 0,25
pum de espessura do filme) nas seguintes condicbes operacionais: programa de
temperatura: 60°-240°C, com gradiente de 3° C/min); temperatura do injetor: 250°C;
gas de arraste: hélio (velocidade linear de 32 cm/s, medida a 100°C); injecdo sem
divisédo de fluxo (0,1 yL de uma sol. 2:1000 de n-hexano); temperatura da fonte de
ions e outras partes 200°C. O filtro de quadrupolo varreu na faixa de 39 a 500 daltons
a cada segundo. A ionizacao foi obtida pela técnica de impacto eletrénico a 70 eV.
Os constituintes quimicos foram identificados por comparacéo de seus espectros de
massas e indices de retencdo com aqueles existentes na literatura (ADAMS, 2007).

2.3 Avaliacao do efeito fitotoxico do 6leo essencial de Lippia thymoides

Para avaliar o efeito fitotoxico do bleo essencial de L.thymoides, foram utilizados
duas espécie de planta daninha invasora de pastos cultivados, comum na regiao
amazénica, Mimosa pudica L. (malicia) e Senna obtusifolia (L) Irwing & Barneby
(mata-pasto). As sementes foram coletadas em areas cultivadas de pastagem do
Estado do Para, passaram por um processo de limpeza e tratadas com acido sulfurico
concentrado por 20 min para superag¢ao da dorméncia (SOUZA FILHO et al., 1998).

No ensaio, usou-se uma solucéo de 200 ppm do 6leo essencial em hexano.
Foram utilizadas 25 sementes por placa de Petri de 9 cm de diametro, forrada com
disco de papel de filtro qualitativo. Foram aplicados 3,0 mL da solucéo teste. Apos a

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 13




evaporacgao do solvente, adicionou-se 3,0 mL de agua destilada, mantendo-se, dessa
forma, a concentragcéo original. As solucdes testes foram adicionadas apenas uma
vez, no inicio dos ensaios, sendo a partir de entéo, adicionado apenas agua destilada,
sempre que se fazia necessario para evitar a desidratacao das sementes. As placas
de Petri foram colocadas em camara de germinagao, a temperatura constante de
25 °C com fotoperiodo de 12 horas, durante cinco dias porém, o monitoramento foi
diario. Os testes foram em triplicatas. Foram consideradas sementes germinadas
aquelas que apresentavam extensao radicular igual ou superior a 2,00 mm (Figura
2). No final do periodo, verificou-se o total de sementes germinadas em cada placa
e calculou-se a média aritmética para cada espécie, onde, juntamente com a média
das sementes germinadas no tratamento testemunha, determinou-se o percentual
de inibicéo do 6leo essencial na germinacédo das sementes das plantas daninhas.

Solucao teste

200 ppm de o6leo

em hexano
— e
3,0 mi 3,0 mi
Mimosa pudica Senna obtusifolia

(malicia)

™
25 °C com fotoperiodo
‘ l__'* de 12 horas, 5 dias

Figura 2. Esquema metodolégico do ensaio fitotoxico
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento em 6leo essencial foi de 0,7 % (Tabela 1). A composi¢ao quimica

do 6leo essencial das folhas/ramos de Lippia thymoides, em ordem crescente de

seus respectivos indices de retengcao sao apresentados na Tabela 1. Anteriormente,

estudos com L. thymoides relataram o rendimento em 6leo de 0,71% para uma
amostra coletada na cidade de Belém, Para, (ZOGHBI & ANDRADE, 2014) e um
rendimento de 6leo entre 2,14 a 2,93% para outra amostra coletada na cidade de

Feira de Santana, Bahia, Brasil (SILVA et at., 2015). Estas diferencas nos rendimentos

dos 6leos de L. thymoides podem esta relacionadas aos fatores bidticos e abibticos

dos locais de coletas.

Rendimento em 6leo (%) 0,7
IR Constituintes %
924 a-tujeno 0,56
932 a-pineno 0,07
988 Mirceno 1,30
1002 a-felandreno 0,13
1014 a-terpineno 1,04
1020 p-cimeno 7,85
1054 y-terpineno 6,16
1095 linalol 0,05
1167 Umbelulona 0,15
1174 terpinen-4-ol 0,22
1232 éter metil timol 0,68
1289 timol 71,03
1349 acetato de timol 5,66
1374 a—copaeno 0,02
1403 Metileugenol 0,04
1417 B-cariofileno 3,69
1432 trans-a-bergamoteno 0,06
1452 a- humuleno 0,43
1478 y-muuroleno 0,06
1484 germacreno-D 0,22
1495 y-amorfeno 0,02
1500 a-muuroleno 0,03
1513 y-cadineno 0,05
1522 &-cadineno 0,11
1608 epoxido de humuleno I 0,15
Monoterpenos Hidrocarbonetos 171
Monoterpenos oxigenados 77,8
Sesquiperpenos Hidrocarboneto 47
Outros 0,2
Total identificado 99,8

Tabela 1. Composicao quimica e rendimento (%) do 6leo essencial das partes aéreas de Lippia
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Foram identificados 25 constituintes representando 99,8% do conteudo total
da amostra analisada por CG/EM. A classe dos monoterpenos oxigenados foi a
predominante com 77,8 %. Tendo o timol como composto majoritario (71,03%).
Tambem foram registardos teores significativos de p-cimeno (7,85%), y-terpineno
(6,16%), acetato de timol (5,66%) e B-cariofileno (3,69%) (Figura 3). Na literatura
ja foram identificados como contituintes majoritario na composicao quimica do 6leo
essencial de espécimes de L. thymoides o metil timol (TERBLANCHE & KOENELIUS,
1996; PASCUAL et al., 2001), B-cariofileno (CRAVEIRO et al., 1981; SILVA, 2015) e
timol (ZOGHBI & ANDRADE, 2014; SILVA et al., 2018, 2019).

OH
timol p- cimeno y terpineno
}i
OAc .
¥
acetato de timol (E)-cariofileno

Figura 3. Estruturas quimicas dos componentes majoritarios identificados por CG-EM nas
folhas/ramos de Lippia Thymoides.

Os efeitos alelopaticos do 6leo essencial de L. thymoides, na concentragcao
de 200 ppm em hexano como solvente, na germinacdo das sementes, variaram
em funcdo da planta receptora. As espécie receptoras, de forma individual,
demonstraram diferentes intensidades de sensibilidade aos efeitos fitotdxico do 6leo
essencial. Mimosa pudica L. (malicia), foi a espécie receptora, onde a germinacao
das sementes foi inibida em 30%. Ja na Senna obtusifolia (L) Irwing & Barneby
(mata-pasto) a taxa de inibicéo foi de 25% (Figura 4). Esse resultado de inibicao da
germinagao das sementes, apesar de parecerem baixo, sdo significativos devido a
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baixa concentracdo da solucéo teste, isto € 200ppm que corresponde a uma solu¢ao
de 0,02%. Contudo, nao existem dados na literatura sobre efeito fitotdxico de 6leo
essencial de L. thymoides, para servir de parametro de comparacéo.

S
o
g
s 30
E 25
= 20
o 15
% 10
o 5
IS‘ 0
2
E

Ervadaninha

m Malicia Mata-pasto

Figura 4. Efeitos fitotoxico do éleo essencial de L. thymoides sobre a germinagéo de sementes
de Malicia e Mata-pasto.

CONCLUSAO

O monoterpeno oxigenado timol foi o composto majoritario identificado por GC/
MS no 6leo das partes aérea de L. thymoide.

O Oleo essencial das partes aérea de L. thymoide apresentou atividade
inibitéria na germinacdo das sementes de malicia (Mimosa pudica) e mata-pasto
(Senna obtusifolia). O 6leo de L. thymoide analisado poderia ser uma alternativa
para produzir bioerbicida.
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RESUMO: Existe no mercado uma grande
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COM ULTRASSOM

demanda por produtos naturais derivados
de plantas. E nas pétalas das flores que se
encontram os compostos antioxidantes, os
minerais e as vitaminas. Elas possuem diversos
compostos fendlicos e os teores destes
compostos variam ao longo da maturacéo da
flor e também ao longo do armazenamento e
apos a colheita. O objetivo do estudo foi avaliar
o conteudo de compostos fendlicos de extratos
de pétalas de rosas (Rosa x grandiflora Hort.)
obtidos por extracdo com ultrassom. As flores
de rosa foram coletadas de plantas cultivadas
em estufa, colhidas de maneira manual, sem a
utilizacéo de fertilizantes e produtos quimicos.
Os extratos foram elaborados utilizando um
banho ultrassénico USC - 1450 Unique®,
utilizando alcool etilico de cereais 96° GL como
solvente em um periodo de 120 minutos. Foram
utilizadas temperaturas de extracéo, 20°e 60° C.
Foi determinado o teor de compostos fendlicos
totais (TPC) dos extratos pelo método de Folin-
Ciocalteau. O extrato obtido a temperatura de
60° C apresentou maior teor de compostos
fenodlicos totais (28,99 g EAG mL™" extrato). Os
resultados desse estudo demonstram que os
extratos de pétalas de rosas podem ser uma
fonte viavel de compostos fendlicos. Dessa
forma, visando obter extratos etandlicos de
pétalas de rosas com maior teor de fendlicos, a
extracdo por ultrassom é a mais indicada.

PALAVRAS-CHAVE: flor comestivel, plantas
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medicinais, fenolicos, Rosa x grandiflora Hort.

CONTENT OF PHENOLIC COMPOUNDS IN EXTRACTS OF ROSE PETALS (ROSA
X GRANDIFLORA HORT.), OBTAINED BY EXTRACTION WITH ULTRASOUND

ABSTRACT: There is a great demand on the market for natural products derived
from plants. It is in the flower petals that the antioxidant compounds, minerals and
vitamins are found. They have several phenolic compounds and the contents of these
compounds vary throughout flower maturation and also during storage and after
harvest. The aim of this study was to evaluate the content of phenolic compounds from
rose petal extracts (Rosa x grandiflora Hort.) Obtained by ultrasound extraction. Rose
flowers were collected from greenhouse-grown plants, hand-picked, without the use
of fertilizers and chemicals. The extracts were prepared using a USC - 1450 Unique®
ultrasonic bath using 96° GL cereal ethyl alcohol as a solvent over a 120 minute period.
Extraction temperatures of 20° and 60° C were used. The content of total phenolic
compounds (TPC) of the extracts was determined by the Folin-Ciocalteau method. The
extract obtained at a temperature of 60° C presented higher content of total phenolic
compounds (28.99 g EAG mL" extract). The results of this study demonstrate that rose
petal extracts can be a viable source of phenolic compounds. Thus, aiming to obtain
ethanolic extracts of rose petals with higher phenolic content, the ultrasound extraction
is the most indicated.

KEYWORDS: edible flower, medicinal plants, phenolic, Rosa x grandiflora Hort.

11 INTRODUCAO

Existe no mercado uma grande demanda por produtos naturais derivados
de plantas, tais como cha verde, decocgcao de ervas e flores e a formulacéo de
fitoterapicos. Nestes produtos podem-se encontrar partes aéreas de plantas,
sementes, frutas, raizes e flores usadas em diversas aplicacbes comerciais, como
chas, preparacdes gastronémicas, extratos e 6leos essenciais (VOON et al. 2012).

As flores comestiveis sdo amplamente exploradas no desenvolvimento de chas
florais, corantes alimenticios, aromas, bebidas, produtos de panificacdo ou pela
comercializac&o in natura no varejo. Estao cada vez mais populares, evidenciadas
pelo aumento de livros de receitas, artigos de revistas e sites sobre o tema, superando
o conhecimento cientifico relacionado ao seu potencial nutricional (ROP et al. 2012;
VOON et al. 2012).

As flores sé&o utilizadas na culinaria para melhorar os atributos sensoriais das
preparacdes gastrondmicas, tais como cor, aroma e sabor. Geralmente, as espécies
comestiveis séo utilizadas na preparacao de molhos, guarnicoes, saladas, produtos
de panificacdo, geleias, xarope, mel, vinagre, azeite, chas, acucares de flores,
flores cristalizadas, flores congeladas em cubos de gelo, adicionadas a queijos,
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panquecas, crepes e waffles. Contudo, algumas s&o incorporadas em vinhos e
licores aromatizados, como por exemplo, o classico licor verde Chartreuse, de origem
francesa, que utiliza como ingrediente pétalas de cravo (ROP et al. 2012).

As flores comestiveis tém na sua constituicao proteinas, lipidios, carboidratos,
minerais e vitaminas A, B, C e E, importantes para uma alimentacdo saudavel
(NEWMAN e O’CONNER, 2009). Estas sao consideradas fontes de compostos
polifendlicos que apresentam elevada atividade antioxidante (XIONG et al. 2014). A
variedade de cores reflete os diversos tipos de carotenoides e antocianinas presentes
na composi¢cado quimica das flores. O teor de antocianinas encontra-se associado
aos niveis de flavonoides, logo a atividade antioxidante, o que as torna uma fonte de
nutracéuticos para a alimentacao humana (MLCEK e ROP, 2011; ROP et al. 2012).

A atividade antioxidante e os compostos fendlicos presentes nas flores
proporcionam diversos efeitos beneficios a saude humana. A importancia da
ingestao de alimentos que apresentem substancias com potencial antioxidante para
a prevencdo de doencas crbnicas como as cardiovasculares, cancer e doencgas
cerebrais degenerativas relacionadas com o envelhecimento, tem sido demonstrada
(LIN et al. 2012; BESBES et al. 2013; HSU et al. 2013). Estes fitoquimicos além
da acd&o antioxidante possuem caracteristicas anti-inflamatorias, antiobesidade,
hipoglicemiantes e propriedades protetoras do sistema neurologico, hepatico e
gastrointestinal (CUNNINGHAM, 2015; LOIZZO et al. 2016; LU et al. 2016).

Os extratos vegetais sdo usados como antioxidantes naturais para evitar a
oxidacao lipidica que € uma grande preocupacéao na industria de alimentos, porque
gera produtos que sao indesejaveis como a degradacao de lipidios e a producéao
de compostos volateis que podem tornar o alimento inaceitavel sensorialmente,
bem como produzir substéncias potencialmente téxicas (TABEE et al. 2008). A
industria tem utilizado preferencialmente os antioxidantes naturais, mas ainda ha
pouco conhecimento sobre a capacidade antioxidante de flores comestiveis, uma
boa alternativa para o consumidor que procura alimentos mais saudaveis (WARAHO
et al. 2011).

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar o conteudo de compostos
fendlicos de extratos de pétalas de rosas (Rosa x grandiflora Hort.) obtidos por
extracdo com ultrassom.

2| MATERIAL E METODOS

O cultivo das flores foi realizado no Setor de Floricultura do Departamento de
Fitotecnia da UFSM, localizado em Santa Maria, RS. As flores de rosa foram coletadas
de plantas cultivadas em estufa, com dois anos de cultivo, irrigadas diariamente e
sem a utilizacao de fertilizantes e produtos quimicos. As flores foram colhidas de
maneira manual, no periodo da manha e alocadas em embalagem térmica, sendo
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transportadas até o laboratorio de fisico-quimica.

A preparacdo das amostras foi realizada no laboratério de fisico-quimica
no DTCA- Departamento de Tecnologia e Ciéncia dos Alimentos da UFSM, para
isto as pétalas foram retiradas manualmente e colocadas em bandejas para pré-
secagem em estufa de circulacédo de ar forcada (Marconi®) a 55 °C por 72 horas.
Apoés foram trituradas em liquidificador doméstico (Walita Ligfaz®) e acondicionadas
em embalagens plasticas hermeticamente fechadas e submetidas a temperatura de
congelamento (-12° C) até o momento da elaboracdo dos extratos.

Para a extracao foi utilizado um banho ultrassénico USC — 1450 Unique®,
operando em frequéncia constante de 40 KHz e poténcia ultrassénica de 135 W. As
pétalas trituradas foram misturadas com o solvente (alcool etilico de cereais 96° GL)
na proporc¢ao de 1:20 (p/V) com periodo de extracédo de 120 minutos (FRANZEN et
al. 2018). Foram utilizadas duas temperaturas de extracédo, 20° e 60° C, e os extratos
foram filtrados através de papel filtro qualitativo (N° 1). Posteriormente, o filtrado
obtido foi concentrado em rotaevaporador (Evaporador Rotativo MA 120 Marconi®)
para eliminacdo do alcool. Os extratos foram colocados em um frasco ambar e
armazenados em um congelador (-12° C) até 0 momento da analise.

Para a determinacdo de compostos fendlicos totais nos extratos foi utilizado o
método de Folin-Ciocalteau com curva padréo de acido galico y=0,016x+0,1012 com
R2= 0,9961, com adaptacdes na técnica descrita por Miliaukas et al. (2004) para
estimar a concentracdo de TPC na amostra.

Em tubos de ensaio devidamente identificados foram adicionados 400 puL
de extrato, diluido 1:500 e adicionado 2 mL de Folin-Ciocalteau 2N diluido 1:10.
As solugdes foram completamente homogeneizadas e incubadas a temperatura
ambiente (27° C) durante 3 minutos. Apos, adicionou-se 1,6 mL de carbonato de
sodio 7% (Na,CO,) previamente filtrado e novamente incubou-se em banho-maria a
50° C durante 5 minutos. Apds o resfriamento das amostras foram realizadas leituras
utilizando um espectrofotbmetro UV-Vis (Biospectro, modelo: SP-220) a 760nm. O
TPC foi expresso como g de equivalentes de acido galico (EAG) por mL de extrato.
As analises foram realizadas em triplicada, para maior exatidao nos resultados.

Para obter os extratos foi utilizado um delineamento experimental inteiramente
casualizado, em esquema 1x1x2 (método de extracéo, solvente e temperaturas), com
trés repeticdes. O fator A foi composto pelo método de extracao por ultrassom. O fator
B foi composto por um solvente. O fator C foi composto por duas temperaturas: 20° e
60° C. Os resultados obtidos foram submetidos ao tratamento estatistico mediante a
Anélise de Variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelos testes de Scott-Knott,
ao nivel de 5% de significancia pelo software SISVAR (FERREIRA, 2011).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos compostos fendlicos dos extratos de pétalas rosa, obtidos
através do método ultrassom, a temperatura de 20° e 60° C, usando alcool etilico de
cereais (1:20), por 120 minutos estao apresentados no Grafico 1.
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Gréfico 1 — Compostos fendlicos totais (g mL-1) presente nas pétalas de rosas, submetidas a
extragdo com élcool etilico de cereais (1:20), por 120 minutos, através do método ultrassom em
temperaturas de 20° e 60° C.

Coeficiente de variacéo 10,46%. Fonte: Elaborado pelos autores.

De acordo com o Grafico 1, os extratos de rosa apresentaram diferenca
significativas (p<0,05) para o conteudo de compostos fendlicos totais entra as duas
temperaturas testadas, sendo que a temperatura de 60° C foi a que apresentou teor
superior de compostos fendlicos totais (28,99 g EAG mL" extrato).

Kim et al. (2013) ao analisarem a quantidade de fendlicos totais nos extratos de
plantas comestiveis, obtiveram ampla margem de variacéo de 3,13 a 72,30 mg EAG
g’ extrato, sendo a extracdo mais eficiente a realizada com etanol em comparacgéo
com outros solventes utilizados.

Wang et al. (2003) encontraram valores de 62 mg/g de compostos fendlicos
em folhas de alcachofra e 14 mg/g em frutos de alcachofra. Ao estudar a quantidade
de fendlicos do brécolis e aspargo, Sun et al. (2007) encontraram quantidades
semelhantes para os extratos metandlicos (4,9 mg/g em base seca). Ja& para os
extratos aquosos, os autores encontraram resultado maior para aspargo (4,9 mg/g
em base seca) em relacao ao brécolis (4,5 mg/g em base seca).

Estudo realizado por Asolini et al. (2006), no qual analisaram as concentracdes
de fendlicos de diversas plantas usadas como chas, os extratos etandlicos de salvia
e camomila apresentaram teores de compostos fenélicos em torno de 25 mg EAG
mL™, valor aproximado ao encontrado por Rodrigues (2016) no extrato etandlico
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(25,66 mg EAG mL" extrato) das folhas de ora-pro-nébis desidratadas, mas ambos
inferiores aos observados no presente estudo.

Segundo Pereira (2009), ao realizar analises in vitrodo contetdo de fendlicos em
extratos vegetais, observou uma relacao direta em relagdo a atividade antioxidante,
ou seja, quanto maior o conteudo de fendlicos mais elevada € a atividade antioxidante
dos extratos.

Caetano (2009) em seu estudo com residuo agroindustrial de acerola
encontrou um teor de fendlicos de 1,78 mg em equivalente de catequina mL*' em
seu extrato hidroetanélico (80%) independente da temperatura usada no processo
de extracdo. A solubilidade dos compostos fendlicos em um determinado solvente
€ uma caracteristica peculiar do fitoquimico, o que explica a inexisténcia de um
procedimento universal e aponta para a necessidade da selecéo criteriosa do método
de extracdo para cada fonte natural de antioxidante. Neste sentido, considerando
gue nos vegetais héa polifendis com polaridade diversificada, para a extracéo eficiente
destes constituintes se faz necessario o uso de solventes com diferentes polaridades
(CAETANO, 2009).

A eficacia dos solventes dependera da polaridade dos polifendis presentes na
amostra, bem como do grau de polimerizagéo e da interagcdo com outros constituintes
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

Pérez-Jiménez et al. (2008) ressaltam que para a eficiéncia do processo de
extracao deve-se combinar pelo menos dois ciclos de extracao utilizando-se solugoes
de solventes orgéanicos, com diferentes polaridades, de modo a extrair compostos
com diferentes estruturas quimicas.

Ainda que a temperatura favoreca a extracdo dos compostos fendlicos, deve-
se destacar que a mesma também podera desencadear a sua degradacdo com
possivel prejuizo da acdo antioxidante (PINELO et al., 2005; YILMAZ; TOLEDO,
2006; CAETANO, 2009).

41 CONCLUSOES

Os extratos de pétalas de rosas obtidos pelo método ultrassom com
temperaturas de 20° e 60° C apresentaram teores de compostos fendlicos relevantes
e a temperatura de 60° C foi a que apresentou maior teor desse composto. Dessa
forma, visando obter extratos etandlicos de pétalas de rosas com maior teor de
fendlicos totais, a extragdo por ultrassom é a mais indicada.

Esses resultados demonstram que a utilizagdo de extratos de pétalas de flores,
em especial a rosa, pode ser uma alternativa promissora como um antioxidante
natural em substituicdo aos antioxidantes sintéticos, pois ela apresentou segundo o
presente estudo grandes teores de compostos fendlicos em seus extratos.
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RESUMO: A grande maioria dos alimentos sofre
deterioracdo com muita facilidade e, diante
desse problema, surgiram algumas técnicas
de conservacgao dos alimentos, dentre os quais
a desidratacdo € uma das mais utilizadas. A
desidratacdo em camada de espuma (foam-
mat drying) é uma das técnicas empregadas
para a obtencdo de produtos alimenticios em
pd destacando-se por ser um método em que
alimentos sado transformados em espumas
estaveis, através de vigorosa agitacao
e incorporacdo de agentes espumantes
para, posteriormente, serem desidratados.
Desta forma, este capitulo buscou avaliar a
desidratacado das polpas de banana, cagaita e
buriti ultilizando o método de camada de espuma.
As polpas das frutas foram desidratadas em
estufade circulacéo de arforcada, atemperatura
de 70 °C, ap6s formacdo de espuma com
auxilio do agente espumante emustab. As
polpas em pd foram analisadas quanto ao pH,
teor de sélidos soluveis (SST) e solubilidade em
agua. O processo de desidratagao por camada
de espuma provocou aumento no teor de SS,
acidez titulavel e consequente diminuicdao do
pH das polpas. Todas as polpas apresentaram
alto indice de solubilidade em agua (>60%).
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O método de desidratacdo em camada de espuma foi adequado para obtencéo de
produtos finais com boas caracteristicas, que possibilitam sua aplicacao em diservos
alimentos.

PALAVRAS-CHAVE: Musa spp, Tecnologia de Alimentos, Pés Colheita.

DEHYDRATION FRUIT BY THE FOAM MAT DRYING

ABSTRACT: The vast majority of foods are very easily spoiled and, given this problem,
some food preservation techniques have emerged, among which drying is one of
the most widely used. Foam-mat drying is one of the techniques employed to obtain
powdered food products. It is a method in which foods are transformed into stable
foams through vigorous stirring and incorporation of foaming agents. to subsequently
be dehydrated. Thus, this chapter aimed to evaluate the drying of banana, cagaita and
buriti pulps using the foam layer method. The fruit pulps were dehydrated in a forced
air circulation oven at 70 ° C, after foaming with the aid of emustab foaming agent. The
powdered pulps were analyzed for pH, soluble solids content (SS) and water solubility.
The dewatering process by foam layer caused an increase in SS content, titratable
acidity and consequent decrease in pulp pH. All pulps presented high water solubility
index (> 60%). The foam layer drying method was adequate to obtain end products
with good characteristics, which allow its application in food products.

KEYWORDS: Musa spp, Food Technology, Postharvest.

11 INTRODUGCAO

A Seguranca Alimentar e Nutricional é a realizagdo do direito de todos os seres
humanos ao acesso regular e permanente a alimentos de qualidade, em quantidade
suficiente, sem comprometer 0 acesso a outras necessidades essenciais, tendo
como base praticas alimentares promotoras de saude, que respeitem a diversidade
cultural e que sejam social, econ6mica e ambientalmente sustentaveis (Lei n°
11.346, de 15 de julho de 2006). E conceito de natureza interdisciplinar, que envolve
questbes de acesso a alimentos de qualidade, praticas alimentares saudaveis,
praticas sustentaveis de producéo, cidadania e direitos humanos (BRASIL, 2004;
KEPPLE, SEGALL-CORREA, 2011).

Neste contexto, a tecnologia de alimentos consiste na aplicacédo de métodos e
técnicas para o preparo, armazenamento, processamento, controle e embalagem,
que apods a sua aplicacéo, contribuam com a transformacdo da matéria-prima em
produtos alimenticios (EVANGELISTA, 2008, GAVA, 2010, SILVA, 2000, FELLOWS,
2006), aumentando com isso a disponibilidade e variedade de alimentos para os
consumidores. Dentre os métodos de conservacdo de alimentos destaca-se a
desidratacéo e desidratacao.
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1.1 Conservacao de alimentos por desidratacao

A umidade do alimento é um importante fator intrinseco para os processos
microbiolégicos, como o desenvolvimento de fungos e bactérias (deteriorantes e
patogénicos), e também para o desenvolvimento de insetos. A remo¢ao de umidade
provoca diminuicdo da atividade de agua do produto, inibindo o desenvolvimento de
micro-organismos e retardando deterioragcdes (CANO-CHAUCA et al., 2004).

Assim, a secagem ou desidratacdo é definida por Fellows (2006) como “a
aplicacao de calor sob condi¢cbes controladas para remover, por evaporagcao a
maioria da dgua presente em um alimento”. Ela tem sido utilizada desde a antiguidade
para a conservacao de alimentos, uma vez que a agua afeta de maneira decisiva o
tempo de preservagao dos produtos, influenciando diretamente na sua qualidade e
durabilidade (GRENSMITH, 1998).

A desidratacao artificial utiliza equipamentos onde o alimento € colocado em
uma estufa e a combinacdo de ar quente utilizando circulacéo de ar na velocidade
de 0,5 m/s a 3 m/s com umidade relativa controlada, € utilizada para promover
a transferéncia de calor por conveccao para o alimento. Com a transferéncia de
calor, a agua contida no alimento muda seu estado fisico para vapor de agua que
migra com maior facilidade para a superficie do alimento e consequentemente, do
alimento para o ar dentro da estufa aumentando a umidade relativa do ar. O tempo,
temperatura e a umidade relativa do ar do processo sao fatores que precisam ser
controlados para evitar danos ou alteracdes nas propriedades fisicas e quimicas do
produto (PONTES et al., 2009).

Com a realizagao do processo de desidratacdao ocorre a diminuicdo da agua
livre no alimento e por isso, ele apresenta papel decisivo em minimizar o crescimento
microbiano e na inibicdo de reacdes bioquimicas, favorecendo o aumento do tempo
de prateleira, maior estabilidade e compactacéo, o que facilita o transporte do fruto.
Além disso, agrega valor ao produto, o que pode levar ao aumento da renda dos
produtores de frutas (PESSOA; EL-AOUAR, 2009).

1.2 Desidratacao pelo processo de Camada de Espuma (Foam Mat Drying)

A desidratacdo em camada de espuma (foam mat drying), que tem como
caracteristica a rapida desidratacéo de alimentos liquidos e pastosos como sucos,
puré e polpas de frutas (MARQUES, 2009). Por este método os alimentos liquidos
ou semiliquidos séo transformados em espumas estaveis através de vigorosa
agitacéo e incorporagcao de agentes espumantes, de ar ou outro gas transformando
o alimento numa espuma estavel, para posteriormente, serem desidratados (KARIN;
WAL, 1999; SILVA et al., 2008). Esta espuma é submetida a desidratacao utilizando
ar aquecido, até o teor de agua desejado onde ocorre a desintegracdo da massa
seca em escamas e, finalmente a obtencéo do p6 (GURJAO, 2006; BASTOS et al.,
2005).
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A desidratacdo em espuma ganhou aten¢gdo como uma nova técnica porque néo
apresenta grandes problemas associados aos métodos tradicionais de desidratacéao,
tais como dificuldades de reidratacao, perfil sensorial desfavoravel e longo tempo de
desidratacdo (KUDRA, RATTI, 2008; AZIZPOUR et al., 2016).

As vantagens desse método sdo o fato de utilizar baixas temperaturas e
tempos curtos de desidratacao, ser relativamente simples e barato (JAKUBCZYK et
al., 2010, KADAM, BALASUBRAMANIAN, 2011) e remocéo de forma mais rapida a
agua presente no produto e obtencéo de um produto poroso facilmente reidratavel
(DANTAS, 2010, KADAM et al., 2010). Essas vantagens podem ser atribuidas a
maior area de superficie exposta pelo alimento ao ar aquecido, o que favorece ao
processo de remocao da umidade (KARIN; WAI, 1999; ABBASI, AZIZPOUR, 2016).
Segundo Apenburg (1971), o produto obtido pelo processo foam-mat tem qualidade
comparavel ao obtido pela secagem a vacuo ou por liofilizacéo, tendo como vantagem
o baixo custo de processamento aliado a boa reten¢éo do aroma e sabor e facilidade
de reconstituicdo em agua e tem pouco efeito sobre o valor nutricional dos alimentos.

1.3 Banana (Musa spp.), Buriti (Mauritia flexuosa) e Cagaita (Eugenia dysenterica)

A banana é uma fruta amplamente consumida pelos brasileiros e representa
a segunda fruta mais produzida no pais, atras somente da laranja. Em 2017, a
producdo de banana no Brasil foi de 7.185 milhdes de toneladas, numa area de
486,8 mil hectares, tendo um acréscimo de 6,23% na producao, em relagdo a
2016. O Brasil, como grande produtor mundial de banana, tem 98% da produgao
destinada predominantemente ao mercado interno (ANUARIO BRASILEIRO DA
FRUTICULTURA, 2018).

A cagaita (Eugenia dysenterica) € um fruto de forma esférica. Quando maduro,
apresenta coloracdo amarelo-claro e sabor ligeiramente acido. O fruto apresenta
formato oval, achatado ou elipsoide, com massa de 14 a 20 gramas, sendo o epicarpo
membranoso e de brilho intenso, e o mesocarpo e o endocarpo, carnosos (SILVAetal.,
2015a, 2015b; SILVA, 2016). E um fruto com teor significativo de fibras alimentares,
vitaminas, minerais e baixo valor energético (cerca de 20 a 29 kcal em 100 gramas).
Possui alto teor de umidade, aproximadamente 95%, e quantidades consideraveis
de acidos graxos essenciais, principalmente acido linoleico (w-6), cerca de 10,5%, e
acido linolénico (w-3), cerca de 11,8% (SILVA, 2016, REIS, SCHMIELE, 2019).

A planta Mauritia flexuosa pertence a familia boténica Arecaceae, conhecida
popularmente pelos nomes: buriti, miriti, palmeira-do-brejo, moriche, aguaje ou
carangucha (FERREIRA, 2005, FILHO, 2017). As inflorescéncias sao ramificadas
e podem variar de 2,5 — 3,7 metros de comprimento; os frutos sdo de coloracéo
marrom-avermelhada e coberta por escamas sobrepostas, e as folhas possuem
cerca de 3 a 5 metros de comprimento (MARTINS et al., 2006, COSTA, 2017).
Uma palmeira produz em média entre 150 e 200 kg de frutos/ano e cada fruto pesa
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cerca de 50 g, a sua polpa € macia, de coloracdo amarela escura, da qual se pode
extrair o 6leo (SHANLEY, MEDINA, 2005, FILHO, 2017). De acordo com Aguiar e
Souza (2017) a polpa de buriti possui altas quantidades de carotenoides, polifendis
e acido ascérbico, apresentando potencial para ser usado na prevencao de doencgas
causadas pelo estresse oxidativo.

Apesar do grande potencial de producdo observa-se elevadas perdas pos-
colheita na fruticultura. Segundo dados da FAO (2013), 54% do desperdicio de
alimentos no mundo ocorre na fase inicial da producdo, manipulagao pos-colheita e
armazenagem. Os 46% restantes ocorrem nas etapas de processamento, distribuicao
e consumo. Percebe-se entado a necessidade de aumento de pesquisas na area a fim
da reducéao do desperdicio.

Uma das formas de aproveitar melhor a matéria-prima sazonal € utilizando a ou
desidratacéo que diminui o teor de agua e aumenta a duragao deste produto, diminui
o volume e com isso, melhora a logistica e distribuicdo. Neste capitulo o método de
desidratacdo em camada de espuma é discutido como uma tecnologia para da polpa
de banana, buriti e cagaita.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo das frutas

As bananas (Musa sp.) foram coletadas e submetidas a limpeza, visando a
retirada de restos florais e eliminacéo de latex, e para isso foram imersas em tanques
de lavagem contendo agua e detergente neutro (0,5 L de detergente para 8.000 L
de agua). Os frutos foram manualmente descascados e macerados para obtencao
da polpa.

Os frutos da cagaita (Eugenia dysenterica) foram lavados em agua corrente e
sanitizados com solucéo clorada 5 ppm por 15 minutos e drenadas em escorredor
para retirada do excesso de agua. Os frutos foram despolpados em processador
industrial e homogeneizados em peneira para retirada das sementes.

Os frutos maduros de buriti (Mauritia flexuosa L.f.) foram selecionados (retirando
impurezas), lavados em agua corrente e imersos em agua por um periodo de 24 a
48 horas, para facilitar a extracédo da polpa. A casca foi cuidadosamente removida de
cada fruto utilizando uma colher e o despolpamento realizado manualmente.

2.2 Desidratacao das polpas das frutas por camada de espuma

A espuma foi preparada misturando em batedeira doméstica 300g da polpa de
cada uma das frutas (banana, cagaita e buriti) juntamente com 45 g emustab e 1g
acido citrico por 30 minutos para a formacao de uma espuma porosa e estavel.

A desidratacdo foi realizada na temperatura de 70°C em secador de cabine
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(SANAKY, PD-25, Minas Gerais, Brasil). O alimento solido foiespalhado uniformemente
sobre uma bandeja com fundo tipo tela (de metal ou plastico) a uma espessura de
10 mm a 100 mm (Celestino, 2010). A circulacéo de ar no secador € realizada por
um ventilador situado atras de resisténcias elétricas usadas para o aquecimento
do ar de entrada e o controle da temperatura é por meio de um termostato. Apés o
processo, o secador foi aberto e as bandejas descarregadas.

2.3 Determinacgoes Fisico-Quimicas

Teor de Umidade e Soélidos Totais

Para a determinacéo do teor de umidade foi realizada desidratacéo direta em
analisador de umidade por infravermelho modelo Mb27 (OHAUS, Barueri, Brasil) a
160°C até peso constante.

Analises de Acidez Titulavel (AT), pH e Sdlidos Soluveis (SS) do po

A determinacao de acidez titulavel foi realizada por titulagdo com solugcéo de
NaOH (0,01N) e indicador fenoftaleina (1AL, 2005).

A analise de pH foi realizada diretamente em potencibmetro de bancada da
marca modelo FT-P21 (HANNA, Sao Paulo, Brasil) previamente calibrado com
assolucdes de pH 7,01; 4,01 e 10,01 conforme orientagdes do fabricante.

O teor de solidos soluveis foi determinado em refratdmetro manual com escala
de 0 a 80 °Brix e precisao 1°Brix e expresso em °Brix.

Solubilidade

A solubilidade das amostras foi determinada pelo método descrito Cana-Chauca
et al. (2004), onde 1 g de po6 foram diluidas em 100 mL de agua destilada em um
béquer com capacidade de 250 mL sob agitagao a 2500 rpm por 5 minutos. A solu¢ao
foi centrifugada a 2500 rpm por 5 minutos. Aliquotas de 20 mL do sobrenadante foram
transferidas para placas de aluminio e submetidas em estufa a 105°C por 2 horas.
Os percentuais de solubilidade foram calculados a partir da diferenca entre a massa
final e a inicial do material na placa utilizando S (%)= 100x((Mseca)/Minicial), onde S
€ a solubilidade percentual (%); Mseca € a massa de amostra ap0s a desidratacéao
em estufa (g) e Minicial € massa de amostra pesada inicialmente (g).

31 RESULTADOS

3.1 Teor de Umidade e sdlidos totais

O teor de umidade das polpas desidratadas (pd) obtido pela desidratacao
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em camada de espuma foi de 9,62, 7,80 e 7,38 % para banana, buriti e cagaita,
respectivamente. A umidade representa o teor de agua contido no alimento, que pode
ser classificado como agua livre do alimento ou presente na superficie do alimento
e que pode ser facilmente evaporada, agua encontrada no interior do alimento, sem
combinar-se quimicamente com o mesmo (lAL, 2005).

O objetivo principal da desidratacdo é a reducao do teor de agua presente
no alimento, que levara a inibicdo do crescimento microbiano responsavel pela
deterioracdo dos alimentos (TRAVAGLINI et al., 1993, DANTAS, 2010).

N&ao existe uma legislacdo que determine a porcentagem de agua presente em
frutas desidratadas. Porém a ANVISA (BRASIL, 2005a), determina umidade maxima
de 25% para frutas secas e desidratadas e 15% para farinhas, amidos de cerais e
farelos (BRASIL, 2005b). Sendo assim, os resultados obtidos estdo dentro do limite
estabelecido para frutas secas e farinhas, amidos de cerais e farelos (BRASIL, 2005).
(BRASIL, 2005).

3.2 Analises de acidez titulavel (AT) e sélidos soluveis (SS) do p6é

A desidratacdo por camada de espuma aumentou o teor de acidez titulavel
e consequente diminuiu o pH, quando comparado as polpas in natura. Essa
caracteristica se deve a adi¢cao do acido citrico e do agente emustab que provoca
concentracao de ions H* conforme a umidade diminui (FREITAS et al., 2018).

Quanto a acidez titulavel e pH, os resultados para as polpas desidratadas foram
de 0,63 g/100 g de acido malico e 3,95 para a banana; 0,65 g/100 g de acido malico
e 3,6 para a cagaita; e, 0,55 g/100 g de acido malico e 4,2 para o produto em p6 do
buriti; respectivamente.

Os acidos orgéanicos sao frequentemente adicionados aos alimentos como
acidulantes e conservantes, para inativacdao ou inibicdo do crescimento de micro-
organismos deteriorantes e patogénicos de origem alimentar. A inativacdo ou
inibicdo microbiana pelos acidos orgénicos esta relacionada a funcéo do pH, do
pKa, e do numero de constantes de dissociacdo associados com um acido, o qual é
conhecido por atingir a membrana bacteriana, o pH intracelular, e a quelagcéo de ions
(GURTLER; MAI, 2014; FREIBERGER, 2016).

Na producdo de fruta desidrata, adicionou-se o acido citrico devido as
propriedades acidulante, palatabilidade, a toxicidade, facilidade de assimilacéo pelo
organismo humano, tamponamento e sequestramento de ions. Cerca de 70% da
producédo deste acido é utilizada pela industria de alimentos, 12% pela industria
farmacéutica e 18% por outras industrias (ALMEIDA, 2011, FREIBERGER, 2016).

De acordo com Silva et al. (2015) o teor de sélidos soluveis totais é uma
caracteristica de interesse para produtos alimenticios, pois o0 mercado consumidor
prefere frutos doces. O processo de desidratacdo por camada de espuma provocou
aumento no teor de sélidos soluveis quando comparado as polpas in natura. O
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aumento no teor de soélidos soluveis € consequéncia da perda de umidade dos
alimentos durante a desidratacdo, que provoca a concentracdo dos acgucares
naturalmente presentes nas polpas. O processo de desidratacdo provocou aumento
de 5 a 10 °Brix no teor de sélidos solUveis quando comparado as polpas in natura.
Os resultados de sélidos soluveis foram de 31,7, 21,0 e 20,5 °Brix para o produto em
p6 da banana, cagaita e buriti, respectivamente.

O aumento no teor de soélidos soluveis também foi relatado para a desidratacéo
em camada de espuma em frutos de jenipapo e araga-boi quando usado o aditivo
emustab (PINTO, 2009; SOARES, 2009).

3.3 Solubilidade

A solubilidade é o critério mais confiavel para avaliar o comportamento do po6
em solucédo aquosa. A adicéo de emulsificantes em combinagdo com desidratacao de
camada de espuma faz com que ocorra a porosidade das amostras em consequéncia
da incorporacéo de ar durante a etapa de mistura e formacao da espuma (CRUZ,
2013).

A solubilidade se relaciona com a quantidade de moléculas soluveis em agua,
0 que pode ser verificado pela comparacao entre os valores de solubilidade em agua
e os teores de soélidos soluveis totais das amostras (FERREIRA et al., 2015).

O indice de solubilidade do pé das polpas de frutas desidratadas pelo processo
de desidratacdo em camada de espuma neste estudo foi de 69, 72, e 64 % para o
produto desidratado de banana, cagaita e buriti, respectivamente.

Valores comparaveis com os observados neste estudo foram descritos por
Severo (2016), que verificou indice de solubilidade em agua para a banana prata
em pb de 76,18%. A tendéncia a aglomeracdo das particulas durante o teste de
solubilidade para a desidratacdo por camada de espuma analisada por Queck et al.
(2007) contribuiu para que os sumos de melancia secos em menores temperaturas
tivessem maior taxa de solubilidade em agua. Conforme Nadeem et al. (2011) quanto
mais estavel for o processo de desidratacdo mais bolhas serdo formadas na camada
de espuma o que contribui para a porosidade e aumento da solubilidade do p6 em
agua.

41 CONSIDERACOES FINAIS

A desidratacao foi eficiente pelo fato de reduzir a atividade de agua no produto,
aumentando a concentracédo de solidos soluveis que apresentam correlacdo com
teores de acucares e acidos organicos. O pd das polpas de frutas obtido apds o
processo de desidratacdo apresentou elevada solubilidade indicando potencial
para aplicacdo no desenvolvimento de produtos instantaneos, ou ingredientes que
necessitam de ingredientes com maior solubilidade.
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Concluiu-se que a producao do po6 obtido utilizando o processo de desidratacao
em camada de espuma a partir da polpa de bananas apresenta viabilidade
tecnolégica e que a técnica é adequada para producdo de um produto final com
boas caracteristicas fisico-quimicas, que apresenta potencial para ser utilizado no
desenvolvimento de produtos com maior valor agregado.
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CAPITULO 16
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RESUMO:Este trabalho foi desenvolvido para
avaliar o efeito de diferentes métodos de abate
sobre os indicadores de qualidade da tilapia do
Nilo (Oreochromis nildticus) resfriada. Foram
aplicados trés métodos de abate: choque
elétrico (ChE), mistura gasosa (CO,N) e
hipotermia (AG), em 33 exemplares de tilapia
para cada tratamento. Como indicadores
fisico-quimicos de qualidade foram realizados
a determinacédo indice de rigor mortis, (ATP)
trifosfato de adenosina e seus produtos
degradados. As amostragens ocorreram em
um periodo de 26 dias correspondendo aos
tempos 0, 3, 5, 24, 120, 192, 288, 456 e 624
horas. O tempo de abate foi significativamente
diferente entre os tratamentos, variando de
3 a 62 minutos. O abate por ChE retardou a
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entrada no rigor mortis, embora o tempo de
resolucédo do rigor tenha sido semelhante em
todos os tratamentos. O conteudo de ATP e
dos seus catabolitos encontrados neste estudo,
nao apresentaram diferenga significativa entre
os tratamentos, embora o abate por CO,N
tenha apresentado valores superiores a 5,46
mmol/g. Algumas variagdes foram observadas
nos niveis de AMP e no valor de K para o abate
por CO,N. As metodologias de abate utilizadas
neste estudo mostraram-se eficientes para o
abate da tilapia em relacéo a estabilidade do
peixe mantido refrigerado. Do ponto de vista
humanitario, observou-se a viabilidade de
utilizagdo do choque elétrico como método
eficaz de abate, por provocar uma morte rapida
e segura, sem promover sofrimento excessivo
para o animal.
PALAVRAS-CHAVE:
rigor mortis.

choque elétrico, ATP,

EFFECT OF THREE METHODS OF
SLAUGHTER ON THE QUALITY INDICATORS
OF MEAT OF TILAPIA (Oreochromis niloticus)

REFRIGERATED

ABSTRACT: This study was conducted to
the effect of different
methods of the quality indicators of cooled Nile

evaluate slaughter

tilapia (Oreochromis niloticus). We applied three
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methods of slaughter: electric shock (ChE), gas mixture (CO2N) and hypothermia (AG)
in 33 specimens of tilapia for each treatment. As physico-chemical indicators of quality
were determine the rigor mortis rate, (ATP) adenosine triphosphate and its degraded
products and pH analysis. The samples occurred in a period of 26 days corresponding to
times 0, 3, 5, 24, 120, 192, 288, 456 and 624 hours. Time of slaughter was significantly
different between treatments, ranging from 3 to 62 minutes. The slaughter by ChE
delayed the entry into rigor mortis, although the time resolution of rigor have been
similar for all treatments. The content of ATP and its catabolites found in this study did
not show significant differences among treatments, although the slaughter by CO,N has
presented values above 5.46 mmol/g. The methods of slaughter used in this study were
effective for the slaughter of tilapia in relation of the stability of the fish kept refrigerated.
From a humanitarian perspective, we observed the feasibility of using electric shock as
an effective method of killing, by causing rapid death and safely without causing undue
suffering to the animal.

KEYWORDS: electric shock, ATP, rigor mortis.

11 INTRODUGCAO

A tilapia, Oreochromis niloticus compde 0 grupo de peixes que mais cresce
em termos de comercializagdo mundial. E o segundo grupo mais produzido
mundialmente, e apesar das imprecisdes estatisticas, estima-se ser o género mais
produzido no Brasil (ZIMMERMANN & FITZSIMMONS, 2004), estando seu cultivo
concentrado em maiores propor¢cdes nas regides nordeste e sul. este grupo possui
caracteristicas organolépticas e nutricionais desejaveis, tais como baixo teor de
gordura e auséncia de espinhos em forma de “Y”, caracteristica interessante para a
producéo de filés (BORGHETTI & OSTRENSKY, 1999; STEVANATO et al., 2005).

O controle de qualidade do pescado e a segurang¢a do alimento sdo fundamentais,
pois € a commodity alimentar mais comercializada internacionalmente (HUSS,
2003). Mas a qualidade dos peixes também deve abranger aspectos éticos durante
a producao (LAMBOOLJ et al., 2006). Além de fatores como o abate, as préprias
caracteristicas quimicas e estruturais da carne de pescado provocam aceleradas
alteragdes, que proporcionam a deterioracdo do pescado (MELO FRANCO &
LANDGRAF, 1996). A atencédo e preocupac¢do com o estresse na piscicultura tém
aumentado consideravelmente nos ultimos anos, por ser uma questdao importante
no bem-estar dos peixes (ASHLEY, 2007), e também pelos efeitos negativos na
producéo (URBINATI & CARNEIRO, 2004) e na alteracéo dos atributos de qualidade
da carne (LAMBOOILJ et al., 2002).

Diferentes métodos de atordoamento e abate sdo comumente usados em
peixes provenientes da pesca e da aquicultura. Estes métodos consistem em
narcose por CO,, insensibilizagédo por choque elétrico, percussédo medular, asfixia,
banho de sal, pela mistura do gelo mais agua ou apenas gelo (POLI et al., 2005).
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Alguns desses métodos vém sendo pesquisado visando desenvolver uma maneira
de minimizar o sofrimento durante o abate, tornando os peixes menos sensiveis a
procedimentos estressantes antes da morte. Além das consideracbes éticas para
minimizar o sofrimento dos peixes, também ha razbes econémicas e comerciais, ja
que a qualidade da carne é reduzida em peixes submetidos ao estresse pré abate
(ACERETE et al., 2009).

Para avaliar a qualidade no pescado fresco, varios indicadores tém sido
utilizados por diferentes autores (PARISI et al., 2002;. LOUGOVOIS et al., 2003).
Entre os indicadores bioquimicos, alguns estdo mais relacionados a deterioracao
carne, tais como as concentragdes de aminas, amoénia, trimetilamina, dimetilamina,
e compostos de peroxidacao lipidica. Um bom indicador de frescor € a degradacao
dos nucleotideos expressos como indicadores como o valor K (HUSS et al., 1992).

A manipulagcédo inadequada do pescado no pré abate pode levar a carne a
uma deterioracdo mais rapida (SIGHOLT et al., 1997), pois a captura e 0 método
de insensibilizacdo ou abate podem ter uma grande influéncia sobre a degradacéao
muscular pos-mortem causando mudancgas no inicio e resolugcdo do rigor mortis
(TORNBERG et al., 2000). O presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito
de diferentes métodos de abate sobre a qualidade da tilapia do Nilo (Oreochromis
niloticos) resfriada, utilizando como indicadores de qualidade, a dinamica de inicio
e resolucao do rigor mortis, pH muscular, degradacéo de ATP e seus catabdlitos.

2| MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 99 exemplares de tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus), com
peso médio de 535,1 + 121,36 g e comprimento total médio de 32,93 + 2,35 cm,
adquiridos em uma piscicultura situada na regidao de Pirassununga, SP. Os animais
foram transportados vivos até o Laboratério de Aquicultura da Universidade de
Sao Paulo- USP, Campus Pirassununga, estocados em viveiros de alvenaria com
capacidade de 5000L de agua com renovacéo continua e mantidos em jejum por 48h
até o momento do abate.

Trés métodos de abate foram aplicados, utilizando-se 33 peixes para cada
tratamento: a) Eletronarcose (ChE): os peixes foram colocados em uma caixa
plastica com capacidade total de 120L, preenchida com 80L de agua da rede publica
de abastecimento. Para ajuste da condutividade elétrica pré-estabelecida em 700uS,
foi adicionada a agua do abate uma salmoura supersaturada de cloreto de sédio.
Foi aplicada uma corrente elétrica de 154 V e 8,0 A, durante 120 segundos, tempo
este suficiente para promover a morte dos animais. b) Asfixia gasosa (CO,N): foi
utilizada uma caixa plastica com capacidade de 120L preenchida com 80L de 4gua
em temperatura ambiente, na qual foi adicionada uma mistura de gases composta por
70% de CO, (gas carbonico) e 30% de N (nitrogénio) através de um difusor e pedra
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porosa. Os peixes permaneceram na caixa até a morte de todos os exemplares. c)
Hipotermia (AG): uma mistura de agua e gelo na proporcéo de 2:1 foi adicionados
em uma caixa plastica com capacidade de 120L, e volume da mistura de 80L onde
foram colocados os peixes e mantidos até a morte.

Os parametros da agua como oxigénio dissolvido, condutividade elétrica, pH e
temperatura, foram verificados antes e depois do abate, utilizando um medidor multi-
parametro (Horiba, modelo U-10). Para todos os tratamentos, o ébito foi constatado
pela auséncia de reflexos ao estimulo da linha lateral com utilizac&o de alfinete e pela
auséncia de movimentos do opérculo, aplicados a uma amostra de cada tratamento.
Também foram registrados o tempo de morte e 0 comportamento dos peixes em
cada tratamento.

A amostragem foi realizada em 0, 3, 5, 24, 120, 192, 288, 456 e 624 horas ap0s
a morte, totalizando um periodo de 26 dias. Depois de constatada a morte, todos os
peixes de cada tratamento foram medidos (comprimento total) e pesados utilizando
ictibmetro e balanca digital, identificados com etiquetas e submetidos a afericdo do
indice de rigor mortis inicial. Com o prop0ésito de identificar o momento da instalacao
do rigor, trés peixes de cada tratamento foram submetidos a afericdo do indice de
rigor (IR) a cada 15 minutos, segundo a metodologia descrita por BITO et al. (1983).
Os peixes foram acondicionados em caixas isotérmicas com camadas alternadas
de gelo e mantidos durante todo o periodo de amostragem em camara fria a 4,0°
C. Trés peixes por tratamento foram utilizados para cada um dos nove tempos de
amostragem.

As concentracodes de trifosfato de adenosina (ATP) e seus produtos degradados:
monofosfato de adenosina (AMP), monofosfato de inosina (IMP), inosina (HxR)
e hipoxantina (Hx) foram determinadas por cromatografia liquida de alta pressao
(Hight Pression Liquid Cromatrography- HPLC) de acordo com Burns et al. (1985).
Para a fase movel foi utilizado uma solugao de KH,PO, (0,6M) com um fluxo de
1,4mL/min em coluna analitica de fase reversa (RP 8M PLC, dimensdes: 4,6mm X
10cm, tamanho da particula de 10um, embutido em uma coluna protetora, 4,6mm
x 3cm, tamanho da particula de 10um). O valor K foi determinado pela razéo entre
a quantidade total de HXR e Hx e a quantidade total de ATP e seus produtos de
degradacdo no musculo, segundo a equacéao [1] descrita por SAITO et al. (1959).

[HxR] + [Hx]

0 —_ —_—
K( !’{1) "~ [ATP]+[ADP]+[AMP] + [IMP]+[HxR]+[Hx]

x 100

[1]

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com trés tratamentos
e trés replicas para cada tempo. As analises fisico-quimicas foram feitas em triplicata.
Para atender as pressuposicoes de analise, a normalidade foi determinada pelo
teste de Shapiro-wilk e D’Agostino-Pearson, e homocedasticidade das variancias
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pelo teste de Cochran (p<0,05). Foi realizada analise de Varidncia (ANOVA) fatorial
dois efeitos, ou seja, tratamento x tempo, considerando p<0,05. Nos casos em que
houve diferencas significativas foram aplicados o teste de Tukey e o método néo
paramétrico de Friedman, a um nivel de significancia de 5%.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos de abate diferenciaram principalmente no tempo decorrido até a
constatagao da morte dos animais, variando de 3 a 62 minutos. A condutividade
elétrica pré-estabelecida em 700 uS foi suficiente para conduzir de maneira uniforme
acorrente elétrica no tratamento com choque elétrico. Lambooij et al. (2006) utilizaram
uma condutividade superior de 876 uS para o abate do bagre africano com diferentes
voltagens. Os demais parédmetros de qualidade de dgua observados mantiveram-se
sem alteracdes significativas (TABELA 1).

TA TEMP (°C) OD (mg/L) COND (uS) pH
Tratamento ; . 3 . - . . - -
min Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim Inicio Fim
ChE 3 25,0 21,7 5,45 6,15 700 722 5,02 6,14
CO,N 62 25,0 24,6 5,46 5,47 0 0 4,87 4,81
AG 21 1,5 0,8 17,00 19,00 0 0 5,22 5,95

TABELA 1. Tempo total de abate e pardmetros de qualidade da agua durante a aplicagéo dos
trés métodos de abate por eletronarcose (ChE), mistura gasosa (Co,N) e hipotermina (AG).

TA= Tempo decorrido desde a aplicagdo do método até a morte (minutos), TEMP= temperatura, OD=0Oxigénio
dissolvido e COND= Condutividade.

Foi observado que apds 2 segundos os peixes submetidos a corrente elétrica
nao apresentavam mais movimentos. Baseado em pesquisa piloto anterior, 0 tempo
de exposicao a corrente elétrica foi estendido visando garantir o abate. Roth et al.
(2002), descreveram a eficiéncia da corrente elétrica como método de insensibilizagao
do salmé&o do atlantico (Salmo sallar), combinado com métodos complementares de
abate como a perfuracéo branquial.

A quantidade de energia consumida no musculo do peixe durante o abate por
choque elétrico depende do tipo de corrente elétrica utilizada: corrente continua
(CC), corrente alternada (CA) e da for¢ca do campo elétrico (MITTON e MCDONALD,
1994; BARTON e GROSH 1996) e duracao da corrente (CHIBA et al., 1990). Robb et
al. (2000) mostraram que a estimulacao elétrica da musculatura dos peixes acelerou
o processo de rigor mortis. O abate por eletronarcose pode produzir movimentos
bruscos causando quebra das vértebras e ruptura dos vasos sanguineos (KESTIN
et al., 1995), o que pode resultar em manchas de sangue (VAN DE VIS et al., 2003).
Por outro lado Robb et al. (2003) recomendam eletricidade como melhor método de
abate para o salméo quando comparado com o dioxido de carbono que causou uma




resolucéo precoce do rigor.

Ao observar o comportamento dos peixes durante a aplicagdo dos métodos
de abate, foi possivel identificar o tempo exato em que os animais apresentaram-
se atordoados ou insensibilizados. No tratamento com ChE, a insensibilizagdo foi
instantanea, Lambooij et al. (2006) relataram insensibilizacdo instantanea para o
abate do bagre africano com corrente de 226V. Nos tratamentos com CO,N e
AG o tempo de insensibilizacdo foi de 38 e 14 minutos, respectivamente, valores
proximos aos encontrados por Acerete (2009), durante a insensibilizacdo do sea
bass (Dicentrarchus labrax) com tempos de 16 mim para hipotermia € 34 mim
para narcose com CO,. Neste estudo, no tempo decorrido até a insensibilizagéo
aparente, as tilapias mostraram agitacéo, boquejamento e mudanca na intensidade
da coloracéo da linha lateral. No abate por hipotermia (AG), a dgua apresentou
coloragcédo avermelhada, sugerindo a ocorréncia de sangramento branquial.

A utilizacdo de métodos de abate de forma ética e que promovam o bem estar e
a qualidade sao questbes importantes que devem ser aplicadas na aquicultura. Sabe-
se que a resolucéo do rigor mortis esta condicionada a degradacao de ATP, estando
o rigor pleno caracterizado pela diminuicao dos valores desse metabolito. Neste
estudo o inicio do rigor mortis apresentou diferenca significativa para o tratamento
com ChE, que ocorreu 3h e 30 minutos depois dos demais tratamentos. No entanto,
o momento pés-rigor instalou-se de forma semelhante para os trés métodos. Embora
nao tenha ocorrido diferenca entre os tratamentos no pés rigor (p<0,05), o abate
por ChE nos tempos entre 120 e 300 minutos apresentou diferengca em relacéo ao
mesmo tempo para os demais tratamentos (FIGURA 1).
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FIGURA 1. Dindmica do indice de rigor mortis em tildpias abatidas por choque elétrico (ChE),
mistura de gases (CO,N) e hipotermia (AG), mantidas resfriadas. *Diferenca significativa nos
tempos entre os tratamentos (p<0,05).

Segundo Sebastio et al. (1996), a resolugcao do rigor se deve principalmente
a acao enddégena de enzimas proteoliticas e da acdo microbiana, que resultam na
deterioracdo das proteinas miofribilares. Amlacher (1961), relatou que o rigor mortis
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pré determina decisivamente a vida de prateleira do pescado fresco. O rigor mortis
pode ser definido como uma contracédo muscular lenta, embora intensa e irreversivel,
qgue ocorre paralelamente a reducéo dos valores de ATP muscular a niveis inferiores
a 1,0 ymol/g (GREASER, 1986) ou com a degradacédo de 95% deste metabdlito.
Este fenbmeno se instala quando os niveis de ATP estao exauridos de modo que 0s
filamentos musculares perdem a capacidade de deslizar tornando o musculo rigido
(KNOWLES et al., 2008).

Neste estudo ndo foram observadas oscilagdes nas concentracbes de ATP no
mesmo tratamento. N&o houve diferenga entre os tratamentos, embora o abate por
CO,N tenha apresentado valores superiores quando comparados com os demais.
Quando relacionados o indice de rigor mortis com os valores de degradacao de ATP,
pode-se observar uma tendéncia linear no abate por ChE (FIGURA 2), o que nao
ocorreu para os demais métodos. Este fato pode ser explicado pela rapidez com a
qual o abate por ChE promove a morte, evitando assim um estresse excessivo. Nos
abates por mistura gasosa e hipotermia o peixe entrou em rigor quando as reservas
de ATP ainda estavam em 3,03 e 2,22 ymol/g, respectivamente.
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5.00 6.00
o5 4.00 ¢ = 5.00 -
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E 3.00 - E .
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2 20 =
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FIGURA 2. Relagao ATP x indice de rigor mortis em tilapias submetidas ao abate por
eletronarcose (ChE), mistura gasosa (CO,N) e hipotermia (AG).

A ocorréncia do rigor mortis esta relacionada aos efeitos da temperatura
de armazenamento. Um fato que pode ocorrer no peixe abatido por hipotermia e
estocado em gelo, que ainda possuem reservas de ATP muscular é o fenémeno




“cold shock, termo usado para descrever um estado de rigidez muscular (PEREZ et
al., 2001). Nambudiri & Gopakumar (1988), estudaram peixes tropicais e mostraram
que ha diferencas entre o “cold shock” e o rigor mortis principalmente no que se
refere ao contetdo de ATP presente no musculo no momento que o rigor € instalado
e observaram que o estado de “cold shock” ocorreu quando 40% da concentracao
de ATP ainda estava presente no musculo (ALMEIDA et al., 2005).

O inicio do rigor ocorre quando o contetudo de ATP do musculo diminui atingindo
um nivel critico. Ao alcangar essa concentragdo, a actina e miosina das miofibrilas
associam-se formando complexos de actomiosina, o qual promove a contracao
muscular irreversivel, promovendo o rigor mortis (PATE & BROKAW 1980). Fraser
et al. (1976) encontraram valor de ATP de 1,25mmol/g no inicio do rigor mortis do
bacalhau. O contetdo de ATP e dos seus catabolitos encontrados neste estudo, ndo
apresentaram diferenca entre os tratamentos. Algumas variagdes foram observadas
nos niveis de AMP e no valor de K para o abate por mistura gasosa (FIGURA 3). Este
fato pode estar ligado a dindmica experimental, ja que o modelo aplicado n&o permitiu
gue os mesmos exemplares fossem utilizados em todos os tempos de amostragem.
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FIGURA 3. Degradacéo do ATP (A) e seus catabolitos (adenosina monofosfato -AMP(B),
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inosina nonofosfato -IMP(C), inosina - INO(D), hipoxantina - HX (E) e K (F), no abate da tilapia
por eletronarcose (ChE), mistura gasosa (CO,N) e hipotermia (AG).

O valore de K logo ap6s o abate nao ultrapassa 10%, aumentando de forma
gradual como consequéncia do desdobramento das enzimas. Neste estudo o
percentual de K aumentou de 2,2% nas 24h para 52,2% nas 624 horas para o abate
por CO,N, sendo esta a maior variagdo entre os tratamentos. De acordo com os
limites de K como indicador de frescor, apenas o abate por AG manteve-se dentro do
limite considerado fresco até a 6242 hora. Perez et al. (2001) observaram que o valor
K em hibridos de cachara, armazenados a 0°C, n&o ultrapassou 20% até o 14° dia
de estocagem em gelo. Ryder et al. (1984) estudaram o “jack mackerel” (Trachurus
novaezelandiae) , estocado em gelo e observaram que ocorreu uma variacdo do
valor K de 2% a 60%. Batista et al. (2004) analisou o valor de K para matrinxa e
observou que houve um aumento de 2% no primeiro dia para 19% apds 16 dias de
armazenagem refrigerada. Hatula et al. (1993) estudaram o “whitefish” (Coregonus
wartmanni) que foi considerado aceitavel, quando apresentou valor K acima de 80%.
Perez et al. (2001) concluiram que o valor K pode ser usado como indicador de
qualidade para o consumo do peixe na forma de “sashimi” (peixe cru) e como indice
de frescor durante o tempo de vida util.

41 CONCLUSOES

Ométodode abate ndoinfluenciana qualidade final dacarne datilapiarefrigerada.
E recomendavel a utilizacdo do abate por eletronarcose por ter demonstrado uma
interferéncia positiva na velocidade de entrada em rigor mortis a na degradagao do
ATP.
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RESUMO: A criacdo de Tilapia do Nilo & um
dos tipos de piscicultura mais difundida em
todo o0 mundo e esta presente em todos os
continentes, neste tipo de criacdo, sistemas
intensivos caracterizados por serem ambientes
de alto risco e produtividade sdo amplamente
empregados, entretanto o estresse proveniente
desses sistemas levam a reducdo da taxa de
crescimento bem como supressao das funcdes
imune e reprodutiva dos peixes. O Cogumelo
Agaricus  brasiliensis  desperta  grande
interesse cientifico e econémico, devido a suas
propriedades imunoldgicas e antioxidantes,
podendo ser utilizado na piscicultura e
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aquicultura. Dessa forma o objetivo desse
trabalho foi avaliar através de ensaio clinico os
efeitos da suplementacdo deste cogumelo em
ambientes de criacdo. Com base em nossos
achados, conclui-se que a suplementacéo com
0 cogumelo Agaricus brasiliensis é justificada
na piscicultura pela potencial atividade
imunomoduladora exercida e possivelmente
pelo seu efeito antioxidante.
PALAVRAS-CHAVE: Agaricus brasiliensis;
piscicultura; Tilapia; suplementagao.

CYTOHEMATOLOGICAL EFFECTS OF
SUPPLEMENTATION WITH AGARICUS
BRASILIENSIS IN THE BREEDING OF NILE
TILAPIA (OREOCHROMIS NILOTICUS)

ABSTRACT: The breeding of Nile tilapia is one
of the most widespread types of fish farming
worldwide and is present in all continents,
in this type of creation, intensive systems
characterized by being high-risk environments
and productivity are widely Employees,
however, the stress from these systems leads to
areduction in growth rate as well as suppression
of fish immune and reproductive functions.
The Agaricus brasiliensis mushroom awakens
great scientific and economic interest due to its
immunological and antioxidant properties and
can be used in fish farming and aquaculture.
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Thus, the objective of this study was to evaluate the effects of supplementation of this
mushroom in breeding environments through a clinical trial. Based on our findings, it is
concluded that supplementation with the mushroom Agaricus brasiliensis is justified in
fish farming due to the potential immunomodulating activity exerted and possibly by its
antioxidant effect.

KEYWORDS: Agaricus brasiliensis; fish farming; Tilapia; supplementation.

11 INTRODUCAO

A criacao de Tilapia do Nilo é um dos tipos de piscicultura mais difundida em
todo o mundo e esta presente em todos os continentes (FAO, 2019). Neste tipo
de criacdo, os sistemas de cultivo podem ser classificados em extensivo, semi-
intensivos e sistemas intensivos, como Raceway’s, que s&o caracterizados por serem
ambientes de alto risco e produtividade devido ao estresse causado pelas condi¢des
de criacdo (MANUAL TECNICO 21, 2012). Os fatores estressantes em peixes séo
comumente encontrados nestes sistemas de criacdo (HEIN, G.; BRIANESE, R.
H., 2004), eles podem ser fisicos, que sdo derivados de lesdes e manipulagdes,
ambientais que incluem temperatura, oxigénio dissolvido, compostos de nitrogénio,
salinidade, pH e social, relacionado a dominancia, apinhamento e agressividade
(TORT, 2011). O estresse agudo acontece em curto prazo e com alta intensidade,
ja no estresse crbénico a intensidade do estressor € baixa, mas persistente (TORT,
2011). O cortisol € o fator plasmatico preponderante no mecanismo de estresse
(OBA et al., 2009). Os principais efeitos bioquimicos desencadeados pelo estresse e
liberacao de cortisol em peixes sdo a alteracéo da regulacdo osmética e idnica (Silva
et al., 2012), reducao da mobilizacao de leucécitos e linfécitos circulantes (Oba et al.,
2009) e reducao da taxa de crescimento bem como supresséao das fungcdes imune
e reprodutiva (SHAW & TUME, 1992). Os leucécitos de teledsteos se diferenciam
nos subgrupos de leucécitos granulares, caracterizados por neutrofilos, basofilos,
leucocitos granulares PAS positivo e eosindfilos, e leucocitos nédo granulares
(monécitos e linfocitos) (LIESCHKE; TREDE, 2009). Os mondcitos sé&o os principais
produtores de citocinas, secretam radicais livres e ainda possuem a capacidade de
fagocitacédo (VALLEJO, Et al., 1992; ELLIS, 1999). Mas os leucécitos mais comuns
em teledsteos sao os linfécitos e, assim como em humanos, sdo responsaveis pela
resposta adaptativa se dividindo em células T e B, que se se diferenciam em linfécitos
T auxiliares e plasmocitos, respectivamente (SWAIN Et al., 2006). Os neutrofilos por
sua vez, sao as primeiras células envolvidas em inflamacao em tele6steos e também
desempenham papel de fagocitose (LIESCHKE; TREDE, 2009; MANNING, 1994).

Sendo assim, por reduzir a imunocompeténcia ao influenciar o niamero de
linfcitos e afetar a reproducéo pela alteracéo dos niveis e padroes de hormdnios
reprodutivos que influenciam a maturacdo (BARTON et al., 1991), é claramente
perceptivel porque o estresse € um dos principais fatores determinantes na

Inovagéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 17




piscicultura.

O Cogumelo Agaricus brasiliensis sempre foi relatado na literatura como
potente antioxidante e imunomodulador, e atualmente desperta grande interesse
cientifico e econémico, devido a suas propriedades bem documentadas (HETLAND,
2011), podendo ser utilizado na piscicultura e aquicultura para evitar problemas
sanitarios e uso excessivo de antibiéticos (BERNARDSHAW; JOHNSON; HETLAND,
2005). Tratando-se de parametros citohematologicos diretos, ndo € novidade que
a suplementacéo do cogumelo A. brasiliensis pode estimular respostas. Em 1998
ja era elucidado seus potenciais beneficios estimulando a producédo de linfocitos.
(MIZUNO et al., 1998). A suplementacdo deste cogumelo em condi¢des normais
também pode gerar um aumento do numero de eosindfilo e de macréfagos circulantes
(FANHANI et al., 2016.). Ainda, tratando-se da imunomodulagao promovida por este
cogumelo, o efeito estimulatério em monaocitos também é descrito como atividade de
fracOes isoladas do A.brasiliensis (HETLAND et al., 2008). Um unico estudo avaliou
a suplementacdo deste cogumelo em tilapias, entretanto, em um curto periodo
experimental, mas ainda assim Schalch et al. (2016) observou um aumento de
leucédcitos imaturos.

Tendo em vista a necessidade de se desenvolver tratamentos eficientes contra
os danos imunologicos gerados pelo estresse em peixes, 0 objetivo desse trabalho
foi avaliar os efeitos citohematologicos, de crescimento e de peso associados a
suplementagdo com o cogumelo Agaricus brasiliensis, em juvenis de tilapias do Nilo
em condi¢des normais e frente situacéo de estresse.

2| METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado na Pontificia Universidade Catélica de Minas
Gerais (PUC-Minas), sob registro de protocolo no. 029/2017 da Comiss&o de Etica
no Uso de Animais - CEUA PUC Minas. Foram utilizados 40 juvenis de Tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus), alojados em dois tanques circulares de 300 L na
densidade de 15 litros/peixe, em temperatura média de 27°+1.2 em um periodo
de foto-iluminacéo de 12 h:12 h luz / escuro e apds o periodo de aclimatacao, os
tratamentos experimentais foram diferentes para cada tanque, consistindo em uma
dieta controle composta por racao comercial e uma dieta experimental composta por
racao comercial enriquecida com 1% com Agaricus brasiliensis durante 90 dias prévios
ao estresse induzido por inanicao conforme EL-khaldi (2009). O arracoamento foi
feito a vontade uma vez ao dia (16:30 h), de forma a ndo houvesse sobra excessiva
nos tanques. Foi utilizada uma racdo comercial que apresentava 32,0% de proteina
digestivel, tanto para enriquecimento com o cogumelo como para dieta controle. Para
realizar o enriquecimento, a racéao foi triturada e foi adicionado o cogumelo Agaricus
brasiliensis no teor de 1% do peso seco, umidificada a 60%, extrusada e seca por
exposicao ao sol, durante 24 horas. Para avaliacdo dos parametros hematoldgicos,
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foram retirados aleatoriamente quatro peixes por tratamento e anestesiados com
Eugenol na concentracédo de 1,0ml/L. Apés a anestesia, foi coletado sangue por
meio de puncédo do vaso caudal com auxilio de seringa de 1,0 mL, banhada com
anticoagulante (EDTA 5,0%) e o sangue (0,5 ml) coletado foi estocado em tubos
de heparina e levado imediatamente para analise no laboratério DMVET. Os peixes
submetidos a coleta de sangue eram separados em outro tanque com as mesmas
condicbes ambientais e apos o efeito da anestesia eram realocados no tanque do
experimento/controle.

As analises estatisticas foram realizadas no programa Biostat 5.0,através do
teste t de student.

31 RESULTADOS

3.1 Analise biométrica entre grupos (90 dias)

As tabelas abaixo (tabela 1 e tabela 2) apresentam a média e desvio padrao
inicial e final para o tamanho dos grupos testados.

Tamanho Inicial entre grupos

4 Desvio
Grupo Média (cm) Padraio (=)
Controle 23.25 1.36
Experimento 22.8 2.6

Experimento inicia 0,45 menor que o controle

Tabela 1: Comparagéo inicial do tamanho dos peixes (pré-tratamento)

Tamanho Final entre grupos

- Desvio
Grupo Média (cm) Padraio (=)
Controle 26.6 1.36
Experimento 26 2.6

Experimento termina 0,6 menor que o controle

Tabela 2: Comparacgéo final do tamanho dos peixes (p6s-tratamento)
Embora néo significativa estatisticamente, o cogumelo A. brasiliensis apresentou

uma tendéncia a retardar o ganho de peso e a taxa de crescimento dos peixes.
(Tabela 3) (Tabela 4).
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Peso inicial entre grupos

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 253 61
Experimento 220.16 69.3

Experimento inicia com -33,14 g em comparagéo com
o controle

Tabela 3: Comparacéo inicial do peso dos peixes (pré-tratamento)

Peso final entre grupos

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 333,2 4417
Experimento 250,2 101.1

Experimento termina com -83g em compara¢ao com o
controle

Tabela 4: Comparacéo final do peso dos peixes (pos-tratamento)

3.2 Efeito citohematolégico da suplementacao (90 dias)

Inicialmente, através de uma coleta basal foi averiguado se ambos os tratamentos
partiram de condi¢des imunolbgicas iguais (Tabelas 5,6,7 e 8) e como esperado, ndo
foi observada diferenca significativa entre as andlises realizadas, indicando que os
grupos iniciaram os experimentos em condi¢cOes estatisticamente similares.

Linfocitos iniciais entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 76.87 11.15
Experimento 82.75 7

P>0.05 (P= 0.40)

Tabela 5: Andlise inicial dos niveis de linfécitos entre grupos controle e experimento

Neutrofilos iniciais entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
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Controle 19.62 9.28

Experimento 13.37 6.89

P>0.05 (P=0.32)

Tabela 6: Andlise inicial dos niveis de neutr6filos entre grupos controle e experimento

Mondcitos iniciais entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 1.87 1
Experimento 3.25 1.9

P>0.05 (P=0.25)

Tabela 7: Andlise inicial dos niveis de monécitos entre grupos controle e experimento

Eosinéfilos iniciais entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 0.37 0.47
Experimento 0.62 1.25
P>0.05 (P=0.77)

Tabela 8: Andlise inicial dos niveis de eosindfilos entre grupos controle e experimento

Partindo da informacdo que os grupos nédo apresentaram diferencas no
namero de leucdcitos iniciais, foi analisado o periodo experimental entre grupos
(tabela 9, 10,11 e 12) e observamos que o numero de monoécitos circulantes foi
estatisticamente mais baixo no grupo suplementado (P<0,05). Este resultado indica
que a suplementacdo com o cogumelo A. brasiliensis foi capaz de modificar esta
variavel imunolégica entre grupos. Com relagcéo aos eosindfilos, ndo apresentaram
nameros significativos para analise estatistica.

Linfocitos pos 90 dias de teste controle vs
experimento (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)

Controle 77.5 15.84
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Experimento 87.75 8.61

P<0.05 (P=0.29)

Tabela 9: Andlise dos niveis de linfécitos pds tratamento entre grupos controle e experimento

Neutrofilos Pos 90 dias de teste controle vs
experimento (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 19 15.34
Experimento 11 7.79

P<0.05 (P=0.23)

Tabela 10: Analise dos niveis de neutréfilos pos tratamento entre grupos controle e experimento

Monoécitos Pos 90 dias de teste controle vs
experimento (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 3.5 1
Experimento 1.25 1.25

P<0.05 (P=0.04)*

Tabela 11: Analise dos niveis de monocitos pos tratamento entre grupos controle e experimento

Eosinodfilos Pos 90 dias de teste controle vs
experimento (%)

Grupo Média Desvio Padrao (+)
Controle 0.375 0.48
Experimento 0.625 1.25

P<0.05 (P=0.87)

Tabela 12: Andlise dos niveis de eosindfilos pos tratamento entre grupos controle e experimento

Quando as variaveis imunologicas para o periodo pds-stress entre grupos foram
avaliadas, nao foram observadas diferencas significativas (Tabelas 13,14,15 e 16).

Linfocitos pos estresse entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao(+)
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Controle 86.6 7.5

Experimento 85 7.9

P<0.05 (P=0.70)

Tabela 13: Comparagéo de niveis de linfocitos entre grupos pos estresse

Neutréfilos pds estresse entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 7.5 3.87
Experimento 6.25 2.62

P<0.05 (P=0.46)

Tabela 14: Comparagéo de niveis de neutréfilos entre grupos pos estresse

Mondécitos pds estresse entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 2.75 2.06
Experimento 9 9

P<0.05 (P=0.26)

Tabela 15: Comparacgéo de niveis de mondcitos entre grupos pos estresse

Eosinéfilos pds estresse entre grupos (%)

Grupo Média Desvio Padrao ()
Controle 0.25 0.5
Experimento 0 0

P<0.05 (P=0.60)

Tabela 16: Comparacgéo de niveis de eosinéfilos entre grupos pos estresse

4 | DISCUSSAO

Neste estudo, mesmo que de forma ligeira, que o cogumelo A. brasiliensis
provou ser capaz de modular a resposta imunoldgica de tilapias do Nilo no que diz
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respeito ao numero de mondcitos circulantes, e em peixes, de forma geral a defesa
inata € composta principalmente por monécitos, macréfagos e granulécitos (linfocitos)
(MAGNADOTTIR, 2006) e assim como em mamiferos, 0os monécitos circulantes ddo
origem a macréfagos (CRUVINEL et al., 2010) (LOCKSLEY Et al., 1987). Durante
uma inflamagdo ou um processo infeccioso, os niveis de mondcitos podem ser
incrementados, sendo uma das principais células envolvidas na inflamacéo aguda
como parte da resposta imunitaria inata (CRUVINEL et al., 2010), dessa forma, a
reducdo de monocitos circulantes observada nos resultados apresentados, pode
indicar que houve uma reducao da inflamacgao aguda, que possivelmente é gerada
pelo préprio manejo de captura (MARTINS et al., 2018), esta ideia é reforcada pela
confirmacédo os monécitos sao os principais produtores de citocinas e secretam
radicais livres (VALLEJO, Et al., 1992; ELLIS, 1999).

Os TLRs desempenham um papel crucial tanto na imunidade inata como
na adaptativa. Sua capacidade de detectar Padrbes moleculares associados
a patodgenos esta relacionada com a resposta inflamatéria (VIDYA Et al. 2018) e
apesar de existir mais de 17 tipos de TLRs identificados em peixes, é possivel que a
funcdo do TLR4, um dos principais sitios de modulagao de mondcitos do cogumelo
A. brasiliensis (MARTINS, 2017; LIU et al., 2017) tenha sido perdida em teledsteos
(TANEKHY, 2016), explicando assim, a resposta imunomoduladora baixa frente a
suplementagao.

Outrofatoquedeve serlevadoemconsideracao e de que paraimunoestimulantes,
como o B-glucanos, a via de administracdo é um fator determinante na resposta
imunoldgica, principalmente tratando-se de tilapias, uma vez que a oferta de
imunoestimulantes via alimentacdo produz efeito atenuante nas células do sistema
imunoldgico quando comparada a oferta via imersé&o e injecao intraperitoneal, no que
diz respeito a contagem de mondcitos, leucécitos e linfécitos. (SADO et al., 2016).

Os resultados do nosso estudo corroboram com resultados apresentados por
Schalch Et al. (2016), dessa forma, trazendo o conceito que que baixas doses deste
cogumelo ndo apresentaram forte atividade imunomoduladora em tilapias, resultados
semelhantes a dose-dependéncia foram observados em estudos de suplementacéao
com imunoestimulante (SOLEIMANI et al, 2012).

Recentemente, foi evidenciado que o estresse por hipdxia pode gerar alteragdes
no sistema imunoldgico de peixes (ABDEL-TAWWAB, 2019), entretanto até hoje nao
se tinha investigado o efeito da inanicdo sobre a contagem de leucécitos circulantes
em peixes. Dessa forma, ainda com base nos resultados apresentados nesse artigo,
sugerimos que € possivel que a resposta a inanicao nao desencadeie mudancgas
imunoldgicas significativas em O. niloticus, ou ainda que, 0s peixes possam apresentar
diferentes mecanismos de resposta imunitaria ndo dependente de cortisol.

Os ictiologistas consideram mudangas na contagem diferencial de leucécitos
como um dos indicadores mais sensiveis de estresse agudo em peixes, pois existe
uma estreita ligacdo entre os perfis de leucécitos e os niveis de glicocorticoides.
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Altas taxas de neutroéfilos para os linfécitos em amostras de sangue indicam com
segurancga altos niveis de glicocorticoides, como respostas agudas ao estresse
(DAVIS et al., 2008). Neste trabalho podemos observar uma relacdo mais alta de
neutréfilo:linfocito para ambos os grupos pds periodo de estresse quando comparado
ao periodo sem estresse, observamos que o tratamento com A.brasiliensis também
foi capaz manter esse escore calculado pela razdo neutrofilo:linfocito em 0.7 apos o
periodo de estresse, enquanto que no grupo controle o escore foi aproximadamente
0.9 o0 que pode indicar um menor estresse no grupo suplementado.

51 CONCLUSAO

Com base em nossos achados, podemos concluir que a suplementagcédo com o
cogumelo Agaricus brasiliensis é justificada na piscicultura pela potencial atividade
imunomoduladora e possivelmente efeito antioxidante, entretanto, mais estudos
Serao necessarios para averiguar possiveis efeitos negativos.
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CAPITULO 18
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RESUMO: A aquicultura diz respeito a criacoes
de peixes, e um problema frequente em
populacdes de animais aquaticos € a ocorréncia
de doencas. Perdas anuais associadas as
bactérias somam mais de meio bilhdo de reais
atualmente. Entre as bactérias encontras em
peixes, a Aeromonas hydrophila é uma das mais
importantes causadora de enfermidades. O
uso de antibiéticos contribui para a geracéo de
bactérias resistentes, além de deixar residuos
em alimentos destinados a consumo humano
e o tratamento profilatico realizado por meio
de vacina, tem baixa resposta. O cogumelo
Agaricus blazei € amplamente estudado devido
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AEROMONAS HYDROPHILA

as suas propriedades imunomoduladoras e
antioxidantes e pode ser utilizado na piscicultura
€ aquicultura para evitar problemas sanitarios
€ uso excessivo de antibidticos. Dessa forma,
0 objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos
protetores da suplementacdo do cogumelo
Agaricus brasiliensis em Tilapias do Nilo
(Oreochomis niloticus) submetidas a infec¢ao
por Aeromonas hydrophila apds desafio
de estresse através de um ensaio clinico.
Conclui-se que embora o cogumelo Agaricus
brasiliensis nao cause prejuizo fisiologico em
condicdes normais de tratamento, entretanto,
mais estudos s&o necessarios para avaliar os
possiveis efeitos na biossegurancga no uso para
piscicultura.

PALAVRAS-CHAVE:
piscicultura; infeccdo; Aeromonas hydrophila.

Agaricus brasiliensis;

EFFECTS OF PROPHYLACTIC
SUPPLEMENTATION WITH AGARICUS
BRASILIENSIS IN NILE TILAPIA
(OREOCHROMIS NILOTICUS) CHALLENGED
BY AEROMONAS HYDROPHILA

ABSTRACT: Aquaculture relates to fish
breeding, and a frequent problem in aquatic
animal populationsisthe occurrence of diseases.

Annual losses associated with bacteria add up
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to more than half a billion reais currently. Among the bacteria you find in fish, Aeromonas
hydrophila is one of the most important causes of disease. The use of antibiotics
contributes to the generation of resistant bacteria, besides leaving residues in food
intended for human consumption and the prophylactic treatment performed by means
of a vaccine, has low response. The mushroom Agaricus brasiliensis is widely studied
due to its immunomodulatory and antioxidant properties and can be used in fish farming
and aquaculture to avoid sanitary problems and excessive use of antibiotics. Thus, the
objective of this study was to evaluate the protective effects of the supplementation
of the mushroom Agaricus brasiliensis in Nile tilapia (Oreochomis niloticus) submitted
to infection by Aeromonas Hydrophila after stress challenge through a clinical trial. It
is concluded that the mushroom Agaricus brasiliensis does not cause physiological
impairment in normal treatment conditions, however, more studies are needed to
evaluate the possible effects on biosafety in the use of fish farming.

KEYWORDS: Agaricus brasiliensis; fish farming; infection; Aeromonas hydrophila.

11 INTRODUCAO

A aquicultura diz respeito a criacbes de peixes, camardes, ras, moluscos e
algas e vem sendo o principal meio regulador da oferta de pescado no mercado
mundial (CAVALLI et al., 2011). Um problema frequente em popula¢des de animais
aquaticos € a ocorréncia de doencgas, uma vez que a agua funciona como um
facilitador de transmissao de patdbgenos em uma populacdo da mesma espécie
(MELO et al., 2016). Entre as doencas observadas em pescados, as causadas
por bactérias sdo a de maior potencial de risco, ja que, bactérias com importancia
econdmica para a piscicultura estdo normalmente presentes na agua e na microbiota
de peixes (LEIRA et al., 2016). Fagundes et al. (2016) relatam que em cativeiros,
perdas anuais associada a bactérias sejam de mais de meio bilhdo de reais s6 por
streptococoses. Os custos relacionados a mortalidade de peixes incluem custos com
medicamentos, vacinas e perdas de producdo (FAGUNDES et al., 2016). Entre as
bactérias encontras em peixes, a Aeromonas hydrophila é uma das mais importantes
causadora de enfermidades (SUN et al., 2016).

A capacidade da A. hydrophila causar doengas com manifestacdes clinicas
esta relacionada as condicdes de estresse do hospedeiro. Entre os fatores geradores
de estresse estdo a ma qualidade da agua e o manejo inadequado, que sao
frequentes empregados nas condi¢des de criacao intensiva, além, é claro, do alto
volume de peixes por mé. (TORT, 2011; MANUAL TECNICO 21, 2012; LEIRA et al.,
2016). Como resposta terciaria a esse estresse, 0s peixes apresentam supressao
imunoldgica, facilitando assim a contaminacéao por patégenos.

Nos casos de tratamento de infecgdes 0 uso de antibidticos contribui para a
geracao de bactérias resistentes, além de deixar residuos em alimentos destinados
a consumo humano (LEIRA et al., 2016; HOLMSTROM et al., 2003). Paralelamente,
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o tratamento profilatico tem sido realizado por meio de vacina, porém com baixa
resposta (LEIRA et al., 2016; LIM; WEBSTER, 2006).

O cogumelo Agaricus blazeireclassificado como Agaricus brasiliensis por Wasser
et al. (2002) é amplamente estudado devido as suas propriedades imunomoduladoras
e antioxidantes (HETLAND, 2011) e pode ser utilizado na piscicultura e aquicultura
para evitar problemas sanitarios e uso excessivo de antibiéticos (BERNARDSHAW;
JOHNSON; HETLAND, 2005).

A atividade antimicrobiana exibida por este cogumelo ndo esta relacionada
somente a imunomodulacéo, a suplementacéo oral reduziu o numero de col6nias de
bactérias no intestino de cobaias e foi capaz de criar halo de inibicdo em 12 linhagens
diferentes de bactérias (JESUS PEREIRA; DE ASSIS ROSA; REGIS, 2012). Além
disso, este cogumelo se mostra muito eficaz como tratamento profilatico contra
infeccbes dado que a suplementagdo cinco dias antes de um desafio de infecg¢ao
por leishmaniose foi capaz de reduzir a carga parasitaria mesmo quando cessado o
tratamento (VALADARES et al., 2012). Ele também produziu protecéo em infeccoes
cerebrais em um experimento com malaria cerebral (VAL et al., 2015).

Embora este cogumelo seja bastante estudado em varias espécies, pesquisas
em peixes sao negligenciadas, ainda que as caracteristicas de criacao intensiva
sejam propicias para a atividade bioativas do cogumelo, principalmente relacionadas
aseus efeitos profilaticos, de respostaimunolégica e frente a estresse oxidativo. Dessa
forma, o objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos protetores da suplementacéo do
cogumelo Agaricus brasiliensis em Tilapias do Nilo (Oreochomis niloticus) submetidas
a infeccao ap6s desafio de estresse.

2| METODOLOGIA

O presente estudo foi realizado na Pontificia Universidade Catélica de Minas
Gerais (PUC-Minas), sob registro de protocolo no. 029/2017 da Comiss&o de Etica
no Uso de Animais - CEUA PUC Minas. Para este experimento, 100 alevinos Tilapia
do Nilo (Oreochromis niloticus) foram utilizadas e mantidas em quatro tanques
circulares de 150 L na densidade de 25 alevinos por tanque, consistindo num
tratamento em duplicata. A temperatura média foi de 27°+1.2 e o periodo de foto-
iluminacado de 12 h:12 h luz / escuro. Apds o periodo de aclimatacdo, os tratamentos
experimentais foram diferentes para cada tratamento, que consistiram em uma dieta
controle composta por racao comercial e uma dieta experimental composta por racao
comercial enriquecida com 1% com Agaricus brasiliensis durante 30 dias prévios ao
estresse induzido por inani¢do conforme EL-khaldi (2009). Foi utilizada uma racéo
comercial que apresentava 32,0% de proteina digestivel, tanto para enriquecimento
com o cogumelo como para dieta controle. Para realizar o enriquecimento, a racao
foi triturada e foi adicionado o cogumelo Agaricus brasiliensis no teor de 1% do
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peso seco, umidificada a 60%, extrusada e seca por exposi¢cao ao sol durante 24
horas. Logo apo6s o periodo de estresse os peixes foram desafiados por Aeromonas
hydrophila (ATCC7966) via injecao intraperitoneal em baixas doses (1 x 10-4 UFC)
ou solugao salina a 0,9%. O surgimento de sinais clinicos foram observado durante
10 dias. Apds este periodo, os peixes foram desafiados novamente com uma dose
de 7,1 x 10-2 UFC da mesma bactéria via injecao intraperitoneal e entdo foram
observados pelos préximos 10 dias ou até morrerem.

A analise biométrica ocorreu no dia 0 e no dia 30 do experimento, caracterizando
os efeitos da suplementacéo no peso e no tamanho dos peixes.

As analises estatisticas foram realizadas no programa Biostat 5.0, foram
utilizados os testes t de student.

31 RESULTADOS

Abaixo (tabelas 1 e 2), comparamos o peso dos peixes ao inicio e ao final
do experimento entre grupos e nao foi observada diferenca significativa (p>0,05)
mostrando que o cogumelo n&do apresentou efeito negativo quanto ao crescimento,
0 mesmo resultado pode ser observado com relacao ao peso (tabelas 3 e 4).

Peso inicial entre grupos (30 dias)

Grupo Média Desvio Padrao(x)
Controle 3 1.23
Experimento 3.14 1.21

Tabela 1: Comparacéo inicial do peso dos peixes (pré-tratamento)

Peso final entre grupos (30 dias)

Grupo Média Desvio Padréo (+)
Controle 15.6 5.9
Experimento 16.6 4.7

Tabela 2: Comparacéo final do peso dos peixes (pos-tratamento)

Tamanho Inicial entre grupos (30 dias)

Grupo Média Desvio Padrao (+)

Controle 5.5 0.75
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Experimento 5.64 0.58

Tabela 3: Comparagéo inicial do tamanho dos peixes (pré-tratamento)

Tamanho Final entre grupos (30 dias)

< Desvio
Grupo Média Padrio()
Controle 9.4 1.26
Experimento 9.3 1.21

Tabela 4: Comparacéo final do tamanho dos peixes (p6s-tratamento)

DIAS Mortalidade (%) SINAIS
Controle Experimento ~
Nao observados
1a10 0 0
Segundo desafio
DIAS .
Controle Experimento ~
Nao observados
1a10 0 100%

Tabela 5: Mortalidade observada no desafio de infeccéo

No desafio de sobrevivéncia frente a infeccao podemos observar uma maior
mortalidade relacionada a suplementacdo com o cogumelo Agaricus brasiliensis.

4 | DISCUSSAO

Este cogumelo apresenta em sua composicao entre 33,14 a 54,22% de
carboidratos (SHIBATA; DEMIATE. 2003) o que representa um acréscimo consideravel
(0,3g a 0,54g/kg) de carboidratos na suplementagcdo uma vez que a dieta controle é
isenta de carboidratos. A baixa capacidade dos peixes, em utilizar os carboidratos da
dieta é relatada por uma inadequada regulacao na utilizacdo (glicélise) e producéo
(gliconeogénese) de glicose hepatica (ENES et al., 2009), o que também pode levar
a uma maior mortalidade ou levar a prejuizos no crescimento e ganho de peso dos
peixes (FAVERO, 2010). Em peixes alimentados com uma dieta rica em carboidratos
comparada com uma dieta rica em proteinas pode-se observar menor taxa de
ganho de peso e taxa de crescimento especifico (ZHOU et al., 2017). Entretanto,
0 cogumelo nao apresentou efeitos negativos sobre os aspectos fisioldgicos de
crescimento e peso de tilapias. Todavia, os efeitos sobre o crescimento e peso
podem ser dependentes da quantidade de B-glucana incorporada na dieta, duragao
da alimentacéao, temperatura ambiente e das espécies em estudo (SKJERMO et al.
2006; CONCEICAO, et al. 2001).

Embora o conhecimento sobre a Aeromonas hydrophila seja limitado, sua
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viruléncia ja foi elucidada frente a populagdes aquaticas. Dos fatores de viruléncia ja
documentados para A. hydrophiladestacam-se as hemolisinas, aerolisinas, proteases,
adesinas, enterotoxinas, fosfolipase e lipase, enzimas que levam principalmente a
septicemia hemorragica em peixes estressados (PARKER; SHAW, 2010).

Observamos uma resposta sistémica ao segundo desafio de bactérias, onde
0s peixes suplementados morreram logo em seguida a aplicagdo. Uma de nossas
hipoteses € a hiperreacdo ocasionada pela suplementacéo, entretanto, sabe-se que
os glucanos isoladamente ou em combinagcdo com PAMPs (Padrbes moleculares
associados a patdgenos) ou injecdo bacteriana ndo causam apoptose em 6rgaos
relacionados ao sistema imune (MIEST, Et al. 2018), outro caminho bioquimico
plausivel é interacdo entre os mecanismos bioquimicos da via de atividade do
Agatricus brasiliensis com o eugenol.

Recentemente foi evidenciado que o eugenol pode atuar sinergicamente com a
cisplatina aumentando seu o potencial quimioterapico por principalmente inibir a via
do fator de transcricdo (NF-kB) (ISLAM, Et al. 2018). O cogumelo por sua vez, atua
na modulagéo da resposta imune de enteroécitos, reduzindo a transativacdo de NF-
kB em células Caco-2 (AYEKA, 2018). Além de atuar como mediador de estresse,
o NF-kB estd presente constitutivamente em neurénios participando de fungdes
fisiologicas do SNC, como sinapse, desenvolvimento e plasticidade neural, por isso,
uma resposta fisiolégica exacerbada, frente a um agente estressor, tendo como
resultado uma reducédo drastica do nivel deste neurotransmissor, poderia resultar
em morte.

51 CONCLUSAO

Embora o cogumelo Agaricus brasiliensis ndo cause prejuizo fisioldgico em
condicdes normais de tratamento mais estudos sdo necesséarios para avaliar os
possiveis efeitos dose-dependente para a biossegurang¢a no uso para piscicultura.
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RESUMO: A demanda por alimentos prontos
para consumo estd aumentando devido a
mudancas no estilo de vida da populagao que
mostram praticidade e conveniéncia. Manter
as propriedades dos alimentos vegetais € um
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PRONTAS PARA CONSUMO

desafio, ja que apos a colheita ocorrem reacdes
biolégicas, quimicas e fisicas e influenciam sua
qualidade. Além disso, a maioria dos vegetais
€ comumente cozida antes do consumo. Sabe-
se que a coccgdo induz alteragdes significativas
na composicao
na concentracdo e biodisponibilidade de

quimica, influenciando
compostos bioativos em hortalicas, podendo
gerar
considerando a mudanca de nutrientes. As

impactos positivos ou negativos,
condicbes de processamento podem causar
perdas de qualidade, que dependem do
método usado para conservagcdo e do tipo
de vegetal. Embora estudos correlacionem
0 processamento industrial e seus efeitos na
composicédo de alimentos, o conhecimento
desse assunto ainda é disperso e insuficiente.
Assim, diferentes tratamentos térmicos para
a conservacdo de cenouras prontas foram
estudados, e os impactos na qualidade destes
produtos termicamente processados foram
processos
foram testados: branqueamento a vapor (BV),

avaliados. Diferentes térmicos
branqueamento por imersao (Bl), sistema sous
vide (SV), pasteurizacéo (PA) e esterilizacédo
(ES) com variagdes de tempo e temperatura. As
perdas nutricionais foram avaliadas por analise
composicao
centesimal e parametros fisico-quimicos. Com

de vitamina C, -carotenodides,

base nos resultados obtidos, o tratamento que
apresentou os resultados mais significativos na
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manutencao das propriedades nutricionais e fisico-quimicas foi o sistema sous vide.
PALAVRAS-CHAVE: Cenoura pronta paraconsumo. Métodos de cozimento. Qualidade
fisico-quimica e nutricional.

EFFECTS OF DIFFERENT COOKING METHODS ON THE NUTRITIONAL AND
PHYSICOCHEMICAL CHARACTERISTICS OF READY-TO-EAT CARROTS (Daucus

carota l.)

ABSTRACT: Demand for ready-to-eat foods is increasing due to changes in the
lifestyle of the population that show practicality and convenience. Maintaining the
properties of plant foods is a challenge, since after harvesting biological, chemical and
physical reactions occur and influence their quality. Additionally, most vegetables are
commonly cooked before consumption. It is known that cooking induces significant
changes in chemical composition, influencing the concentration and bioavailability of
bioactive compounds in vegetables, and can generate positive or negative impacts,
considering the change in nutrients. Processing conditions can cause quality losses,
which depend on the method used for conservation and the type of vegetable. Although
studies correlate industrial processing and its effects on food composition, knowledge
of this subject is still scattered and insufficient. Thus, different heat treatments for
the conservation of ready-to-eat carrots were studied, and the impacts on the quality
of these thermally processed products were evaluated. Different thermal processes
were tested: steam bleaching (BV), immersion bleaching (Bl), sous vide system
(SV), pasteurization (PA) and sterilization (ES) with time and temperature variations.
Nutritional losses were evaluated by analysis of vitamin C, carotenoids, centesimal
composition and physicochemical parameters. Based on the results obtained, the
treatment that presented the most significant results in maintaining the nutritional and
physicochemical properties was the sous vide system.

KEYWORDS: Carrot ready for consumption. Cooking methods. Physicochemical and
nutritional quality.

11 INTRODUGCAO

As novas tendéncias no consumo de alimentos, ocorridas devido as mudancas
nos habitos e estilo de vidada populacdo contemporéanea, indicam cada vez mais
a necessidade de oferta de alimentos processados que proporcionem praticidade,
conveniéncia e saudabilidade.

A conveniéncia no consumo de alimentos € um dos principais determinantes da
sociedade moderna, onde produtos prontos desempenham um papel fundamental
(RIVERA; AZAPAGIC, 2019). Para Osman et al. (2014), produtos convenientes
substituem as escolhas pela praticidade no preparo dos alimentos, pelo fator tempo
e pelo valor nutricional de alimentos.
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Assim, as industrias, em busca de expanséo da produtividade, vém investindo
consideravelmente em tecnologias de processamento, buscando atender as
exigéncias do mercado (LAGE, 2012).

Porém, alimentos processados termicamente sofrem modificagdes indesejaveis,
como por exemplo, podem ser citadas as alteracbes de cor, sabor, textura, e
propriedades nutricionais, especialmente tratando-se de alimentos de origem
vegetal. Se o tratamento térmico n&o for conduzido de maneira adequada, podem-
se produzir alimentos com qualidades inferiores aquelas esperadas pelo consumidor
(BARBOSA et al., 2008).

A conservacgao pelo uso do calor combina a diminuicdo da carga microbiana, a
inativacao de enzimas, a eliminacéo de agua e a manutencao da qualidade sensorial
do produto Entre os diversos métodos, € evidenciado o branqueamento por imerséo,
branqueamento a vapor, pasteurizacéo, esterilizacédo (OETTERER et al., 2006).

Entretanto, existem técnicas de cocg¢éao relativamente recentes, que empregam
baixas temperaturas, tais como o sistema sous vide, que consiste no cozimento dos
alimentos em seu préprio vapor dentro da embalagem plastica selada a vacuo em
tanques com agua aquecida a baixa temperatura (entre 60-100 °C) (CREA, 2000).
Nesse processo, 0 sabor original dos alimentos e de seus nutrientes sao preservados,
0 que resulta na eliminacao dos efeitos de cor, sabor, textura, perdas por evaporacao
de &gua além de aromas volateis durante o tratamento térmico. O sistema oferece
seguranca, pois elimina os riscos de contaminacgao dos alimentos por bactérias, uma
vez que os alimentos sofrem coc¢ao na embalagem final (BALDWIN, 2012).

Considerando a necessidade de estudo dos diferentes processos para o preparo
dos alimentos e a necessidade de preservar a qualidade nutricional dos mesmos, este
trabalho tem por finalidade comparar processos tradicionais e métodos inovadores,
para a conservagao de vegetais, capaz de avaliar tais tecnologias na preservacao da
qualidade destes alimentos processados.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Aplicacao do tratamento térmico: branqueamento por imersao,

branqueamento a vapor, pasteurizacao, esterilizacao e sistema sous vide

Foram testadas diferentes combinagdes de tempo e temperatura aplicadas
a cenoura (Daucus carota L.), em cinco tratamentos: controle (CO - amostras
acondicionadas em embalagem Nylon-poli), branqueamento por imersado (Bl -
amostras dispostas em cestas metélicas imersas em banho-maria com temperatura
de ebulicdo, durante 10 minutos), branqueamento a vapor (BV- cenouras
acondicionadas em cestas metalicas e acondicionada em tanque com cozimento
a vapor, durante 10 minutos), sous vide (SV - cenouras dispostas em embalagens
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Nylon-poli seladas a vacuo, submetidas a coc¢do na temperatura de 90°C em banho-
maria, durante 10 minutos), pasteurizacao (PA- cenouras em embalagens Nylon-poli
nao selada a vacuo, a 90°C durante 10 minutos em banho-maria) e esterilizacéo (ES
- em embalagem Nylon-poli ndo selada a vacuo, e submetida a coccdo em autoclave
a 121°C, sob alta presséo, por 10 minutos). Todos os tratamentos foram conduzidos
em triplicata, totalizando 18 unidades amostrais de 100g de cenoura cada.

2.2 Caracterizacao da composicao centesimal, dos parametros fisico- quimicos,

microbiolégicos e nutricionais dos tratamentos térmicos

Composicao centesimal: a determinacdo dos componentes de umidade,
cinzas, proteinastotais, lipideos e carboidratos totais (CHO) seguiram as metodologias
do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 2008), em triplicata.

Determinacao dos parametros fisico-quimicos: a determinacdo de cor foi
realizada por meio da medida instrumental com colorimetro (Minolta® Color Reader,
modelo CR400), com fonte de luz padronizada, previamente calibrado na cor branca.
Os parametros aferidos sao a*, b* e L, onde a* indica as cores do vermelho (+a*) ao
verde (-a*); b*, do amarelo (+b*) ao azul (-b*) e L do branco (L=100) ao preto (L=0).

A atividade de agua (Aw) foi determinada utilizando o equipamento Tecnal,
Labmaster. A determinacao dos solidos soluveis totais (SST) foi realizada utilizando-
se refratbmetro de ABBE. A analise de carotenoides foi realizada conforme a
metodologia descrita por Nagata & Yamashita (1992), com medida de absorbancia
em diferentes comprimentos de onda: 663nm, 645nm, 505nm e 453nm. J& o indice
de acidez total titulavel (ATT) em &cido citrico, a analise de pH e a determinacéo do
acido ascorbico (vitamina C) foram determinadas segundo Instituto Adolfo Lutz (IAL,
2008).

Para a analise de firmeza, utilizou-se o texturbmetro (TA XP Plus, Texture
Analyser Stable Micro Systems — Inglaterra) para analisar a forca da penetracdo a
2mm, a uma distancia de 30mm. As leituras foram realizadas em unidade de forga,
Newton (N), nos pedacos de tamanho padronizado.

Anadlise estatistica: Foi realizada utilizando-se a analise de variancia, no
software Microsoft Excel ferramenta Action versao 2.9.29.368.534. Os dados sao
apresentados como média + desvio padrdo. O tratamento estatistico dos resultados
foi realizado utilizando a anélise de variancia (ANOVA), a 5% de probabilidade pelo
teste F e quando significativos o teste de Tukey foi utilizado para estimar as diferencas
minimas significativas entre as médias de cada teste ao nivel de 5% de significancia.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

A Tabela 2 expressa as médias e desvios padrdes das anélises de pH, solidos
soluveis totais (SST), atividade de agua (Aa) e acidez titulavel total (ATT), para todos
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os tratamentos aplicados a cenoura.

Tratamentos pH SST Aa ATT
Controle (C) 6,84+0,05 a 9,03+0,1b 0,96+0,002a 0,66+0,06d
Sous vide (SV) 6,02+0,02 ¢ 10,23+0,1a 0,952+0,0b 1,12+0,0bc
Vapor (BV) 5,92+0,02 d 7,94+0,1¢c 0,943+0,003d 1,86+0,26a
Imerséao (BI) 5,94+0,01d 4,99+0,2d 0,95+0,003bc 1,05+0,06c
Pasteurizacéo (P) 6,17+0,01b 7,97+0,2¢c 0,941+0,001d 1,45+0,12b
Esterilizacéo (E) 5,49+0,02 e 8,03+0,1¢c 0,943+0,001cd 2,07+0,06a

Tabela 2 — Parametros fisico-quimicos obtidos entre os diferentes tratamentos: pH, SST, Aa e
ATT. Média e desvio padrao em trés repeticoes.

Notas: Sobrescritos iguais na mesma linha indicam tratamentos estatisticamente iguais (p>0,05). Analises
realizadas em triplicata.

Para os valores de pH obtidos, pode-se perceber que quando o vegetal
€ submetido ao cozimento independente do tratamento, ocorre uma reducéao
significativa de pH (p<0,05). Visualiza-se na Figura 1 que o tratamento que obteve
o menor valor de pH entre os demais foi a E, e o maior valor equivale a P. Essa
distincdo deve-se aos diferentes tratamentos empregados, bem como, os valores
mantiveram-se maiores nos tratamentos considerados mais brandos e menores nos
tratamentos considerados mais intensos, com temperaturas mais elevadas.

2,54

ATT

Bv Bl BV Bl

Tratamento Tratamento

Figura 1 —Valores de pH obtidos frente
os diferentes tratamentos térmicos
aplicados. Média e desvio padrdo em trés
repeticoes.

Figura 2 —Valores de ATT obtidos frente
os diferentes tratamentos térmicos
aplicados. Média e desvio padrédo em
trés repeti¢des.

Notas: Sobrescritos iguais na mesma linha indicam tratamentos estatisticamente iguais (p>0,05). Andlises
realizadas em triplicata.

Referindo-se aos dados da acidez titulavel total, o tratamento com maior
temperatura empregada na cocg¢ao do vegetal, teve maior desnaturagao proteica,
aumentando a acidez e diminuindo o pH de maneira mais significativa que os demais
tratamentos. Segundo RIBEIRO, PRUDENCIO-FERREIRA & MIYAGUI, (2005),
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0 aumento da acidez em vegetais é devido a desnaturagcédo proteica, por possuir
propriedades acidas decorrentes da diminuicdo do pH, e essa desnaturacdo pode
ser gerada pela alta temperatura.

Os SST sadao uma propriedade hidrossoluvel medida em °Brix (SPADA,
2009). Isso explica os valores mais baixos para o tratamento por imersdao quando
contrastados com a amostra controle, Nota-se que os tratamentos: E, SV e P, os
quais utilizam embalagem plastica Nylon-poli, obtiveram valores mais elevados
em comparagao com o BV e o Bl, gerando assim, maiores perdas de processo.
Todavia o SV foi 0 que obteve maior valor entre os tratamentos e a amostra controle,
compreendendo-se assim, que em relagdo aos SST a barreira de embalagem Nylon-
poli a vacuo é eficiente e superior, pois enalteceu as caracteristicas da amostra in
natura, preservando a propriedade hidrossoluvel presente no vegetal. Comprova-se
assim, o que Church e Parsons, (2000) estudaram, quando relataram que a técnica
sous vide inibe sabores estranhos gerados pela oxidacao, além da perda evaporativa
de sabores volateis e de propriedades hidrossoluveis por lixiviagao.

Na analise da atividade de dgua ndo houve uma variagao entre os tratamentos
de maneira expressiva. Os tratamentos SV e o Bl apresentaram valores mais altos
gue os demais tratamentos, exceto o controle, sendo estatisticamente iguais (p>0,05).
Compreende-se assim que o SV preservou essa caracteristica devido ao uso da
embalagem Nylon-poli selada a vacuo durante a coccéo do vegetal, ja o Bl, segundo
Moura, (2004), pelo fato das cenouras possuirem em sua composi¢cao teores de
agua livre inferiores ao meio em que foram submetidas a coc¢ao, essa agua livre do
meio de maior concentracdo, passa para o de menor até o equilibrio ser atingido.
Os resultados entre os tratamentos para a composicao centesimal apresentam-se
na Tabela 3:

Tratamentos Umidade (%) Cinzas(%) Proteinas (%)  Lipidios (%) CHO (%)

Controle (C) 90,49+0,06 bc  0,4020,04 b 0,46+0,13 a 0,31+0,09a 8,33+0,17 ab
Sous vide (SV) 90,56+0,49 bc  0,68+0,02 a 0,40+0,07 a 0,19+0,03a 9,17+0,84 a
Vapor (BV) 90,29+0,04c  0,61+0,16ab  0,91+0,27 a 0,44+0,3a  7,75+0,10 bc
Imersao (Bl) 92,38+0,27a  0,41+0,06 b 0,87+0,11 a 0,610,362  5,72+0,29d
Pasteurizacao(P) 91+0,09 b 0,83+0,01 a 0,86+0,05 a 0,33+0,07 a 6,98+0,07 c

Esterilizacdo(E) 90,94+0,21 bc  0,82+0,09 a 0,80+0,09 a 0,2+0,06 a 7,24+0,02 ¢
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Tabela 3— Analises de umidade, cinzas, proteinas e lipidios entre os tratamentos térmicos
utilizados. Média e desvio padrao em trés repeticoes.

Notas: Sobrescritos iguais na mesma linha indicam tratamentos estatisticamente iguais
(p>0,05). Andlises realizadas em triplicata.

A andlise de umidade e o teor de carboidratos foram os parametros mais
variaveis entre os tratamentos. O teor de umidade foi semelhante ao recomendado




na Tabela Brasileira de Composicéo de Alimentos (TACO, 2011), que especificou
para a cenoura cozida em método tradicional, o valor de 91,7 (%) de umidade, valor
este, semelhante ao encontrado no tratamento Bl. Verificou-se também que, o teor de
umidade do tratamento SV esteve igual estatisticamente a amostra controle, desse
modo, ressalta-se que mediante uso da tecnologia SV, que utiliza a embalagem
aliada ao vacuo, evita o contato direto com a agua impedindo o ganho de umidade,
principalmente devido ao tipo de embalagem empregada, pois a mesma tem baixa
permeabilidade ao vapor d’agua (OLIVEIRA, 2013).

No que se refere aos carboidratos, a amostra in natura obteve maior valor
seguido dos tratamentos SV e BV, que preservaram melhor essa propriedade. As
alteracbes nos demais tratamentos devem-se ao fato dos tratamentos térmicos
danificarem a estrutura celular da cenoura, provocando assim, a hidrélise dos
carboidratos presentes no vegetal, ja& que a quebra das ligacdes glicosidicas pode
ser gerada por alteracdes de pH acido, temperatura e tempo (FENNEMA; PARKIN;
DAMODARAN, 2010).

Ja no que se refere as cinzas, Moreira (2006) relata que as perdas de minerais
nos alimentos acontecem quando ha algum tipo de processamento que pode causar
danos aos tecidos vegetais, estes podem ser: método de cocg¢do, congelamento,
secagem, entre outros. Todavia os tratamentos que utilizam de embalagem protetora,
como o SV, P e E, obtiveram os valores mais altos encontrados, mantendo-se iguais
estatisticamente (p>0,05). Ressalta-se também que na TACO (2011), o valor de
cinza para a cenoura cozida é de 0,6 % (p/p). Percebe-se assim que os tratamentos
que ficaram mais proximos a essa quantia foram o BV e o SV.

Os teores de carotenoides e de vitamina C sao encontrados nas Figuras
3 e 4. Verifica-se que os carotenoides, reduziram em todos os tratamentos
quando comparados com a amostra controle, entretanto, mantiveram-se iguais
estatisticamente (p>0,05), fato que comprova que com a acdo da temperatura
proveniente da coccao degrada essa propriedade, independente da embalagem.

No que se refere aos resultados da vitamina C, os valores dos tratamentos
ficaram inferiores a amostra controle, comprovando assim a sua sensibilidade com
a exposicao ao calor. Evidencia-se, principalmente com a esterilizagéo, o tratamento
que obteve o menor valor entre os demais, consequentemente o0 que teve maiores
perdas de processo, ou seja, pela utilizacdo de uma temperatura intensa (121°C),
degradou-se mais tal propriedade durante a coc¢ao. Ja o Bl obteve o segundo menor
valor, fato que pode ser explicado devido a lixiviagcdo ocorrida durante o processo
térmico da cenoura em contato direto com o meio aquoso.
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Figura 3-Teores de [-caroteno Figura 4 -Teores de vitamina C
(mg/100mL) obtidos frente os (mg/100g) obtidos frente os diferentes
diferentes tratamentos térmicos tratamentos térmicos aplicados. Média
aplicados. Média e desvio padrdao em e desvio padrao em trés repeti¢des.

trés repeticdes.

Notas: Sobrescritos iguais na mesma linha indicam tratamentos estatisticamente iguais (p>0,05). Andlises
realizadas em ftriplicata.

Acresce que, devido a alta solubilidade do acido ascérbico em solugdes
aquosas, podem ocorrer perdas significativas por lixiviagao a partir do contato do
vegetal depois de submetido a cortes e descascamento com o meio (FENNEMA;
PARKIN; DAMODARAN, 2010). O tratamento BV foi o que obteve menor perda
de vitamina C quando comparado com a amostra in natura, seguido do sistema
SV. Dessa forma, ambos preservaram melhor tal propriedade, o que pode ser
explicado devido as melhores condicbes de processo para a cenoura. Segundo
Fennema; Parkin; Damodaran, (2010), a degradacéo anaerdbia do acido ascorbico
€ insignificante pela existéncia de oxigénio residual nos alimentos, fato empregado
no tratamento SV.

Na analise de cor (Tabela 5), pode-se perceber que para todos os tratamentos
térmicos ocorreu um aumento dos parametros L* e b*, e uma reducao do parametro
a*, quando comparados com a amostra controle. O aumento do parametro L*
pode ocorrer pelas injurias provocadas pelo descascamento e corte em cenouras
processadas, podendo ser causado devido as reacdes enzimaticas do fendbmeno da
lignificacdo, que tem potencializagdo possivelmente pela atividade da lipoxigenase,
enzima que contem ferro em sua composicao e pode atuar como catalisador (BOLIN

et al.; 1991).
Tratamentos L~ a* b*
Controle (C) 45,74+0,8 b 35,62+1.7 a 29,7+0,7b
Sous vide (SV) 50,20+1,3 ab 23,88+2,9 b 31,3112 b
Vapor (BV) 52,36+0,9 a 21,95+0,6 b 56,21+0,8 a
Imersao (BI) 52+1,1a 20,26+1,6 b 58,47+1,9 a
Pasteurizacao (P)  53,36+3,6 a 23,76x3,0b 54,46+5,3 a
Esterilizacao (E) 52,98+0,5 a 20,48+1,9b 58,21+3,6 a

Tabela 5 — Valores de L*a*b* obtidos entre os tratamentos e a amostra controle. Média e desvio
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padrdo em trés repeticdes.

Notas: Sobrescritos iguais na mesma linha indicam tratamentos estatisticamente iguais (p>0,05). Analises
realizadas em triplicata.

Acresce que para Miglio et al. (2008), os valores de cor dos vegetais, diminuiram
significativamente apds os tratamentos térmicos realizados no estudo. No presente
trabalho apenas o parametro a* diminui apbs o processamento, enquanto os demais
parametros aumentaram. Essa variacdo pode ser elucidada devido a diferenca de
temperaturas e métodos utilizados, pois neste estudo os vegetais foram mensuradas
apos trituracdo e no trabalho de Miglio et al (2008), foi realizado medidas na parte
interna e externa do vegetal. Todavia, de acordo com a Tabela 5, o SV preservou
melhor as caracteristicas da cenoura in natura, principalmente no que se refere ao
parametro de cor b*, enquanto os demais tratamentos aumentaram significativamente.
Desse modo, o tratamento resguardou de maneira mais eficiente a coloracdo da
amostra in natura, aspecto importante na escolha do produto pelo consumidor.

Atextura € uma caracteristica imprescindivel para a aceitabilidade dos alimentos
e o controle desta propriedade é essencial para a obtencao de produtos agradaveis
aos consumidores. E dependente do estado da parede celular e dos polissacarideos
da lamela média, que inclui a pectina, um agente estrutural, que confere firmeza e
elasticidade para o tecido, uma vez que degradada, gera alteracbes da textura do
alimento (RASTOGI et al., 2008; RODRIGUES, 2009). Os resultados da analise de
firmeza podem ser verificados na Figura 5.

Firmeza (N)

Lo aAaNwWAE GO N ®
PR R T e el i i )

sV BV Bl

Tratamento

Figura 5- Dados frente analise de firmeza (N) para as amostras controle e demais submetidas
ao processamento térmico.

Notas: Sobrescritos iguais na mesma linha indicam tratamentos estatisticamente iguais (p>0,05). Analises
realizadas em triplicata

Verificou-se diferenca significativa entre os tratamentos com a amostra controle
(p<0,05), sendo possivel observar que, nenhum dos tratamentos obteve valores de
firmeza iguais ou superiores a cenoura in natura. A partir disso pode-se visualizar que
as temperaturas utilizadas bem como os tempos de cozimento foram satisfatérias,
ja que todos os tratamentos causaram amolecimento do vegetal, pois um cozimento
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excessivo pode provocar ruptura celular, implicando em reducédo da qualidade do
vegetal, devido que o amido presente em vegetais tuberosos durante o tratamento
térmico se gelatiniza, provocando um aumento da pressao interna, podendo levar
a separacgao das células, reduzindo a coesao e o amolecimento (NOURIAN et al.,
2003).

Sabe-se assim, que todos os processamentos térmicos estudados causaram
mudancas na textura do vegetal, comprovando a degradacéo da parede celular e
a alteracdo da pectina, que resulta no amolecimento do vegetal. Além disso, essa
perda de rigidez pode ser explicada também, j& que as macromoléculas de proteina
formam uma estrutura globular tridimensional amorfa e organizada, presente esta
nas cenouras, as quais podem tornar-se massa plasticizada em temperaturas de
coccdo (FELIX, 2011). Os tratamentos BV, Bl e P mostraram-se iguais entre si,
estatisticamente (p>0,05), obtendo os maiores valores para essa propriedade,
seguido das amostras da tecnologia SV e da E, que obteve o menor valor de firmeza
entre os testes analisados. O fato pode ser explicado pela alta temperatura que é
empregada na E, degradar de maneira mais intensa a parede celular do vegetal,
além de tornar a cenoura mais maleavel com uma rigidez mais diminuta.

41 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, foi possivel definir o melhor tratamento como
o sistema sous vide. Considerando que este, obteve melhor conservacdo das
propriedades da cenoura, principalmente no que se refere a vitamina C e a cor,
parametros importantes ao consumidor. No que se refere ao parametro de firmeza foi
o tratamento que conferiu melhor suculéncia ao produto, reduzindo aproximadamente
metade da rigidez encontrada na amostra in natura, sendo essa uma rigidez
intermediaria entre os tratamentos, e esperada pelo consumidor.
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RESUMO: A crescente procura por alimentos
mais saudaveis e naturais impulsionou as
pesquisas acerca de aditivos quimicos. Muitas
dessas pesquisas demonstram os maleficios
causados pelos antioxidantes sintéticos, e
a possivel atividade antioxidante de ervas e
especiarias. Esse trabalho objetivou analisar
dezenove ervas aromaticas e especiarias
utiizadas como condimentos na culinaria
mundial acerca de quantificar seus compostos
fendlicos e analisar sua atividade antioxidante.
(80:20,
realizada a

Utilizando o extrato hidroalcodlico
v/v) de cada condimento, foi
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quantificacdo de compostos fendlicos, de
acordo com o método espectrofotométrico de
Folin-Ciocalteau e a avaliacdo da capacidade
antioxidante dos condimentos foi determinada
pelo método do DPPH através da determinacgéo
da capacidade do extrato de sequestrar o radical
2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH). Os resultados
demonstraram significativas quantidades de
compostos fendlicos e atividade antioxidante
entre as ervas e especiarias analisadas. A
curcuma apresentou a menor quantidade de
compostos fendlicos (23,02 mg EAG/g), no
entanto apresentou o maior percentual de
atividade antioxidante (75,92%). Além disso, 0
cravo foi o condimento que apresentou a maior
quantidade de compostos fendlicos (166,96
mg EAG/g), enquanto o gengibre apresentou
0 menor percentual de atividade antioxidante
(14,74%). Portanto esse trabalho compreende
novos achados
no progresso das pesquisas acerca de
antioxidantes naturais.
PALAVRAS-CHAVE:
Condimentos, Compostos Fendlicos.

relevantes, contribuindo

Antioxidante,

AROMATIC HERBS AND SPICES AS A
SOURCE OF NATURAL ANTIOXIDANTS

ABSTRACT: Growing demand for healthier,
natural foods has boosted research on chemical
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additives. Many of these researches demonstrate the harm caused by synthetic
antioxidants and the possible antioxidant activity of herbs and spices. This work aimed
to analyze nineteen herbs and spices used as condiments in the world cuisine about
quantifying their phenolic compounds and analyzing their antioxidant activity. Using the
hydroalcoholic extract (80:20, v / v) from each condiment, quantification of phenolic
compounds was performed according to the Folin-Ciocalteau spectrophotometric
method and the evaluation of the antioxidant capacity of the condiments was determined
by the DPPH method through of the extract’s ability to sequester the 2,2-diphenyl-
1-picrylhydrazyl (DPPH) radical. The results showed significant amounts of phenolic
compounds and antioxidant activity among the analyzed herbs and spices. Turmeric
presented the lowest amount of phenolic compounds (23.02 mg EAG / g) however, it
presented the highest percentage of antioxidant activity (75.92%). In addition, clove was
the condiment that presented the highest amount of phenolic compounds (166.96 mg
EAG / g), while ginger showed the lowest percentage of antioxidant activity (14.74%).
Therefore, this work includes new relevant findings, contributing to the progress of
research on natural antioxidants.

KEYWORDS: Antioxidant, Condiments, Phenolic Compounds.

11 INTRODUCAO

Atualmente, grande parte da populagéao tem interesse por produtos naturais,
nao sé no que diz respeito a alimentacao, mas também ao tratamento de doencas.
A busca por produtos de qualidade e a preocupagdo com o0s impactos na saude
tornaram o consumidor mais exigente quanto a origem dos produtos adquiridos
(ALMASSY JUNIOR; SILVA; FONSECA, 2010).

Na alimentacdo humana, as ervas aromaticas e especiarias atuam realgcando
0 sabor dos alimentos e ativando o processo digestivo. Além disso, cada tipo de
planta tem em suas composi¢des diferentes substancias que agem no organismo
mesmo quando a planta é usada apenas como tempero (CARDOSO et al., 2005).
Ervas e especiarias trazem beneficios a saude de quem os consome, quando usados
adequadamente, estimulam a secrecédo gastrica e aumentam o ténus dos 6rgaos
digestivos (CARRIJO et al., 2012).

A utilizacdo de ervas e especiarias na preparacao dos alimentos tem sido
incentivada pelo fato delas possuirem atividade antioxidante, através de compostos
capazes de desativar os radicais livres. As industrias de alimentos vém aumentando
a utilizacdo das especiarias, que atendam as exigéncias cada vez maiores dos
consumidores, sendo que varias pesquisas estao sendo realizadas com afinalidade de
se obterem quantidades adequadas de utilizacéo, oferecendo melhoria de qualidade
dos produtos a fim de desempenhar sua acao antioxidante e antimicrobiana, além
de suas propriedades nutricionais, fungdes fisioldgicas, funcionais e tecnoldgicas,
0s quais possam ser consumidos numa dieta habitual (GONCALVES; SANTOS;
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MORAIS, 2015).

Considerando a preocupacao atual com efeitos maléficos que os antioxidantes
sintéticos podem causar ao organismo, observa-se que os extratos de especiarias
podem constituir uma fonte acessivel de antioxidantes naturais. A adicdo de
especiarias pode evitar a deterioracdo oxidativa em varios sistemas, além de
fornecer possivel suplemento alimenticio e farmacéutico. Evidéncias demonstram
gue novos antioxidantes podem ser empregados como terapéuticos, indicando que
as pesquisas envolvendo antioxidantes naturais devem prosseguir, pois as mesmas
se mostram de suma importancia para a satde humana (DEL RE; JORGE, 2012).

Com énfase no exposto, realizou-se este trabalho com o objetivo de aprofundar
o estudo das ervas aromaticas e especiarias, abordando caracteristicas como
utilizacdo, propriedades e quantificacdo de compostos fendlicos bem como, sua
atividade antioxidante.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Amostras

A maioria das amostras foi adquirida em forma de p6 através da loja virtual,
Estacdo dos Graos Ltda., com sede localizada no estado de Sdo Paulo/SP. O alho
foi adquirido “in natura’” no comércio de Palmeira das Missdes/RS e a cebolinha foi
coletada no municipio de Trés de Maio/RS.

As amostras de louro, cominho, alecrim, cravo, anis estrelado e noz moscada,
juntamente com o alho e a cebolinha foram levadas ao Laboratério de Apoio a
Nutricdo da Universidade Federal de Santa Maria - UFSM, onde foram submetidas
a desidratacéo em estufa ventilada a temperatura de 60°C durante 24 horas. Apos
a secagem o material foi triturado em processador, armazenado em saco plastico e
congelado até o momento das analises.

2.2 Preparo das amostras

Para a quantificacdo de compostos fendlicos totais, foi preparada uma solugéao
hidroetandlica (80:20, v/v), e acrescentada em 10 mL desta, um grama (1g) de cada
amostra (previamente seca e triturada) em tubos Falcon de 50 ml (1:10, m/v). Os tubos
foram agitados cuidadosamente por 2 minutos. Posteriormente, foram colocados em
banho-maria a 40°C por 30 minutos. ApOs esse periodo, os extratos foram filtrados
em papel filtro e armazenados em refrigeracdo para posterior analise.

2.3 Analise de compostos fendlicos

A analise de compostos fendlicos foi realizada no Laboratorio de Apoio da
UFSM. A anélise de compostos fendlicos foi realizada de acordo com o método
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espectrofotométrico de Folin-Ciocalteau descrito por Singleton, Orthofer e Lamuel
(1999) e Bezerra (2012), utilizando acido galico como padréao.

Os extratos obtidos foram diluidos e, uma aliquota de 0,1 mL de cada amostra
diluida foi transferida para um tubo e adicionado 2,0 mL do reagente Folin-Ciocalteau,
diluido em agua destilada na proporcéo de 1:10 (v/v). A mistura permaneceu em
repouso 5 minutos. Em seguida foram adicionados 2,0 mL de carbonato de sédio
7,5% e os tubos deixados em repouso por 1 hora, na auséncia de luz. A absorbancia
foi medida em espectrofotbmetro a 740 nm. As analises foram conduzidas em
triplicata.

2.4 Analise da atividade antiodante

O método estd baseado na capacidade do DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)
em reagir com doadores de hidrogénio. Na presenca de substancias antioxidantes
0 mesmo recebe H* sendo entdo reduzido. Pode ser facilmente detectado por
espectroscopia devido a sua intensa absor¢ao na regiao visivel. O ensaio € iniciado
pela adicdo do DPPH na amostra, em solu¢do e mensurado pela capacidade da
amostra de reduzir o DPPH.

A capacidade da amostra de reduzir o DPPH é expressa em percentual (% AA),
e calculada em relacéo ao controle, segundo a equacgao (1):

Ar=(Ap—Ag)x100

%AA = =

(1)

Onde A € a absorvancia do DPPH, A, € a absorvancia da amostra e A; € a
absorvancia do branco da amostra.

A capacidade antioxidante dos extratos das plantas foi determinada pelo método
do DPPH através da determinacao da capacidade do extrato de sequestrar o radical
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH), conforme Bezerra (2012). Os extratos elaborados
para determinacao foram analisados por meio de espectroscopia na regiao do visivel
em comprimento de onda de 522 nm. Os resultados foram expressos em percentual
de capacidade antioxidante e analisados em triplicata.

2.5 Analise Estatistica

Os dados referentes a pesquisa, foram interpretados por analise descritiva
simples no programa Excel 2010 e calculados em média + desvio padrao e submetidos
a analise de variancia pelo teste Tukey (p< 0,05) no programa SASM-Agri versao 4
(CANTERI et al., 2001).
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Quantificacao de compostos fendlicos das amostras

Observando os resultados da Tabela 1, pode-se perceber que a maioria das

ervas analisadas exibiram uma maior quantidade de compostos fendlicos, enquanto

que as especiarias obtiveram resultados menores com exce¢éo do cravo e da canela.

Amostras mg/g fendlicos totais (mg EAG/g) | Desvio Padrao
Cravo 166,96 @ +1,01
Orégano 158,90° +3,72
Canela 151,79° +1,95
Tomilho 144,01°¢ +2,91
Alecrim 137,99°¢ +2,90
Hortela 127,15¢ +1,06
Louro 120,48 % +2,85
Manijericéo 118,53¢ +3,40
Sélvia 108,50 +0,36
Anis 89,729 +1,73
Coentro 86,189 +6,54
Cebolinha 60,46 " +2,09
Cominho 56,70"N +1,51
Erva Doce 50,121 +1,60
Salsa 49,08} +1,57
Alho 31,34k +0,24
Noz Moscada 28,00¢ +0,60
Gengibre 25,5634 +0,88
Curcuma 23,02 +1,06

Tabela 1- Quantificacao de fendlicos totais das amostras analisadas (EAG: equivalentes de

acido gélico).

* Letras iguais na mesma coluna indicam que néao hé diferenca significativa entre as amostras ao nivel de 5%
pelo teste Tukey. (CV: 2,71%; Quadrado médio do residuo: 6,12).

Analisando o alecrim, Pereira e Pinheiro (2013) encontraram um resultado

inferior em seu estudo, apenas 40,15 mg/g de compostos fendlicos em extrato
etandlico 80% (v/v) de alecrim. Também no estudo de Silva et al. (2011) o extrato

aquoso de alecrim apresentou uma quantidade de compostos fendlicos de 30,70

mg/g.

Andreo e Jorge (2011) encontraram uma concentracdo de compostos fendlicos
totais, de 251 mg/g em extrato etanoélico de gengibre, resultado superior comparado
com o presente estudo. Ja no estudo de Matiolli (2014) constatou-se uma quantidade

bastante inferior de fenois totais em extratos aquosos de canela (4,34 mg/g),

manjericao (3,56 mg/g) e orégano (3,52 mg/g).

Shan et al. (2005) analisaram 26 condimentos diferentes utilizando 2 g de
amostra extraida com 50 mL de metanol a 80%. Estes obtiveram os seguintes
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resultados: canela (119,0 mg/g), orégano (101,7 g), salvia (53,2 mg/g), alecrim (50,7
mg/g), tomilho (45,2 mg/qg), louro (41,7 mg/g), manjericao (36,4 mg/g), anis (20,2
mg/g), noz moscada (16,1 mg/g), salsa (9,7 mg/g), coentro (8,8 mg/g), gengibre (6,3
mg/g), cominho (2,3 mg/g).

E possivel perceber que os resultados foram inferiores aos encontrados no
presente trabalho. Essas diferencas estdo relacionadas as solugdes extratoras
utilizadas em cada estudo. Porém pode-se observar que, como no presente trabalho,
os condimentos que apresentaram resultados superiores foram a canela, o orégano
€ a maior parte das ervas.

3.2 Avaliacao da atividade antioxidants das amostras

Observando os resultados da Tabela 2, pode-se perceber que a curcuma
apresentou o maior percentual de atividade antioxidante, e, no entanto obteve a
menor quantificacdo de compostos fendlicos.

Amostras % Atividade Antioxidante | Desvio Padrao
Clrcuma 75,92 @ +0,23
Hortela 68,77 ® +0,39
Louro 68,23 ° +0,67
Sélvia 66,88 +0,81
Manjericao 62,70 +0,10
Anis 60,14 < +1,75
Cominho 53,93 % +0,67
Coentro 47,73 ¢ +1,81
Cebolinha 46,85 °9 +1,14
Erva Doce 45,16°9 0,29
Orégano 43,21 fon +1,44
Tomilho 42 53 foni +0,92
Noz Moscada 41,45 foni +2,08
Alecrim 39,50 fahi +0,10
Canela 39,439 +3,78
Cravo 39,031 9,74
Alho 34,57 i +0,95
Salsa 33,501 +1,73
Gengibre 14,74 +1,76

Tabela 2- Percentual de atividade antioxidante (%AA) das amostras analisadas.

* Letras iguais na mesma coluna indicam que néao hé diferenca significativa entre as amostras ao nivel de 5%
pelo teste Tukey. (CV: 6,15%; Quadrado médio do residuo: 8,65).

Apesar da baixa quantificacao de fendlicos, a avaliacéo da atividade do extrato
em sequestrar o radical DPPH foi significativamente elevada, o que mostra que os
antioxidantes presentes na curcuma sado extremamente eficientes na captura do
radical livre do que outros condimentos que obtiveram uma maior quantificacdo
destes. Segundo Balasundram, Sundram, Samman (2006), a estrutura dos
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compostos fenolicos € um fator determinante para a atividade antioxidante, assim
sendo conhecido como relacédo estrutura-atividade. Isso explica o fato de alguns
compostos exibiram altas quantificacées de fendlicos totais e em algumas vezes um
baixo percentual de atividade antioxidante frente a um radical livre.

Os dados obtidos por Sobral (2012) revelaram que as correlagdes entre a
atividade antioxidante e o conteudo de fendlicos totais podem depender do método
escolhido (DPPH, FRAP, ABTS) e das caracteristicas hidrofobicas e hidrofilicas
do método. Portanto os resultados de atividade antioxidante nédo necessariamente
correspondem a quantidade de compostos fendlicos, mas dependem da interacéo
entre o extrato e o radical livre.

O estudo de Matiolli (2014) obteve resultados de atividade antioxidante utilizando
o método DPPH de extratos aquosos de manjericdo (82,01%), orégano (81,32%)
e canela (77,82%) e gengibre (12,59%). O percentual de atividade antioxidante
encontrado no presente trabalho para o gengibre, foi semelhante ao encontrado
pelo autor.

Goncgalves, Santos e Morais (2015) encontraram uma grande variabilidade
dos resultados para a capacidade antioxidante, entre 73,8% (manjericao), 83,9%
(alecrim), 84,1% (cebolinha), 75,2% (cominho), 90,3% (orégano), 87,2% (salsa),
82,5% (tomilho) para os extratos aquosos, e 92,6% (manjericao), 93,9% (alecrim),
55,2% (cebolinha), 89,6% (cominho), 96,0% (orégano), 97,2% (salsa), 94,4%
(tomilho) para os extratos alcodlicos.

Ja Andreo e Jorge (2011) encontraram 79,1% de atividade antioxidante em
extrato etandlico de gengibre através do método DPPH.

Supbe-se que esta grande variabilidade de resultados obtidos pode ser
explicada, pelo emprego de diferentes processos de extracdo (em agua ou em
alcool), obtendo extratos com diferentes concentragcdes destes compostos e,
consequentemente, influenciando na quantificacdo. Estes fatos tornam dificil a
comparacao dos resultados entre os estudos.

Dessa forma, sdo necessarias outras analises acerca da quantificacao de
compostos fendlicos e da atividade antioxidante por diferentes metodologias, em
virtude da necessidade de se investigar outros métodos de preparacéo da amostra,
extracdo dos compostos fendlicos e solvente extrator para utilizagdo desses
antioxidantes de fontes naturais na industria de alimentos ou farmacéutica.

41 CONCLUSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram significativas quantidades de
compostos fendlicos e atividade antioxidante entre as ervas e especiarias analisadas.
A curcuma apresentou a menor quantidade de compostos fendlicos, mas ao mesmo
tempo apresentou o maior percentual de atividade antioxidante.
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Pode-se concluir que alguns compostos fenélicos s&o mais eficientes que outros
nacapturadoradical DPPH, e nem sempre os compostos fenélicos quantificados seréao
efetivos na captura de um radical livre explicando a discrepéncia entre os resultados
da quantificacdo de compostos fendlicos em relacéo a atividade antioxidante.
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ABSTRACT: Cupuacu (Theobroma
grandiflorum), is a fruit considered exotic and
of great economic potential in the national
and international market, which has great
sensorial characteristics like attractive aroma
and pleasant taste. The objective of the
research was to evaluate the conditions of the
enzymatic treatment in the pulp of the cupuacu,
through the process of despectinization of the
pulp. The pectin analysis was performed on
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grandiflorum)

the cupuacu pulp samples, before and after
the treatments. The design was the complete
factorial design composed of three replicates at
the central point. The effect of these variables
was studied in three experimental levels: -1, 0,
1, where -1 and 1 correspond to the minimum
and maximum levels, and 0 corresponds to the
central point. The factors were time (30, 55, 80
min.) And temperature (25, 40, 55°C) treatment.
The results were evaluated through Analysis
of Variance (ANOVA) and response surface
methodology, using a statistical program called
Statistica, Version 7.0. The enzymatic treatment
provided a reduction in the pectin chains in all
the tests, the highest percentage being found at
25°C for 80 minutes (46.82%).

KEYWORDS: Enzymatic treatment. Pectin.
Physicochemical.
RESUMO: O cupuacgu (Theobroma

grandiflorum), & um fruto considerado exotico
e de grande potencial econ6mico no mercado
nacional e internacional, que possui grandes
caracteristicas sensoriais como aroma atrativo
e sabor agradavel. O objetivo da pesquisa foi
avaliar as condi¢cbes do tratamento enzimatico
na polpa do cupuacgu, através do processo de
despectinizacdo da polpa. A andlise da pectina
foi realizada nas amostras de polpa de cupuacu,
antes e apds os tratamentos. O delineamento
utilizado foi o fatorial completo composto por
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trés repeticées no ponto central. O efeito dessas variaveis foi estudado em trés niveis
experimentais: -1, 0, 1, onde -1 e 1 correspondem aos niveis minimo e maximo, e 0
corresponde ao ponto central. Os fatores foram tempo (30, 55, 80 min.) E temperatura
(25, 40,55° C). Os resultados foram avaliados através da Analise de Variancia (ANOVA)
e da metodologia de superficie de resposta, utilizando um programa estatistico
denominado Statistica, versao 7.0. O tratamento enzimatico proporcionou redugéao
nas cadeias de pectina em todos os testes, sendo o maior percentual encontrado a 25
°C por 80 minutos (46,82%).

PALAVRAS-CHAVE: Tratamento enzimatico. Pectina. Fisico quimica.

11 INTRODUCTION

The cupuaguzeiro stands out as being one of the fruit of great importance for the
Amazon and stands out for having great sensorial characteristics like attractive aroma
and pleasant flavor. Its pulp also has a remarkable content of acidity, soluble solids
and pectin, besides the seeds contain high content of lipids and theobromine (LIRA et
al., 2012; VIANA, 2010). The cupuagu processing represents the fruit breakage and
removal of the pulp, this activity being performed manually or mechanized. (JORGE,
2011; SOUZA, et al., 2011).

The production of fruit pulp is a process of beneficiation of the fruit indispensable
for its conservation, besides its processing is favorable for the full use of the fruits,
both in the harvest period or in the off-season, since it is an important raw material in
the food industry for the production of derivatives (CAVALCANTE, 2005).

In general, the economic importance of cupuagu comes from the production of
juices, soft drinks, ice cream, candies, compote, yogurts, concentrates, dehydrated
pulps and flavorings made from its pulp, which has a high content of pectin, which
favors the production of other derivatives such as jelly (GONCALVES, 2014).

Pectin “is a polysaccharide which has in its structure linear chains of a-1,4-
linked D-galacturonic acid, which together with cellulose and hemicellulose, form the
structural material of the cell walls of the plants, conferring the mechanical strength
of the cell wall (BOBBIO & BOBBIO, 2001).

In this respect, some attributes such as consistency and turbidity in fruit juices
occur due to the presence of these pectic substances and cause a significant increase
in viscosity, interfering in the processing stages, such as filtration and concentration.

Thus, the use of these enzymes promotes a better use of the raw material,
increasing the efficiency of the unit operations involved in its production process,
energy consumption, and minimizing waste (PALUDO & KRUGER, 2011).

Therefore, the objective of this work was to evaluate the conditions of enzymatic
treatment of the fruit pulp of the cupuacu fruit produced in the municipality of Santa
Isabel do Para, by means of the depectinization, in order to contribute to the
improvement of the fruit processing.
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2| MATERIAL AND METHODS

2.1 Raw material

The fruit was purchased in the municipality of Santa Izabel do Para and then
transported to the Food Laboratory of the State University of Para, Campus XX,
located in the municipality of Castanhal - PA. It was followed by the steps of selection,
cleaning and sanitization by immersion in a solution containing 100 mg / L of active
chlorine for 15 minutes. The fruits were pulped and the pulp obtained was packed in
100 g polyethylene packs, frozen and stored at -20 ° C until analysis.

2.2 Determination of pectin

The pectin analysis was performed on the cupuacu pulp samples, as well as on
the samples after each treatment, in order to analyze the efficiency of the enzyme
action in the different treatments. The analysis followed the methodology proposed
by Matissek et al. (1998). The results were expressed as mg of galacturonic acid/L
(mg AG/L). From the results of the final pectin content it was verified which treatments
showed higher pectin hydrolysis in the samples.

2.3 Experimental design

The design used in this research was the complete factorial design. The
evaluated factors were time and temperature of enzymatic treatment, as shown in
Table 1, with an enzymatic preparation provided by Novozymes, and the trials were
conducted in arandomized manner. The design was performed with three replicates at
the central point, in order to estimate the analytical error. The effect of these variables
was studied in three experimental levels: -1, 0, 1, where -1 and 1 correspond to the
minimum and maximum levels, and 0 corresponds to the central point. The analysis
of the results was performed by analysis of variance (ANOVA) at a significance level
of 5% and response surface methodology using Statistica 7.0 software.

Treatments Temperature (°C) Time (min)
1 40 55
2 25 80
3 40 55
4 55 30
5 25 30
6 40 55
7 55 80

Table 1 - Experimental delineation.
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2.4 Enzymatic treatment

In order to perform the enzymatic treatment in the frozen cupuacgu pulp, 100
g of the pulp was first diluted in 300 ml of water, followed by the addition of 15 ml
of the diluted pulp in each 50 ml stainless steel tube and the insertion of a fixed
concentration of 200 mg/L of the enzyme Pectinex SMASH XXL. Then, the tubes
were submitted to the water bath, as determined in the complete factorial design.
After the enzymatic treatment, the enzymes were inactivated at 85°C for 15 minutes
and pectin determination was carried out.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Determination of pectin

The result obtained from the pectin concentration in the frozen cupuassu pulp
was 5,384.01 mg AG/L. However, Villachica (1996) and Nazaré (2003), both found the
pectin value of 390 mg / 100g of fresh cupuacu pulp. Rodrigues (2009), established
a pectin concentration of 9,280 mg/100g in the cupuacgu pulp.

According to Coelho (2008), this divergence occurs as a function of the source
from which it is extracted, as well as the diversity of the fruit, the maturation process,
the extraction procedure and the mode of cultivation, has a total influence on the
quantity determination of pectin.

3.2 Enzymatic treatment

The experimental values obtained from the pectin concentration after the
enzymatic treatment at the points of the complete factorial design are presented in

Table 2.
Variable [ ] of Pectin *
Treatments
Temperature (°C) Time (min) Enzyme (mg AG/L)
1 40 55 3.289,40
7 55 80 3.136,14
3 40 55 3.238,31
4 55 30 3.731,48
5 25 30 3.323,46
6 40 55 3.263,85
2 25 80 2.862,98
Table 2 - Results of pectin concentration after enzymatic treatment.
Notes: Concentration [ ]; * after treatment; Enzyme Pectinex SMASH XXL.
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The results found in Table 2 confirm that the time and temperature of treatment

variables have a significant effect on the enzyme performance, showing the reduction

of the pectin concentration in the analyzed samples.

The use of a lower temperature (25°C) with the longest time (80 min) provides

the highest efficiency of the enzyme (Treatment 2). In contrast, the use of higher

temperatures (55°C) for a short period of time (30 min) showed the lowest enzymatic

action (Treatment 4).

Thus, Table 3 expresses the result of the analysis of variance for the enzymatic

treatments, where it was verified that the effect of time and temperature exerted a

significant effect on the response, for p<0.05.

Factors DF SS SM F P
Temperature (1) 1 116001,5 116001,5 177,76* 0,005*
Time (2) 1 278688,9 278688,9 427,08* 0,002*
1:2 1 4546,8 4546,8 6,96 0,12
Lack of adjustment 1 0,2 0,2 0,0003 0,98
Pure Error 2 1305,1
Total SS 6 400542,6
R? =0,9967

Table 3 - Results of model variance line.

Notes: Degree of Freedom (DF); Sum of squares (SS); Square of the mean (SM); Test F (f).

According to Table 3, the interrelation between variables does not have a
significant statistical effect on the response (p <0.05). However, the time and the

temperature have great influence on the process, since these variables are of

fundamental importance for the enzymatic reactions.

Balischi et al. (2002) confirmed in his research with acerola pulp, that the
variations of time and temperature, as the data exposed in this work, has a great

influence on the enzymatic treatment for the degradation of pectin chains, as well as

the concentration of the enzyme preparation.

Figure 1 shows the response surface of the data obtained in the enzymatic

treatment.
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Figure 1 - Line model response surface result.

Figure 1 represents a linear fit for the time and temperature variables. Where
it can be seen that the lowest pectin concentration was 2,862.98 mg AG / L, since
increasing time and decreasing temperature resulted in greater hydrolysis of the
pectin chains present in the pulp. Thus, the best treatment condition for the enzyme
was the treatment 2, which had a temperature of 25 ° C for 80 minutes, promoting a
reduction of 46.82% in the pectin concentration of the analyzed pulp.

Balischi et al. (2002) obtained better results, varying the time, temperature
and concentration of two enzyme preparations under the following conditions:
Citrozym Ultra L and Pectinex Ultra SP-L, in the concentrations of 100 and 120
ppm, temperatures of 45 and 35 ° C and treatment times 60 and 75 minutes, with a
reduction in pectin content of 68.2% and 32.4%, respectively.

41 CONCLUSIONS

The complete factorial design that was used allowed to find the ideal conditions
of the enzymatic treatment, reducing pectin concentration in the raw material.
Therefore, treatment 2, with longer time (80 min) and lower temperature (25 ° C), was
the most suitable for enzymatic action, with 46, 82% pectin hydrolysis in the cupuacu
pulp. Studies related to the depectinization of regional fruit pulps are still limited,
since there is a great variety of fruits from different regions. Therefore, it is necessary
to increase the incentive in research, so that parameters can be raised to improve
the application of industrial enzymatic complexes, with a view to better processing of
this raw material.
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RESUMO: A \utilizacdo e aproveitamento
de residuos de frutas, corresponde a uma
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squamosa)

alternativa sustentavel, pois o aproveitamento
integral de frutas e outros produtos de origem
vegetal minimiza a producéao de lixo organico e
fornece novas fontes de nutrientes e compostos
bioativos. Este trabalho foi realizado com o
objetivo de extrair os compostos bioativos
presentes na casca de atemoia por ultrassom,
em diferentes temperaturas. Os extratos
hidroalcodlicos foram preparados a partir da
amostra moida e alcool de cereais 70%. Para a
realizagdo da extracéo assistida por ultrassom,
a casca e o alcool de cereais foram imersas
em banho ultrassénico, durante 20 minutos nas
temperaturas de 30 e 60°C. Foram realizadas as
determinacdes de compostos fendlicos totais,
flavondides totais, DPPH, IC_, e ORAC. Os
resultados obtidos demonstram que a extracéo
a 60°C influenciou positivamente na extracao
de compostos bioativos da casca de atemoia.
Considerando a importancia econbmica e
nutricional do aproveitamento das partes
usualmente desprezadas de frutas, a casca de
atemoia pode ser considerada uma promissora
fonte natural de obtenc&o de extratos ricos em
compostos bioativos.

PALAVRAS-CHAVE: Atemoia, ultrassom,

compostos bioativos, antioxidantes naturais

ULTRASONIC ASSISTED EXTRACTION TO
OBTAIN BIOACTIVE FROM BARK ATEMOIA
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(Annona cherimola Mill x Annona squamosa)

ABSTRACT: The use and recovery of fruit waste corresponds to a sustainable
alternative, since the integral use of fruits and other products of vegetal origin minimizes
the production of organic waste and provides new sources of nutrients and bioactive
compounds. This work was carried out with the objective of extracting the bioactive
compounds present in the shell of atemoia by ultrasound, at different temperatures.
The hydroalcoholic extracts were prepared from the ground sample and 70% cereal
alcohol. To perform the ultrasound assisted extraction, the husk and cereal alcohol
were immersed in an ultrasonic bath for 20 minutes at temperatures of 30 and 60
°C. The determinations of total phenolic compounds, total flavonoids, DPPH, IC 50
and ORAC were performed. The results obtained demonstrate that the extraction at
60 °C positively influenced the extraction of bioactive compounds from the atemoia
peel. Considering the economic and nutritional importance of the use of the usually
neglected parts of fruits, the atemoia peel can be considered a promising natural source
of extracts rich in bioactive compounds.

KEYWORDS: Atemoia, ultrasound, bioactive compounds, natural antioxidants

11 INTRODUCAO

Dentro do agronegocio, uma area na qual o Brasil se destaca é a produgao
de frutas, chamada de fruticultura, sendo considerado um dos maiores produtores
mundiais. As frutas sdo boas fontes de nutrientes, porém os subprodutos como a
casca e as sementes de vegetais costumam ser descartadas pela industria e pelos
consumidores. Esses subprodutos poderiam ser aproveitados como fonte alternativa
de nutrientes e como fonte de outros compostos benéficos para saude humana
(CRUZ et al., 2013).

A utilizacdo e aproveitamento de residuos de frutas, corresponde a uma
alternativa sustentavel, pois o aproveitamento integral de frutas e outros produtos
de origem vegetal minimiza a producao de lixo organico e fornece novas fontes de
nutrientes e compostos bioativos (SILVA; RAMOS, 2009).

A atemoia € um hibrido derivado do cruzamento entre um fruto tropical, a fruta-
do-conde, mais conhecida como ata (Annona squamosa L.) com a cherimoia (Annona
cherimola Mill.), nativa das regides andinas do Chile, Peru, Bolivia, Equador e em
locais de clima ameno. Segundo CRUZ et al. (2013) cerca de mil hectares de atemoia
sao plantados no Brasil, sendo o estado de Sdo Paulo o maior produtor, responsavel
por 44% da producao, seguido por Minas Gerais, Parana e Bahia (LEMOS et al.,
2014).

O cruzamento entre espécies ocorre naturalmente, porém o hibrido atemoia
foi resultado de um cruzamento intencional, com o objetivo de se obter um fruto de
tdo boa qualidade quanto a cherimoia, que se adaptasse melhor ao clima tropical.
Segundo Donadio (1997), a producdao de atemoia tende a crescer no Brasil em

Inovagéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 22




virtude dessa versatilidade e maior adaptacéao as condi¢des tropicais e subtropicais

Os frutos de atemoéia apresentam a casca de cor verde-escura/amarelada com
textura rugosa e pontiaguda, a polpa branca, cremosa e doce, geralmente apresenta
poucas sementes, que possuem cor escura. Além disso, apresenta caracteristicas
sensoriais superiores a fruta-do-conde e a cherimoia (MARCELLINI, et al., 2003; LIU
et al., 2016).

Alguns estudos sobre fisiologia e qualidade pos-colheita foram realizados com
esta planta (SCALOPPI-JUNIOR; MARTINS, 2003; OLIVEIRA et al., 2010; PEREIRA;
KAVATI, 2011), porém poucos estudos sobre a fitoquimica e a atividade bioldgica
foram conduzidos no Brasil.

A extracao de compostos bioativos pode ser realizada de diferentes maneiras,
normalmente utiliza-se a extrac&o simples com uso de solventes orgéanicos. Buscando
melhorar a eficiéncia deste processo, diversas pesquisas tém reportado a utilizagcao
de ultrassom para extracdo desses compostos a partir de matrizes vegetais (SILVA;
GARCIA; FRANCISCATO, 2016). A extracdo com o uso de ultrassom apresenta-
se como uma técnica extrativa promissora por promover a extracdo exaustiva de
principios ativos de vegetais com gasto de energia relativamente pequeno, economia
de tempo e maior seguranga no processo (BOEIRA, et al., 2018)

Baseado no exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da temperatura
na extragdo assistida por ultrassom sobre os compostos bioativos da casca de
Atemoia.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencao e preparo do material vegetal

A fruta foi obtida no comercio local de Santa Maria (RS). As cascas de atemoia
foram secas em estufa a 45 ° C (£5) por 48 horas, trituradas em moinho de facas
tipo Willy e passadas em peneira de 20 mesh. O material foi armazenado em freezer
doméstico em sacos de polietileno a temperatura de -18 ° C até o final das analises.

2.2 Preparacao dos extratos

Os extratos hidroalcodlicos foram preparados com alcool de cereais 70%
na proporcao 1:10 (p/v). A extracdo por ultrassom foi realizada de acordo com as
condicdes propostas por Piovesan et al. (2017) e Zibetti et al. (2013). O alcool de
cereais e as cascas trituradas foram imersos em banho ultrassom (UNIQUE®,
modelo USC1800, Sao Paulo, Brasil) operando em frequéncia de 40 kHz durante 20
minutos em diferentes temperaturas, 30°C e 60°C.
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2.3 Determinacao de fendélicos totais

A determinacdo de fendlicos totais foi feita pelo método de Folin-Ciocalteu
descrito por ROESLER (2007), que sugere incubar os tubos durante 5 minutos em
banho-maria a 50°C. Para a quantificacdo foi realizada uma curva de calibracao
utilizando acido galico em concentracées de 10 a 500 mg.L". O teor de compostos
fendlicos totais foi expresso em miligramas equivalentes de acido galico/ g de
amostra (mg EAG g™).

2.4 Determinacao de flavonoides totais

O teor de flavonoides totais foi determinado pelo método proposto por ZHISHEN,
MENGCHENG & JANMING (1999). Para o célculo foi realizada curva de calibracao
utilizando quercetina em concentracées de 25 a 200 mg.L" .O teor de flavonéides
totais foi expresso em mg equivalente de quercetina/ g de amostra (mg EQ g™').

2.5 Determinacao de atividade antioxidante pelo método DPPH

A determinacéo da capacidade antioxidante pelo método DPPH (2,2-diphenyl-
1-picryl-hydrazyl) foi feita segundo BRAND-WILLIAMS, CUVELIER & BERSET
(1995). Incubou-se 2,5 mL de uma solugcdo metandlica de DPPH (2,2-diphenyl-1-
picryl-hydrazyl) 0,1 mM com 0,5 mL de solugbes contendo concentragdes crescentes
dos extratos, por 30 minutos e auséncia da luz. Os resultados foram expressos como
percentual (%) de inibicdo do radical DPPH, de acordo com a equacgao abaixo:

%DPHHinibigéoradical = [(4p — Ag) + Ap] X 100

Onde A, € absorbancia controle, A_é a absorbancia da amostra. Para o calculo
do IC50, utilizou-se a equacéo da reta obtida dos valores da absorbancia (AA%) das
concentracOes crescentes das amostras, substituindo o valor de Y por 50, obtendo-
se o valor de X como a concentragdo da amostra com capacidade para reduzir 50%
do DPPH.

2.6 Determinacao de atividade antioxidante pelo método ORAC

A capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC) foi analisada
conforme proposto por DAVALOS, GOMEZ-CORDOVES & BARTOLOME (2004). A
intensidade da fluorescéncia (excitacdo a 485 nm e emissao a 525 nm) foi monitorada
a cada minuto, durante 120 minutos, no leitor de microplacas Sinergy Mx (BioTeK,
Winooski, EUA). A curva padréo foi preparada com solucao de Trolox (0 a 96 mM), e
os resultados foram expressos em pmol equivalente de Trolox por grama de amostra
(umol Trolox/g).
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2.7 Analise estatistica

Os extratos e as andlises foram conduzidos em triplicata. Os resultados foram
submetidos a analise de varidncia (ANOVA) e as médias comparadas entre si através
do teste de Tukey, a 5% de significancia, quando necessario, através do programa
computacional Statistica ®10.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Compostos fendlicos totais

O teor de fendlicos totais dos extratos de atemoia esta apresentado na Figura
1. O extrato a temperatura de 60 °C apresentou maior teor de fendlicos (559,75
mgGAE/g) quando comparado a temperatura de 30°C, que apresentou (475,66

mgGAE/qg).
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FIGURA 1: Fendlicos totais dos extratos obtidos em diferentes temperaturas de extracao.

Resultados sao expressos em Média + DP (n=3).
GAE = equivalente ao acido galico

ABLetras mailsculas iguais ndo apresentam diferencga significativa pelo teste de Tukey (p>0,05) entre as
diferentes temperaturas testadas.

Em estudos de CACACE et al. (2002) o aumento da temperatura influenciou de
forma positiva a extragdo de compostos fendlicos, pois aumentou sua solubilidade
no solvente. TABARAKI et al. (2012) corrobora ao relatar que o aquecimento de
extratos vegetais amolece o tecido da parede celular e hidrolisa os compostos
fendlicos ligados. Em um estudo de CRUZ et al. (2013), ao analisarem diferentes
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partes do fruto de atemoia, verificaram que o maior teor de compostos fendlicos
estava presente na casca, quando comparado a polpa e semente.

3.2 Compostos flavonoides totais

O teor de flavonoides totais, assim como o teor de compostos fendlicos totais,
foi influenciado pelo aumento da temperatura, como pode ser observado na Figura
2. Os flavonoides compreendem um grupo de compostos fenolicos amplamente
distribuidos nas frutas e nos vegetais. Esses compostos agem como antioxidantes,
nao somente pela sua habilidade em doar hidrogénio ou elétrons, mas também em
virtude de formar radicais intermediarios estaveis, que podem impedir a oxidagcao
de varias biomoléculas, particularmente de lipidios (BRAND-WILLIAMS; CUVELIER,;
BERSET, 1995).
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FIGURA 2: Flavonoides totais dos extratos obtidos em diferentes temperaturas de extracao.

Resultados s@o expressos em Média + DP (n=3).
QE: equivalente a quercetina

ABLetras mailsculas iguais ndo apresentam diferenga significativa pelo teste de Tukey (p>0,05) entre as
diferentes temperaturas testadas.

3.3 Atividade antioxidante dos extratos obtidos

Diversas técnicas sao utilizadas para determinar a atividade antioxidante in vitro,
a fim de permitir a selecédo de substancias e matrizes puras com esta propriedade. No
presente estudo, a atividade antioxidante dos extratos foi avaliada pelos seguintes
métodos: DPPH e ORAC (Tabela 1).

Para atividade antioxidante pelo método DPPH, o aumento da temperatura
de extragao influenciou positivamente nos resultados obtidos, corroborando com o
menor IC, (0,82mg/mL). O efeito positivo do aumento da temperatura de extragéao
na obtencéo de compostos antioxidantes ja foi relatado na literatura por diferentes
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autores (GRUZ et al., 2013; SPIGNO; TRAMELLI; DE FAVERO, 2007). Isso ocorre
devido ao aumento do coeficiente de difusdo e da solubilidade das moléculas no
solvente com a elevacao da temperatura.

Atividade antioxidante Temperatura
30 °C 60 °C
DPPH (umol TEAC/g) 18,455+1,88 41,36%+2,65
IC,, (mg/mL) 0,95+0,26 0,828+0,19
ORAC (umol Trolox/g) 90,024 1,47 66,888 +3,89

TABELA 1. Atividade antioxidante (DPPH), capacidade inibitoria (IC, ) e capacidade de
absorc¢ao de radicais de oxigénio (ORAC) dos extratos obtidos em diferentes temperaturas de
extracao.

Resultados sé@o expressos em Média + DP (n=3).
TEAC = capacidade antioxidante equivalente ao trolox

ABLetras mailsculas iguais na mesma linha ndo apresentam diferenca significativa pelo teste de Tukey (p>0,05)
entre as diferentes temperaturas testadas.

O IC,, é um parametro usado para determinar o potencial antioxidante das
plantas. Ele demonstra a quantidade de extrato da planta que é necessario para

capturar em 50% o radical DPPH. Quanto maior o IC_,, maior serd a concentracao

50’
necessaria para exercer a atividade antioxidante, dessa forma, um baixo IC_ significa
que a planta tem um grande poder antioxidante (NEGRI; POSSAMAI; NAKASHIMA,
2009).

A alta atividade antioxidante da casca de atemoia pode ser explicada pela
elevada concentracao de compostos fendlicos e flavonoides, que atuam como agentes
redutores, sequestrantes de radicais livres, quelantes de metais e/ou desativadores
do oxigénio singleto. Esses compostos tém se tornado de grande interesse, devido
a suas propriedades benéficas a saude, sendo alvo de muitos estudos (FERREIRA
et al., 2016).

O ORAC é um método amplamente utilizado para investigar propriedades
antioxidantes, embora poucos estudos foram conduzidos em residuos de frutas
(HUANG etal., 2002). Os valores encontrados neste estudo variaram de 60,88 a 90,02
pmol Trolox/g, sendo o maior valor encontrado na extracédo a 30°C, sugerindo que
para esse método analitico os compostos antioxidantes sejam obtidos em menores
temperaturas (Tabela 1). Tais resultados revelam o grande potencial antioxidante que
a casca da atemoia possui, mas ainda nao é aproveitado pela industria alimenticia.
Estudos de SONG et al. (2011), com diferentes espécies de camélia, planta rica
em compostos antioxidantes, encontraram valores de 327,1 ymol Trolox/g para C.
tunghinensis, valor superior ao encontrado neste experimento.
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41 CONCLUSAO

A extracao assistida por ultrassom foi eficiente para obtencdo de extratos de
casca de atemoia ricos em compostos bioativos com alta atividade antioxidante. Os
resultados obtidos neste estudo demonstram que a temperatura de 60 °C apresentou
maior quantidade de compostos extraidos. Considerando a importancia econémica
e nutricional do aproveitamento das partes usualmente desprezadas de frutas, a
casca de atemoia pode ser considerada uma promissora fonte natural de obtencéao
de extratos ricos em compostos bioativos.

DECLARACAO DE CONFLITOS DE INTERESSE

Nao ha conflitos de interesse a declarar.

REFERENCIAS

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M.E.; BERSET, C. Use of a free radical method to evaluate
antioxidant activity. LWT - Food Science and Technology, v. 28, p. 25-30, 1995.

BOEIRA, C.P.; PIOVESAN, N.; SOQUETTA, M.B.; FLORES, D.C.B.; LUCAS, B.N.; BARIN, J.S.;
ROSA, C.S.; TERRA, N.N. Ultrasonic assisted extraction to obtain bioactive, antioxidant and
antimicrobial compounds from marcela, Ciéncia Rural, v.48, n.6, p.e20170772, 2018.

CACACE, J.E.; MAZZA, G. Extraction of anthocyanins and other phenolics from black currants with
Sulfured Water. Journal of Agricultural and Food Chemistry, v.50, p. 5939-5946, 2002.

CRUZ, L.S.; LIMA, R.Z.; ABREU, C.M.P.; CORREA, A.D.C.; PINTO, L.M.A. Caracterizacéo fisica e
quimica das fracdes do fruto atemoia Gefner. Ciéncia Rural, v.43, n.12, p.2280-2284, 2013.

DAVALOS, A.; GOMEZ-CORDOVES, C.; BARTOLOME, B. Extending applicability of the Oxygen
Radical Absorbance Capacity (ORAC- Fluorescein) Assay. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 52 p. 48-54, 2004.

DONADIO, L. C. Situacao atual e perspectivas das anonéaceas. In: SAO JOSE, A. R.; SOUZA, I. V.
B., MORAIS, O. M.; REBOUCAS, T. N. H (Ed.). Anonaceas: producao e mercado (pinha, graviola,
atemodia e cheriméia). Bahia: Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia. p. 1-4, 1997.

FERRERA, T.S.; HELDWEIN, A.B.; DOS SANTOS, C.0.; SOMAVILLA, J.C.; SAUTTER, C.K.
Substancias fendlicas, flavonoides e capacidade antioxidante em erveiras sob diferentes coberturas
do solo e sombreamentos. Revista Brasileira de Plantas Medicinais, v.18, n.2., p.588-596, 2016.

GRUZ, A.P.G.; SOUSA, C.G.S.; TORRES, A.G.; FREITAS, S.P.; CABRAL, L.M.C. Recuperacgéao de
compostos bioativos a partir do bagaco de uva. Revista Brasileira de Fruticultura, v.35, n.4, p.1147-
1157, 2013.

HUANG, D.; OU, B.; HAMPSCH-WOODILL, M.; FLANAGAN, J.A.; DEEMER, E.K. Development and
validation of oxygen radical absorbance capacity assay for lipophilic antioxidants using randomly
methylated B-cyclodextrin as the solubility enhancer. Journal of Agricultural and Food Chemistry,
v.50, n.7, p.1815-1821, 2002.

LEMOS, E.E.P. The production of annona fruits in Brazil. Revista Brasileira de Fruticultura,

Inovagéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 22




Jaboticabal, v.36, p.77-85, 2014.

LIU,T.T.; CHAOQ, L.K.; PENG, C.W.; YANG, T.S. Effects of processing methods on composition and
functionality of volatile components isolated from immature fruits of atemoya. Food Chemistry, v, 202,
p. 176-183, 2016.

MARCELLINI, P.S.; CORDEIRO, C.E.; FARAO, A.S.; LIMA, A.S. Comparacao fisico-quimica e
sensorial da atemoia com a pinha e a graviola produzidas e comercializadas no estado de Sergipe.
Alimentos e Nutricao, v. 14, p. 187-187, 2003.

NEGRI, M.L.S.; POSSAMAI, J.C.; NAKASHIMA, T. Atividade antioxidante das folhas de espinheira-
santa - Maytenus ilicifolia Mart. ex Reiss., secas em diferentes temperaturas. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v.19, p.553-556, 2009.

OLIVEIRA, M. C.; FERREIRA, G.; GUIMARAES, V.F.; DIAS, G.B. Germinacao de sementes de
atemoia (Annona cherimola Mill. x A. squamosa L.) CV ‘GEFNER’ submetidas a tratamentos com
acido giberélico (GA,) e ethephon. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 32, n. 2, p. 544-554, 2010.

PEREIRA, F.M.; KAVATI, R. Contribui¢do da pesquisa cientifica brasileira no desenvolvimento de
algumas frutiferas de clima subtropical. Revista Brasileira de Fruticultura, p. 92-108, 2011.

PIOVESAN, N.; VIERA, V.B.; MELLO, R.O.; SANTOS, R.C.V.; VAUCHER, R.A.; DRESSLER, V.L,;
BIzzl, C.A.; FRIES, L.L.M. Microwave-assisted extraction of bioactive compounds from blueberry
(Vaccinium ashei Reade) and their antioxidant and antimicrobial capacity. International Food
Research Journal, v. 24, n.6, p.2526-2533, 2017.

ROESLER, R.; MALTA, L.G.; CARRASCO, L.C.; HOLANDA, R.B.; SOUSA, C.A.S.; PASTORE, G.M.
Antioxidant activity of cerrado fruits. Science and Food Technology, v.27, p.53-60, 2007.

SCALOPPI-JUNIOR, E.J.; MARTINS, A.B.G. Clonagem de quatro espécies de Annonaceae potenciais
como porta-enxertos. Revista Brasileira de Fruticultura, v. 25, n. 2, p. 286-289, 2003.

SILVA, C.; GARCIA, V.A.S.; FRANCISCATO, L.M.S. Ultrasound Assisted Extraction of Bioactive
Compounds from Lichia Peels (Litchi Chinensis Sonn.), Revista Ciéncias Exatas e Naturais, v.18,
n.1, p. 81-96, 2016.

SILVA, M.B.; RAMOS, A.M. Composicao quimica, textura e aceitagédo sensorial de doces em massa
elaborados com polpa de banana e banana integral. Revista Ceres, v.56, p. 551- 554, 2009.

SONG, L.; WANG, X.; ZHENG, X.; HUANG, D. Polyphenolic antioxidant profiles of yellow camellia.
Food Chemistry, v.129, n.2, p. 351-357, 2011.

SPIGNO, G.; TRAMELLLI, L.; DE FAVERO, D. M. Effects of extraction time, temperature and solvent on
concentration and antioxidant activity of grape marc phenolics. Journal of Food Engineering, v. 81,
p. 200-208, 2007.

TABARAKI, R.; HEIDARIZADI, E.; BENVIDI, A. Optimization of ultrasonic-assisted extraction of
pomegranate (Punicagranatum L.) peel antioxidants by response surface methodology. Separation
and Purification Technology, v.98, p.16-23, 2012.

ZHISHEN J.; MENGCHENG, T.; JIANMING, W. The determination of flavonoid contents in mulberry
and their scavenging effects on superoxide radicals. Food Chemistry, v.64, p.555-559, 1999.

ZIBETTI, A.; AYDI, A.; LIVIA, M.A.; BOLZAN, A.; BARTH, D. Solvent extraction and purification of
rosmarinic acid from supercritical fluid extraction fractionation waste: Economic evaluation and scale-
up, The Journal of Supercritical Fluids, v.83, p.133-145, 2013.

Inovagéo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 22



CAPITULO 23

FARELO DE MILHO: UM INGREDIENTE PARA
DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS E PROCESSOS

Tainara Leal de Sousa

Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e
Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde, Rio
Verde, Goias.

Milena Figueiredo de Sousa

Faculdade Morgana Potrich, FAMP, Mineiros,
Goias

Rafaiane Macedo Guimaraes

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde, Rio
Verde, Goias.

Adrielle Borges de Almeida

Instituto Federal de Educacgao, Ciéncia e
Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde, Rio
Verde, Goias.

Mariana Buranelo Egea

Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e
Tecnologia Goiano, Campus Rio Verde, Rio
Verde, Goias.

RESUMO: O milho é um cereal mundialmente
conhecido e utilizado. A producéo de derivados
do milho da origem ao farelo de milho (FM) que
€ um coproduto de baixo valor agregado e que
normalmente € subutilizado. O objetivo deste
capitulo foi demonstrar o potencial de utilizacao
do FM no desenvolvimento de novos produtos
e no processo de fermentacdo. Foi possivel
perceber que o FM possui boa qualidade
nutricional (alto valor de proteinas, fibras e ferro)
e baixo valor de fatores antinutricionais. Assim,
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o FM podera ser utilizado na producao de paes
e barra de cereais, e também na fermentacao
em estado sélido e submersa.
PALAVRAS-CHAVE: Zea mays L., pao, barra
de cereal, fermentacao

ABSTRACT: Cornisaworldwide knownandused
cereal. The production of corn products produce
corn bran (CB) which is a low value-added co-
product and which is normally underused. The
purpose of this chapter was to demonstrate the
potential use of CB in the development of new
products and in the fermentation process. It was
possible to notice that CB has good nutritional
quality (high value of protein, fiber and iron) and
low value of antinutritional factors. Thus, CB
can be used in bread and cereal bar production,
as well as in solid and submerged fermentation.
KEYWORDS: Zea mays L., bread, snack bar,
fermentation.

11 INTRODUCAO

Cereais tém um papel importante na
nutricdo humana, seja para o consumo direto
ou para serem utilizados como matéria-prima
para obtencdo de farinha. O milho é um dos
principais cereais produzidos mundialmente
(VASCONCELOQOS et al., 2013), com destaque
para a maior producao pelos Estados Unidos,
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China e Brasil (USDA, 2017). Cultivado em diferentes sistemas produtivos, o milho
€ plantado principalmente nas regiées centro-oeste, sudeste e sul do Brasil e os trés
principais produtores nacionais sdo: Mato Grosso, Parana e Goias (IBGE, 2016).

O milho (Zea mays L.) é uma graminea, pertencente a familia Poaceae,
subfamilia Panicoideae do género Zea. Estima-se que tenha surgido a mais de 10
mil anos na regido do México ou América Central (MAGALHAES; SOUZA, 2012).
Embora seja amplamente utilizado como alimento para o gado, forragem e silagem,
o gréo de milho é também importante como matéria-prima industrial, transformando-
se em plastico, xaropes e alcool para biocombustiveis. Possui propriedades fisico-
quimicas especificas, tais como elevado teores de amido, proteinas com um baixo
teor de fracéo a-gliadina, sem gluten, lipideos dietéticos, hipoalergénicos; compostos
valiosos como flavonoides, oligoelementos, fibras alimentares; e sabor agradavel
(WOJTOWICZ; KOLASA; MOSCICKI, 2013). Na producéao de alimentos, o milho pode
ser industrializado como pipoca, polenta, tortillas, cereais matinais, salgadinhos,
produtos de panificacdo, farinha de milho, massas, grits cervejeiro, fuba e flocos
(HANSCH; MENDEL, 2009).

Com a expansao do mercado global de milho, ha producéo de grande quantidade
do farelo de milho (FM), que & um coproduto oriundo de particulas do gréao através
do processamento industrial (moinho seco) ou amido limpo (moinho umido) (DAS;
SINGH, 2015). Sao considerados coprodutos os residuos de baixo valor financeiro
gerados pela industria através do processamento de graos, que sao subutilizados
ou sao descartados de forma inadequada. O aproveitamento dos coprodutos é muito
limitado, devido ao desconhecimento de sua composi¢ao nutricional e falta de dados
sobre o desempenho deles na nutricdo e na producéo de alimentos (LITZ et al.,
2014).

O FM tem sido tradicionalmente utilizado na alimentacdo animal, porém,
pode apresentar aplicacdes alimentares que € rico em fibra dietética (76-90 %) e
apresenta elevado teor de amido (ROSE et al., 2010). Além disso, o FM pode fornecer
propriedades funcionais importantes como alta capacidade de retencdao de agua,
caracteristica atribuida ao alto teor de fibra alimentar, e pode com isso proteger o
corpo humano contra os efeitos nocivos dos compostos mutagénicos fecais (SINGH;
LIU; VAUGHN, 2012).

Arecente escassez global de alimentos tem justificado a utilizacdo do FM para o
consumo humano (SIDDIQ et al., 2009). Assim, a incorporacao de FM em alimentos
que atualmente séo a base de trigo podera elevar o seu contetdo de de fibras, como
aconteceu com muffins (WILLIS et al., 2009), macarrdao (SHARMA et al., 2012) e
biscoitos tipo cookie (CASTRO et al., 2011).

O aproveitamento racional dos coprodutos agroindustriais, tanto na alimentacéo
animal quanto humana, pode se constituir uma alternativa de grande valia na reducéao
dos custos, além de permitir destino mais apropriado aos mesmos, e proporcionar
aos consumidores alimentos com maior valor nutricional. Desta forma, a utilizacéao
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de coprodutos da agroindustria tem importéncia sob o ponto de vista econémico,
nutricional e ambiental.

No entanto, existe aparente falta de informagdo fundamental sobre as
caracteristicas quimicas, fisico-quimicas e reol6gicas do FM. Objetivou-se demonstrar
neste capitulo o potencial do coproduto FM como nova fonte de nutrientes na dieta
humana, avaliando suas possiveis aplicagoes.

2| FARELO DE MILHO: PROCESSAMENTO E FATORES NUTRICIONAIS

Segundo Das e Singh (2015), o gréo de milho é dividido em trés fracbes, sendo:
pericarpo, gérmen e endosperma (9,17, 12,43 e 78,36%, respectivamente). O milho
€ composto por carboidratos (68-73%), principalmente sob a forma de amido, com
quantidades substanciais de proteina (8-12%), lipidios, vitaminas, minerais e fibra
bruta (0,8-2,5%) (JAYARAM; KAPOOR; DHARMESH, 2015).

Aindustrializagao do grao de milho é feita através de dois processos de moagem:
via umida e via seca. Na via seca, a mais utilizada no Brasil, o milho apés limpeza e
secagem, é degerminado e separado em endosperma, germe, e pelicula/pericarpo,
e a mistura do gérmen e da pelicula da origem ao farelo de milho (FM) (Figura 1),
gue pode ser desengordurado, ou rico em lipideos (PRADO; PRADO, 2012).
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Figura 1. Processamento de grédos de milho por via seca com condicionamento

Como o farelo de milho é a combinacao de varias etapas do processo, a partir
de agora trataremos de fragdes que s&o na verdade a divisdo do FM por tamanho de
particulas (granulometria) (Figura 2).




Figura 2. Farelo de milho apds a separagéo em peneiras, da esquerda para a direita as fragcdes
2,0 (F5), 1,0 (F4), 0,5 (F3), 0,250 (F2) e 0,125 (F1) mm

As fracbes de FM apresentaram diferentes perfis: F5 maior teor de fibra
alimentar (42%), F4 apresentou o maior teor de umidade (11%), F3 apresentou a
maior proteina contetudo (13%) e F2 apresentou o maior teor de cinzas (3,47%).
Quanto as propriedades de absorcao na agua, leite e 6leo, F3, F4 e F5 apresentaram
0s maiores valores, enquanto F1 e F2 apresentaram a maior solubilidade em agua,
além de atividade espumante e emulsificante. Quanto as propriedades de absorcao
na agua, leite e éleo, F3, F4 e F5 apresentaram os maiores valores, enquanto F1
e F2 apresentaram a maior solubilidade em agua, além de atividade espumante e
emulsificante (SOUSA et al., 2019).

Naves et al. (2011) avaliaram a qualidade nutricional e proteica do gérmen de
milho em relagcdo ao milho, e constataram maiores teores de proteinas, lipideos,
fibra alimentar, cinzas, minerais (Fe, Zn e Ca) e lisina no gérmen. A fibra de milho é
considerada uma rica fonte fibra dietética e substéncias antioxidantes, dentre elas,
0 acido ferrulico que atua como potente antioxidante e protegdo contra a oxidagéo
lipidica, favorecendo o estado de saude de individuos (BAUER et al., 2013). Os
produtos alimenticios, incluindo a farinha de milho, farelo de milho, gréaos secos sao
utilizados como importantes fontes alternativas de proteina (LIU; PAN, 2017).

Na Tabela 1, estao apresentados os resultados de pH, acidez titulavel, agcucares
totais e redutores, compostos fendlicos totais, carotenoides e atividade antioxidante
pelo método de DPPH das fracbes de FM. Pode-se verificar que as fracdes F1 e F2
apresentam pH mais elevados (6,18 e 6,19, respectivamente). A fracdo com menor
valor de pH foi a F5 com 5,37. Desta forma, as fracdes com menores granulometrias
apresentaram pH mais altos.

Foi possivel verificar que as fragcdes F1, F2 e F3 apresentam a acidez mais
elevada, sem diferenca significativa entre elas. As maiores fracbes demonstraram
menores teores de acidez, sendo 1,77 (F5) e 1,53 (F4) NaOH 100 g'. A acidez
encontradaemtrés fracoes (F2, F2 e F3) do farelo estédo acima do que é recomendado
para farinha pela legislacéo brasileira (2 mL NaOH 100 g), que indica que a farinha
apresenta boa qualidade (BRASIL, 1978). A avaliagcdo da acidez em alimentos é
importante porque através dela podem obter dados sobre o processamento e o
estado de conservacéao, visto que teores elevados indicam provavel contaminacao
microbiolégica (ANDRADE et al., 2015).

El
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O método pelo reagente acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) com curva padrao
de glicose foi usado para a dosagem de acucares totais e redutores. Assim como
ocorreu com o pH, as quantidades mais elevadas de agucares totais (Tabela 1) foram
encontradas nas menores granulometrias do farelo de milho, com valores de 7,99;
8,75 e 7,42 g 100g™' para as fracbes F1; F2 e F3, respectivamente. O maior teor de
acucares redutores foi encontrado na F2 (8,33 g 100g') e menores quantidades
foram encontradas na F4 (2,69 g 100g™") e F5 (2,40 g 100g™).

Fi1 F2 F3 F4 F5

pH 6,19+0,022 6,18+0,012 6,04+0,00° 5,63+0,01¢  5,37+0,02¢

Acidez total titulavel

ab a a bc b
(g NaOH 100 g*) 2,25+0,41 2,61+0,02 2,77+0,21 1,77+0,60 1,53+0,09

Acucares totais

; 7,99+0,03° 8,75+0,042 7,42+0,01°  524+0,02°  4,06+0,02¢
(g 100g™)

Acucares redutores

9 7,14+0,02° 8,330,032 6,46+0,01°¢  2,69+0,00°  2,40+0,00¢
(g 100g™)

CFT (aquoso)

c a a a b
(mg EAG 100 g") 27,00+£3,78 57,03+2,96 56,73+0,93 59,92+0,48% 34,25+0,50

CFT (etandlico)

a a C b bc
(mg EAG 100 g") 66,28+5,38 72,70+1,67 40,89+1,67 53,09+4,35° 49,31+1,55

Carotenoides Totais

(U9 g) 3,56+0,39° 3,84+0,23° 6,470,228  4,79+0,40*  7,68+1,27°

Atividade antioxidante

N 0,183+0,012  0,189+0,00°  0,162+0,02® 0,153+0,01® 0,151+0,01°
(bg mL7)

Tabela 1. Composicao quimica das fragdes de farelo de milho (SOUSA, 2017)

Valores constituem média + desvio-padrao de trés amostras. Médias seguidas de letras iguais na linha néo
diferem entre si, pelo teste de Tukey (p>0,05).

Os compostos fendlicos totais (CFT) foram avaliados pela metodologia de
Waterhouse (2002) com extracdes em solucdo aquosa e etandlica. Em solucéo
aquosa, o teor de CFT foi maior no F4, F2 e F3 (59,92; 57,03 e 56,73 mg EAG 100
g, respectivamente) do que nas outras fragdes. Ja a F5 e F1 apresentaram menores
teores de CFT, diferindo significativamente (p<0,05) com as outras fracoes, sendo a
F1 com nivel mais baixo (27,00 mg EAG 100g™).

Foi possivel verificar que com a extracdo etandlica, as fracbes F2, F1 e
F4 obtiveram maiores valores de CFT (72,70; 66,28 e 53,09 mg EAG 100g”,
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respectivamente) sem diferenca significativa entre elas. A F3 apresentou menores
teores de CFT, apresentando diferenca significativa com as demais fracdes avaliadas.
Foi possivel verificar que o perfil entre os valores de CFT de acordo com o tipo de
extrato utilizado mostraram-se diferentes. Lopez-Martinez et al. (2009) encontrou
maiores teores de compostos fendlicos totais, em seu estudo com 18 fenétipos de
milho americano encontrou niveis de fendlicos entre 136-272 mg EAG 100 g'em
farinha de milho.

As fracbes que apresentaram maiores valores de carotenoides foram F5, F3 e
F4com 7,68;6,47 e 4,79 ug g, respectivamente. As fracdes com maior granulometria
(F1 e F2) foram as que demonstraram menores teores de carotenoides, entretanto,
todas as fracbes apresentaram valores acima dos que encontrados por Ndolo e Beta
(2013) em gérmen de milho (3,19 ug g™).

Zilic et al. (2015) mostraram a variacdo de carotenoides no milho, que foi de
20 pg g' em milho branco a 24 pyg g' em milho amarelo e esses resultados séo
superiores aos encontrados para farelo de milho. Pesquisas tém comprovado a
importancia dos carotenoides como potente antioxidante e na redug¢ao do risco de
desenvolvimento de diversas doencas relacionadas a oxidacgao lipidica (MONEGO;
ROSA; NASCIMENTO, 2017).

Em relacdo a atividade antioxidante total pelo método de sequestro de radical
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), observou-se que as fracbes com menor
granulometria obtiveram maiores resultados para esta analise, sendo 0,183 pyg mL
1, 0,189 uyg mL" e 0,162 ug mL" para F1; F2 e F3, respectivamente. Conforme a
granulometria das fracdes diminuiu foi possivel perceber que houve a diminuicao
da atividade antioxidante. Enquanto isso, Almeida et al. (2019) relataram 416,10
MM Trolox g para farelo de milho utilizando o método de sequestro do radical acido
2,2>-azinobis-3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico (ABTS). Compostos antioxidantes
naturais podem ajudar a proteger e retardar a causa da diabetes e da artrite, incluindo
o controle do peso e aceleracdo do metabolismo no corpo (CHACKO et al., 2010).

O FM mostrou teores significativos em compostos fenélicos e minerais, todas
as fragcdes apresentaram quantidades insignificantes de fatores antinutricionais,
tornando viavel a utilizacéo desse coproduto pela industria de alimentos (SOUSA et
al., 2019). Assim, as fracbes de milho mostraram-se com potencial para aplicacéo
em alimentos, demonstraram possuir composi¢cées quimicas e nutricionais que
viabilizam suas utilizacées na dieta humana e na industria de alimentos, podendo
contribuir como fontes alternativas de nutrientes e substancias bioativas.

31 USO DE FARELO DE MILHO NO DESENVOLVIMENTO DE NOVOS PRODUTOS

A utilizacdo do coproduto farelo de milho, na alimentacdo humana, pode
melhorar o valor nutricional de produtos alimenticios, atendendo a grande tendéncia

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 23




do momento que é a procura de produtos enriquecidos com substancias que possuam
compostos bioativos, principalmente pela conscientizagdo dos consumidores quanto
a qualidade de alimentacéo e a sua influéncia na saude (CASTRO et al., 2011).

As barras de cereais sao classificadas como produto de confeitaria, com formato
retangular, vendida em embalagens individuais, € um mercado que tem cada vez
mais demonstrado crescimento (DEODATO et al., 2015). Para a elaboracgéo de barras
de cereal deve-se levar em consideracao alguns fatores, como o tipo de cereal, o
carboidrato apropriado, o enriquecimento com nutrientes e fibras, com a finalidade
de otimizar o sabor e tempo de prateleira (GUTKOSKI et al., 2007).

A fracdo F4 apresentou elevado valor nutricional e foi aplicada no
desenvolvimento de uma barra de cereal, com a variacao do farelo de milho em
diferentes proporcdes (SOUSA et al., 2019). Foram produzidas cinco barras em 0
(BCO), 10 (BC10), 25 (BC25), 40 (BC40) e 55 (BC55) % de FM em relacéo ao total
de sélidos da formulacéo. As barras de cereais produzidas foram analisadas quanto
a composicao centesimal, gorduras saturadas e trans, sodio, caracteristicas fisicas
e sensoriais. Os resultados encontrados nas analises quimicas demonstraram que
as formulagdées com as maiores proporcdes de FM apresentam maiores quantidades
de fibra alimentar. As formulagcdes com menores quantidades de FM apresentavam
maiores teores de carboidratos, sendo que as barras BCO, BC10, BC25, BC40 e
BC55 apresentaram quantidades de 79,42; 77,01; 75,16; 73,16 e 70,27 g 100g™
respectivamente, a B55 apresentou maior contetdo de cinzas (1,22 g 100g™") e BCO
e BC10 maior valor calérico. O aumento da proporcédo do FM nas barras de cereais
resultou em maior dureza. A avaliacdo sensorial demonstrou que as barras de
cereais diferiram em relacéo a preferéncia foram as de BCO e BC55, as demais ndo
apresentaram diferenca significativa. Pode-se perceber que as barras de cereais
com FM apresentaram valores nutricionais elevados e importantes para a saude
(SOUSA et al., 2019).

Em outro trabalho do nosso grupo, o FM foi utilizado na producéo de pao sem
gluten. Desenvolverpaes semgliuten é umdesafio, jaque arede de gluten éresponsavel
por grande parte das caracteristicas sensoriais esperadas pelo consumidor. O péo
destaca-se como um produto que pode ser enriquecido com ingredientes para
fornecimento de nutrientes ou componentes especiais. Os coprodutos agroindustriais
séo fontes ricas de ingredientes funcionais, e suas composi¢cdes quimicas sugerem
grande potencial como matéria-prima para a industria alimenticia. No trabalho de
Guimaraes et al., (2019), objetivou-se desenvolver paes isentos de gluten utilizando
diferentes proporcdes de farinha de okara (FO, 10-30 %) e farelo de milho (FM, 15-
45 %), e caracteriza-los por meio das analises microbiologicas, fisicas, tecnoldgicas,
perfil sensorial, teste de preferéncia e composi¢cao proximal. Foram desenvolvidas
cinco formulagcdes de paes sem gluten que apresentaram seguranca microbiolégica
e caracteristicas tecnolégicas satisfatérias. O maior teor de FO e menor teor de
FM resultou em produtos com menor altura das fatias, menor volume especifico,
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maior firmeza e maior umidade, mas nao teve efeito na preferéncia dos produtos
pelos consumidores. O perfil sensorial indicou diferencas apenas na cor, porosidade,
compactacao, sabor de milho e umidade dos produtos, sendo que o aumentona FO e
diminuicdo da FM resultou em produtos menos amarelados, com menor intensidade
de sabor de milho e tamanho de poro, e maior umidade e compactacao. O teste de
intencdo de compra indicou que 90 % dos provadores certamente comprariam uma
das cinco formulacdes de pées sem gluten avaliadas. A composi¢do proximal revelou
que os teores de FM e FO influenciaram positivamente no conteudo nutricional dos
paes sem gluten, pois as formulacbées com maior propor¢cédo de FM e FO (F3 e F4)
apresentaram os maiores teores de proteina, fibra alimentar e isoflavonas. Com este
trabalho concluiu-se que os coprodutos okara e farelo de milho podem ser utilizados
como ingredientes na preparacdo de paes sem gluten com caracteristicas fisicas,
quimicas, tecnologicas e sensoriais adequadas.

Foi possivel perceber que o FM pode ser adicionado em novos produtos como
ingrediente contribuindo principalmente com o teor de fibras, proteinas e ferro.
A quantidade a ser adicionada devera ser estudada para cada cada produto em
especifico.

4|1 USO DE FARELO DE MILHO EM PROCESSOS FERMENTATIVOS

Atualmente, o conceito de biorrefinaria tem se difundido e nele busca-se a
indicacdo de tecnologias que visem o aproveitamento integral da matéria-prima
como fonte de macromoléculas a exemplo da celulose, hemicelulose, lignina,
pectina, taninos, amido, acidos graxos, colageno, quitosana, corantes naturais
e outros constituintes quimicos, em produtos processados com valor agregado
(energia, produtos quimicos, bio-materiais e alimentos). A utilizacdo dos coprodutos
agroindustriais neste processo & de grande importancia, diminuindo o impacto
ambiental gerado e aumentando o valor agregado (FERNANDO et al., 2006,
PANDEY, 2003). O farelo de milho (FM) é o coproduto mais abundante e de menor
valor agregado do processo industrial de moagem de milho, apesar de conter grandes
quantidades de conteudo de polissacarideo com quantidades marginais de lignina
(YADAV et al., 2016) que poderia ser importante em processos fermentativos.

A maioria dos polissacarideos vegetais como o FM nado pode ser digerido
diretamente por enzimas em humanos e animais monogastricos, mas eles
podem ser degradados por comunidades bacterianas do colon (SONNENBURG;
SONNENBURG, 2014). Diversas tecnologias de processamento, como a fermentacao
em estado solido (FES), tém sido aplicadas nao s6 ao FM, mas também aos demais
coprodutos da industria, como um esfor¢o para melhorar o valor nutritivo e aumentar
a sua utilizacao (LIU et al., 2017).

Almeidaetal. (2019) avaliou afermentacéao do FM utilizando Monascus purpureus
para obter pigmentos. Foram realizadas as anélises de cor em espectrofotometro
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(L*, a*, b*) e calculados croma e hue com a variagao de tempo (4, 8, 12 e 16 dias),
propor¢cao de inoculo (10° 10° e 107 esporos por mL) e temperatura (16, 24 e 32
°C). A composicao proximal do FM e farelo de milho fermentado (FMF) foi avaliada
através das analises de lipideos, carboidratos, teor de agua, cinzas e proteinas,
posteriormente sendo calculado o valor calérico. Foram avaliadas as propriedades
tecnolégicas: capacidade de absor¢cé&o em agua, atividade emulsificante e solubilidade
em agua. Assim, para evitar a reproducdo assexuada de M. purpureus e para a
producéo de novo ingrediente com cor vermelha, foram utilizados 10° esporos mL de
M. purpureusa 32 ° C por 16 dias na FES. Os resultados de cor obtidos evidenciam que
durante a reproducao assexuada houve inibicado dos pigmentos. Comparando o FM
e o FMF quanto a composicao centesimal houve aumento na quantidade de lipideos
e diminuicdo dos carboidratos, elucidando como ocorre o metabolismo primario
do M. purpureus. Nao houve diferenca estatistica entre a atividade emulsificante e
solubilidade em agua do FMF (ALMEIDA et al., 2019).

Em complemento a este trabalho, avaliou-se a fermentacao submersa utilizando
Monascus purpureus para producao de pigmentos tendo como substrato o FM. A
determinacdo da melhor condicdo de fermentacéo foi realizada um delineamento
experimental com 11 tratamentos e diferentes propor¢des de FM e peptona. Aextracao
dos pigmentos foi realizada com auxilio vortex e bomba a vacuo e quantificados em
espectrofotdbmetro, submetidos a infravermelho e estabilidade em diferentes pHs.
O FM e os pigmentos foram avaliados também quanto a capacidade antioxidante
(métodos DPPH, FRAP e ABTS). O delineamento resultou no tratamento com 30
g L' de peptona e 42,5 g L' de FM. Durante a cinética no sexto dia a producéo de
pigmentos ja a mesma do vigésimo dia e por isso, a fermentacao foi parada neste
dia. Os pigmentos extraidos apresentaram estabilidade térmica e a pH>5,0. Os
pigmentos extraidos apresentaram maior atividade antioxidante que o FM utilizado
(ALMEIDA, 2019).

Ainda, utilizando-se a FES no substrato residuo de caju (Anacardium othonianum
Rizz) com FM para a fermentagcdo com o fungo Rhizopus oligosporus foi possivel
comparar e observar a evolugdo dos coprodutos em diferentes concentracdes para
compostos fendlicos, atividade antioxidante avaliados pelos ensaios de DPPH, ABTS
e FRAP e proteinas. Neste caso, o residuo de caju foi mais eficiente em aumentar
a atividade antioxidante, no entanto, a substituicao de 25% deste substrato por FM
nao mostrou diferenca significativa com o tratamento contendo 100% de residuo de
caju (SOUSA, 2019, resultados ndo publicados).

51 CONSIDERACOES FINAIS

Foi possivel perceber que o farelo de milho pode ser aplicado em produtos de
panificacdo, em barras de cereais, assim como ser utilizado como substrato para a
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fermentagdo utilizando micro-organismo.
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RESUMO: Nanoparticulas de Au foram
sintetizadas pela reducdo do complexo
tetracloroaurico triidratado (HAuCl,3H,0) em
liquido ibnico hexafluorofosfato de 1-n-butil-3-
metil-imidazolio (BMI.PF ) usando boroidreto de
so6dio como redutor em temperatura ambiente.
Posteriormente as nanoparticulas de Au obtidas
foram suportadas em filmes biopoliméricos,
utilizando-se solugao de acetato de celulose
dissolvido em acetona. Os filmes biopoliméricos
contendo nanoparticulas de Au suportadas
foram aplicados na investigacdo da atividade
antimicrobiana frente as bactérias E.Coli e S.
Aureus.

PALAVRAS-CHAVE: Filmes biopoliméricos,
Nanoparticulas de Au, Liquido idnico, Atividade
antimicrobiana.
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NANOPARTICULAS DE OURO

ABSTRACT: Au nanoparticles were synthesized
by reduction of tetrachloroauric trihydrate
complex (HAuCl,.3H,0) in hexafluorophosphate
1-n-butyl-3- methyl-imidazolium ionic liquid
(BMI.PF,) using sodium borohydride as reducing
agent at room temperature. Subsequently, the
Au nanoparticles obtained were supported in
biopolymeric films using solution of cellulose
acetate dissolved in acetone. The biopolymeric
films containing Au nanoparticles supported
were applied in investigation of antimicrobial
activity against bacteria E.coli and S. aureus.

KEYWORDS: Biopoymeric films, Au
nanoparticles, lonic Liquid, Antimicrobial activity.

11 INTRODUCAO

Multidisciplinar a nanociéncia tem
potencial de aplicacdo em diferentes areas
como: alimentos, biologia, fisica, quimica e
engenharia.’ A combinacao de nanoparticulas
(NPs)

com

metalicas e filmes biopoliméricos

atividade antibacteriana tém sido
muito estudados, os quais exibem grande
atividade toxica frente a bactérias e outros
microorganismos, como fungos e também o
sistema humano.2® NPs metalicas sao capazes
de incapacitar micrébios através da interacao
com algumas enzimas, proteinas e/ou DNA,

inibindo a proliferacéo celular ou diviséo celular.
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Para estas aplicacdes, NPs tém sido suportadas em biopolimeros em varias formas
(por ex. cateteres, material dentario, dispositivos médicos, implantes e curativos para
gueimaduras) com o objetivo de proteger contra a contaminagcdo microbiana. Pra
aplicacbes médicas, o acetato de celulose (AC) é um bom candidato, porque este
polimero é hidrofilico, ndo téxico, biodegradavel e renovavel.’® Podemos citar um
exemplo, onde tecido de algodao foi usado como suporte para NPs de prata (41 +7
nm) com efeito antimicrobiano em bactérias gram-positivas (Staphylococcus aureus)
e gram-negativas (Escherichia coli). Filmes biopoliméricos de acetato de celulose
semipermeaveis foram utilizados como suporte para NPs de Pt e Au." Entretanto,
um filme polimérico pode exibir outras vantagens adicionais como um material com
maior capacidade de imobilizacao e seletividade, redugcédo no tamanho de particula,
prevencao da aglomeracdo das NPs e estabelecimento de uma regido de contato
poroso entre as fases liquida e gasosa com a estrutura polimérica.’ Neste trabalho,
ndés demonstramos a combinacao de NPs de Au sintetizadas em liquido ibnico BMI.
PF, suportadas em filme biopolimérico de acetato de celulose com investigagdo em
atividade antimicrobiana frente as bactérias S. aureus e E. coli. A combinacao gerou
a formacao de um material com estrutura porosa com facil incorporacédo das NPs de
Au e boa atividade antimicrobiana. Este material pode ser utilizado na fabricacédo de
filmes antimicrobianos para embalagem de alimentos, proporcionando assim maior
tempo de conservacéo.

2| MATERIAL E METODOS

Sintese de NPs de Au em liquido i6nico BMI.PF: Foi preparada uma solugéo
dissolvendo borohidreto de sédio (NaBH,), (9,25 mg, 250 mmol) em 2 mL de metanol
e disperso em 1 mL de liquido i6nico (BMI.PF,). Separadamente, foi preparada uma
solugéo contendo o precursor utilizado na sintese de NPs de Au, HAuCl,.3H,0 (10
mg, 25 mmoL) dissolvido em 2 mL de metanol e disperso em 1mL de liquido iGnico
(BMI.PF,), esta solugdo formada foi agitada a temperatura ambiente por 15 min,
formando uma solugao amarela. Posteriormente a primeira solugao contendo NaBH,
foi adicionada a segunda solu¢do contendo ouro formando uma solugcao vermelha
(caracteristica da formacado de NPs de ouro). A solucdo de NPs de Au obtida foi
analisada em espectrofotometro UV-Vis e por MET.

Sintese da solucao biopolimérica e dos filmes biopoliméricos contendo
NPs de Au suportadas: Neste experimento, foi preparada uma solu¢éo contendo 35
mL de acetona e 2,5 g de acetato de celulose, ap6s dissolucéo do acetato de celulose
a mistura permaneceu em repouso por 1 h, para obter a viscosidade desejada. Apos
1 h os filmes biopoliméricos foram preparados, sendo que foram preparados filmes
biopoliméricos sem NPs (denominados de branco, AC) e filmes contendo 10 mg de
NPs de Au (denominados AC/Au). A mistura foi imersa em equipamento ultrassom
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Maxiclean 750A Unique, para dispersdo das NPs de Au e depois a solucéo foi vertida
em placa de Petri formando os filmes biopoliméricos.

Investigacao da atividade antimicrobiana frente as bactérias E. coli e S.
aureus: Estas experiéncias foram realizadas num meio de Luria-Bertani (LB) Agar
sélido em uma placa de Petri. Os filmes biopoliméricos liofilizados foram cortados
em forma de disco de 1,5 cm de diametro, esterilizados por autoclave durante 15
minutos a 120 °C, e colocados em uma placa de Agar contendo bactérias E. coli-
cultivadas e em outra placa Agar de bactérias S. aureus- cultivadas. As placas de
Petri foram colocadas em incubadora durante 24 h a 37 °C para formacéao dos halos
de inibicao bacteriana.

Avaliacao dos resultados obtidos: Neste experimento as placas de Petri
contendo as culturas de bactérias de E. colie S. aureus incubadas na aula anterior
foram analisadas para medir o halo de inibicao bacteriana formado pelos filmes
biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas e os resultados obtidos foram
avaliados.

31 ANALISES REALIZADAS

Espectroscopia na regiao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis): O espectro
eletrdbnico da dispersdo coloidal de NPs de Au foi realizado utilizando-se um
Espectrofotdmetro UV-visivel modelo UV-2550 da Shimadzu, com leituras na regiao
de 190 a 800 cm™, com celas de quartzo de 1 cm de caminho 6éptico.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEV): As analises por MEV para o
estudo da morfologia dos filmes biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas
foram conduzidas utilizando-se um modelo JEOL JSM 5800 com 10 a 20 kV e
magnificacao de 5000x.

Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET): A analise de MET das NPs de
Au foi realizada utilizando-se um microscépio JEOL JEM1200EXII operando em 120
kv. Para a analise foi utilizada uma amostra das NPs de Au obtidas no experimento.
A analise da solucéo coloidal foi realizada com auxilio de pipeta de Pasteur, sobre o
grid de cobre (300 mesh) recoberto com uma fina camada de Carbono. A contagem
das particulas foi feita utilizando o software SigmaScan Pro 5. Os histogramas
da distribuicao foram obtidos usando o programa Origin 8, através da medida do
diametro de aproximadamente 300 particulas de Au.

4 | RESULTADOS E DISCUSSOES

A sintese das NPs de Au coloidal esta relacionada a redugcao do Au®* para Au°
pela acdo do boroidreto de sédio como agente redutor, resultando na formacéo de
NPs que possuem rede cubica de face centrada (fcc). Os ions Au®* sdo introduzidos
ao meio reacional a partir do acido tetracloroaurico trildratado, sendo a forma acida do

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 24




cloreto de ouro (lll). No nosso experimento observou-se a mudancga de coloragcéo do
meio reacional de amarelo para vermelho, que se intensificou até o final da sintese.
Apéds aproximadamente 5 min, a solugdo resultante apresentou uma coloragcao
vermelha intensa. Na Figura 1 esta representado o espectro da solucdo de NPs de
Au, obtidas no experimento, por espectroscopia de UV-visivel. A banda de absorcao
para a amostra ocorreu em 524 nm. A interacao entre as NPs metalicas e a luz esta
relacionada com a ressonancia plasménica. Ao contrario do ouro em forma de sal
ou metélico, que apresentam cor amarelada, o ouro coloidal apresenta coloracéao
avermelhada, as NPs de ouro absorvem na regiao de ~500 nm a ~560 nm.

As técnicas de caracterizacdo utilizadas, ultravioleta-Visivel (UV-Vis),
microscopia eletrénica de varredura (MEV) e microscopia eletrdnica de transmissao
(MET) nos fornecem informacdes a respeito do tamanho, forma e composicao das
NPs de Au e dos filmes biopoliméricos. Estas informacdes s&o de suma importancia,
pois estao diretamente relacionadas com os resultados obtidos na aplicacdo destas
NPs em diversas areas como, catalise, 6tica, médica, farmacéutica, eletroquimica e
atividade biologica.

524 nm

Absorbancia
-

[N
T

1 L L L 1 1 1
300 350 400 450 500 550 600 650
Comprimento de onda (nm)

Figura 1. Espectro de Uv-visivel da disperséo coloidal de NPs de Au

Se observarmos o espectro eletromagnético veremos que a regiao em que as
NPs de ouro absorvem corresponde ao verde, ou seja, elas absorvem o verde e
refletem o vermelho. As NPs de Au obtidas também foram analisadas por microscopia
eletronica de transmissé&o (MET). A micrografia e o histograma de distribuicdo de
diametro médio das particulas obtidas s&o expostos na Figura 2. As NPs de Au
(Figura 2A) exibiram didametro médio de 11 + 1.5 nm. O histograma de distribuicao
de diametro (Figura 2B) foi obtido pela contagem de cerca de 300 particulas em
diferentes regides do grid analisado por MET.
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Figura 2. Micrografia obtida por MET (A) NPs de Au e (B) histograma de distribuicao de
didmetro das NPs de Au.

A disperséo coloidal vermelha de ouro preparada em liquido iénico BMI.PF foi
misturada com uma solu¢do de acetato de celulose (AC) dissolvida em acetona. A
mistura obtida foi vertida em placa de Petri, ap6s 5 min ocorreu a evaporacao total
do solvente e obtiveram-se os filmes biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas,
denominados AC/Au.

Os filmes biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas (AC/Au) foram
analisados por microscopia eletrénica de varredura (MEV). A Figura 3 expde a
micrografia obtida por MEV. Podemos observar que o filme apresenta estrutura porosa

e que pequenos aglomerados de NPs de Au estao distribuidos homogeneamente
sobre todo filme biopolimérico.

Nanoparticula de Au(0)

Nanoparticula de Au(0)

Nanoparticula de Au(0)

Ace.V SpotMagn Det WD ———— 10um
20.0kv 40 5000x BSE 105

Figura 3. Micrografia obtida por MEV de pequenos aglomerados de NPs de Au distribuidos nos
filmes biopoliméricos.

A atividade antimicrobiana dos filmes biopoliméricos foi investigada frente a
bactérias gram-positivas (S. aureus) e gram-negativas (E.coli) através do método de
disco com formacado de halo de inibicdo. As bactérias S. aureus, sao cocos, gram-
positivos, sendo que muitos pertencem a microbiota normal do trato respiratério
superior ou da pele. As bactérias E. coli, se referem a géneros diversos de bactéria
bacilar gram-negativa, sendo um parasita intestinal generalizado de mamiferos. A
habilidade dos filmes biopoliméricos contendo NPs de Au suportadas em inibir o
crescimento destas bactérias esta exposto na Figura 4. Nos experimentos utilizamos
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um disco de 1,5 cm de filme biopolimérico sem a presenca NPs de Au (denominado
de AC), localizado na esquerda da placa de Petri, e um disco de filme biopolimérico
contendo NPs de Au (denominado AC/Au), localizado a direita na placa de Petri.

A acdo antibacteriana das NPs metalicas ocorre através da coordenagao
destas a camada superficial das bactérias ocasionando o rompimento da camada de
peptidoglicano e consequente inativacdo. A camada de peptidoglicano da bactéria
gram-negativa (E.coli) € mais fina do que nas bactérias gram-positivas (S.aureus),'
provavelmente este fato esta relacionado as NPs de Au se coordenarem mais
facilmente e eficientemente causando maior inibicdo nas bactérias E. coli do que
nas bactérias S. aureus (a formagao de 5 mm de halo de inibicdo bacteriana foram
obtidos para E. colie 3 mm para S. aureus, Figura 4). '

Figura 4. Atividade Antimicrobiana dos filmes biopoliméricos, AC (Branco, filme sem NPs Au) e
AC/Au (filme contendo NPs de Au) frente as Bactérias: (A) E.colie (B) S. aureus.

51 CONCLUSAO

Podemos concluirque asintese de filmesbiopoliméricos contendo nanoparticulas
de Au suportada gerou um material eficiente com grande efeito antimicrobiano. As
técnicas de caracterizacao utilizadas contribuiram para que a pratica fosse bem
sucedida e agregasse conhecimento a respeito dos fendbmenos relacionados a
sistemas em escala nano. A aplicagcdo dos filmes biopoliméricos contendo NPs de
Au suportadas em inativacéo antimicrobiana também despertou grande atencéo dos
alunos, devido a ser um tema sempre atual e resultado de extensa aplicacéo, os
filmes biopoliméricos antimicrobianos podem ser utilizados como embalagens para
a conservacgao de frutas e alimentos.
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ABSTRACT: The aim of this study was to
evaluate the use of Maldi-Tof MS biosensor in
microbial assessment of Brazilian kefir grains.
Maldi-Tof MS is a new methodology for the
rapid diagnosis of microorganisms. A total of
358 microorganisms were isolated, 31 were
yeasts and 327 were bacteria (divided into
lactic and acetic bacteria). Microbial colonies
were grown in Luria-Bertani agar medium
and incubated at 35 °C for 18h and used in
the identification of species by Maldi-Tof MS.
The microbial population identified in Brazilian
kefir grains was Lactobacillus paracasei,

Saccharomyces  cerevisiae,  Lactobacillus
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plantarum, Acetobacter pasteurianus, and
Acetobacter syzygii. This study demonstrated a
rapid and accurate identification of the Brazilian
kefir grains microorganisms using the Maldi-
Tof MS biosensor. In conclusion, the Maldi-Tof
MS technology can facilitate the microbiological
control in a fermentation process using kefir
grains as starter cultures.

KEYWORDS: bacteria, yeast, biological sensor,
probiotic

BIOSSENSOR MALDI-TOF MS NA
AVALIACAO MICROBIANA DO PROBIOTICO
KEFIR

RESUMO: O objetivo deste estudo foi avaliar o
uso do biossensor Maldi-Tof MS na avaliagéo
microbiana de grdos de kefir brasileiros.
Maldi-Tof MS é uma nova metodologia para
o diagnostico rapido de microrganismos. Um
total de 358 microrganismos foram isolados,
31 foram leveduras e 327 foram bactérias
(divididas em bactérias laticas e acéticas). As
colénias microbianas foram cultivadas em meio
de agar Luria-Bertani e incubadas a 35 °C por
18h e utilizadas na identificacdo de espécies
por Maldi-Tof MS. A populagdo microbiana
identificada nos grados de kefir brasileiros
foi Lactobacillus paracasei, Saccharomyces

cerevisiae, Lactobacillus plantarum, Acetobacter
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pasteurianus e Acetobacter syzygii. Este estudo demonstrou uma identificacao rapida
e precisa dos microorganismos dos gréos de kefir brasileiros utilizando o biossensor
Maldi-Tof MS. Em conclusdo, a tecnologia Maldi-Tof MS pode facilitar o controle
microbiolégico em um processo de fermentacdo usando graos de kefir como culturas
iniciadoras.

PALAVRAS-CHAVE: bactérias, levedura, sensor biologico, probiético

11 INTRODUCTION

Kefir probiotic is a polysaccharide grain containing microorganisms that produce
fermented beverages, such as the traditional Turkish beverage also named “kefir”,
which is from milk, and has low alcohol content (SIMOVA et al.,, 2002; GUZEL-
SEYDIM et al., 2005; IRIGOYEN et al., 2005; MAGALHAES et al., 2011a, 2011b,
2011c; PUERARI et al., 2012; CHO et al., 2018). Kefir is a mixed culture of various
yeasts and bacteria species combined in a matrix of proteins and polysaccharide
“kefiran”, which are formed during cell growth under aerobic conditions (MAGALHAES
et al.,, 2010a, 2010b). The kefir probiotic grains are irregularly shaped and hard
granules, with yellowish-white colour, which resemble miniature cauliflower blossoms
(CORONA et al., 2016).

In Brazil, kefir grains are used in private households (MAGALHAES et al.,
2011c) and are added to different types of milk, such as cow, goat, or sheep, coconut,
rice, and soy (IRIGOYEN et al., 2005; MAGALHAES et al., 2011c). The grains are
responsible for the fermentation that produce lactic acid, acetic acid, CO,, alcohol
(ethyl 2 alcohol), and aromatic compounds. These compounds provide the unique
sensory characteristics of kefir: fizzy, acid taste, and tart and refreshing flavour
(CORONA et al., 2016).

The kefir beverage contains vitamins, minerals, and essential amino acids
that help the body with healing and maintenance functions and contains easily
digestible complete proteins (ROOS et al., 2018). In accordance with MEDRANO
et al. (2008), the benefits of consuming kefir in the diet are numerous, such as its
antitumoral, (VINDEROLA et al., 2005), antimicrobial (RODRIGUES et al., 2005),
antiinflammatory, and antiallergical (LEE et al., 2007) activities. The composition
of microbial species is an important factor to characterize the kefir therapeutic
benefits (SIMOVA et al., 2002; GUZEL-SEYDIM et al., 2005; IRIGOYEN et al., 2005;
MAGALHAES et al., 2011a, 2011b, 2011c; CHO et al., 2018). A rapid identification
of the microorganisms is necessary in the fermentative process of kefir grains, which
facilitates the microbiological control of fermentative processes on a large scale.

An optical technique with potential use to rapidly identify the microorganisms
is the Maldi-Tof MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation - Time of Flight
Mass Spectrometry) (Microflex-Bruker Daltonics/BioTyper™) (CHANG et al., 2016;
PASTERNAK et al., 2012; GAUDREAU et al., 2018; MAYORAL et al., 2018). In this
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technique, the sample is uniformly mixed in a large quantity of matrix. The matrix
absorbs the ultraviolet light (nitrogen laser light, wavelength 337 nm) and converts
it to heat energy. A small part of the matrix (down to 100 nm from the top outer
surface of the Analyte in the diagram) heats rapidly (in several nano seconds) and
is vaporized, together with the sample. Charged ions of various sizes are generated
on the sample spot (Figure 1). A potential difference VO between the sample slide
and ground attracts the ions in the direction shown in the diagram. The velocity of the
attracted ions v is determined by the law of conservation of energy. As the potential
difference VO is constant with respect to all ions, ions with smaller m/z value (lighter
ions) and more highly charged ions move faster through the drift space until they
reach the detector. Consequently, the time of ion flight differs according to the mass-
to-charge ratio (m/z) value of the ion. The method of mass spectrometry that exploits
this phenomenon is called Time of Flight Mass Spectrometry (PASTERNAK et al.,
2012; MAYORAL et al., 2018).

The aim of this study was to evaluate the use of Maldi-ToF biosensor in the
microbial assessment of Brazilian kefir grains, as well as to identify the probiotic
microorganisms associated with them.

Kefir grains

|

|

] LAL.U.L_ ..Lh.L K I}T
Detector - T

Result (spectrum)

Detection

Ty
_—aaa

0 9 Separation: TOF

Flight tube qpc (no electric field)

Laser
Acceleration

Maldl Tof spot (electrostatic field)

Crystallised matrix
m —) with analytes

Figure 1: Brazilian kefir micoorganisms analysis methodology in the Maldi-Tof MS biosensor.

Matrix-assisted
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2| MATERIAL AND METHODS

Kefir grains

Brazilian kefir grains (Stock-culture of the Microbiology laboratory of the Federal
University of Lavras, Brazil) were used in the experiments.

Microbiological analysis

We used Maldi-Tof MS biosensor (Microflex-Bruker Daltonics/BioTyper™) for
the microbiological analysis. A total of 358 isolates were identified.

The isolation of microorganisms in kefir grains was performed according to
MAGALHAES et al. (2011c). Bacteria and yeasts were enumerated by the surface
spread technique, plating 100 pL of each diluted sample in triplicate. Enumeration of
microorganisms was carried out using four different culture media. Lactic acid bacteria
(LAB) were enumerated on Nutrient Agar (Oxoid, S/P, Brazil), De Man, Rogosa, and
Sharpe Agar (MRS) (Oxoid, S/P, Brazil) media. Acetic acid bacteria (AAB) were
enumerated on 135 medium (DSMZ, Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH, Germany). All media for bacterial enumeration were supplemented
with 0.4 mg mL™" nystatin (Sigma, St. Louis, USA). Yeasts were enumerated on yeast
extract peptone glucose (YEPG) agar containing 100 mg chloramphenicol (Sigma, St.
Louis, USA) and 50 mg chlortetracycline (Sigma, St. Louis, USA) to inhibit bacterial
growth. After spreading, plates were incubated at 28 °C for 48 h for bacteria and
for five days for yeasts, colony forming units (log10 CFU mL™") were quantified. For
each type of medium containing isolated colonies, the square root of the number of
colonies was taken at random for identification.

For identification of microbial species of kefir grains by Maldi-Tof MS, the
Escherichia coli K12 strain was used as external standard for calibration biosensor
following the method described by CHANG et al. (2016). Cell colonies were grown
in Luria-Bertani (LB) agar medium and incubated at 35 °C for 18 h. The microbial
colonies were used in the identification by Maldi-Tof MS.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Rapid diagnosis of microorganisms is decisive to guarantee adequate
identification in biological samples. Biochemical methods are precise and sensitive,
but rather slow. New resources are available to enable faster diagnosis, and the most
promising is Maldi-Tof MS technology, applied to microbiological diagnosis by rapid
method using the microbial colonies.

The microbial population count of the kefir grains performed in this study Found:
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lactic acid bacteriawith a population of 8.10 log CFU mL™" (approximately 102 cells);
AAB in a low population of 4.01 log CFU mL"" (approximately 10* cells); and yeasts in
population of 6.01 log CFU mL™" (approximately 10° cells). This microbial population
is expected in the kefir grains because they are considered probiotic (SIMOVA et al.,
2002; GUZEL-SEYDIM et al., 2005; IRIGOYEN et al., 2005; MAGALHAES et al.,
2011a, 2011b, 2011c; PUERARI et al., 2012; CHO et al., 2018).

A total of 358 microorganisms were isolated, 31 yeasts and 327 bacteria
(divided into lactic and acetic bacteria). The isolates were identified by Maldi-Tof MS
technique (Figure 1). The results showed higher population of Lactobacillus paracasei
(108 CFU mL"); Saccharomyces cerevisiae, Lactobacillus plantarum, Acetobacter
pasteurianus, and Acetobacter syzygii were found in smaller quantities (10* CFU mL-
) (Figure 2).

QUINTILLA et al. (2018) evaluated the efficiency of Maldi-Tof MS to identify
foodborn yeasts. The identified yeasts were named as Rhodotorula babjevae,
Meyerozyma caribbica, Clavispora lusitaniae, Debaryomyces hansenii, Candida
oleophila, Pichia membranifaciens, Kazachstania telluris, and Mrakia frigida. Authors
showed that Maldi-Tof MS is applicable for routine identification and validation of
foodborne yeasts.

GAUDREAU et al. (2018) evaluated Maldi-Tof MS to identify bacteria from
biofilms. They compared three sample preparation procedures on biofilms grown in
vitro. The extended direct transfer method was able to identify 13 isolates out of 18
(72%) at the species level and 15 out of 18 (83%) at the genus level.

MAYORAL et al. (2018) reported two new cases involving immunocompetent girls
with cervicofacial lymphadenitis due to Mycobacterium mantenii, and the reliability of
Maldi-Tof MS for identifying Mycobacterium mantenii was efficient.

Saccharomyces cerevisiae

Acetobacter pasteurianus and KEGEGEGEGEG—
Acetobacter syzygii

Lactobacillus paracasei

Lactobacillus plantarum

0 10' 107 10* 10* 10° 10° 107 10% 10° 1%
CFU mL"!

Figure 2: Microbial identification of Brazilian kefir grains by Maldi-Tof MS technique.
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4|1 CONCLUSION

The Maldi-Tof MS technology proved to be useful for diagnosis of kefir
microorganisms, allowing a fast and safe diagnosis for the scientific environment.
The technology can facilitate the microbiological control in a fermentation process
using kefir grains as starter cultures. The microorganisms identified in the Brazilian
kefir are the same commonly found in kefir grains, with predominance of Lactobacillus
paracasei.
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RESUMO: O objetivo deste capitulo € expor
uma analise meta-analitica de diferentes
coprodutos, sobre o desempenho de coelhos de
corte. Os dados utilizados, referem-se a cinco
ensaios biologicos realizados no Laboratério
de Cunicultura da Universidade Federal de
Santa Maria. Em cada ensaio foram testados
diferentes coprodutos, com diferentes niveis
de substituicdo, como: bagaco de uva, casca
de soja, baraco de batata-doce, residuo de
cervejaria e topos de cenoura, em substituicao
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a um ingrediente convencional: o feno de
alfafa. A variavel analisada foi a do ganho de
peso dos animais. Os dados foram tabulados
e analisados com a ponderagdo inversa da
variancia e o modelo aleatorio para obtencéo
da estimativa da diferengca na média entre os
grupos. Os resultados obtidos demonstram
que os diferentes coprodutos ndo apresentam
diferencas quando comparados ao tratamento
controle. No entanto, quando analisamos em
grupos observamos que o coproduto bagaco
de uva apresentou os melhores valores,
seguido da casca de soja. As diferengas nao
sao significativas na maioria dos subgrupos, ou
seja, estdo bem préximas a médias, mostrando
que é viavel o uso de coprodutos em dietas
para coelhos. Conclui-se, portanto, com base
no estudo meta-analitico, que a utilizacdo de
diferentes coprodutos em dietas para coelhos
em substituicdo ao feno de alfafa € viavel. Desta
forma, novos coprodutos podem ser estudados
para serem incorporados as dietas cunicolas,
visto que, a substituicio é uma estratégia
promissora que pode ser utilizada obtendo-se
reducdo de custos e minimizando impactos
ambientais.

PALAVRAS-CHAVE:
integracao de resultados, tecnologia

analise de dados,

ABSTRACT: The aim of this chapter is to
expose a meta-analytical analysis of different
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co-products on the performance of growing rabbits. The data used refer to five
biological assays performed at the Cuniculture Laboratory of the Federal University of
Santa Maria. Different co-products with different substitution levels were tested in each
trial, such as: grape marc, soybean hulls, sweet potato vines, brewery residue and
carrot tops, replacing a conventional ingredient: alfalfa hay. The variable analyzed was
the weight gain of the animals. Data were tabulated and analyzed using the inverse
weighting of variance and the random model to obtain the estimate of the difference
in mean between the groups. The results showed that the different co-products do not
differ when compared to the control treatment. However, when we analyzed in groups,
we observed that the grape marc presented the best values, followed by soybean
hull. Differences are not significant in most subgroups, showing that the use of co-
products in rabbit diets is feasible. Therefore, based on the meta-analytical study, it is
concluded that the use of different co-products in rabbit diets to replace alfalfa hay is
feasible. Thus, new co-products can be studied to be incorporated into the diets, since
substitution is a promising strategy that can be used to reduce costs and minimize
environmental impacts.

KEYWORDS: data Analytics, results Integration, technology

11 INTRODUCAO

No Brasil, grandes quantidades de residuos agroindustriais sdo desperdicados
diariamente, possivelmente em virtude da falta de informacé&o sobre os seus usos
alternativos. Deste modo, recursos que poderiam estar sendo utilizados de diversas
formas—como porexemplo, emdietas animais —sao desperdicados, gerando passivos
ambientais. Neste contexto, na atualidade, diversos estudos estdo sendo realizados
com a finalidade de demonstrar os beneficios — tanto para o meio ambiente, quanto
para as cadeias produtivas — da utilizacdo destes residuos.

A meta-analise, trata-se de uma ferramenta que visa extrair informagcdes de
dados preexistentes, através da unidao de resultados de diversos trabalhos e pela
aplicacdo de uma ou mais técnicas estatisticas (LUIZ, 2002). E um método quantitativo
que permite combinar os resultados de estudos realizados de forma independente e
sintetizar as suas conclusdes ou mesmo extrair uma nova conclusao.

Neste sentido, a cunicultura é uma atividade praticada no mundo inteiro, com
manejo, alojamento e alimentacao simples e faceis que geram grandes rentabilidades
ao produtor (ALMEIDA, 2012). O coelho, € animal herbivoro que consegue aproveitar
de forma eficiente diferentes fontes de fibras. Estas fontes, presentes em residuos
de baixo valor comercial, barateiam os custos de producéo. Assim, torna-se possivel
o fornecimento de coprodutos, diminuindo a utilizacéo de produtos que poderiam ser
utilizados na alimentacéo humana.

Diante do exposto, 0 objetivo deste capitulo € expor o efeito da utilizacéo
de diferentes coprodutos, sobre o desempenho de coelhos de corte, por meio de
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uma meta-analise de trabalhos realizados em diferentes anos no Laboratério de
Cunicultura da UFSM, possibilitando assim, melhorar a representatividade dos
dados.

2 | MATERIAIS E METODOS

Os dados utilizados para realizacéo deste trabalho, referem-se a cinco ensaios
biolégicos realizados no Laboratério de Cunicultura (LabCuni) do Departamento
de Zootecnia da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, Rio
Grande do Sul. A cidade situa-se na regiao central do RS, localizado a 29 ° 68 ‘de
latitude, 53 ° 80’ de longitude oeste.

Os ensaios biologicos avaliaram o desempenho, na fase de crescimento, da
criacdo de coelhos (35 a 85 dias), alojados em gaiolas em galpé&o proprio para
cunicultura. Em cada ensaio foram testados diferentes coprodutos, com diferentes
niveis de substituicdo, como: bagaco de uva, casca de soja, baraco de batata-
doce, residuo de cervejaria e topos de cenoura, em substituicdo a um ingrediente
convencional, o feno de alfafa.

A variavel analisada foi a do ganho de peso dos animais. Para isto, todos
trabalhos deveriam apresentar os valores de ganho de peso do tratamento controle:
sem inclusédo de coprodutos e dos demais tratamentos com os diferentes niveis de
substituicdo por coprodutos, além do numero de animais utilizados por repeticéo e o
valor do desvio padrao.

Os dados foram tabulados através do programa Microsoft® Office Excel® 2013
e analisados pelo programa estatistico R, versao 3.5.0, pacote “meta”, funcéao
“metacont”. Foi utilizado a ponderacgéo inversa da variancia e o modelo aleatoério para
obtencao da estimativa da diferenca na média entre os grupos. A heterogeneidade
dos resultados entre os experimentos foi quantificada utilizando a estatistica 2
(HIGGINS et al., 2002), que quantifica o impacto da heterogeneidade em uma meta-
analise. Apés a analise estatistica feita pelo software, foi gerado no proprio software
R um grafico, para apresentar de forma mais ilustrativa os resultados, denominado
forest plot.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos dados analisados a heterogeneidade apresentada foi de 74% no ganho
de peso. Na escala onde um valor proximo a 0% néao indica heterogeneidade entre
os estudos, proximo a 25% indica baixa heterogeneidade, proximo a 50% indica
heterogeneidade moderada e proximo a 75% alta heterogeneidade entre os estudos
(RODRIGUES & ZIEGELMANN, 2010).

O método grafico mais usual para apresentar os resultados da meta-analise &
através do forest plot (Figura 1). A linha vertical representa uma diferenca de média
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zero ou nenhum efeito. O lado esquerdo da linha vertical representa uma reducéao
do efeito e o lado direito da linha vertical representa um aumento do efeito; cada
quadrado em torno do ponto de efeito reflete a ponderacgao relativa do estudo para o
tamanho total do efeito estimado. Quanto maior for a area do quadrado, maior sera
a contribuicao do estudo em relacdo a estimativa global. O limite superior e inferior
da linha conectada ao quadrado representa a parte superior e inferior IC (intervalo
de confianca) 95% para o tamanho do efeito (BALAN et al., 2016; RODRIGUES e
ZIEGELMANN, 2010.).

Nos resultados obtidos do ganho de peso, observamos que os diferentes
coprodutos néo apresentam diferencas quando comparados ao tratamento controle.
No entanto, quando analisamos em grupos observamos que o coproduto do bagaco
de uva apresentou os melhores valores, seguido da casca de soja.

Experimental Control Standardised Mean
Study Total Mean SD Total Mean sD Difference SMD 95%-Cl Weight
Klinger, et al. 2013 10 2816 28900 10 23.38 3.7100 ——  1.38 [0.38; 237] 98%
Klinger, et al 2013 10 2867 20800 10 2338 37100 —— 168 [063; 274 95%
—_—
Klinger, et al. 2014 10 33.37 36600 10 29.71 2.93500 — 1.05 [0.11; 200] 10.0%
Klinger, et al 2014 10 3238 43600 10 2971 29500 069 [022; 160] 103%
= T
Klinger, et al. 2016-1 9 2403 3.6200 9 2477 48300 — 017 [1.09; 0.76] 10.2%
Klinger, et al. 2016-1 9 2373 3.3900 9 2477 48300 ﬁ— 024 [117, 069 101%
Klinger, et al. 2016-2 9 31.52 31000 9 3280 3.3600 038 [1.31, 056] 101%
Klinger, et al. 2016-2 9 2927 21400 9 3280 33600 ———— -1.19 [2.22,017] 96%
—=mi =
Klinger, et al 2017 10 2265 25300 10 2393 16000 058 [-148; 032] 103%
Klinger, et al. 2017 10 2216 23900 10 23.93 1.6000 083 [-1.76; 0.09] 10.2%
==z T
Random effects model 96 96 ﬁ 0.13 [-0.46; 0.72] 100.0%

Heterogeneity: I° = 74%, t° = 0.6689, p < 0.01

Figura 1- Forest plot representando o ganho de peso (g/dia) de coelhos alimentados com
diferentes coprodutos em substituicao ao feno de alfafa.

Dados de valores da Tabela 1, ajudam a ilustrar de forma mais clara o ganho de
peso (g/dia), onde observamos a reducao ou incremento em comparagcao ao grupo
controle. Nestes resultados percebemos que as diferengas ndo séo significativas na
maioria dos subgrupos, ou seja, estdo bem proximas a médias, mostrando que é
viavel o uso de coprodutos em dietas para coelhos.
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Coproduto Ganho (g/dia)

Bagaco de uva 3,76
Casca de soja 3,44
Baraco de batata-doce -0,70
Residuo de cervejaria -1,99
Topos de cenoura -1,72

Tabela 1- Diferenca do ganho de peso dos animais alimentados com coprodutos em relagéo ao
grupo controle, utilizando SMD (diferenca de média estandardizada).

Estudos como estes vdo ao encontro com projetos feitos em paises da Africa,
assolados pela fome e pobreza, onde estéo investindo na producéo de coelhos com
dietas simples a base de coprodutos de culturas vegetais (KHALIL, 2010). Neste
sentido, percebemos que a utilizagao de coprodutos pode ser uma estratégia podendo
beneficiar diversas familias dentro de suas propriedades rurais, contribuindo para o
desenvolvimento rural e garantindo renda familiar.

41 CONCLUSAO

Conclui-se com base no estudo meta-analitico, que a utilizacédo de diferentes
coprodutos em dietas para coelhos em substituicdo ao feno de alfafa € viavel. Desta
forma, novos coprodutos podem ser estudados para serem incorporados as dietas
cunicolas, visto que, a substituicao é uma estratégia promissora que pode ser
utilizada obtendo-se reducdo de custos e minimizando impactos ambientais.
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RESUMO: A obtencao de 6leos vegetais vem
se tornando cada vez mais vantajosa, devido
a presenca dos acidos graxos poliinsaturados
na composi¢ao dos 6Oleos e efeitos benéficos ja
comprovados, como 0s potenciais antioxidantes
e antidiabéticos. Neste trabalho foi realizada a
modelagem termodinamica, determinacédo dos
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parametros de interacdo binaria e determinacéo
da solubilidade da extracdo 6leo de bacaba
e Oleo de ucuuba usando a tecnologia com
diéxido de carbono supercritico. Os resultados
mostraram que as equacgodes de Peng-Robinson
(1976) e (1972)
apresentaram menores erros no calculo da fase
vapor, mostrando que as equacdes de estado
cubicas descrevem melhor a fase vapor do que

Soave-Redlich-Kwong

a fase liquida. A equacdo de Peng-Robinson
(1976) foi escolhida para a determinacdo da
solubilidade, uma vez que apresentou menores
erros quando comparados com a equacgao de
Soave-Redlich-Kowng (1972). Para equacéao de
Peng-Robinson (1976) quando combinada com
a regra de mistura quadratica, os valores de
erros absolutos para a fase liquida (Ax) variaram
os valores entre 0,00019 e 0,13992, enquanto
que os valores de erros absolutos para a fase
vapor (Ay) variaram entre 0,00005 e 0,97234. A
solubilidade para o 6leo de bacaba apresentou
maior valor na condicéo de temperatura de 333
Kelvins e presséo igual a 290bar, enquanto que
para o Oleo de ucuuba a condigcdo onde houve
maior valor na solubilidade foi na temperatura
de 353 Kelvins e presséao igual a 350bar.

PALAVRAS-CHAVE:
Virola surinamensis; Oleo vegetal; Acidos

Oenocarpus bacaba;

graxos; Extracéo supercritica.

ABSTRACT: Obtaining vegetable oils is
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becoming increasingly advantageous due to the presence of polyunsaturated fatty
acids in the composition of oils and beneficial effects already proven, such as potential
antioxidants and antidiabetics. This work performed the thermodynamic modeling,
determination of the binary interaction parameters and determination of the solubility of
bacaba oil and ucuuba oil extraction using supercritical carbon dioxide technology. The
results showed the equations of the Peng-Robinson (1976) and Soave-Redlich-Kwong
(1972) with smaller errors in the vapor phase calculation, showing that the cubic state
equations better describe the vapor phase than the liquid phase. The Peng-Robinson
equation (1976) was chosen for the determination of solubility, since it presented
smaller errors when compared to the equation of Soave-Redlich-Kowng (1972). For
Peng-Robinson’s equation (1976) when combined with the quadratic mixing rule, the
absolute error values for the liquid phase (Ax) ranged from 0.00019 to 0.13992, while
the absolute error values for the vapor phase (Ay) ranged from 0.00005 to 0.977234.
The solubility for bacaba oil presented a higher value in the temperature condition of
333 Kelvins and pressure equal to 290bar, whereas for ucuuba oil the condition where
there was the highest value in the solubility was in the temperature of 353 Kelvins and
pressure equal to 350bar.

KEYWORDS: Oenocarpus bacaba; Virola surinamensis; Vegetable oil; Fatty Acids;
Supercritical extraction.

11 INTRODUCAO

O bioma amazdbnico brasileiro possui mais de 200 espécies frutiferas
catalogadas, o que demonstra a dimenséao da biodiversidade existente. Dentre a
enorme quantidade de frutas oleaginosas da regido Amazdnica se encontram
espécies que vem sendo largamente estudadas devido a sua composicao em acidos
graxos poli-insaturados cujos efeitos sdo benéficos a saude (Cunha et al., 2019;
Costa et al., 2016).

Neste sentido, a tecnologia supercritica usando diéxido de carbono supercritico
se destaca como processo de separagao para obtencédo de Oleos vegetais a partir
de frutas da regido Amazobnica (Batista et al., 2016; Cunha et al., 2019). Do ponto
de vista da engenharia, as propriedades fisicas e termodinamicas do 6leo vegetal
séo importantes parametros para determinacdo a solubilidade de Oleos. A predicéao
da solubilidade de 6leos vegetais em fluidos supercriticos, na auséncia de valores
experimentais, € importante parametro para otimizacdo do processo de simulacéo e
determinacao da melhor condicdo de extragao com fluido supercritico.

Tendo em vista o elevado interesse na obtencdo de substancias bioativas de
alto valor agregado, por meio do processo de extragcao com fluido supercritico, em
particular com o diéxido de carbono, o objetivo geral deste trabalho consiste em
calcular propriedades fisicas dos acidos graxos constituintes do 6leo de bacaba
(Oenocarpus bacaba) e 6leo de uculba (Virola surinamensis) por metodologia de
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contribuicdo de grupo, aplicar equacdes de estado cubicas para correlacionar os
dados experimentais de equilibrio de fases de sistemas binarios entre éleo e didxido
de carbono supercritico e posterior determinacdo da solubilidade teérica entre o
soluto e solvente.

2 | MATERIAL E METODOS

2.1 Equacao de estado cubica e regras de mistura

O presente trabalho utilizou dados experimentais de equilibrio de fases
presentes na literatura, e empregou a equacéo de Peng-Robinson (1976) e Soave-
Redlich-Kwong (1972) com a regra de mistura de van der Waals quadratica com dois
parametros de interacdo binaria. Para misturas os parametros a e b foram obtidos
através das propriedades termofisicas dos componentes puros, da composicao, e
da utilizacdo de uma regra de mistura, com as interacbes entre os componentes
da mistura representadas pelos parametros de interacdo binaria. As propriedades
criticas dos &cidos graxos foram calculadas usando o método desenvolvido por
Constantinou & Gani (1994), enquanto que o fator acéntrico foi calculado pelo
método desenvolvido por Pitzer et al. (1955) combinado com o método proposto por
Nannolal et al. (2008).

O presente trabalho utilizara a composicéao molar do éleo de bacaba (Oenocarpus
bacaba), obtidas por Pinto et al. (2018), e a composi¢cao molar do 6leo de Ucuuba
(Virola surinamensis), obtida por Cordeiro et al. (2018). Os dados experimentais de
equilibrio liquido e vapor do dioxido de carbono com o acido laurico, acido miristico,
acido palmitico, acido estearico, acido oleico e acido linoleico foram obtidos na
literatura (Bharath et al., 1993; Yau, 1992; Maheshwari, 1992; Zou, 1990)

2.2 Critérios de analise para avaliacao dos parametros de interacao

Os parametros de interacao binaria foram determinados com auxilio do programa
computacional EDEFLASH (Araujo et al., 2006). Os valores dos parametros de
interacao binaria foram calculados para a isoterma minimizando a fung¢ao objetivo de
erro médio relativo entre os valores calculados e experimentais das fases liquida e
vapor. A funcao objetivo esta indicada na equacgao 1:
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2.3 Determinacéao da solubilidade do 6leo em CO, supercritico

A solubilidade dos 6leos em di6xido de carbono supercritico foi determinada
de acordo com a metodologia descrita por Cunha et al. (2019). Esta metodologia
assume que o Oleo vegetal pode ser considerado uma mistura de substancias puras
como acidos graxos e ésteres de acidos graxos, na qual uma equacéo cubica de
estado é aplicada para descrever o comportamento de equilibrio de fase do sistema
supercritico CO, + 6leo em determinada faixa de temperatura e presséo. Para a
previsdo da solubilidade da mistura multicomponente, usando uma equacéo cubica
de estado, foram necessarias informacbdes de propriedades fisicas dos acidos
graxos como a temperatura critica, presséo critica e fator acéntrico. Os valores da
fracdo molar de cada componente da fase gasosa do equilibrio liquido-gas foram
convertidos para a solubilidade (S) de acordo com a equacéao abaixo. Os resultados
foram expressos em g de 6leo/ g de CO,,.

IM;z;
Mco,Zco,

S =
()

Onde zi é a fracdo molar do componente i na fase gas; Mi é a massa molar de
cada componente.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

3.1 Parametros de equilibrio de fases para o 6leo de Bacaba e 6leo de Ucuuba

em CO, supercritico

A tabela 1 apresenta os desvios absolutos representados como a diferenca
entre o valor calculado e o valor experimental para a composicao em fracao liquida
(Ax) e fracao da fase vapor (Ay). Podem-se verificar menores erros no calculo da fase
vapor, evidenciando, nesta situacao, que as equacoes de estado cubicas descrevem
melhor a fase vapor do que a fase liquida, confirmando a eficacia das equacoes de
estado cubicas no estudo de equilibrio liquido-vapor.

Os resultados apresentaram menores erros absolutos para equacdo de Peng-
Robinson (1976) quando comparada com a equacado de Soave-Redlich-Kwong
(1972). Para equacéao de Peng-Robinson quando combinada com a regra de mistura
quadratica, os valores de erros absolutos para a fase liquida (Ax) variaram os
valores entre 0,00019 e 0,13992, enquanto que os valores de erros absolutos para
a fase vapor (Ay) variaram entre 0,00005 e 0,97234. Os parametros de interagéao
determinados para as equacdes de estado cubicas de Peng Robinson (1976) e
Soave-Redlich-Kwong (1972) combinadas com a regra de mistura quadratica estao
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indicadas na tabela 2 e tabela 3, respectivamente.

Acido Graxo Soave-Redlich-Kwong Peng-Robinson
Ax Ay Ax Ay
Acido Léaurico 0,13324 0,00893  0,13992 0,00914
Acido Miristico - 0,97478 - 0,97234
Acido Palmitico 0,00765 0,00068  0,00774 0,00046
Acido Estearico 0,70087 0,00032  0,00019 0,00005
Acido Oleico 0,01735 0,00709  0,01807 0,00691
Acido Palmitico 0,15734 0,00936  0,05667 0,00683
Tabela 1 - Desvio absoluto para o calculo de equilibrio a partir do programa computacional
EDEFLASH.
Acidos Graxos Peng-Robinson Funcao
kij Iij Objetivo
Acido Laurico 0,069283 0,079382 0,942137
Acido Miristico 0,092193 0,045103 0,172932
Acido Palmitico -0,172274 -0,06194 0,00001
Acido Estearico -0,001209 -0,312888 0,802893
Acido Oleico 0,068711 -0,020736 1,034402
Acido Palmitico 0,1 0,1 1,893253

Tabela 2 - Par&dmetros de interagéo determinados para a equacgao de estado cubica de Peng
Robinson (1976) combinada com a regra de mistura quadratica.

Acidos Graxos Soave-Redlich-Kwong Funcdo
K, l; Objetivo

Acido Laurico 0,018497 -0,054629 1,042115
Acido Miristico 0,190434 0,087295 0,369865
Acido Palmitico -0,169788 -0,059234 1,42E-11
Acido Estearico 0,179218 0,085523 0,811422
Acido Oleico 0,072775 -0,026586 1,058823
Acido Palmitico 0,05011 -0,002492 2,002923

Tabela 3 - Parédmetros de interagdo determinados para a equacao de estado cubica de Soave-
Redlich-Kwong (1972) combinada com a regra de mistura quadratica.

3.2 Determinacéao da solubilidade do dleo de Bacaba e 6leo de Ucuuba em CO,

supercritico

O calculo da solubilidade do 6leo de bacaba (Oenocarpus bacaba) em didxido
de carbono supercritico apresentou resultados conforme o esperado, uma vez que
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a solubilidade do 6leo em di6xido de carbono supercritico aumentou conforme o
aumento da presséo. O aumento da pressao ocasiona o aumento da densidade do
diéxido de carbono supercritico promovendo aumento do poder de solvatagdo do
solvente. Assim, pode-se verificar que o aumento da pressao promovera o aumento
no valor da solubilidade do di6xido de carbono supercritico no 6éleo de bacaba
(Oenocarpus bacaba). No gréafico 1 verifica-se um ponto de cruzamento entre as
isotermas de 313 Kelvins e 333 Kelvins na pressdao de 190bar. Este fenbmeno é
definido fenbmeno de condensacéo retrégrada, na qual a presséo de vapor do soluto
é o efeito dominante na solubilidade. O efeito de condensacéo retrograda também foi
relatado por Oliveira et al. (2016) que analisou rendimentos globais de 6leo essencial
de cravo obtido por CO, supercritico

O calculo da solubilidade do 6leo de Ucuuba (Virola surinamensis) em di6xido
de carbono supercritico mostrou que o valor predito de solubilidade aumentou
conforme ocorreu 0 aumento da temperatura. Experimentos semelhantes descritos
na literatura sobre obtenc&o de dleos vegetais usando CO, supercritico apresentaram
0 mesmo comportamento para o 6leo de pistacho (Palazoglu & Balaban, 1998) e
6leo de amendoim (Goodrum & Kilgo, 1987). O grafico 2, mostra o comportamento
da solubilidade do 6leo de Ucuuba (Virola surinamensis) em dioxido de carbono
supercritico obtido em nas isotermas de 313, 333 e 353 Kelvins.
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Grafico 1 - Solubilidade calculada pela equagéo de Peng-Robinson (1976) com regra de mistura
quadratica para o sistema 6leo de bacaba (Oenocarpus bacaba) e CO, supercritico.
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Gréfico 2 - Solubilidade calculada pela equacao de Peng-Robinson (1976) com regra de mistura
quadratica para o sistema 6leo de Ucuuba (Virola surinamensis) e CO, supercritico.

41 CONCLUSAO

O conhecimento da termodinamica do equilibrio de fases € importante para
o projeto de processos aplicados com a tecnologia com fluidos supercriticos. No
estudo da modelagem termodinamica dos sistemas oleo de bacaba - CO, e Oleo
de uculba - CO,, os resultados apresentaram baixos erros absolutos entre o valor
calculado e o experimental para ambas as equacdes utilizadas quando combinadas
com a regra de mistura quadratica.

A solubilidade do 6leo de bacaba (Oenocarpus bacaba) aumentou conforme
houve aumento da pressao, confirmando o efeito dominante da densidade do
solvente no processo de solvatagéo. Dentre as condi¢cdes de temperatura e pressao
consideradas, verificou-se que a solubilidade foi maxima na temperatura de 333
Kelvins e pressao igual a 290bar.

A solubilidade do 6leo de ucuuba (Virola surinamensis) aumentou conforme
houve aumento da temperatura, confirmando o efeito dominante da pressao de vapor
do soluto no processo de solvatacéo. Dentre as condi¢cOes de temperatura e pressao
consideradas, verificou-se que a solubilidade obteve valor maximo na temperatura
de 353 Kelvins e pressao igual a 350bar.
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RESUMO: O nitrogénio € um dos nutrientes
mais exigidos pelas culturas, tendo inumeras
funcbes. Os nutrientes sdo fundamentais na
formacao das sementes, principalmente no que
diz respeito a constituicdo das membranas e
acumulo de carboidratos, lipidios e proteinas.
Assim, o estudo realizado objetivou os efeitos
de doses e épocas de aplicacdo de nitrogénio
nas caracteristicas bioquimicas das sementes
de cafeeiro em formacéao cv. Catuai Vermelho ,
linhagem IAC 144 O experimento foiinstaladoem
uma area experimental na Fazenda de Ensino e

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2

ADUBACAO NITROGENADA

Pesquisa da Faculdade de Engenharia de llha
Solteira UNESP/FE, localizada no municipio
de Selviria-MS. O delineamento experimental
empregado foi o de blocos ao acaso no esquema
fatorial 5x3 com: a- doses crescentes de N (O,
50, 150, 250 e 350 kg ha'de N); b- sistemas
de parcelamento da adubac&o nitrogenada
(aplicagéo unica em dezembro; parcelado em
duas vezes —novembro e dezembro e parcelado
em trés vezes —novembro, dezembro e janeiro).
As doses e modo de aplicacdo do Nitrogénio
influenciam nos componentes bioquimicos da
semente do café, o que pode afetar diretamente
a qualidade da bebida.

PALAVRAS-CHAVE: Manejo da adubacao,
qualidade de graos, teor de proteina, teor de
acucares.

BIOCHEMICAL PARAMETERS OF COFFEE
SEEDS (Coffea arabica, L.) AS RESULT OF
NITRIGEN FERTILIZATION

ABSTRACT: Nitrogen is one of the nutrients
most required by crops and has many functions.
Nutrients are fundamental in seed formation,
especially with regard to membrane constitution
and accumulation of carbohydrates, lipids and
proteins. Thus, this study aimed to study the
effects of nitrogen application rates and times on
the biochemical characteristics of coffee seeds

Capitulo 28

237



in cv. Catuai Vermelho, IAC 144 strain The experiment was installed in an experimental
area at the Teaching and Research Farm of the Ilha Solteira UNESP / FE School of
Engineering, located in Selviria-MS. The experimental design was a randomized block
design in a 5x3 factorial scheme with: increasing doses of N (0, 50, 150, 250 and 350
kg ha-1 of N); b- Nitrogen fertilizer installment systems (single application in December;
split in two - November and December and split in three - November, December
and January). Nitrogen doses and methods of application influence the biochemical
components of coffee seed, which may directly affect the quality of the beverage.

KEYWORDS: Fertilization management, grain quality, protein content, sugar content.

11 INTRODUCAO

A adubacéao é um dos varios fatores que influenciam na producéo das culturas,
sendo que dentre os adubos utilizados o nitrogénio é um dos mais complicado de
ser manejado devido a sua alta exigéncia em estadios definidos do desenvolvimento
vegetativo e reprodutivo das culturas e também a perda por lixiviagdo. Existem varias
recomendacdes para se fazer a adubacéo nitrogenada, que se mal manejada traz
varios problemas para a cultura e para o ambiente.

O nitrogénio é um dos nutrientes mais exigidos pelas culturas, tendo inumeras
fungdes, como estimular a formacédo e o desenvolvimento de gemas floriferas e
frutiferas, aumentar a vegetacao, o perfilhamento e os teores de proteinas. Além
disso, é componente estrutural de aminoacidos e proteinas, bases nitrogenadas
e acidos nucléicos, enzimas, coenzimas e vitaminas, pigmentos e outros produtos
secundarios (MALAVOLTA et al. 1997).

E relevante ressaltar que o papel dos nutrientes é fundamental na formacéo das
sementes, principalmente no que dizrespeito a constituicdo das membranas e acimulo
de carboidratos, lipidios e proteinas. As funcbes de ativacdo enzimatica, sintese,
transferéncia de energia e regulacao hormonal sao caracteristicas fundamentais do
aspecto de formacgao,desenvolvimento e maturacdo das sementes e assim, tanto
micro como macronutrientes apresentam importéncia similar nesses eventos. Se os
efeitos dos nutrientes na qualidade fisiol6gica das sementes em muitos trabalhos n&o
sao tao pronunciados, as deficiéncias geralmente se mostram marcantes, de forma
que, se nutricdes adequadas aumentam significativamente a producao e qualidade
das sementes em niveis superiores, estas devem ser recomendadas (SA, 1994).

A composicdo quimica dos grédos de café depende de fatores genéticos,
ambientais e de condicbes de manejo e pés-colheita, e tem despertado interesse de
inUumeros pesquisadores. H4 mais de cem anos o café vem sendo analisado para
definir a sua composicdao, mas somente recentemente conseguiu-se um avango com
o desenvolvimento de novas técnicas e equipamentos de analise (CLIFFORD, 1985).

Rinantonio (1987) estudou a composi¢ao quimica dos gréo de café e verificou
para café arabica uma faixa de teores de 55 a 65,5% de carboidratos, em que 6 a
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12,5 % correspondiam a carboidratos soluveis e 34 a 53% constituem estruturas
insoltveis. Os lipideos respondem por 15 a 18%, com 0,2 a 0,3% de gordura e
7,7 a 17,8% a Oleos, compostos nitrogenados de 11 a 15%, sendo 0,2 a 0,8 % de
aminoéacidos; 8,5 a 12% de proteina.

O amadurecimento dos frutos é caracterizado por varios fatores, destacando-
se entre eles o aumento no teor de agucares soluveis em decorréncia da degradacao
do amido (PIMENTA, 1995), e 0 agucar que predomina no café é a sacarose, que é
um tipo de acucar nao redutor (MAZZAFERA, 1999).

Do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar os efeitos de doses e épocas
de aplicacao de nitrogénio nas caracteristicas bioquimicas das sementes de cafeeiro
em formacdo cv. Catuai Vermelho , linhagem IAC 144.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao Do Experimento

O presente trabalho foi instalado em uma area experimental na Fazenda
de Ensino, Pesquisa e Extensdao — Setor de Producdo Vegetal, da Faculdade de
Engenharia de llha Solteira (FE/UNESP), localizada no municipio de Selviria-MS,
com coordenadas geograficas 20°20’ de Latitude Sul e 51°24’ de Longitude Oeste e
com altitude média de 344m. O clima da regido, segundo a classificacao de Képpen,
€ do tipo Aw, definido como tropical umido com estagcdo chuvosa no veréao e seca no
inverno.

2.2 Caracteristicas Do Solo

O solo cultivado é do tipo LATOSSOLO VERMELHO Distrofico tipico, textura
argilosa, segundo o Sistema Brasileiro de Classificacdo de Solos, (EMBRAPA, 2006).
Com a devida antecedéncia foi realizada amostragem de solo para caracterizagao
das propriedades quimicas, seguindo a metodologia de analise descrita por Raij
e Quaggio (1983, 1987), Raij et al. (2001) e Embrapa (1999). De acordo com as
analises obtidas da amostra de solo (Tabela 1), foram aplicados 50 kg ha' de P205,
160 kg ha' K20 e 160 kg ha' de N, essas adubacdes foram realizadas no inicio do
periodo chuvoso (més de setembro).

Identificagéo P MO pH K Ca Mg H+Al Al SB T V. m
Cafe mg.dm™  gdm™ CaClz e mmolc dm®------------- % %
0-10cm 5 18 4,8 0,90 31 15 55 2 47 102 46 5
10-20 cm 7 14 4,8 0,90 32 15 34 4 49 82 49 7
20-30 cm 4 14 4,7 0,90 25 13 46 3 39 85 46 7
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30-40 cm 4 14 4,8 1,3 31 15 36 2 47 82 57 5

Tabela 1 - Resultado da analise quimica do solo no municipio de Selviria - MS.
2.3 Delineamento Experimental

O delineamento foi 0 de blocos ao acaso, no esquema fatorial 5x3, com quatro
repeticbes. Como tratamento avaliou- se doses crescentes (0, 50, 150, 250 e 350
kg/ha) de nitrogénio e sistemas de parcelamento (aplicagcdo unica em dezembro,
parcelado em duas vezes — novembro e dezembro, parcelado em trés vezes —
novembro, dezembro e janeiro). As doses de N foram aplicadas na projecao da
coroa entre na primeira quinzena dos respectivos meses, e a fonte de N utilizada foi
a uréia.

Cada parcela experimental foi composta por 11 plantas onde colheu — se frutos
das 5 plantas centrais.

2.4 Avaliacoes realizadas

2.4.1 Extracdo Proteina soluvel total

Para a extracao da proteina soluvel total foi utilizado o método descrito por Bielski
e Turner (1966). 1 g da farinha (graos de café moidos) foi utilizada para a extracao
da proteina; acrescentou-se a mesma 4 mL de NaOH a 0,1 N e homogeneizou-se em
seguida. Esta mistura ficou por 24 horas a 10°C e, posteriormente, foi centrifugada a
1500 g por 10 minutos. A extracao foi repetida por mais duas vezes, até volume total
de 10 mL. O residuo foi descartado.

Para a quantificacao da proteina soluvel total, utilizou-se 0 método descrido por
Bradford (1976). A aliquota de 0,1 mL do extrato obtido foram acrescentados 5 mL
do reagente de Bradford e mantido em repouso, por 2 minutos, tempo necessario
para se completar a reacdo. Depois de completada a reacédo e antes de 1 hora,
foi realizada a leitura em espectrofotdmetro a 595 nm. O reagente foi preparado a
partir de 50 mg de Comassie Blue Brilliant G 250 que foram dissolvidos em 50 mL
de Etanol a 95% (P:V), acrescentados 100 mL de Acido Ortofosférico a 85% (P:V) e
o volume completado até 1000 mL com &gua destilada. O reagente foi mantido em
frasco escuro a temperatura ambiente. O padrao utilizado foi Albumina Soro Bovino
na faixa de 0 a 100 pg mL1 de proteina.

2.4.2 Extragdo de aminoacidos e carboidratos

A extracdo de aminoacidos e carboidratos foram realizadas segundo o método
descrito por Bielski e Turner (1966), para a qual tomou-se 1 g de farinha de graos de
café e 10 mL de MCW (metanol, cloroférmio e agua, na propor¢cao 12:5:3), que foi
homogeneizado imediatamente, deixando em repouso por 24h a 10°C e centrifugando
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a 1500 g por 10 minutos. O sobrenadante (S1) e o residuo (R1) foram reservados
separadamente. Prosseguindo a extragdo, para cada 4 volumes do sobrenadante
S1 foram adicionados um volume de cloroférmio e 1,5 volume de 4gua destilada. A
mistura foi centrifugada e a fase organica descartada. A fase aquosa (FA) obtida foi
usada para a determinacao do teor de aminoacidos e acucares livres.

Para a extracao de polissacarideo soluvel em agua (WSP) foram acrescentados
4 mL de acido tricloroacético (TCA) a 10 % (w:v) ao residuo R1 em um tubo de
centrifugacdo, misturado e centrifugado a 1500 g por 10 minutos, obtendo o
sobrenadante (S2). A extracao foi repetida por mais duas vezes, até completar o
volume de 10 mL de S2. O sobrenadante S2 obtido foi utilizado para dosagem de
WSP e o residuo (R2) reservado para a extracao de amido.

Ao residuo R2 foram adicionados 4 mL de acido perclorico (PCA) a 30% (w:v)
que foi homogeneizado e centrifugado a 1500 g por 10 minutos. O processo de
extracao foi repetido por trés vezes, obtendo-se volume final de sobrenadante (S3)
de 10 mL de extrato. O sobrenadante S3 foi utilizado para a determinacdo de amido
e o residuo foi descartado.

Anadlise quantitativa de aminoacido - O método de Yemn & Cocking (1955) foi
utilizado para a determinagdo de amionoacidos. A 1 mL da FA obtida acrescentou-se
500 pL de tampéo citrato + 200 pL de solugdo de ninhidrina 5% em Metilglicol + 1 mL
de solugcéao de KCN (2x10'4 M). A mistura foi aquecida em banho maria a 100°C por
10 minutos, resfriada por 10 minutos em agua corrente e, em seguida, completou-se
o volume total para 4 mL utilizando-se alcool etilico a 60%. A leitura foi realizada em
espectrofotdbmetro a 570 nm. O padrao utilizado foi Leucina na faixa de 0 a 100 ug
mL"1.

Anadlise quantitativa de carboidratos - Os acucares livres, o WSP e o amido
foram quantificados pelo método Fenolsulfurico, descrito por Dubois et al. (1956).
A 1 mL dos extratos obtidos adicionaram-se 1 mL de solu¢do aquosa de fenol a 5%
(w:v) e 5 mL de acido sulfurico concentrado. A mistura foi agitada e mantida por 15
minutos para completar a reacéo e esfriar. Apés o resfriamento dos tubos, foi feita a
leitura da absorbancia em espectrofotometro a 490 nm. A curva padréo utilizada foi
determinada com dextrose na faixa de concentracéo de 0 a 100 ug mLT.

2.4.3 Extracao de Lipideos

Lipideos foram determinados através da metodologia de Bligthe e Dyer (1959),
onde consisti em pesar de 3 a 5 g de amostra bem triturada e transferiu para um
erlenmeyr, adiconar 10 mL de cloroférmio, 20 mL de metanol e 8 mL de aguas
destilada, agitar essa solugcéao por 30 minutos, apos esse tempo foi adicionado mais
10 mL de cloroférmio e 10 mL de solugdo aquosa de sulfato de Na a 1,5 %, agitar essa
mistura por 2 minutos. A solucao agitada foi centrifugada a 3300 rpm a 25°C durante
2 minutos, esse processo necessario para separar as fases, assim, descarta —se o
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sobrenadante e filtra a solugdo em um Becker com peso conhecido, foi realizado
duas filtragem da solucéo, o filtrado foi colocado na estufa a 110° por 20 minutos,
apos o resfriamento do recipiente pesou —se o Becker e por diferenca determinou a
quantidade de lipideos.

2.5 Analise Estatistica

Os dados obtidos no presente trabalho foram submetidos a analise de variancia
através do teste F e teste de comparacéo de médias (Tukey) ao nivel de significancia
de 5%, utilizando a metodologia descrita por Pimentel Gomes (2000).

31 RESULTADO E DISCUSSAO

Analisando os valores de WSP, acucar livre, Amido, aminoacido, proteina e
lipideos, verifica- se na Tabela 2, que ndo houve efeito significativo ara doses de N e
nem para modos de aplicacdo, porém mostra- se interacao entre os fatores estudados
para aminoacido, proteina e lipideos. Gomes Junior et al. (2005) afirmam que o
nitrogénio absorvido pelas plantas pode combinar-se com esqueletos carbdnicos
para a producdo de aminoacidos, os quais resultardo em proteinas que ficardo
armazenadas nos tecidos vegetais, e no processo de formacdo dos graos essas
reservas sao quebradas, transcoladas e armazenadas nesses 6rgdos na forma de
proteinas e aminoacidos.

Tratamentos wsp al am aa prot lipideos
Dose(D) 0,76 0,45 0,66 0,94 0,05 0,90
Modos(M) 0,62 0,42 0,67 0,07 0,45 0,31
p>F D*M 0,19 0,052 0,055 0,0001** 0,015* 0,005™*
Reg. Linear 0,60 0,38 0,63 0,63ns 0,07 0,71
Reg. Quad. 0,79 1,00 0,39ns 0,95ns 0,28 0,41
CV(%) 14,43 31,54 17,61 11,24 13,66 52,57
Modos de
aplicacéao
Dezembro 88,72 45,45 110,70 13,48 148,42 1,38
Nov/Dez 86,88 50,80 106,12 12,61 150,67 1,07
Nov/Dez/Jan 90,80 51,30 111,00 13,65 156,47 1,31
Doses de N
0 86,60 47,52 106,99 12,97 155,75 1,40
50 88,17 56,67 112,32 13,40 137,58 1,21
150 92,05 48,41 107,21 13,22 146,30 1,22
250 86,44 45,46 104,70 13,22 160,28 1,15
350 90,76 47,87 115,15 13,42 159,35 1,29

TABELA 2 -Valores de médios de polissacarideos soluveis em agua (WSP), acgucar livre (al),
Amido (am), aminoacidos (aa), proteina (prot) em mg e lipideos (g. mg') em funcéo das doses
e modos de aplica¢do de N. (Primeiro ano de avaliagéo).

*k Kk

;¥ - significativo a 1% e 5% respectivamente pelo Teste F da analise de variancia. Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.
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Analisando os dados do desdobramento da interagdo entre doses de N e
modos de aplicacéo para a variavel aminoacido tem - se a Tabela 3, onde pode — se
observar que o as doses influenciaram no modos de aplicagdo, sendo a aplicacéao
Unica e parcelada em trés momentos tiveram ajuste quadratico de acordo com a
analise de regressao polinomial, com o incremento até a dose de 350 kg de N ha™1
para ambas, e para o modos de aplicacdo parcelado em duas vezes, o ajuste foi
linear, tendo incremento do valor do aminoacido, de acordo que as doses de N
aplicados foram acrescidas. Para a doses dentro de modos, apenas duas doses de N
interferiram no modos de aplicacao, a dose de 50 Kg de N ha™1 , onde verifica- seque
o modos parcelado em trés momentos, teve os maiores valores do aminoacido. Os
autores Morot- Gaudry, Job e Lea (2001) relatam que as folhas velhas hidrolisam
grande parte de suas proteinas e degradam outros compostos nitrogenados para
o desenvolvimento de frutos e sementes, os quais recebem a maior parte do N na
forma de aminoacidos.

Fatores aminoacido
Doses x Modos
Modos dentro

de doses 0 50 150 250 350
Dezembro 14,35a 11,71b 12,16 14,46 14,96
Nov/Dez 10,33b 13,67ab 14,47 14,26 10,32
Nov/Dez/Jan 14,46a 14,81a 13,05 10,94 14,99
Doses dentro de Dezembro Nov/Dez Dez/Nov/Dez
modos
P>F(linear) 0,032* 0,79 0,26
P>F(quadratica) 0,040* 0,0001** 0,002**
r2 32,00
R? 61,00 94,00 57,00
Dez Y= 0,00005X2 + 0,01X + 13,32
Nov/Dez Y= -0,0006X + 12,72
Nov/Dez/Jan Y= 0,00008X?-0,03X + 15,29

TABELA 3 - Valores de médios de aa em funcao da interacao entre os fatores doses e modos
de aplicacéo de N. (Primeiro ano de avaliacéao)

**.* - significativo a 1% e 5% respectivamente pelo Teste F da andlise de variancia. Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

O desdobramento dos fatores doses de N e modos de aplicagcao para a
variavel proteina, observa—se que a interacdo ocorreu no modos parcelado em dois
momentos, tendo ajuste linear com relacéo a doses aplicadas. O N esta relacionado
diretamente com sintese de proteinas estruturais e enzimaticas, as quais séo
responsaveis pela sintese de outras proteinas e dos intermediarios metabdlicos a
planta pode armazenar a proteina para utilizar de acordo com as necessidades suas
necessidades metabdlicas (Tabela 4).
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Fatores proteina
Doses x Modos
MOdOjods‘Z’;tro de 0 50 150 250 350
Dezembro 142,03 130,00 160,31 152,66 157,11
Nov/Dez 152,66 124,38 152,11 177,58 172,27
Nov/Dez/Jan 172,58 158,36 126,48 150,62 148,67
Doses dentro de Dezembro Nov/Dez Dez/Nov/Dez
modos
P>F(linear) 0,10 0,003** 0,11
P>F(quadratica) 0,56 0,10 0,42
r2 48,00 43,00 72,00
R2 54,00 55,00 91,00
Nov/Dez Y= 0,11X + 132,44

TABELA 4 - Valores de médios de proteina em funcao da interagcéo entre os fatores doses e
modos de aplicacao de N. (Primeiro ano de avaliagéo)

*k Lk

;* - significativo a 1% e 5% respectivamente pelo Teste F da analise de variancia. Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significAncia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey.

O N participa componentes da estrutura celular, como carboidratos, lipidios
e pigmentos, assim pode - se verificar que os valores de lipideos com relacédo ao
desdobramentoda interacdo dos fatores doses de N e modos de aplicagao (Tabela
5), tem - se aplicacéo Unica ajuste linear e as parceladas ajuste quadratico de acordo
com a analise de regresséao polinomial, com o incremento até a dose de 50 kg de N
ha'1, e a dose de N influenciou o modos de aplicacao sendo que o maior valor foi
obtido com 0 modos unico e parcelado em duas aplicagdes.

Fatores Lipideos
Doses x Modos
Modos dentro de doses 0 50 150 250 350
Dezembro 0,96 0,84 1,42 1,92a 1,77a
Nov/Dez 1,56 0,88 0,78 0,60b 1,54ab
Nov/Dez/Jan 1,68 1,92 1,45 0,91ab 0,57b
Doses dentro de modos Dezembro Nov/Dez Nov/Dez/Jan
P>F(linear) 0,011 00,93 0,001**
P>F(quadratica) 0,54 0,014 0,60
r2 82,00 92,00
R? 89,00
Dezembro Y =0,03X + 0,89
Nov/Dez Y = 0,00003X%-0,01X + 1,49
Nov/Dez/Jan Y =-0,00006 X2-0,001X + 1,82

TABELA 5 - Valores de médios de lipideos em fungdo da interacdo entre os fatores doses e
modos de aplicacdo de N. (Primeiro ano de avaliacéo)

**;* - significativo a 1% e 5% respectivamente pelo Teste F da analise de variancia. Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey
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Os valores de WSP, acucar livre, Amido, aminoacido, proteina e lipideos,

estdo na Tabela 6, verifica- se, que ndo houve efeito significativo para doses de

N, para nenhuma variavel estudada, mas para o fator modos de aplicacéo, houve

efeito significativo para proteina, e quando aplicado o N em dois momentos obteve

o menor valor desta variavel, como o nutriente aplicado formam compostos que

constituem a estrutura da planta e s&o requeridos para o crescimento celular e dos

orgaos, como os frutos (LEMAIRE et al., 1992), de acordo com as necessidades de

desenvolvimento da planta.

Tratamentos wsp al am aa prot lipideos
Dose(D) 0,89 0,39 0,70 0,95 0,28 0,74
Modos(M) 0,06 0,21 0,61 0,49 0,012* 0,59
p>F D*M 0,17 0,20 0,11 0,07 0,052 0,06
Reg. Linear 0,82 0,59 0,25 0,61 0,80 0,41
Reg. Quad. 0,48 0,25 0,91 0,98 0,51 0,82
CV(%) 26,79 40,91 20,04 26,72 14,82 53,25
Modos de aplicacéo
Dezembro 124,53 103,61 122,74 12,69 144,36 a 1,33
Nov/Dez 102,11 130,80 116,28 13,52 98,83 b 1,10
Nov/Dez/Jan 105,83 119,98 114,98 14,04 108,42 ab 1,19
Doses de N
0 118,01 131,86 121,99 13,40 112,89 1,36
50 106,56 96,71 120,88 14,14 98,57 1,11
150 107,52 117,33 121,68 13,28 108,20 1,33
250 110,63 114,26 110,69 13,11 107,98 1,16
350 111,39 130,48 114,75 13,16 108,44 1,08

TABELA 6 - Valores de médios de WSP, acucar livre (al), Amido (am), aminoacidos (aa),
proteina (prot) em mg e lipideos (g. mg'1) em funcdo das doses e modos de aplicacdo de N.

(Segundo ano de avaliacao ).

**.* - significativo a 1% e 5% respectivamente pelo Teste F da andlise de variancia. Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

A determinacgéo dos teores WSP, acucar livre, Amido, amino&cido, proteina e

lipideos nos graos de café obtidos no ano terceiro ano de avaliagdo, verificou- se

gue nao houve efeito significativo para doses de N e nem para modos de aplicacéo,

porém houve efeito significativo para a interagcao entre os fatores para a WSP e

aminoécido. (Tabela 7)

Tratamentos wsp al am aa prot lipideos
Dose(D) 0,61 0,39 0,41 0,12 0,42 0,75
Modos(M) 0,63 0,56 0,23 0,31 0,66 0,37
p>F D*M 0,04* 0,31 0,38 0,05* 0,67 0,08
Reg. Linear 0,42 0,28 0,63 0,04 0,73 0,71
Reg. Quad. 0,91 0,76 0,23 0,09 0,17 0,66
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CV(%) 40,38 38,53 23,32 24,20 18,58 27,18
Modos de aplicacao

Dezembro 111,20 73,20 118,43 13,88 124,44 1,31

Nov/Dez 109,09 81,00 109,69 12,37 123,08 1,07

Nov/Dez/Jan 99,10 71,80 104,51 12,86 118,27 1,34
Doses de N

0 98,44 74,62 123,36 13,56 119,48 1,22

50 102,01 74,95 119,06 13,68 124,84 1,35

150 118,23 74,76 113,40 13,77 121,67 1,13

250 96,93 74,12 118,28 13,66 130,60 1,39

350 116,70 67,56 118,03 10,80 113,05 1,10

TABELA 7 - Valores de médios de WSP, acuUcar livre (al), Amido (am), aminoacidos (aa),
proteina (prot) em mg e lipideos (g. mg™ ') em fungéo das doses e modos de aplicagdo de N.
(terceiro ano de avaliagéo).

*k .k

;¥ - significativo a 1% e 5% respectivamente pelo Teste F da analise de variancia. Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

O desdobramento da interacédo de doses de N com modos de aplicacéo para
a variavel WSP tem - se que a aplicacédo Unica teve ajuste linear, ou seja, o teor
de WSP, acresceu de acordo que as doses de N aplicados foram incrementadas,
Cardoso (2006), estudou adubacao nitrogenada em ervilha e constatou que o N
influéncia na quantidade de polissacarideos dos graos. (TABELA 8)

Fatores WSP
Doses x Modos
Modos dentro de doses 0 50 150 250 350
Dezembro 62,88b 113,08 115,00 104,74 116,96
Nov/Dez 89,74ab 111,70 132,24 90,79 100,32
Nov/Dez/Jan 142,70a 81,25 107,46 95,27 104,99
Doses dentro de modos Dezembro Nov/Dez Dez/Nov/Dez
P>F(linear) 0,009** 0,54 0,052
P>F(quadratica) 0,98 0,57 0,69
r2 72,38
R2
Dez Y =18,24 X +55,25

TABELA 8 - Valores de médios de WSP em fungéo da interacéo entre os fatores doses e modos
de aplicacéo de N. (terceiro ano de avaliacao).

**.* - significativo a 1% e 5% respectivamente pelo Teste F da andlise de variancia. Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significancia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

Na Tabela 9, pode — se observar que o as doses influenciaram o modos de
aplicagcao, sendo a aplicacdo parcelada em trés momentos tiveram ajuste linear
de acordo com a analise de regressao polinomial, tendo incremento do valor do
aminoacido, de acordo que as doses de N aplicados foram acrescidas. Para as
doses dentro de modos, o teste de Tukey ndo apresentou diferengas significativas.
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Fatores aminoacidos

Doses x Modos

Modos dentro de doses 0 50 150 250 350
Dezembro 11,54 13,29 14,90 16,17 13,49
Nov/Dez 11,78 13,75 14,05 12,24 10,05
Nov/Dez/Jan 17,37 14,00 12,38 11,68 13,49
Doses dentro de modos Dezembro Nov/Dez Dez/Nov/Dez
P>F(linear) 0,18 0,32 0,0001**
P>F(quadratica) 0,12 0,08 0,73
r2 95,00
R2
Nov/Dez/Jan Y=-1,93X + 18,66

TABELA 9 - Valores de médios de aa em funcdo da interagao entre os fatores doses e modos
de aplicacéo de N. (terceiro ano de avaliacao).

**.* - significativo a 1% e 5% respectivamente pelo Teste F da andlise de variancia. Médias seguidas por letras
distintas na coluna diferem entre si ao nivel de significAncia de 5% de probabilidade pelo teste de Tukey

41 CONCLUSOES

Através da andlise e interpretacdo dos dados obtidos pode-se concluir que:
Que as doses e modo de aplicacao do Nitrogénio influenciam nos componentes
bioquimicos da semente do café, o que pode alterar a qualidade da bebida.
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RESUMO: Melhorar a conversao da biomassa

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2

€ altamente interessante para tornar o0s
biocombustiveis competitivos. O pré-tratamento
comultrassom de altaintensidade foiinvestigado
para permitir a hidrélise parcial e maior
acessibilidade dos carboidratos presentes em
cascas de amendoim. Suspensdes aquosas de
cascas de amendoim em po foram pré-tratadas
com ultrassom de alta intensidade a temperatura
baixa fixa. Experimentos de um planejamento
fatorial variaram em relagdo a concentracéo de
biomassa (4-12%); tempo de aplicagdo (30-90
min) e poténcia nominal aplicada (500-1500
W). A liberacado de agucares (totais e redutores)
aumentou significativamente com o aumento
da poténcia nominal aplicada, com o tempo de
exposicao e com a diminui¢do da concentracao
de suspensdes. O indice de cristalinidade
também mostrou um ligeiro aumento durante
a sonicagao, provavelmente devido a maior
digestdo da celulose amorfa, principalmente
em condicdes de cavitagdo mais brandas. Nas
condicbes em que a cristalinidade relativa das
cascas de amendoim diminuiu, o rendimento da
liberagéo de acgucar aumentou. As imagens de
microscopia eletrénica de varredura ilustraram a
maior ruptura da estrutura a medida que o tempo
de aplicacao, a poténcia aplicada aumentou e a
concentracéo de soélidos diminuiu, estando de
acordo com analises anteriores. Assim, o pré-
tratamento das cascas de amendoim apos o
uso de ultrassom de alta intensidade mostrou
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efeitos interessantes para intensificar processos subsequentes de hidrolise e/ou
fermentacao.
PALAVRAS-CHAVE: residuo agroindustrial, bioetanol, cavitagdo, tecnologias
emergentes.

PRETREATMENT OF PEANUT SHELLS BY HIGH-INTENSITY ULTRASOUND:
STRUCTURAL EFFECTS AND SUGAR RELEASE

ABSTRACT: The improvement of biomass conversion is highly interesting to make
biofuels competitive. The pretreatment with high-intensity ultrasound was investigated
to perform partial hydrolysis and to improve the accessibility of the carbohydrates
existing in peanut shells. For this, aqueous suspensions of powdered peanut hulls were
pretreated with high-intensity ultrasound at low temperature. The factorial experimental
design varied in relation to the biomass concentration (4-12%); exposure time (30-90
min) and nominal power applied (500-1500 W). The sugar (total and reducing) release
increased significantly with the increase of the nominal power applied, the time of
exposure and the decrease of the concentration of suspensions. The crystallinity index
also showed a slight increase during sonication, probably due to the greater digestion
of amorphous cellulose, especially under milder cavitation conditions. The conditions
in which the relative crystallinity of the peanut hulls decreased, the yield of the sugar
release increased. Scanning electron microscopy images showed the greater rupture of
the structure as the time of application and the applied power increased and the solids
concentration decreased, being in accordance to previous analyzes. The pretreatment
of peanut hulls with high-intensity ultrasound showed interesting effects to enhance
further hydrolysis and/or fermentation processes.

KEYWORDS: agroindustrial residue, bioethanol, cavitation, emerging technologies.

11 INTRODUGCAO

Os residuos lignoceluldsicos provenientes da agroindustria tém-se apresentado
como fonte renovavel para producédo de biocombustiveis em substituicdo aos
combustiveis fésseis. Dentre estes residuos, encontram-se aqueles gerados pelas
industrias de beneficiamento de amendoim que, segundo o Instituto Brasileiro
de Geografia e Estatistica (IBGE), gera aproximadamente 350 mil toneladas de
amendoim em casca ao ano (IBGE, 2016). Estima-se que 90 milhdes de toneladas
de casca sejam produzidas decorrentes do processamento do amendoim, uma vez
gue uma porcentagem de 25 a 30% do grao inteiro corresponde a casca (GODOY
et al., 1982).

Sua composicao rica em carboidratos, aliada a grande disponibilidade a
baixo custo, favorece sua utilizagdo como matéria-prima na industria de bioetanol,
também chamado de etanol de segunda geracdo. O processamento todo contempla
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quatro principais etapas: um pré-tratamento do material para facilitar o acesso aos
carboidratos, hidrélise/sacarificagdo da hemicelulose e celulose, fermentagdo dos
acucares produzidos e destilacdo do etanol resultante. Porém, o processamento
de cada residuo depende do processo, biodegradabilidade, desempenho frente a
tecnologia aplicada em cada etapa (NARAYAN, 1994).

Para obter um material lignocelulésico com uma estrutura que permita a acéao
dos agentes quimicos, fisicos ou biolégicos, sdo necessarios pré-tratamentos para
alterar a estrutura cristalina da celulose e aumento da porosidade do material
(McMILLAN, 1994). A proposta do pré-tratamento é aumentar a superficie de atuacao
das enzimas e microrganismos com eventual producédo de acgUcares. Esta etapa
reduz os custos do processamento global e melhora sua eficiéncia (LEE et al., 1999).

Existem vérias formas de se oxidar este composto, porém alguns métodos
sdo mais adequados e seletivos para que as cadeias de carbono sejam quebradas
em um ponto especifico, mantendo as ligagdes glicosidicas intactas para posterior
fermentacao (AIMIN et al.,, 2005). Um principal destaque séo os estudos sobre
a influéncia do ultrassom de poténcia, ou de alta intensidade para aumentar a
acessibilidade a celulose (SASMAL et al., 2012). Os efeitos causados no material
solido durante a propagacdo das ondas ultrassdnicas estdo relacionados aos
fendbmenos de cavitacdo no meio liquido com geracéo de microcorrentes na interface
sélido-liquido de forma suficientemente intensa para causar erosdo em materiais
poliméricos (MASON; LORIMER, 2002).

Visto que a contribuicdo do uso de ultrassom de alta intensidade para intensificar
processos e reacdes vem sendo amplamente estudada, buscou-se por esse trabalho
avaliar diferentes condicdes de pré-tratamentos de cascas de amendoim assistidos
por ultrassom de alta intensidade. Como respostas aos experimentos analisados,
foram avaliadas a producéo de agucares totais e redutores, variagées no indice de
cristalinidade e morfologia das particulas de biomassa.

2 | MATERIAIS E METODOS

2.1 Material

Cascas de amendoim limpas e secas foram fornecidas pela Cooperativa
Agroindustrial (COPLANA, Jaboticabal) e trituradas em um moinho de facas MA380
(Marconi, Piracicaba, Brasil) para obter um pé de tamanho médio de particula em
torno de 900 um, determinado pelo ajuste do modelo teérico de Rosin-Rammler-
Bennet (ALLEN, 1981) aos dados de retencdao em peneiras da série Tyler. As cascas
de amendoim em p6 foram dispersas em agua destilada de forma a obter suspensdes
aquosas de concentracdes de 4, 8 e 10% (m/m). Estas suspensdes foram preparadas
previamente a cada pré-tratamento.
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2.2 Pré-tratamento assistido por ultrassom

Em uma camara encamisada de capacidade de 400 mL, aproximadamente 360
g das suspensdes aquosas contendo p6 de casca de amendoim foram inseridas
previamente a cada ensaio. Um processador ultrassénico Vibra-Cell VCX 1500HV
(Sonics and Materials, Connecticut, EUA), com uma sonda acoplada de titédnio de
diametro de 25 mm e comprimento de 254 mm, foi posicionado de forma que a sonda
atinja toda a amostra. A aplicacéo do ultrassom foi realizado mantendo a temperatura
da camara a 10 °C com auxilio de um banho termostatico.

Os ensaios foram realizados utilizando um planejamento experimental fatorial 33,
onde variou-se em trés niveis os seguintes fatores: tempo de aplicacao de ultrassom
t (30; 60 e 90 min), poténcia aplicada U (500, 1000 e 1500W) e concentracao de
biomassa na suspenséo X (4, 8 e 12%). Em todos os ensaios, 0 equipamento operou
a uma frequéncia fixa de 20 kHz em sistema de pulsos continuos. O delineamento
experimental contou com 27 experimentos com 3 repeticbes no ponto central,
totalizando 30 ensaios.

Decorrido o tempo de aplicacdo estabelecido, o hidrolisado foi centrifugado
a 18500 rcf por 15 minutos. Com o auxilio de uma pipeta, o sobrenadante foi
retirado para ser submetido as analises de acgucares totais e agucares redutores.
O sedimentado foi congelado e liofilizado em um liofilizador Liotop 101 (Liobras,
Séo Carlos, Brasil) a -52 °C e pressao de ~50 umHg por 72 horas para proceder as
analises estruturais e morfologicas.

2.3 Determinacao dos acucares produzidos

Para avaliar a quantidade de agUcares totais (S,) produzido durante o processo
de pré-tratamento com ultrassom de alta intensidade, foi utilizado o método fenol-
sulfurico proposto por DuBois et al. (1956), adaptado por Masuko et al. (2005) para
realizacdo em microplaca. Uma curva padrdo de glicose anidra foi usada para
quantificacéo dos agucares totais.

Os aclcares redutores totais (S,) foram quantificados pelo método DNS
proposto por Miller (1959). O método basea-se na reducdo, em meio alcalino, do
3,5-dinitrosalicilato (coloracéo amarela). O produto formado é estavel, com coloracéo
laranja-avermelhado (3-amino 5-nitro salicilato) na proporcdo estequiométrica e
maxima absor¢ao da luz visivel no comprimento de onda de aproximadamente 540
nm. Assim como feito para os acgucares totais, uma curva padrdo com glicose anidra
foi usada na quantificacédo dos acgucares redutores totais. Ambas as analises foram
realizadas em triplicata.

2.4 Determinacao do indice de cristalinidade (Crl)

As amostras liofilizadas tratadas e a amostra ndo-tratada foram peneiradas
em uma peneira da série Tyler mesh 35, a fim de garantir a homogeneidade das
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particulas. Posteriormente, estas amostras foram submetidas a anélise de difracao
de Raio-X usando uma unidade Miniflex 3000 (Rigaku, Téquio, Japao) com radiacéao
de Cu, linha K,L = 1,542 A e escaneamento em 26 na faixa de 5 a 45°. A velocidade
de escaneamento foi de 1 °/min nas condi¢cées de 30 kV e 10 mA. O indice de
cristalinidade (Cr/) pode ser calculado pelo método proposto por Segal et al. (1959),
através da equacao (1):

S
Cr 7 (% ) — cristalino amorfo %100

cristalino (1 )

Onde /

cristalino

€ a intensidade do pico cristalino em 22,7° e | € a intensidade

amorfo

do pico amorfo em 18°, dado em cps (contagem de picos por segundo).

2.5 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

As microscopias eletronicas foram feitas usando uma unidade FEI Magellan
400 L (FEI, Oregon, EUA) operando a 5 kV, de acordo com Villa-Vélez et al. (2015).
As amostras liofilizadas e a amostra ndo-tratada seguiram para as analises usando
uma fita de carbono e cobertura de ouro.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Producao de acucares

As anélises de acucares resultaram maiores valores para os acucares totais (de
14,6 a 29,0 mg de agUcares totais/g de sélidos) do que para agucares redutores (de
6,9 a 23,6 mg de acucar redutor/g de solidos) (Tabela 1). Tal diferenca € esperada, ja
qgue os acgucares redutores representam a maioria de carboidratos totais que foram
liberados ap0s pré-tratamento com ultrassom. Valores similares foram observados
por Werle et al. (2013) e Villa-Vélez et al. (2015). Apresenca de pectina na constituicao
de outros residuos como cascas de banana pelos ultimos autores pode ocasionar
liberac&o/hidrolise de carboidratos de menor peso molecular, contribuindo para
valores maiores de agucares totais (EMAGA et al., 2008). Por outro lado, rendimentos
semelhantes de hidrélise foram obtidos para o bagaco de cana de agucar tratados
com poténcias muito menores por longos periodos (LI et al., 2012). Quando as ondas
de ultrassom se propagam no meio, séries de compressdes e descompressdes sao
induzidas por meio de deslocamento molecular. Esse deslocamento gera bolhas
de cavitagdo que, ao entrarem em colapso, pode acarretar na erosdo de materiais
solidos e na quebra de ligagbes em materiais poliméricos como a hemicelulose e
celulose (MASON; CORDEMANS, 1996). Sendo assim, os dados de liberacdo de
acucar a partir de cascas de amendoim ap6s aplicacdo de ultrassom mostram a
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eficiéncia da tecnologia em hidrolisar parcialmente a biomassa tratada.

Ensaio X t u ST sn crl
(% m/m) (min) (W) (mgg’) (mgg’) (%)
1 4 30 500 16,9+0,3 6,9+0,1 376=+1,2
2 4 30 1000 26,2+49 157+1,4 357+1,0
3 4 30 1500 21,2+44 11,4+04 379+0,6
4 4 60 500 22,2+0,1 13,9+0,7 37412
5 4 60 1000 26,1 +2,6 16,2+3,7 40,5+0,7
6 4 60 1500 28,7 +2,0 23,6 +2,6 36,5+1,8
7 4 90 500 27,7+19 157+24 37,4+0,6
8 4 90 1000 24,5+0,5 18,1 +0,6 37,2+0,2
9 4 90 1500 25,0+1,0 185+0,4 36,0+1,3
10 8 30 500 21,8+1,8 19,7+0,3 35914
11 8 30 1000 21,7+0,0 20,0+1,3 36,2+0,8
12 8 30 1500 22,3 +0,7 20,7+0,2 36,0+0,4
13 8 60 500 15,6+0,7 13,1+0,2 40,3+1,7
14 8 60 1000 23,0+0,7 20,0+1,9 42914
15 8 60 1500 28,1 +2,3 19,6 +0,5 40,3+1,5
16 8 90 500 22,9+0,8 19,6 +0,4 43,604
17 8 90 1000 25,3+0,1 20,2+1,4 38,6 +0,6
18 8 90 1500 29,0+0,4 21,3+0,0 41,7+0,4
19 12 30 500 152+0,9 134=+1,6 40,9=+0,6
20 12 30 1000 14,8+0,6 12,9+0,5 39,0+0,5
21 12 30 1500 18,1 +0,2 141 +x1,1 38,411
22 12 60 500 22,2+0,5 13,9+0,0 42,3+0,3
23 12 60 1000 23,6 +1,1 140+04 448+0,6
24 12 60 1500 16,9+1,2 13,9+0,1 43,0+0,1
25 12 90 500 159+0,6 14,0+0,8 38,1 2,0
26 12 90 1000 14,6 +0,7 12,8 +0,3 43915
27 12 90 1500 25,6 +1,2 13,0+04 472+1,2
28 (C) 8 60 1000 23,0+0,6 19,6 +1,8 44,0+0,8
29 (C) 8 60 1000 22,7 +2,0 19,8 +0,5 36,1 1,0
30 (C) 8 60 1000 25,1 +2,1 20,7 +1,8 40,7 21

Tabela 1 — Agucares totais (S,), agUcares redutores (S,) e indice de cristalinidade obtidos apos
0s ensaios estabelecidos no planejamento experimental.

Os efeitos estimados de cada variavel sobre a producédo de agucares foram

avaliados (Tabela 2), obtendo influencia significativa de todas variaveis (p<0,05). As

Figuras 1 e 2representam a producéo de agucares totais e redutores, respectivamente,

em funcédo das variaveis significativas.

Efeitos estimados Erro padréao valor t (3) valor p
S S Crl S S Crl S S Crl S S Crl
T R T R T R T R
Média 22,00 16,16 39,55 106,27 0,09 0,27 106,27 178,18 1,34 <0,001 <0,001 0,201
X -5,74 -198 456 -109 023 1,66 -10,96 -8,65 2,75 <0,001 0,032 0,071
X2 1,75 4,78 -0,31 4,13 0,18 1,34 4,13 25,74 -0,23 0,026 <0,001 0,834
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t 3,60
2 1,19
u 3,83
vz 0,09

2,06
0,43
2,88
0,72

2,91

1,78

0,38
39,55

6,88
2,82
7,30
0,21

0,23
0,18
0,23
0,18

1,66
1,34
1,66
0,27

6,88
2,82
7,30
0,21

8,99
2,34
12,59
3,88

1,75
1,32
0,23
1,35

0,006
0,067
0,005
0,847

0,003
0,101
0,001
0,030

0,178
0,277
0,832
0,201

Tabela 2 — Tabela de efeitos estimados para aglcar total (S,), agucar redutor (S,) e indice de

cristalinidade (Crl).

Na medida em que se aumentou a concentracao de biomassa em suspenséo,

a producéo de agucares totais e redutores reduziu de forma nao-linear caracterizado

pelos parametros lineares e quadraticos. O aumento da carga de sélidos em

suspensao provoca o aumento na viscosidade aparente da suspensao (POLACHINI

et al., 2016). Este aumento estéa relacionado a maior interagdo molecular, levando a

maior dificuldade em romper as for¢cas coesivas para provocar a cavitacao (MASON;

LORIMER, 2002). Para agucares redutores, maior hidrélise ocorreu em concentracdes

intermediarias em torno de 8%. Este fato pode ter ocorrido pois na maior concentracao,

a cavitagcao é reduzida pelo aumento de viscosidade (POLACHINI et al., 2016) e na

menor concentracdo o numero de grupos redutores terminais dos polimero esta em
menor quantidade (HON; SHIRAISHI, 2002).
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Figura 1 — Superficies de resposta (esquerda) e graficos de contorno (direita) para a produgéo
de agUcares totais em fungéo das variaveis significativas.

Embora alguns autores reportem que prolongar o processo de sonica¢ao pode
nao intensificar os efeitos sonoquimicos (HUANG et al., 2011; SUN et al., 2002;
NIKOLIC et al., 2010), o aumento do tempo de aplicagdo estudado neste trabalho
provocou uma liberacao linear de agucares totais e redutores. Acima de 30 min de
aplicacao de ultrassom, é possivel que os carboidratos liberados estejam relacionados
as xilanas recuperadas a partir da biomassa (YUNUS et al., 2010).

O aumento na poténcia nominal aplicada intensificou a producéo de agucares
redutores linearmente e quadraticamente, embora tenha efeito apenas linear para
a producéao de acucares totais. According to Polachini et al. (2017), o aumento na
potencia nominal em suspensdes de cascas de amendoim provocou aumento na
intensidade da cavitagao.
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Figura 2 — Superficies de resposta (esquerda) e graficos de contorno (direita) para a produgéo
de acgucares redutores em fung¢do das varidveis significativas.

3.2 indice de cristalinidade (Crl)

Apo6s os tratamentos realizados, as cascas de amendoim foram analisadas
quanto ao indice de cristalinidade ja que a celulose € um polimero composto de
zonas amorfas e cristalinas que podem variar em sua propor¢cao de acordo com o
material ou tratamento aplicado. Sendo assim, diferentes indices de cristalinidade
foram observados entre 35,7% e 47,2% (Tabela 1) para as amostras tratadas e
37,4% para a amostra ndo-tratada, calculado a partir do padrao de difracao de raio-X

da Figura 3.
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Figura 3 — Padréo de difracdo de raio-X para a amostra néo-tratada.

Ao avaliar o efeito das variaveis do pré-tratamento com ultrassom, a analise
dos efeitos estimados demonstrou que os parametros mais significativos foram o
tempo de aplicacao (p=0,18) e a concentracéo de biomassa na suspensao (p=0,07)
como mostrado na Tabela 2. A Figura 4 mostra a superficie de resposta e grafico de
contorno para as duas variaveis mais significativas. Variacbes na potencia nominal
nao apresentaram efeito significativo sobre o indice de cristalinidade. O aumento na
potencia nominal pode causar o acumulo de bolhas de cavitagao proximas a ponta
da sonda, dificultando o processo de transferéncia de massa e energia (GOGATE et
al., 2011).

Ao aumentar a concentracdo de sélidos na suspenséo, a cavitacdao produzida
nestas condi¢des € suficiente apenas para romper as regides amorfas da celulose,
as quais sao mais susceptiveis que as zonas cristalinas (ARANTES; SADDLER,
2011). Este fato aumenta percentual de area cristalina baseado na area total das
fibras, assim como observado por Binod et al. (2012) ap0s tratar bagaco de cana-de-
acucar com micro-ondas. Outra possivel explicacdo para o aumento na cristalinidade
da celulose é a clivagem das ligagdes C—C e C—H da lignina e hemicelulose pelos
radicais OH- e H* formados durante a cavitagao em meio aquoso, estimulando assim
o fracionamento da lignocelulose (MASON; LORIMER, 2002; CSOKA et al., 2007).
Por outro lado, a aplicagcdo de ultrassom em suspensdes concentradas a 4% de
sélidos sugere um efeito suficientemente forte para romper tanto as regiées amorfas
quanto as cristalinas, estando de acordo com os resultados de liberagcéo de agucares.
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Figura 4 — Superficie de resposta (esquerda) e grafico de contorno (direita) para indice de
cristalinidade em funcao da concentracdo de sélidos na suspenséo e tempo de aplicacédo do
ultrassom.

3.3 Microscopia eletrénica de varredura

A fim de avaliar o efeito do ultrassom na microestrutura das cascas de
amendoim, foram realizadas microscopias eletrénicas de varredura (MEV) das
amostras tratadas e ndo-tratadas. As amostras nao-tratadas mostraram superficie
lisa com poucas imperfeicdes. Na Figura 5, notou-se que na medida em que o tempo
de aplicagcdo do ultrassom aumentou, maior degradagao ocorreu na estrutura da
casca do amendoim.

Por outro lado, quando a concentracdo da suspensdo diminuiu, também
evidenciou-se maior quebra da estrutura das cascas. Comportamento similar foi
reportado por Villa-Vélez et al. (2015), ao tratar amostras de pedunculo de banana
com ultrassom de poténcia em diferentes condi¢cdes. O colapso das bolhas de
cavitacdo na interface solido-liquido é capaz de romper as ligagdes poliméricas e
alterar a superficie das cascas mais intensamente em suspensdes diluidas, tornando
a celulose mais acessivel para futura hidrélise.

Embora a poténcia n&o tenha demonstrado efeito significativo para o indice de
cristalinidade, este fator influenciou positivamente a liberacdo de acgucares. Assim,
a Figura 6 foi construida para apresentar as variagdes na estrutura em diferentes
potencias aplicadas. As imagens mostram maiores rupturas mecanica quando
as cascas de amendoim foram submetidas a maiores poténcias, indicando area
superficial visualmente maior com estruturas mais facilmente acessivel.
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Figura 5 — Microscopia eletronica de varredura (1000x) para amostras de casca de amendoim
tratadas com ultrassom de poténcia a 1000 W em diferentes concentra¢des de biomassa e
tempo de aplicacéo.
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Figura 6 — Microscopia eletronica de varredura (1000x) para amostras de casca de amendoim
tratadas com ultrassom de poténcia por 60 min em suspensdes concentradas em 12% (m/m).
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41 CONCLUSAO

Em geral, os resultados indicaram que o ultrassom de alta intensidade é uma
ferramenta Util para melhorar os processos de hidrélise e viabilizar a producéao de
bioetanol a partir de cascas de amendoim. A liberacdo de acgucar das cascas de
amendoim foi favorecida por um aumento na poténcia aplicada e tempo de aplicacéao,
bem como uma diminuicdo na concentracdo de suspensdes. Grande parte dos
carboidratos em solucéao foi contabilizada como acucares redutores, provavelmente
obtidos a partir das cadeias terminais dos compostos da lignocelulose. O ultrassom
de poténcia também influenciou no indice de cristalinidade das fibras de celulose,
causando um ligeiro aumento no teor de celulose cristalina a medida que a
concentracao de suspensdes e 0 tempo de exposicao aumentaram e leve decréscimo
nas suspensdes diluidas. Por outro lado, as microscopias de varredura mostraram
uma estrutura mais aberta, estando de acordo com os analises anteriores.

Os resultados relatados sédo especificos para cascas de amendoim em uma
determinada geometria e sistema operacional do reator, conferindo uma melhor
compreensao sobre os efeitos do ultrassom de alta intensidade como técnica
emergente. Além disso, o uso do ultrassom com agentes catalisadores como um
método combinado para pré-tratamentos convencionais € incentivado com o objetivo
de otimizar o consumo de energia e as etapas subsequentes de sacarificacdo e/ou
fermentacao das cascas de amendoim.
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RESUMO: O uso da aplicagdo da adubacéao
foliar na cultura do algodoeiro, pelos produtores,
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sao recentes, assim necessitando de novas
pesquisasparadeterminaroefeitoeasvantagens
desse sistema. Assim o objetivo desse trabalho
foi estudar a influéncia dos diferentes programas
nutricionais, de adubacao foliar na qualidade de
fibra do algodoeiro. A cultivar utilizada foi FM
975 WS, semeada em 23/02/2017, utilizando
400 kg ha' da formulagao 5-25-15 na adubacéo
de semeadura, aplicado no sulco e para a
adubacao de cobertura foi utilizado 80 kg ha™
de N divididas em duas aplicagbes aos 30 e
45 d.a.e. (dias apdés emergéncia) aplicado a
lanco. O delineamento experimental utilizado
em blocos ao acaso, com quatro repeticdes,
onde o experimento consistiu em 5 tratamentos
mais a testemunha, distribuidos em 4 linhas de
5 metros cada parcela, com espagcamento de
0,90. Os tratamentos consistiram em programas
nutricionais, contendo macro e micronutrientes
em sua composi¢ao, aplicados aos 30, 45,
60 e 75 dias ap0s a emergéncia. Em relagcao
a qualidade de fibra, dentre os parametros
avaliados o comprimento médio da metade
superior (UHML) foi a unica caracteristica que
apresentou efeito significativo.
PALAVRAS - CHAVE:

Macronutrientes, Micronutrientes, Algodao.

Nutricdo foliar,
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Gossipium hirsuntun L. FIBER QUALITY AS A FUNCTION OF LEAF FERTILIZATION

ABSTRACT: The use of foliar fertilizer application in the cotton crop, by the producers,
is recent, thus requiring further research to determine the effect and benefits of this
system. Thus the objective of this work was to study the influence of the different
nutritional programs, of leaf fertilization on the cotton fiber quality. The cultivar used was
FM 975 WS, sown on 2/23/2017, using 400 kg ha-1 of the formulation 5-25-15 in sowing
fertilization, applied to the groove and for the cover fertilization was used 80 kg ha-1 of
N divided into two applications at 30 and 45 da (days after emergence) applied to the
haul. The experimental design was used in randomized blocks with four replications,
where the experiment consisted of 5 treatments plus the control, distributed in 4 rows
of 5 meters each plot, spacing 0.90. The treatments consisted of nutritional programs,
containing macro and micronutrients in their composition, applied at 30, 45, 60 and 75
days after emergence. Regarding fiber quality, among the evaluated parameters, the
mean upper half length (UHML) was the only characteristic that presented significant
effect.

KEYWORDS: Leaf nutrition, Macronutrients, Micronutrients, Cotton.

11 INTRODUCAO

A cultura do algodoeiro destaca-se no cenario agricola mundial pela utilizagéo
dos seus produtos e subprodutos. (Silva, 2015). No Brasil a cultura do algodoeiro tem
destaque por ser a sétima cultura mais cultivada ocupando 955.000 ha. (CONAB,
2017). O capulho, parte comercial colhida do algodao, é composto por 65% de
sementes e 35% de plumas. A produtividade média do algod&o em caroco no Brasil
é de 265@ (CONAB, 2017). Das plumas extrai as fibras na qual ha uma grande
aplicacéo usos principalmente nas industrias de fiac&do e tecelagem.

O comprimento da fibra € considerado gendétipo-depedente, mas as diferencas
ambientais, como as mudancas climaticas e manejo cultural interferem na média
do comprimento das fibras. (Bradow e Davidonis, 2000). Esse parametro também
influéncia o valor econémico da fibra por determinar a resisténcia do fio (Barbosa e
Nogueira Junior, 2001).

As caracteristicas tecnolégicas da fibra do algoddo estdo intrinsecamente
ligadas a fatores hereditarios mas sofrem influéncia de fatores ambientais como
condicdes climaticas, fertilidade do solo. (Santana et al., 1998, citado por Azevedo,
2005)

Apraticadaadubacaofoliarvemsedesenvolvendoemvariasculturasdeinteresse
econdmico. O uso de micronutrientes via foliar, tem aumentando continuamente em
funcdo do maior conhecimento dos macronutrientes e micronutrientes presentes
no solo e se disponiveis para a planta ou ndo, assim como, do aumento nos
procedimentos de diagndsticos das culturas e seus cultivares (Mocellin, 2004).

Dentre os fatores que afetam a qualidade da fibra os aspectos nutricionais
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tem grande destaque. Segundo Cassman et al. (1990), Pettigrew e Meredith
(1997), Silva (1999) relatam que a aplicacdo da adubacéo foliar potassica pode
influenciar caracteristicas da fibra como uniformidade de comprimento, comprimento
e micronaire. O nitrogénio além de estimular o crescimento e o florescimento,
regularizam o ciclo da planta, aumentam a produtividade e melhoram o comprimento
e resisténcia da fibra (Staut e Kurihara, 2001). O Boro favorece o florescimento e
a frutificacdo, com reflexos positivos no aumento da produtividade e da qualidade
das fibras. (CARVALHO, 2007). Carvalho (2007) destaca que a obtencédo de altas
produtividades depende, dentre outros fatores, de uma adequada nutricdo mineral
e a importancia dos micronutrientes tanto na produtividade quanto na obtencdo de
excelente qualidade de fibra.

O objetivo desse trabalho foi estudar a influéncia dos diferentes programas
nutricionais, de adubacéo foliar na qualidade de fibra do algodoeiro.

2| MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Complexo de Ciéncias Agrarias (CCA) da
Universidade Estadual do Tocantins — UNITINS, localizado , no municipio de Palmas
- TO.

Na Figura 1, encontra — se os dados de temperatura e precipitacéo registrado
durante o cultivo
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Figura 1. Dados climatolégicos diarios no periodo de fevereiro de 2017 a julho de 2017 no
municipio de Palmas — TO.

Fonte:Instituto Nacional de Meteorologia — INMET

O solo da area de estudo foi classificado de acordo com sistema brasileiro
de classificacédo de solos (EMBRAPA 2013). Uma trincheira foi aberta, horizontes
caracterizados quanto morfologia, analise quimica e fisica conforme foi apresentado
na tabela 1. E o mesmo foi classificado como Latossolo Vermelho-Amarelo Distrofico

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 30




tipico. O preparo do solo foi feito com uma aracdo, gradagem e sulcamento das
linhas de plantio.

Caz + C.T.Ca

dent. P Mehlich K Mg AR H+Al SB pH 7.0 Vv M pH
(mg/dm3) (cmolc.dm3) % H,O

Horiz. A 3,22 30,00 2,2 0,09 5,03 2,28 7,31 31,15 3,80 5,14

Horiz. B 0,57 10,00 0,22 0,37 4,08 0,25 4,32 5,68 60,10 4,14

Tabela 1. Resultados da andlise quimica do solo na profundidade de 0 a 20 (cm)

A semeadura foi realizada na segunda quinzena de fevereiro de 2017 e obteve
uma populacdo de média de 8 plantas m™. As parcelas foram compostas por 4
fileiras espacadas de 0,9 m com comprimento 5 m e avaliou as duas fileiras centrais.
. Utilizou-se a cultivar FM 975 WS de ciclo longo e porte médio/alto e populacéo.
Na semeadura foi aplicado 400 kg ha' da formulagéo 5:25:15 de N, P,O, e K,0O,
respectivamente e para a adubacéao de cobertura foi utilizado 80 kg ha' de N divididas
em duas aplicagdes aos 30e 45 dias ap6s a emergéncia (DAE). aplicado a lanco.

O experimento foi instalado delineamento experimental o de blocos ao acaso,
com quatro repeticdes.. Utilizou seis tratamentos conformo apresentado na Tabela 2.

Idade do Algodoeiro em dias ap6s a emergéncia

TRATAMENTOS 30dae  45dae 60dae 75d.ae
TESTEMUNHA - - - -

T1 P.P, PP, - -

T2 PP, PP, P,

T3 PP, PP, P, :

T4 P.P, PP, P, 1

T5 PP, PP, P,P.P, P,

Tabela 2. Epoca de aplicacdo dos produtos no algodoeiro em d.a.e. (dias ap6s emergéncia)

P, produto comercial

Nos tratamentos foram utilizados produtos comerciais com as seguintes
composicado quimica nutricional e dosagem recomendada e aplicada por hectare

(Tabela 3).

COMPONENTES P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Nitrogénio % 6,5 9 30 10 - 30 40
Fosforo % - 2 20 52 - 20 20
Potassio % - 1 - 8 - - -
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Enxofre % - - - 2,4 13,3

Magnésio % - - - - 2,5

Zinco % 8,5 - - - 10 1

Boro % - - - 0,02 3

Cobre % - - - 0,05 -

Ferro % - - - 0,1 1

Manganés % - - - - 7

Molibdénio % - - - - 0,2 -
Dose (Kgou |l ha') 0,200 (1) 1) 1(1) 0,200 (Kg) 2 (Kg) 1() 1)

Tabela 3. Concentracao nutricional de cada produto e dose aplicada nos tratamentos

No momento da colheita, foram coletados 20 capulhos aleatoriamente no tergo
médio das plantas nas duas linhas centrais de cada parcela e levadas ao laboratério
para determinar a qualidade de fibra. A qualidade da fibra foi avaliada pela pelos
seguintes parametros de: qualidade de fibra: indice micronaire (Mic), Resisténcia
expressa em tenacidade (Str), indice da uniformidade do comprimento (Unf),
Alongamento & rotura da fibra (Elg), Grau de reflectancia (Rd), indice de amarelamento
(+b), Grau de cor (CG), Grau de folha (Leaf) , Percentual da area ocupada pelo
somatoério das particulas de impurezas em funcdo da area total analisada (Area),
Numero de particulas maiores que 0,006m? presentes na superficie da amostra
(Count), indice de fibras curtas (SF1), Maturidade da fibra de algoddo (Mat), indice
de consisténcia da fiacdo (SCI), indice de fiabilidade (CSP),De todos os parametros
de qualidade de fibra, apenas o comprimento médio da metade superior (UHML), As
analise foram realizadas no analisador instrumental da fibra de algodao HVI (High
Volume Instrument).

Os dados foram submetidos a anélise de variancia empregando o software
Sisvar (Ferreira, 2008) e se encontrada significancia pelo teste de F foi realizado a
comparacao das médias pelo teste de Tukey (p<0,05).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As tabelas 4 e 5 apresentam o resumo da analise de variancias dos seguintes
parametros de qualidade de fibra: indice micronaire (Mic), Resisténcia expressa
em tenacidade (Str), indice da uniformidade do comprimento (Unf), Alongamento &
rotura da fibra (Elg), Grau de reflectancia (Rd), indice de amarelamento (+b), Grau
de cor (CG), Grau de folha (Leaf) , Percentual da area ocupada pelo somatorio
das particulas de impurezas em funcéo da area total analisada (Area), Numero de
particulas maiores que 0,006m? presentes na superficie da amostra (Count), indice
de fibras curtas (SF1), Maturidade da fibra de algodao (Mat), indice de consisténcia
da fiagdo (SCI), indice de fiabilidade (CSP),De todos os parametros de qualidade
de fibra, apenas o comprimento médio da metade superior (UHML) apresentou
diferencas significativa entre os tratamentos (diferentes formulacdo de adubacéao
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foliar) o (Tabela 4).

Quadrado Médio

FV.
GL UHML Mic Str Unf  Elg RD +b

. 0.040
TRAT 5 0.0015* 0028 1591 0426 0022  0.385
Blocos 3 00026 0035 0974 2094 0178 0851  0.055
Residuo 15 000034 0059 2139 0714 0094 0743  0.230
CV (%) 171 906 45 1.03 544 1.03 6.00
Média 108 484 3219 8211 603 8367  8.00

Tabela 4. Resumo das analises de variancia para o comprimento médio da metade superior
(UHML), indice micronaire (Mic), Resisténcia expressa em tenacidade (Str), indice da
uniformidade do comprimento (Unf), Alongamento a rotura da fibra (Elg), Grau de reflectancia
(Rd), indice de amarelamento (+b), coeficiente de variagéo (CV %) e a média geral para cada
variavel da cultura do algodoeiro em funcao da adubacao foliar. Palmas — TO, 2018.

*= significativo a (p>0,05) pelo teste f.

Quadrado Médio

i GL CG Leaf  Area Count  SFI  Mat scl CSP
TRAT 5 16.634 1.000 0032 5.166 1.239  0.000014 57.541  2909.941
Blocos 3 33.003 1.500 0.035 9.611 4.402 0.000026 122.597 4900.375
Residuo 15 23434 1.000 0.038 10.611  0.992 0.000056 52.097 1604.941
CV (%) 37.86 80.00 15672 83.17 11.99 0.86 540  1.79
Média 1278 125 012  3.91 8.30 0.87 133.70 2236.95

Tabela 5. Resumo das analises de variancia para Grau de cor (CG), Grau de folha (Leaf),
Percentual da area ocupada pelo somatério das particulas de impurezas em funcao da area
total analisada (Area), Numero de particulas maiores que 0,006m? presentes na superficie da
amostra (Count), indice de fibras curtas (SF1), Maturidade da fibra de algoddo (Mat), indice de
consisténcia da fiacdo (SCI), indice de fiabilidade (CSP),coeficiente de variacdo (CV %) e a

média geral para cada variavel da cultura do algodoeiro em funcao da adubacao foliar

*= significativo a (p>0,05) pelo teste f.

Na Tabela 6 sao apresentados os valores dos parametros de qualidade de

fibra, observa — se que comprimento médio da metade superior (UHML). Nota - se

que para variavel UHML, o tratamento 4 obteve média superior as demais, com

1,12” = 28/25” de comprimento, inclusive da testemunha. A analisando o programa

nutricional adotado no tratamento 4 pode-se atribuir esse maior valor de UHML,

pelo fato da aplicacédo de zinco aos 75 da.e., elemento ativador de varias enzimas

e essencial para a sintese de aminoacidos, podendo promover melhor qualidade de

fibra. Rosolem, et al. (2001), relatam que ha poucas referéncias sobre adubacgéo de

zinco no algodoeiro, cenario que persiste nos dias de hoje, o que dificulta a analise

mais detalhada da influéncia desse nutriente na qualidade de fibra.
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Segundo IMA (2015), paraum algodao padréo 41-4, o comprimento de referéncia
seria de 35/32” = 1’3/32” (27,8 mm). Em funcé&o da classificagcéo oficial, um algodéo
de comprimento 1°'3/32” seria um algoddao com comprimento UHML entre 27,3 e
27,9 mm. Abaixo de 27,3mm de comprimento, o algodao podera sofrer desagio.
Assim, considera-se satisfatério o resultado encontrado para o tratamento 4, onde o
comprimento convertido em milimetro mostrou — se superior aos padrbes minimos
(28,45 mm).

Neto e Lanza (2005), dentre os resultados de analises tecnologicas de
fibras encontrados em seu experimento, somente o comprimento respondeu aos
tratamentos, sendo que a aplicacao de boro, zinco e manganés, independentemente
do modo de aplicagao, foi superior aos demais tratamentos. Os parametros finura,
uniformidade, resisténcia, alongamento e indice de fiabilidade ndo foram afetados
pelos tratamentos.

A adubacgao adequada regulariza o ciclo e o tamanho das plantas, aumenta o
peso médio dos capulhos e das sementes e melhora até certas qualidades da fibra,
como comprimento e maturidade (Silva et al., 1982).

I\Lajf)g“geérgolfo'”ar UHML Mic Str Unf Elg RD +b

T1 109ab  479a  3285a 81.82a 607a 8405a 807a
T2 108ab  493a  31.97a 8257a 597a 8360a 7.92a
T3 108ab  473a  3222a 8205a 6.10a 8377a 817a
T4 112a 478a  3280a 8212a 597a 8357a 7.95a
T5 1.06 b 493a  3112a 8172a 6.12a 8387a 7.92a
Testemunha 1.08 b 4.86 a 32.20 a 82.40 a 595a 83.15a 797 a
Média 1.08 4.04 3219 8211 603 8366  8.00

Tabela 6. Médias das caracteristicas tecnolégicas de fibra do algodao, o comprimento médio da
metade superior (UHML), indice micronaire (Mic), Resisténcia expressa em tenacidade (Str),
indice da uniformidade do comprimento (Unf), Alongamento & rotura da fibra (Elg), Grau de

reflectancia (Rd), indice de amarelamento (+b), coeficiente de variacdo (CV %) e a média geral

para cada variavel da cultura do algodoeiro em fung¢éo da adubagéo foliar. Palmas — TO, 2018.

Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula na linha e mindscula na coluna, nao diferem entre si, a
(p<0,05), pelo teste Tukey.

Na Tabela 7 os parametros Grau de cor (CG), Grau de folha (Leaf), Percentual
da area ocupada pelo somatério das particulas de impurezas em funcao da area
total analisada (Area), Numero de particulas maiores que 0,006m?2 presentes na
superficie da amostra (Count), indice de fibras curtas (SFI), Maturidade da fibra
de algodao (Mat), indice de consisténcia da fiagdo (SCI), indice de fiabilidade
(CSP),coeficiente de variacédo (CV %), ndo houve efeito significativo com relagdo
aos tratamentos. Estudo realizados por Zancaro, et al. (2005) com micronutrientes
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nao encontrou efeito no rendimento de fibra e caracteristicas da fibra produzida.
Souza et al. (2010) em seu trabalho, estudando doses de N e B via foliar, apresenta
significancia para todas a variaveis estudadas, exceto para o indice de micronaire € 0
grau de amarelo, onde houve efeito dos tratamentos aplicados na qualidade de fibra
do algodéo. As informacdes de pesquisas com relagcdo a nutricao foliar na cultura
do algodoeiro sao escassos e adversos necessitando de maiores pesquisadas com
tema, principalmente com relacdo ao momento ideal de aplicacao dos fertilizantes.

Tratamentos

-Adubacédo CG Leaf Area Count  SFlI Mat SCI CSP
Foliar

T1 11.12a 1.00a 0.07a 425a 8.37a 087a 13525a 2251.75a
T2 16.10a 225a 0.30a b5.75a 7.70a 0.88a 134.00a 2225.50a
T3 13.62a 1.00a 0.09a 3.00a 8.82a 0.87a 134.75a 2242.50a
T4 11.12a 125a 0.12a 4.50a 7.72a 0.87a 137.75a 2277.50a
T5 11.10a 1.00a 0.07a 275a 9.05a 087a 126.50a 2198.25a
Testemunha 13.65a 1.00a 0.08a 325a 8.17a 0.88a 134.00a 2226.25a
Média 1278 1.25 0.12 3.91 8.36 0.87 133.70  2236.95

Tabela 7. Médias das caracteristicas tecnolégicas de fibra do algodao, Grau de cor (CG), Grau
de folha (Leaf), Percentual da area ocupada pelo somatério das particulas de impurezas em
funcdo da area total analisada (Area), NUmero de particulas maiores que 0,006m?2 presentes

na superficie da amostra (Count), indice de fibras curtas (SFI), Maturidade da fibra de algod&o

(Mat), indice de consisténcia da fiagao (SCI), indice de fiabilidade (CSP),coeficiente de variagdo
(CV %) e a média geral para cada variavel da cultura do algodoeiro em fungcéo da adubacéo

foliar. Palmas — TO, 2018.

Médias seguidas por uma mesma letra maiuscula na linha e minuscula na coluna, néo diferem entre si, a
(p<0,05), pelo teste Tukey.

As tabela 6 e 7 apresentam os valores médios das demais caracteristicas da
qualidade de fibra do algod&o analisada em campo, mas sem influéncia significativa
dos tratamentos foliares. Contrastante a tal resultado, Souza et al. (2010) em seu
trabalho, apresenta significancia para todas a variaveis estudadas, exceto para
o indice de micronaire e o grau de amarelo, onde houve efeito dos tratamentos
aplicados na qualidade de fibra do algodéao

41 CONCLUSOES

Adubacao foliar proporcionou maior comprimento médio da metade superior
- UHML, onde a combinacdo dos produtos utilizados, frequéncia e periodos de
aplicacao resultou em uma resposta positiva para este parametro.
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RESUMO: Em trabalhos
desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa,

anteriores, foi
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um equipamento inovador para deteccdo de
fraudes no leite, baseado em medidas elétricas.
O equipamento indica possiveis fraudes por
agua, cloreto de sdédio, soda caustica, alcool
etilico e bicarbonato de sodio. As vantagens
em relacdo aos métodos oficiais de analise
séo portabilidade, baixo custo e deteccao
de fraudes mistas. Este trabalho apresenta
resultados obtidos a partir deste equipamento
em comparagbes com métodos de referéncia.
Foram realizados experimentos em laboratorio
e em laticinios das regides de Juiz de Fora e
de Governador Valadares em Minas Gerais. Os
resultados foram comparados aos métodos de
crioscopia, acidez dornic e teste de cloretos.
Os resultados apresentaram alta correlagao
indicando a possibilidade de uso da técnica. O
limite de deteccéo do equipamento para adi¢coes
de agua no conjunto de dados analisados em
laboratorio foi de 0,78% com preciséao de 1,1%.
PALAVRAS-CHAVE: leite; adulteracao,
controle de qualidade.

11 INTRODUCAO

O leite € um importante alimento, tanto
do ponto de vista nutricional, quanto por sua
relevancia econémica e social. O leite tem em
sua composicao mais de cem mil constituintes,

possui muitas vitaminas e sais minerais
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(Walstra e Jenness, 1987), tendo aspectos fisico-quimicos caracteristicos, e limites
maximos e minimos estabelecidos pela legislacéo que controla sua qualidade (Brasil,
2002) (Brasil, 2011).

O Brasil aparece como um dos maiores produtores e consumidores do mundo
e sua producao obteve crescimento nos ultimos anos como mostram dados do IBGE
(2010), entretanto, o leite € a muito tempo alvo de adulteracbes que visam ampliar o
lucro por adi¢cao de substancias que aumentam o volume, mascaram ou preservam
a acidez do leite, como mostram Furtado e Vilela (1996). Os 6rgdos de defesa do
consumidor, a industria de laticinios, e os consumidores tém grande preocupacao
qguanto a qualidade do leite e de seus derivados. Toda a cadeia de produc¢éao necessita
de processos eficientes para garantir a qualidade e seguranca do produto (Das et
al., 2011).

A metodologia oficial para detec¢do de fraude por aguagem é a crioscopia, que
mede o ponto de congelamento do leite, porém, este método apresenta falhas, nédo
sendo a prova de fraudes e limitando-se apenas a detecgcao confiavel de adi¢des
simples de agua (Nascimento et al., 2013). O nosso grupo desenvolveu uma
metodologia baseada em medidas elétricas para detectar adulteracdes por adicao
de agua. Este método deu origem a uma patente (depoésito de patente numero
P10805121-6) e ao desenvolvimento de um equipamento automatizado intitulado
MILKTECH (marca registrada: RPI n° 2138) mostrado na figura 1. Trata-se de um
equipamento portatil e de baixo custo destinado a testes de qualidade e deteccéo
de fraudes de leite, especialmente por aguagem, porém, sensivel a identificacdo de
alteracdes devido a presenca de outros adulterantes. O MilkTech também informa a
crioscopia de maneira indireta, a partir da correlacéo que existe entre as grandezas
elétricas medidas por ele e a crioscopia tradicional, através da medida do ponto
de congelamento da amostra. Este equipamento esté licenciado pela empresa B&A
Inovacao e Tecnologia e estd atualmente sendo comercializado. Pequenos laticinios
poderdao se beneficiar do equipamento, ja que poderdo usa-lo durante a coleta de
leite e garantir a qualidade de maneira muito rapida. Além disso, 0 mesmo pode ser
usado no caminhdo de coleta de leite podendo vir a descartar um leite que esteja
fora dos padrdes antes que o mesmo contamine o leite ja armazenado no caminhéo.

Neste trabalho iremos apresentar resultados obtidos a partir deste equipamento
em comparacdes com a metodologia de referéncia em experimentos realizados em
laborat6rio e em laticinios das regides de Juiz de Fora e Governador Valadares em
Minas Gerais.
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Figura 1: Equipamento desenvolvido MilkTech

2 | MATERIAIS E METODOS

Os experimentos em laboratério foram realizados com leite cru coletados da
Embrapa Gado de Leite (Campo Experimental José Henrique Bruschi, localizado
na cidade de Coronel Pacheco, Minas Gerais, Brasil) que estavam de acordo com a
legislacao brasileira com os seguintes indices: acidez 14-18° Dornic, densidade entre
1,028g.mL" e 1,032g.mL" e indice crioscdpico maximo de - 0,530° H. O leite genuino
foi adulterado em concentracdes pré-definidas com agua da torneira, cloreto de sodio
e bicarbonato de soédio, hidréxido de sédio e alcool adquiridos do comércio. Testes
estatisticos paramétricos (ap6s a verificagdo dos pressupostos) foram aplicados a
partir dos resultados gerados.

As analises em campo utilizando o equipamento foram realizadas em
laticinios de Juiz de Fora e de Governador Valadares, Minas Gerais, para avaliar o
comportamento do MilkTech e da metodologia baseada em medidas elétricas em um
ambiente real, externo a um laboratorio. Foram realizadas analises periddicas nos
laticinios em amostras identificadas de cada produtor. As anélises eram realizadas
simultaneamente ao método de crioscopia. Em amostras que apresentaram suspeita
de adicéo de reconstituinte ou acidez elevada pelo MilkTech eram realizados testes
de acidez dornic e teste de cloreto.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em trabalhos anteriores foi realizado um tratamento estatistico para
avaliacéo e validacdo do modelo descritivo/preditivo utilizado pelo MilkTech. Os
resultados indicaram que o modelo ndo apresentou falta de ajuste com 95% de
confianca e a avaliagao dos pressupostos dos residuos, ou seja, a normalidade
(KolmogorovSmirnov), homocedasticidade (Levene), autocorrelacdo (Durbin-
Watson), com 95% de confianca, corroboraram que o modelo é apropriado. Além disto,
o valor maximo proporcional da variancia explicada e a significancia da regressao
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foram, respectivamente, 0,988 e 5754,2, o que também reforca a adequacao do
modelo.

Neste trabalho para verificar a eficiéncia e robustez do modelo utilizado pelo
MilkTech, um estudo comparativo foi realizado. Sete amostras foram distribuidas em
sete niveis de diluicdo. Os resultados obtidos com 0 modelo foram comparados com
os valores verdadeiros, tal como apresentado na tabela 1.

Adulteragdo real de agua Adulteracéo de agua Desvio do res_ultado
Amostra (%) det_ectada pelo detect?do pelo I\/_IlllfT?ch em
MilkTech (%) relacéo a real diluicao (%)

1 0 0.1 0

2 14 13.3 0.098
3 3 25 0,015
4 7 6.2 0,056
5 11 10.9 0,011
6 20 19.6 0,08
7 26 26.0 0

Tabela 1. Testes de Milktech em 7 amostras adulteradas com agua (em%). A segunda coluna
mostra a% real da agua adicionada, a terceira exibe o resultado obtido com a Milktech e a
quarta o desvio dos resultados detectados pelo MilkTech em relac&o as diluicdes realizadas.

Os resultados de agua adicionada detectados pelo MilkTech ficaram coerentes
com os reais niveis de diluicdo preparados nos experimentos. O pressuposto de
normalidade foi testado de maneira que nao foi observado nenhum desvio da
normalidade, com 95% de confianca. Na sequéncia, o teste-T foi realizado, para
avaliar possiveis diferencas estatisticas entre os resultados medidos e n&o houve
diferenca significativa para o conjunto total de amostras com 96% sendo que o valor-p
foi igual a 0,041. O limite de deteccao do equipamento medido para o conjunto de
dados analisados foi de 0,78% de agua com precisao de 1,1%.

Outro experimento, foi avaliar o comportamento das medidas realizadas pelo
MilkTech, para adi¢cées propositais de cloreto de sédio e bicarbonato de s6dio em
leite original. Os resultados mostraram que o0 equipamento € capaz de detectar a
presenca destes adulterantes em um leite original nestes niveis de concentracdo com
limite de deteccéao de 0,09¢g/L para o cloreto de sédio e 0,27 g/L para o bicarbonato de
sbédio para esse conjunto de dados analisados. A tabela 2 a seguir mostra resultados
apresentados pelo MilkTech em amostras de leite propositadamente adicionadas
com substancias como agua, cloreto de sbédio, hidroxido de sodio e alcool.

Amostra 1 2 3 4 5 6
Alcool Alcool

= ; . i NaOH (P.A.) - .
Adulteracao Agua Agua NaCl (P.M.:40,00) etiico etiico

(98.5GL) (98.5GL)
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Quantidade 3 mL/L 10 mL/L 0.1g/L 0.1 g/L 0.8 mL/L 4 mL/L

indice
Crioscopico
(MilkTech) - 0.539 -0.536 -0.575 -0.574 -0.539 -0.534
(°H)
Reconstituicdo  Reconstituicao . .
Resultado o o o~ C Suspeito  Suspeito
MILKTECH 0.2% 0.8% de adicdo ou de adicdo ou 0.9% 13%

alta acidez alta acidez

Tabela 2. Desempenho do MilkTech comparado com o crioscdpico em amostras de leite cru
adulteradas com agua, cloreto de sbdio, hidrdxido de sodio (soda caustica) e alcool etilico.

Os resultados demonstraram que o equipamento é sensivel a pequenas
adi¢cdes, além de conseguir quantificar adulteragcdes com agua.

Em ambientes externos a laboratérios o MilkTech também mostrou
comportamento eficaz. Alguns resultados das analises realizadas em uma cooperativa
e em um laticinio da regido de Governador Valadares sao apresentados nas tabelas
3 e 4 a sequir, e demonstraram boa correlacdo do equipamento em relagao aos
métodos de referéncia, mesmo atuando em ambientes reais inserido nas rotinas
das cooperativas e laticinios. Houve boa correlagdo dos resultados de crioscopia,
indicando que o método é capaz de oferecer resultados de indice crioscopico de
maneiraindireta com boa precisdo. Destacam-se os resultados em que o0 equipamento
indicou suspeita de reconstituinte. Nestes casos existiu a suspeita das amostras
estarem com anormalidades, apesar de nao terem sido detectadas pelo crioscépio.
Nas amostras 10 e 12 analisadas na cooperativa citada foi realizado o teste de
cloretos e os resultados atestaram a presenca de cloreto de sédio o que confirma a
suspeita de uma fraude mista envolvendo agua e sal.

CRIOSCOPIA (°H) CRIOSCOPIA (°H)  CONCLUSAO TESTE DE

Amostra  cRI0SCOPICO) (MilkTech) (MilkTech) CLORETO

Tabela 3. Comparacgéo dos valores de crioscopia pelo método oficial e MilkTech em uma
cooperativa de Governador Valadares MG, de maneira que a coloragéo verde ambos dos
equipamentos utilizados se enquadram no mesmo parametro; coloragéo vermelha indica que ha

diferenca dos resultados entre os equipamentos utilizados.
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CRIOSCOPIA (°H)

(Crioscopico) CRIOSCOPIA (°H) (MilkTech) SITUAGAO

AMOSTRA

Tabela 4. Comparagéo dos valores de crioscopia pelo método oficial e MilkTech em uma
industria de laticinios de Governador Valadares MG, de maneira que a coloragao verde ambos
dos equipamentos utilizados se enquadram no mesmo parametro; coloragéo vermelha indica
que ha diferenga dos resultados entre os equipamentos utilizados; amarela a porcentagem de
agua detectada pelo MilkTech.

Todos os resultados de crioscopia obtidos na cooperativa e no laticinio, medidos
pelo Crioscépio e pelo MilkTech sao apresentados na figura 2, onde a linha em azul
delimita a crioscopia minima permitida pela legislacdo. As primeiras 12 amostras
foram as medidas na cooperativa e as demais no laticinio. Pode-se observar que as
amostras destacadas nas tabelas 3 e 4 apresentaram resultados graficamente fora
dos padrbes esperados para um leite genuino.
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Figura 2: Crioscopia medida pelo crioscopio e pelo MilkTech. A linha em azul delimita o indice
crioscopico minimo aceito pela legislagéo.

41 CONCLUSAO

Os resultados a partir do equipamento apresentaram resultados satisfatorios
para deteccao dos adulterantes testados. O modelo utilizado ndo apresentou falta
de ajuste para o intervalo de confiancga testado. Os limites de detec¢cédo do MilkTech
para agua, cloreto de sodio e bicarbonato de sodio foram de 0,78%, 0,09 g/L e 0,27
g/L respectivamente. Em comparagdes com os valores reais de diluicbes n&o foram
observadas diferengas estatisticas significativas dos resultados para o intervalo de
confianga testado. Portanto, as vantagens da técnica baseada em medidas elétricas
sdo inumeras, a citar o baixo custo, portabilidade e rapidez na analise. Além disso,
a metodologia e equipamentos propostos auxiliam na eficiéncia de controle de
qualidade e deteccéo de fraudes, uma vez que podem operar de forma concomitante
aos métodos de referéncia. A portabilidade do equipamento desenvolvido faz com
que este seja importante para ser usado em testes de rotina pelas industrias, uma
vez que permite que as analises sejam feitas durante a coleta do leite em campo.
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RESUMO: Com os objetivos de avaliar as
influéncias de cultivares de guaranazeiro,
estagiosdematuracéoeperiodosdefermentacéao
sobre o teor de cafeina e o rendimento de
sementes, foi conduzido um experimento em
delineamento DIC, 90 tratamentos e quatro
repeticdes, em esquema fatorial (5 x 3 x 6),
respectivamente, cinco cultivares (BRS CG
Maués, BRS CG Cerecaporanga, BRS CG
Luzeia, BRS CG Mundurucénia e, BRS CG
Andira) x trés estagios de maturacéo (E1 - frutos
comecando a pintar da cor caracteristica da
cultivar; E2 - frutos com aparéncia de maduros,
porém, ainda n&o abertos; e, E3 - frutos
maduros abertos, em ponto de colheita) x seis
periodos de fermentacao (Zero; 24; 48; 72; 96;
120 horas). Os tratamentos dispostos em caixas
de PVC (150 L), com tampas herméticas, um
suspiro na parte superior. Apos colheita, foram
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retiradas amostras do periodo Zero e, apds cada
periodo de fermentacdo, amostras de 1,0 kg
foram retiradas, suas sementes despolpadas,
lavadas, secadas a sombra e conduzidas ao
Laboratério Industrial da Jayoro, onde foram
secadas a estufa até umidade entre 8 e 9%,
preparadas e realizadas anélises de cafeina. Os
dados médios foram submetidos a analise de
variancia usando-se o software PROG GLM e,
com as médias das caracteristicas estudadas,
foram realizadas as anélises de regressao. As
influéncias de Cultivar e Estagio de Maturagéao
foram analisadas por meio do Teste de Tukey
a 5%. O teor de cafeina nao variou entre as
cultivares. E mais viavel processar o guarana
sem a pratica da fermentacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Paullinia cupana; poés-
colheita; variabilidade genética.

CAFFEINE CONTENT AND SEED YIELD
OF FIVE GUARANAZEIRO CULTIVARS
HARVESTED IN THREE MATURATION

STAGES AND SUBJECTED TO SIX
FERMENTATION PERIODS

ABSTRACT: With the objectives of evaluating
the influences of guaranazeiro -cultivars,
maturation stages and fermentation periods

on the caffeine content and seed yield, an
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experiment was conducted in a DIC design, 90 treatments and four repetitions, in
factorial scheme (5 x 3 x 6), respectively, five cultivars (BRS CG Maués, BRS CG
Cerecaporanga, BRS CG Luzeia, BRS CG Mundurucénia e, BRS CG Andira) x three
stages of maturation (E1-fruits beginning to paint the characteristic color of the cultivar;
E2-fruits with mature appearance, but not yet open; And, E3-open ripe fruits, at Harvest
point) x six fermentation periods (Zero; 24; 48; 72; 96; 120 hours). The treatments
arranged in PVC boxes (150 L), with airtight lids, a sigh in the upper part. After harvesting,
samples were taken from the zero period and, after each fermentation period, samples
of 1.0 kg were removed, their seeds were pulped, washed, dried in the shade and led
to the industrial laboratory of Jayoro, where they were dried to the greenhouse until
moisture between 8 and 9%, prepared and performed caffeine analyses. The mean
data were subjected to analysis of variance using the software PROG GLM and, with
the averages of the studied characteristics, the regression analyses were performed.
The influences of cultivar and maturation stage were analyzed using the Tukey test at
5%. The caffeine content did not vary among cultivars. It is more feasible to process
guarana without the practice of fermentation.

KEYWORDS: Paullinia cupana; postharvest; genetic variability.

11 INTRODUCAO

O guaranazeiro (Paullinia cupana var. Sorbilis (Mart. Ducke) pertence ao
elenco das principais espécies amazbnicas com potencial econémico. A maior parte
da producédo é destinada ao mercado interno, com 90% comercializado na forma
de rama, sendo cerca de 71,4% destinados a industria de refrigerantes. O restante,
comercializado na forma de p0, bastdo e xaropes, dentre outros.

No Amazonas, a atividade se enquadra basicamente em guaranaicultura de
base familiar e guaranaicultura empresarial. O Polo Industrial de Manaus (PIM) é o
grande demandador de sementes de guarana, para o fabrico de refrigerantes, sendo
0s principais o guarana Kuat e a Fanta Guarana, ambos da Coca-Cola, e o0 guarana
Antarctica, da Ambeve.

Dado o grande volume de sementes necessario para suprir esse mercado,
as metodologias tradicionais ndo atendiam mais as necessidades de seu preparo
e beneficiamento, 0 que ensejou iniciativas de pesquisa que pudessem viabilizar
novas tecnologias € novos processos em seu processamento pos-colheita.

A partir do ano de 2010, a Embrapa Amazénia Ocidental liderou um projeto, em
parceria com a Pinhalense S. A. Maquinas Agricolas e com a Agropecuaria Jayoro
Ltda, por meio do qual foi desenvolvida uma usina completa de processamento pos-
colheita de guarana. Com essa usina, foi possivel quebrar um paradigma secular,
segundo o qual o guarana somente devia ser despolpado ap6s a fermentacéao
dos frutos por periodo de cerca de 72 horas. E os argumentos que sustentavam
essa tese eram, basicamente, dois, quais sejam: a) a fermentagcdo promove os
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desdobramentos, pelos microrganismos, dos compostos organicos existentes entre
a casca e a semente, sendo condi¢ao indispensavel para o desprendimento destas
duas fracoes; e, b) a fermentacao eleva o teor de cafeina das sementes.

Contrariando a primeira assertiva, durante o desenvolvimento da usina, na fase
de testes das suas eficacia e eficiéncia, foi observado pela equipe que os frutos
recém-colhidos, in natura, fluiam perfeitamente pelo sistema, com desempenho
superior a fluéncia dos frutos fermentados, pois, por nédo possuirem os produtos
da fermentacdo, que sé&o pegajosos, ndo aderiam com facilidade aos crivos das
peneiras do despolpador, demandando, desta forma, menos tempo de manuteng¢ao
dos despolpadores, evitando que o sistema precisasse ser desligado com frequéncia
para desobstru¢do das peneiras. Entretanto, como na maioria dos casos as mudancas
trazem consequéncias desejaveis e também indesejaveis, inicialmente, houve uma
maior dificuldade para a retirada do arilo e para a separacéo das fracbes cascas/
sementes pela diferenca de densidade, justamente pelo fato de, sem a fermentacéo,
nao haver os desdobramentos e o consumo do arilo pelos microrganismos, bem
como as cascas se manterem mais pesadas, por encerrarem maior teor de agua.
Contudo, essas limitacdes foram resolvidas, inclusive com as ofertas de alternativas
para serem escolhidas, como foram os casos, desenvolvimento do desarilador
e, repasse das sementes no lavador. No primeiro caso, um equipamento que foi
originalmente desenvolvido para a remoc¢édo da mucilagem do café, denominado
desmucilador, foi adaptado com sucesso para realizar a remocéo do arilo das
sementes de guarana, tendo recebido a denominacao de desarilador. No segundo
caso, com 0s anos de experiéncia, constataram-se que uma dupla passada das
sementes despolpadas pelo lavador apresentava eficiéncia na remocéao do arilo,
com rendimento da operac¢ao superior ao obtido com o desarilador, fato este que,
somado a outra grande vantagem observada, a sensivel melhoria na separacéao
das fracdes sementes/cascas, determinaram a opc¢éo pela Jayoro em instalar dois
lavadores, em série. Com esse procedimento, além de a empresa ter obtido maior
eficiéncia das operacdes de beneficiamento, a qualidade final das sementes também
obtiveram ganho expressivo. Uma descricdo mais completa e detalhada do novo
processo desenvolvido e implantado com a nova usina pode ser visto em Santos
(2014) e Santos (2018).

Este trabalho foi desenvolvido com o objetivo geral de avaliar a viabilidade
técnica do emprego do processo de fermentacdo na fase pos-colheita do guarana,
e com objetivos especificos de aferirem as possiveis existéncias de respostas
diferenciais de cultivares e de estagio de maturacdo sobre as caracteristicas
“teor de cafeina” e “rendimento” de sementes secas, visando obter eficiéncia no
processamento, rendimentos das operacdes e da matéria prima, além da qualidade
final das sementes para a industria de refrigerante.
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2| MATERIAL E METODOS

2.1 Localizacao, caracteristicas edafoclimaticas e conducao das plantas no

campo

O trabalho foi conduzido na fazenda da Agropecuéaria Jayoro Ltda, no Municipio
de Presidente Figueiredo/AM. As amostras de frutos/sementes foram coletadas de
plantas cultivadas em Latossolo Amarelo Distréfico. A altitude da area experimental &
de 122 m; latitude de 1°56’30” S; longitude de 60°02’ 15” W; precipitacéo pluviométrica
média anual de 2.500 mm, conforme Jayoro (1998), citado por Lopes et al. (Online).
A temperatura média anual é de 26,5 °C. O clima é do tipo “Afi”, descrito por Képpen
(Antonio, 2005).

O plantio (03/06/2011), estabelecimento da lavoura e os tratos culturais,
anualmente, foram realizados de acordo com o Sistema de Producéao recomendado
pela Embrapa, Pereira (2005), com algumas modificagcdes nas adubacdes, conforme
descrito por Santos et al. (2018).

2.2 Delineamento experimental, fatores em estudo e composicao dos

tratamentos

Utilizaram-se 90 tratamentos e quatro repeticoes, em delineamento experimental
inteiramente casualizado (DIC), em esquema fatorial (5 x 3 x 6), respectivamente,
cinco cultivares (BRS CG Maués; BRS CG Cerecaporanga; BRS CG Luzeia; BRS
CG Mundurucénia; e, BRS CG Andira) x trés estagios de maturacéo (E1 - frutos
comecando a pintar da cor caracteristica da cultivar; E2 - frutos com aparéncia de
maduros, porém, ainda nao abertos; e, E3 - frutos maduros abertos, em ponto de
colheita) x seis periodos de fermentacao (Zero; 24; 48; 72; 96; e, 120 horas). Os
frutos foram colhidos no campo (28/11/2018), levados imediatamente para o galpao
de apoio, onde sofreram as separacdes de seus racemos, que nao entraram na
composicao dos tratamentos. Em seguida, as caixas de PVC, com capacidade para
150 Litros, foram cheias com os frutos, das respectivas cultivares e estagios de
maturagdo, com quatro repeticbes para cada uma das combinacdes destes fatores
em estudo (90 tratamentos). As caixas foram numeradas e suas posi¢cdées no galpao
foram sorteadas, distribuidas de maneira aleatéria, local onde permaneceram, ao
abrigo do sol e das chuvas, até o final do experimento. As caixas, apds terem sido
cheias com os frutos, receberam tampas herméticas, possuindo apenas um suspiro
em sua parte superior para eliminacdo dos gases resultantes da fermentacao, tendo
sido abertas somente por ocasiao das coletas das subamostras e, logo em seguida,
novamente tampadas.
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2.3 Coletas das subamostras e avaliacoes fisicas

No mesmo dia da coleta dos frutos no campo (28/11/2018), imediatamente
ap6s as caixas terem sido cheias, compondo os tratamentos, foram realizadas
as coletas/separacdes das subamostras destinadas as avaliagbes do tratamento
“periodo Zero de fermentacéo”, com suas respectivas repeticées, para cada cultivar
e para cada um dos estagios de maturacao, ao passo que, no dia 03/12/2018, foram
realizadas as ultimas coletas, nas caixas, do tratamento referente ao ultimo periodo
de fermentacao (120 horas), com suas respectivas repeticdes, também para cada
cultivar e para cada estagio de maturacéo.

Apos cada periodo de fermentacéo, subamostras de frutos (cerca de 1,0 kg), de
cada tratamento/repeticao, foram coletadas, pesadas, despolpadas em despolpador
manual, lavadas, secadas a sombra em peneiras e novamente pesadas, ensacadas,
identificadas e conduzidas ao Laboratorio Industrial da Agropecuaria Jayoro Ltda.
No laboratério, foram secadas em estufa elétrica, equipada com termorregulador,
durante 16 horas, a uma temperatura de 110 °C, até atingirem umidade entre 8 e 9%.
Em seguida, foram novamente pesadas. Os dados até aqui obtidos permitiram avaliar
as caracteristicas: Rendimento Sementes Secas em Relagdo aos Frutos — SS/F%
e, Rendimento Relativo = Sementes Secas em Relagdo as Sementes Despolpadas
e Lavadas — SS/SDL%. Durante cada amostragem efetuada na caixa, ap0s cada
periodo de fermentacédo, foi medida a temperatura da cavidade onde foi retirada
a amostra. Desta forma, foi possivel também avaliar a Temperatura °C da massa
fermentativa, em cada periodo de fermentacao estudado.

2.4 Extracao e quantificacao de cafeina nas sementes secas

No laboratério, as sementes, com cerca de 8 a 9% de umidade, foram trituradas
em moinhos e preparadas para serem submetidas as analises dos seus teores de
cafeina. Para a extracdo e a quantificacdo por Espectrofotometria Ultra Visivel,
seguiu-se metodologia recomendada por INSTITUTO ADOLFO LUTZ (2008).

2.5 Analises estatisticas

Os dados médios foram submetidos a andlise de varidncia usando-se o
software PROG GLM e, com as médias das caracteristicas estudadas (Cafeina%;
Temperatura °C; Rendimento Sementes Secas em Relacdo aos Frutos — SS/F%,;
Rendimento Relativo = Sementes Secas em Relacdo as Sementes Despolpadas e
Lavadas — SS/SDL%), obtidas em funcéo do tempo de fermentacgéo, para a média de
cultivar e média de estagio de maturacao, foram realizadas as analises de regresséo.
As influéncias dos fatores qualitativos (Cultivar e Estagio de Maturacéao) sobre as
caracteristicas estudadas foram analisadas por meio do Teste de Tukey a 5%.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para Teor de Cafeina, houve efeitos significativos de Estagio de Maturagao
(EM) e Tempo de Fermentacao (TF) (p < 0,05). Para Temperatura, houve efeitos de
Cultivar (C), Estagio de Maturagao (EM) e Tempo de Fermentacao (TF) (p < 0,05).
Para Rendimento (SS/F%), houve efeitos de Cultivar (C), Estagio de Maturacao
(EM) e Tempo de Fermentacao (TF) (p < 0,05). Para Rendimento Relativo (SS/
SDL%), houve efeitos de Estagio de Maturacdo (EM) e Tempo de Fermentacdo
(TF) (p < 0,05). Houve efeitos significativos também das correlagbes paramétricas
“Temperatura x Rendimento” e “Rendimento x Rendimento Relativo” (p < 0,01).

3.1 Efeito de cultivar sobre as caracteristicas Avaliadas

Na Figura 1, abaixo, s&o apresentadas as médias estimadas (Teste de Tukey
a 5%) das caracteristicas teor de cafeina nas sementes secas (%), Temperatura da
massa fermentativa (°C), Rendimento de sementes secas em relagdo aos frutos —
SS/F (%) e, Rendimento das sementes secas em relacao as sementes despolpadas
e lavadas — SS/SDL (%), todas em funcéo da Cultivar.

Nota-se que nao houve diferencas entre as cultivares testadas para as
caracteristicas Teor de Cafeina e SS/SDL%.

Por sua vez, de maneira surpreendente, o Rendimento (SS/F%) foi inferior para
a cultivar BRS CG Maués, que € a mais cultivada no Amazonas entre todas, ao
passo que as demais cultivares nao diferiram entre si. (p < 0,05).
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Figura 1. Teor de cafeina (%), temperatura (0C), rendimento SS/F (%) e relagcdo SS/SDL (%)
para cultivares de guarana.
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Como o Rendimento (SS/SDL%) né&o revelou diferencas significativas entre as
cinco cultivares testadas, depreende-se que as estruturas responsaveis pelo menor
Rendimento (SS/F%) da cultivar BRS CG Maués foram aquelas eliminadas pelo
processo de despolpamento e lavacéo, ou seja, as cascas e o arilo, considerando
que na SS/SDL% esses componentes foram removidos antes de se estabelecer a
comparagao com as sementes secas, ao passo que na SS/F%, estas estruturas do
fruto participaram da relacdo estabelecida com as sementes secas.

Outra importante consideracado é o fato de que os tamanhos das amostras
utilizadas para as avaliacbes dos rendimentos (SS/SDL% e, SS/F%) foram muito
pequenos, sendo que essas afericbes foram realizadas para aproveitar-se a
oportunidade da disponibilidade destas amostras, que estavam sendo preparadas
para a avaliacao prioritaria da variavel teor de cafeina. Entretanto, essas informacgdes
nos trazem indicios importantes que poderédo ser melhor estudados em outros
experimentos, com amostras acima de 100 kg/Tratamento/Repeticéo, exclusivamente
para as afericbes destas duas modalidades de “rendimento de sementes secas”.

Com relacdo a temperatura da massa fermentativa (frutos sem os racemos),
a unica cultivar que diferiu das demais, apresentando temperatura mais baixa, foi
a BRS CG Mundurucania. Por sua vez, BRS CG Maués, BRS CG Andira, BRS CG
Luzeia e, BRS CG Cerecaporanga, néo diferiram entre si (p < 0,05). Essa menor
temperatura constatada da cultivar BRS CG Mundurucénia pode estar relacionada
ao fato de néo ter havido producéo suficiente de frutos para encher, completamente,
as caixas dos tratamentos/repeticOes desta cultivar. Apesar de as caixas terem
permanecido hermeticamente fechadas durante o experimento, elas possuiam um
respiradouro, na parte superior. As caixas que nao estavam completamente cheias
com frutos teriam formado uma camada superficial de ar, entre a tampa e a massa
de fermentacédo, o que poderia ter interferido na temperatura, determinando uma
diferenca a menor em relacéo as demais cultivares.

3.2 Efeito do estagio de maturacao sobre as caracteristicas Avaliadas

Na Figura 2, abaixo, s&o apresentadas as médias estimadas (Teste de Tukey
a 5%) das caracteristicas Teor de cafeina nas sementes secas (%), Temperatura da
massa fermentativa (°C), Rendimento de sementes secas em relagdo aos frutos —
SS/F (%) e, Rendimento de sementes secas em relacado as sementes despolpadas
e lavadas — SS/SDL (%), todas em fung¢ao do estagio de maturacéo.

Surpreendentemente, o estagio de maturagdo E1, que é aquele que equivale a
fase em que os frutos/sementes ainda ndo completaram totalmente sua maturacao
fisiologica, foi o que revelou maior teor de cafeina nas sementes. Os estagios E2 e
E3 ficaram em segundo lugar, nao diferindo entre si (p < 0,05).

Inovacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos 2 Capitulo 32




a b b
—_ — T T
2 5L ~ 40 a
5 < ¢ L3 5
~S [+] 30 -
& 5
S 2r g
2 20f
= g
S 1 )
= =0k
0 0
El E2 E3 El E2 E3
Estagio de maturagdo Estagio de maturagao
25 70
a a
60 -
- a S
é b @ 50
2 15 ¢ < 40
=} -
g a
£ oL @ 30F
= 10 @
= %)
é N 9k
5 -
10
0 0
El E2 E3 El E2 E3
Estagio de maturacdo Estagio de maturagao

Figura 2. Teor de cafeina (%), temperatura (0C), rendimento SS/F (%) e relagcdo SS/SDL (%)
para estagio de maturacéo.

Aparentemente, na rota de sintese da cafeina existe uma competicdo entre
metabdlitos, desencadeada por uma série de fatores que interagem entre si, com
destaques para a genética da planta, condicbes ambientais, dentre outras. Nakamura
et al. (2009), observaram correlacdo negativa entre teobromina e cafeina, e que elas
compartilham a mesma via biossintética, na qual a cafeina é sintetizada a partir da
xantosina - > 7 metilxantosina - > 7 - metilxantina - > teobromina - > cafeina, em
que o doador de metila é a S-adenosilmetionina (SAM). Sugeriram esses autores
que diversos fatores poderiam influenciar esta variabilidade, como a variacéao
genética e, parcialmente, as respostas a adaptacdo ambiental. Portanto, somente
um estudo mais detalhado, incluindo também, além da cafeina, as avaliacées dos
demais metabdlitos secundarios (catequina, epicatequina, teofilina e teobromina)
poderiam auxiliar no processo de esclarecimento do motivo pelo qual o estagio E1
de maturacdo revelou maior teor de cafeina que os estagios mais avancados de
maturacao, respectivamente E2 e E3. Vale ressaltar aqui que, na hipdtese de esses
dados serem confirmados em estudos futuros, e os teores do estagio de maturacao
E1 forem significativamente superiores aos demais estagios de maturagao, isso
abrird uma nova demanda de desenvolvimento de metodologia para processar 0s
frutos do guaranazeiro neste estagio precoce, visando otimizar o aproveitamento da
cafeina de suas sementes. Ao lado da substituicdo do processo de beneficiamento
do guarana por via seca - tradicionalmente realizado pela rota fermentada - pela
nova tecnologia da via imida, sem o emprego da fermentacao, conforme foi adotado
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pela Jayoro apds o ano 2011, a possivel antecipacéo do processamento dos frutos/
sementes de guarand para a industria de refrigerantes a partir do estagio E1 de
maturacao seria a segunda quebra de paradigma que remonta ha séculos.

A temperatura mostrou-se bastante coerente em relacdo aos trés estagios
de maturacédo. No estagio E1, que os frutos ndao completaram ainda sua sintese
de compostos organicos, a temperatura foi a menor registrada; no estagio E2,
a temperatura se mostrou intermediaria e, no estagio E3, fase em que os frutos
completaram sua maturacao fisioldgica e, portanto, possuem mais substratos para
0s microrganismos, revelou a mais alta temperatura, o que é bastante coerente com
o fendbmeno biol6gico da fermentacgéao.

Com relacdo ao rendimento (SS/F%), também houve a estratificacdo da
resposta em trés grupos, bastante coerentes, mostrando que, quanto mais préximo
do ponto de maturacéo fisiologica estiverem os frutos do guaranazeiro, maior sera o
rendimento das sementes secas, devido ao acumulo maximo de matéria seca nelas.

Ja para o rendimento (SS/SDL%), o estagio E1 mostrou também a coeréncia
de ser o mais baixo entre eles e, os outros dois estagios (E2 e E3), foram superiores
e nao diferiram entre si. Aparentemente, ha uma contradicdo entre os resultados
do Rendimento (SS/F%) e o Rendimento (SS/SDL%), visto que, para SS/F% houve
diferenca entre o estagio E2 e E3, ao passo que, para o SS/SDL%, E2 e E3 néo
apresentaram diferencas entre si. Uma possivel explicacao para esse fenbmeno seria
que, ao atingir o E2, as sementes estariam com suas cascas ainda fechadas, o que
teria determinado a preservacgao do arilo, envolto pelas cascas e, as proprias cascas,
teriam permanecido unidas as sementes, durante todo o periodo experimental (fases
fermentativas), dificultando o acesso dos microrganismos ao interior das cascas.
Com isso, as sementes teriam se mantido com um maior teor de umidade intrinseca,
mesmo apds terem sido despolpadas e lavadas, contrapondo-se as sementes do
estagio E3 que, por se encontrarem com suas cascas abertas durante os periodos
de fermentacao, devem ter se desidratado mais. Mesmo em tendo se desidratado
mais, como no estagio E3 elas teriam acumulado mais matéria seca, no final, as
avaliacdes mostraram semelhancgas entre os estagios de maturacdo E2 e E3, o que
teria determinado essa auséncia de diferenca significativa entre essas comparacoes.

3.3 Efeito do tempo de fermentacao sobre as caracteristicas Avaliadas

Na Figura 3, abaixo, s&o apresentados os graficos com as equacgdes para cada
uma das caracteristicas: Teor de cafeina nas sementes secas (%), Temperatura da
massa fermentativa (°C), Rendimento de sementes secas em relagdo aos frutos —
SS/F (%) e, Rendimento de sementes secas em relacdo as sementes despolpadas e
lavadas — SS/SDL (%), todas em func&o do tempo de fermentagdo da massa frutos/
sementes.

O teor de cafeina revelou um pequeno aumento, com o ponto de maximo
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acumulo de 3,42%, determinado pelo tempo de fermentacéo de 42,5 horas. Apos
esse periodo, a queda do teor de cafeina foi bastante acentuada. Considerando
que o teor de cafeina original, antes do processo da fermentacéo, era de 3,38%,
depreende-se que o melhor resultado desta caracteristica, de 3,42%, obtido
apoOs 42,5 horas de fermentacao, representa apenas 0,04 pontos percentuais de
acréscimo, evidenciando a inviabilidade do processo de fermentacdo, do ponto de
vista da obtencé&o de aumento do teor de cafeina nas sementes secas de guarana.

3,60 - R 40 - )
y =3,38+0,0017x - 0,00002x y=30,6 +0,1312x - 0,0009x
3,55 F (p< R2=071 L (0<001.R® =
s (p<0,05,R*=0,71) R 38 F(p<0,01, R*=0,90)
< 330 &6
£ 345 ¢ <
RS ° ‘é 34
S 3,40 [~ <
: 8 32
S 335 3 2
5 * ﬁ 30 ¢+
3,30 -
e =
325+ 28 -
0T 1 1 1 1 I 0T 1 1 1 1 I
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
Tempo de fermentacao (horas) Tempo de fermentacao (horas)
10T y=127+0,0464x - 0,0003%’ 701y =448+ 03432x - 0,0028x’
(p<0,05,R*=0,61) 65 | (0<0,05,R*=0,68)
—_ 15 ° .
o
S <00 .
it <
£ 4 a5 :
g a
£ 2=
S 13 A
5 2 .
& 45
12 40
oL 1 1 1 1 I 0T 1 1 1 1 I
0 24 48 72 96 120 0 24 48 72 96 120
Tempo de fermentacéo (horas) Tempo de fermentagéo (horas)

Figura 3. Teor de cafeina (%), temperatura (0C), rendimento SS/F (%) e relagcdo SS/SDL (%)
para tempo de fermentacéo.

O custo operacional demandado para o processo de fermentacao, aliado aos
demais riscos, tais como o de contaminagcbes das sementes por microrganismos
patogénicos e, principalmente, pela possibilidade de a fermentacdo ultrapassar o
periodo de 42,5 horas - 0 que levaria a prejuizos financeiros por determinar perdas
quantitativas e qualitativas da matéria prima para a industria de refrigerantes - séo
alguns dos argumentos que desaconselham a adog¢ao do processo de fermentacéo
na fase po6s-colheita e beneficiamento do guarana. Ademais, € muito provavel que
essa diferenca de 0,04 pontos percentuais de acréscimo do teor de cafeina seja
ilusorio, considerando os conceitos de base Umida e base seca. Desta forma, antes
da fermentacédo, os frutos possuiam maiores teores de umidade e de compostos
organicos; apos a fermentacao, com o consumo dos compostos organicos e da agua
pelos microrganismos, estas relacdes teriam sido modificadas, ndo tendo alterado os
teores de cafeina e, sim, da matéria seca que a continha, alterando, levemente, essa
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proporcdo. Por sua vez, para os maiores periodos de fermentacéo, a degradacéo
do substrato e o desdobramento da agua da massa fermentativa, provocados pelos
microrganismos decompositores, também se elevam, mas, determinam ndo apenas
0 consumo e reducdo do arilo e da agua, como também passam a degradar os
compostos secundarios acumulados nas sementes, como a cafeina, resultando em
reducado do seu teor.

O tempo de 72,9 horas determinou o ponto de maxima temperatura na massa
de fermentagcdo dos frutos/sementes, elevando-a a 35,38 °C. Considerando que a
massa de frutos antes de entrar em processo fermentativo apresentava temperatura
de cerca de 30,6 °C, houve uma elevacédo de 4,78 °C até atingir esse ponto de
maxima temperatura.

O maximo rendimento de sementes secas (SS/F%), (14,49%), foi obtido
apos um tempo de fermentacao de 77,33 horas. A perda de umidade das cascas e
também o proprio desdobramento dos compostos orgénicos que constituem a casca
e o arilo, poderiam explicar, pelo menos parcialmente, este aumento de rendimento.
Entretanto, apds o periodo de 77,33 horas de fermentacéo, observaram-se declinios
do rendimento. Considerando que o rendimento determinado antes do processo de
fermentacao foi de 12,7% (idéntico ao que foi obtido em média pela Jayoro, na safra
2014, que foi 12,71% - também sem o processo de fermentacdo), houve aqui um
ganho de 1,79 pontos percentuais com a fermentacéao por periodo de 77,33 horas. Se
substituirmos o n°de horas de fermentacao (77,33 horas), que promoveu o rendimento
maximo de sementes secas (SS/F%) (14,49%) na equacao da cafeina, obteremos
um teor de cafeina de 3,39%, quase idéntico ao teor estimado sem a fermentacao,
que foi de 3,38%. Logo, se formos fermentar o guarana visando o aumento maximo
de rendimento (14,49%), que foi obtido com o tempo de fermentacédo de 77,33
horas, 0o pequeno ganho obtido para a cafeina (0,04 pontos percentuais), com o
tempo de fermentacao de 42,5 horas, sera anulado. Por sua vez, se substituirmos
o n°de horas de fermentacao (42,5 horas) que promoveu o teor maximo de cafeina
(3,39%) na equacado do Rendimento (SS/F%), obteremos um Rendimento de
sementes secas de 14,13%, representando um ganho de 1,43% em comparacéo ao
rendimento observado com as sementes obtidas dos frutos que ndo passaram pelo
processo de fermentacdo. Assim, poderiamos entdo adotar o tempo de fermentacéao
de 42,5 horas, visando atender tanto ao pequeno ganho de cafeina (0,04%) e ao
ganho de Rendimento SS/F% (1,43%). Analisando esse novo cenario, € prudente
aqui levar em conta pelo menos dois fatores, quais sejam: a) a fermentacédo reduz
drasticamente o peso da massa de frutos/sementes, o que podera levar a erros de
interpretacao do rendimento de sementes secas (SS/F%), quando comparados frutos
fermentados com frutos ndo fermentados; b) seria necesséria a realizacdo de uma
analise econOmica, visando definir, com precisao, se haveria viabilidade em adotar
todas as complexas operacdes de fermentacdo, que demandam espaco, tempo,
consumos de energia e mao de obra, além de se tornar suscetivel as contaminagcdes
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microbioldgicas diversas, tudo isso para se obter um ganho relativamente pequeno. E
importante também destacar, mais uma vez, que o tamanho da amostra analisada foi
bastante pequena para se avaliar com seguranca o Rendimento (SS/F%), fato este
gue nao ocorreu com a avaliacdo da Cafeina, cujo tamanho da amostra foi bastante
representativo. Desta forma, recomenda-se repetir essas avaliacbes, com amostras
de tamanho maior, para que os efeitos dos tratamentos possam ser aferidos com
maior acuracia sobre o rendimento de sementes secas.

Quanto ao rendimento de sementes secas em relacao as sementes despolpadas
e lavadas (SS/SDL%), com um tempo de fermentacdo de 61,29 horas, obtiveram-
se o ponto de rendimento maximo, de 55,31%. Periodos superiores a 61,29 horas
promoveram declinio desta modalidade de rendimento. Considerando que o SS/
SDL% das amostras coletadas antes da fermentacéo foi de 44,8%, houve um
acréscimo de 10,51 pontos percentuais apds a fermentacéo, o que se configura em
um resultado altamente expressivo. Especulando sobre a possivel explicacéo para
esse fendbmeno, as sementes cruas, aquelas que foram obtidas ap6s as coletadas
dos frutos, despolpamento e lavagem antes da fermentacéo, encerravam elevado
teor de umidade. Quando essas sementes foram submetidas a secagem na estufa,
perderam muita agua e resultaram em um SS/SDL% de 44,8%. Por outro lado,
quando os frutos contendo as sementes passaram pelo processo de fermentacéo,
apo6s 61,29 horas, a perda de umidade deve ter sido consideravelmente elevada.
Desta forma, quando as amostras foram coletadas apés a fermentacéo, despolpadas
e lavadas, seus pesos ja eram bem menores do que os observados nas sementes
despolpadas e lavadas que ndo passaram pelo processo de fermentacao. Ao serem
submetidas a secagem na estufa, a porcentagem de agua perdida foi bem menor
do que a porcentagem perdida constatada nas sementes nao-fermentadas. Isso
explicaria, pelo menos em parte, os 10,51% de diferenca a favor da SS/SDL% das
sementes que foram submetidas a fermentacdo por um periodo de 61,29 horas,
quando comparado com a SS/SDL% das sementes que ndo foram fermentadas.

3.4 Correlacoes entre as variaveis

Houve efeitos altamente significativos (p < 0,01) das correlagdes paramétricas
“Temperatura x Rendimento (SS/F%)” e “Rendimento (SS/F%) x Rendimento
Relativo” (SS/SDL%).

Com referéncia a correlacao entre Temperatura e SS/F%, essa medida revelou
que 34% do rendimento pode ser explicado pelo efeito da temperatura, o que esta
estreitamente ligado ao tempo e as condi¢cbes de fermentacdo da massa de frutos/
sementes. Entretanto, foi demonstrado na Figura 3, acima, e nos seus respectivos
comentarios, que o ganho observado de acréscimo no Teor de Cafeina inviabiliza o
processo de fermentagcédo, o mesmo tendo sido concluido com relagdo ao Rendimento.

A correlacao mais estreita entre SS/F% e SS/SDL%, (60%), era esperada, visto
que ambos os indices dizem respeito ao rendimento final das sementes secas, com
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a diferenga de o primeiro ser realizado em funcéo do fruto inteiro e, o segundo, partir
das sementes despolpadas e lavadas, portanto, sem a casca e o arilo.

41 CONCLUSOES

- O teor de cafeina n&o variou entre as cinco cultivares estudadas.

- E mais viavel, do ponto de vista técnico, processar o guarana in natura, sem
a prética da fermentacéo.

- O Rendimento de sementes secas em relagao aos frutos (SS/F%) foi inferior
para a cultivar BRS CG Maués, e as demais cultivares néo apresentaram diferenca
entre si.

- Durante o processo fermentativo, a Unica cultivar que apresentou temperatura
mais baixa foi a Mundurucénia.

- O estagio de maturacdo E1 foi o que revelou maior teor de cafeina das
sementes.

- E recomendavel realizar uma andlise econdmica para complementar os
estudos da viabilidade de se fermentar o guarana antes do seu processamento.
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repeticoes, distribuicdo aleatdria das caixas contendo as diversas cultivares, em seus distintos
estagios de maturacao, para submisséo aos periodos de fermentacgéo.
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ABSTRACT: Coffee husks is considered a
waste from the coffee processing. To the best of
our knowledge, researches on the valorization
of coffee husks with the use of environmentally-
friendly methods is scarce. In this work, cold
hydroalcoholic extraction of coffee husks
was applied to recover possible bioactive
compounds, based on the possibility to provide
novel products with added-value, with the use of
a low cost processing. Extractions with 50-65%
ethanol were able to raise the maximum content
of the phenolic catechin (23.09-28.39g/100gext)
and alkaloid caffeine (6.99-7.41g/100gext.),
associated with the highest levels of total
phenolic content (3.14-3.18 gallic acid
equivalent/ 100g ext.), the condensed tannins
(1.05-1.25 g catechin equivalent/100g ext.), the
reducing (2.65-2.81 g glucose equivalent/100g
ext.) and total sugars (0.56-0.59 g sucrose/100g
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ext.) and antioxidant capacities for the
phosphomolybdenum, and the trolox equivalent
antioxidant capacity (TEAC) assays.

KEYWORDS: Biowaste, phenolic compounds,

alkaloids, natural antioxidants.

11 INTRODUCTION

The processing of coffee starts with
the removal of the mature cherry from the
seeds, composed of husk and beans. The
beans are dried, fermented and roasted to be
subsequently commercialized. The husks are
commonly discharged or used for composting.

Recent researches applied the husks as
sorbents for the production of biogas (DOS
SANTOS et al.,, 2018), thermoplastic films
(COLLAZO-BIGLIARDI et al., 2018), adsorbent
(HERNANDEZ RODRIGUEZ et al., 2018), and
substrate for the production of cellulase by solid
state fermentation (CATALAN et al., 2019)

The scientific literature on the recovery
of bioactive compounds from coffee husks is
scarce. For instance, (RIBEIRO et al., 2019)
evaluated the effects of ultrasound and type
of solvent on the total phenolic content and
antioxidant capacity of the extracts and (AL-
YOUSEF e AMINA, 2018)
aromatic compounds from the essential oil

quantified the
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extracted with a glass-Clevenger apparatus.

The probable composition of coffee husks in terms of methylxanthines and
aromatic compounds may induce potential applications in food products, similarly
to other plant materials. Recently, ginger waste fractions (SVARC-GAJIC et al.,
2017) and the chicory roots have been showed as potential coffee replacers (WU e
CADWALLADER, 2019).

In this work a low cost extraction of coffee husks based on conventional cold
hydroethanolic extraction was done to detect possible bioactive compounds that
contribute to the valorization of this waste fraction to attribute uses as functional food.

2| MATERIAL AND METHODS

2.1 Raw material and reagents

Coffee husks were donated from a local farm (Campinas, Brazil). The raw
material was milled using a commercial blender (BL.2.201/202, Marchesoni, Sao
Paulo, Brazil) and sieved (25 pm screen, W.S. Tyler, Wheeling, EUA).

Ethanol (99% pure) was obtained from Exodo Cientifica (Sumaré, Brazil),
while Folin-Ciocalteu, 3,5-dinitrosalicylic acid (DNS), were purchased from Dinamica
(Indaiatuba, Brazil). Methanol, hydrochloric acid, sulphuric acid, formic acid, anhydrous
monobasic sodium phosphate, ammonium molybdate were purchased from Synth
(Diadema, Brazil). Trolox, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)
(ABTS), vanillin, L-ascorbic acid, gallic acid, caffeine, theobromine, (+)(-) catechin
(99%), (-) epicatechin (=97%), and (-) epicatechin gallate (=98%) were obtained from
Sigma-Aldrich (Darmstadt, Germany) and theophylline (97.50%) was obtained from
Abbott (Sdo Paulo, Brazil).

2.2 Experimental

The hydroalcoholic solutions were prepared in polyethylene tubes using five
solvent formulations with varied ratios of ethanol:water (weight/weight), i.e., 100:0,
80:20, 65:35, 50:50 and 0:100. The cold maceration assays were carried out using
a seed:solvent ratio of 1:3 (weight/weight) with subsequent vortex agitation (Fanem,
Model 251, Sdo Paulo, Brazil) of the tubes for 1 min. Afterwards, the samples were
stored immobilized in the dark at 25°C for 24 h. On the next day, the samples were
centrifuged (Heraeus, Megafuge 16 R, Thermo Scientific, Massachusetts, USA) at
2500 rpm and 25°C for 10 min. The supernatant (extract) was separated from the
solid fraction and subsequently kept frozen (-4°C) prior to analysis.

2.3 Global yield

Global yield, or the total extractable material (Eq.1), consisted on the mass of
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dried extract obtained by the removal of solvent.

X, =(M)x100
F,

0

(1)

Where X is the global yield (g dried extract/100g raw coffee husks), m_, . is the
mass of dried extract obtained (g) and F is the mass of raw material (g) used in the
extractions.

2.4 Composition of extracts

2.4.1 Condensed tannins (CT)

The condensed tannins (CT) were determined mixing the diluted extracts with
the vanillin (1:5, v/v) (PRICE et al., 1978). The calibration curve was plotted using
catechin standard with concentration range between 0.1 and 5 mg/mL (R2=0.99). The
results were expressed as g catechin equivalent/100g extract.

2.4.2 Total phenolic content (TPC assay)

Total phenolic content (TPC) was determined with the Folin—Ciocalteu reagent
(SINGLETON e ROSSI, 1965). A calibration curve using gallic acid was plotted in a
concentration range of 16 — 700 ug /mL. The results were expressed as g of gallic
acid equivalent (GAE)/ 100g extract.

2.4.3 Antioxidant capacity: Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC)

2.4.3.1 ABTS*assay

The Trolox equivalent antioxidant capacity (TEAC) was evaluated using the
ABTS free radical (OKI et al., 2006). The ABTS*solution was initially prepared by
mixing 88 pL of 140 mM of aqueous sodium persulfate solution with 5 mL of 7 mM
of aqueous solution of ABTS, which was stored in the dark at 25°C for 12-16 h and
subsequently diluted 16 times in ethanol 100% for analysis.

The reaction consisted by mixing 20 pL of diluted extracts in 980 uL of diluted
ABTS™. After 10 minutes of reaction 200 yL aliquots in triplicate were evaluated at
636 nm. The calibration curve using synthetic antioxidant Trolox was plotted (10
-2000 pyM). Results were expressed in terms of yM TEAC per g of extract.

2.4.3.2 DPPH- assay

The of the extracts to scavenge the DPPH' free radical was evaluated by the
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reaction between the 100 pL aliquot of extract (diluted in methanol 70%) and 1 mL
of DPPH solution (5 mg of DPPH diluted in 50 mL methanol 100%) for 30 min and
detection at with absorbance filters for the wavelength of 515 nm. The results were
calculated using the linear regression equation from plotting the concentrations
of Trolox (15 - 300 pmol/mL, R? = 0.94). The results were expressed as g Trolox
equivalent/g extract (BRAND-WILLIAMS et al., 1995).

2.4.3.3 FRAP assay

The ferric reducing ability of plasma (FRAP) assay was conducted using the
procedure described by BENZIE e STRAIN (1996). The FRAP reagent was prepared
by mixing 25 mL 0.3 M acetate buffer (pH 3.6) with 2.5 mL TPTZ (0.01 M) and 2.5
mL FeCl, - 6H,0 (0.02 M) solutions. A calibration curve using Trolox (15-1500 umol/
mL, R2 = 0.99) was obtained, and the results were expressed as gTrolox equivalent/g
extract.

2.4.4 Antioxidant capacity: Phosphomolybdenum (P-Mo) complex assay

The diluted extract were mixed P-Mo complex reagent at the 1:10 (v/v) ratio.
The mixture was incubated at 95 °C for 60 min and immediately subjected to an ice
bath to stop the reaction (PRIETO et al., 1999).

The ascorbic acid calibration curve (100 — 2100 mM/mL ; R2=0.98) was plotted
and results were expressed in terms of g Ascorbic Acid Equivalent per g of extract.

2.4.5 Total (TS) and Reducing sugars (RS)

The total (TS) and reducing sugars (RS) were determined using the DNS
reagent (MILLER (1959). The calibration curve was plotted using glucose standard
in the concentrations ranging between 0.1 and 1 mg glucose/mL (R?=0.99) and 0.5-6
mg hydrolyzed sucrose/mL (R?=0.99) and results were expressed as g sucrose/100g
extract (total sugars) and g glucose/100g extract (reducing sugars).

2.4.6 Determination of catechins and methylxanthines

High-performance liquid chromatography coupled with diode array detector
(HPLC-DAD) was used to detect methylxanthines (caffeine, theobromine and
theophylline) and catechins (catechin, epicatechin and epicatechin gallate) in
guarana extracts according to procedures determined previously (SANTANA e
MACEDO, 2019). All analytical procedures were performed in triplicate and results
were expressed in wet basis.
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2.5 Statistical evaluation

The results were expressed as the mean + standard deviation. Allmeasurements
were performed in triplicate and evaluated using the analysis of variance (Tukey test,
p <0.05), with Statistica 8 software.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

Highest extraction yield was found in the extracts obtained with ethanol 50%
(Fig.2D), which was correlated with the total phenolic content (TPC) and condensed
tannins (CT), results. The highest proportions of total (TS) and reducing sugars (RS),
were attributed to the 65% hydroethanolic extract (Table 1). The TPC (2.33-3.28
gGAE/100g extract or 0.78-1.09 gGAE/100g coffee husks, Table 1) values are in
accordance with those obtained to cold hydroalcoholic extraction of crude guarana
seeds (SANTANA e MACEDO, 2019).

The addition of water in ethanolic solutions has been associated with increased
selectivity to extract phenolic compounds because of enhanced polarity of solvent,
similarly to the recovery of phenolic compounds from orange peel (BARRALES et al.,
2018) and propolis (SUN et al., 2015).
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Figure 1. Whole (A) and milled (B) coffee husks, extracts (C) and global yield (D).
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TPC CT RS TS

o,
%o gGAE/100g ext g cat eq/100g g gluc/100g ext g sucr/100g ext

Ethanol
0 2.51+1.272 0.50+0.062 0.03+07 0.21+0?
50 3.28+1.77° 1.25+0.04° 2.65+0.15° 0.56+0.03°
65 3.14+7.08° 1.05+0.03° 2.81+0.22° 0.59+0.05°
80 2.64+1.96° 1.21+0.04° 1.96+0.13° 0.41+0.03°
100 2.33+8.07° 0.63+0.122 1.17+0.05¢ 0.24+0.012

Table 1. The chemical composition of coffee husks extracts.

Mean = standard deviation of determinations. Different letters in the same column indicate significant difference
related to the effects of process parameters.

TPC - Total phenolic content, CT — condensed tannins, RS — reducing sugars, TS — total sugars

The values of TPC detected (2.33-3.28 gGAE100g ext, Table 1) were higher
than those detected aqueous extracts of coffee husks (NEVES et al., 2019), and
comparable or even lower than those obtained by hydroalcoholic extraction of
coffee husks assisted with ultrasound, probably because of the highest exposure to
acoustic cavitations that maximized the extraction of target compounds (RIBEIRO
et al., 2019). On the other hand, the antioxidant capacity of extracts considering
the DPPH assay (0.43-3.48x10° gTrolox eq/g extract or 0.14-1.16x102 gTrolox eq/g
coffee husks — Table 2) were higher than the previous mentioned work, and the values
detected by the FRAP assay were comparable. High ultrasonic frequencies induce
the degradation of antioxidants, because of excessive temperature induced by high
energy density (MEDINA-TORRES et al., 2017).

P-Mo FRAP DPPH ABTS
% Ethanol g Asc.Acid eqg/g ext gTrolox eq/g ext
0 502.33+11.06° 13.90+0.05%  1.73x10%+8.77x10%  1.26+34.50°

50 2692.37+21.23° 54.94+0.02> 3.48x10°+0.64x10%  2.88+11.28°
65 2704.03+57.21° 46.87+0.06°  3.19x10°+0.74x10%  4.33+4.66°
80 670.11+3.11¢ 37.16+£0.01¢  0.43x10%+1.69x10%  3.12+71.47°
100 426.81+4.45° 16.47+0.03°  3.03x10%+4.18x10%®  0.98+38.31°

Table 2. The antioxidant capacity of coffee husks extracts.

Mean + standard deviation of determinations. Different letters in the same column indicate significant difference
related to the effects of process parameters.

The condensed tannins (0.5-1.21 g catechin eq./100g extract or 0.16-0.40
g catechin eq./100g coffee husks — Table 1) detected in this work were next to
those detected in the hydromethanolic extracts of leaves and flowers of Erodium
glaoucophyllum (BAKARI et al., 2018) .

The highest proportion of these substances was attributed to the 50%
hydroethanolic solution, similarly to those reported in literature for guarana (SANTANA
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e MACEDO, 2019) and F. benghalensis Linn. (BHANWASE e ALAGAWADI, 2016).
Unidentified small peaks were found in the chromatograms of the hydroethanolic
extracts composed of 50, 65, 80% and 100% ethanol (Figure 2. B, C D and E).

For the catechins and methylxanthines, only catechin, caffeine and theophylline
were detected in relevant content (Figure 2, Table 3). The epicatechin, epicatechin
gallate, and theobromine were detected as traces, under the limit detection from the
method and equipment used.

The behavior of antioxidant capacity was similar to the target compounds
detected considering the highest proportions attributed to the extracts with 50% and
65% ethanol. However, considering the ABTS and P-Mo assay, the extracts with 65%
ethanol showed highest antioxidant capacity than the 50% ethanol (Table 3).
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Figure 2. Chromatograms of coffee husks extracts obtained with cold hydroethanolic extraction
with ethanol concentrations of: 0% (A), 50% (B), 65% (C), 80% (D) and 100% (E).

% Ethanol CAT CAF TPh
0 3.48+0.01° 1.29+0° 0.84+02
50 28.39+0.36° 7.41+0.08° 1.42+0.07°
65 23.09+0.05°¢ 6.99+0.01° 1.31+0.07°
80 16.13+0¢ 6.91+0° 1.21+0¢
100 5.19+0.04¢ 3.85+0.02¢ 1.00+0.01¢

Table 3. The catechin and methylxanthines (g/100g extract) detected in coffee husks extracts.

Mean = standard deviation of determinations. Different letters in the same column indicate significant difference
related to the effects of process parameters (p<0.05).

CAT — catechin, , CAF — caffeine, TPh — theophylline.
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CONCLUSIONS

A simple, low cost and environmentally-friendly process was able to obtain
extracts with an attractive composition in terms of polyphenols, sugars and alkaloids.
Coffee husks could be reused as a low cost ingredient for industry applications,
reducing the plant waste emission. Our results support further studies on the impact
of coffee husks in health and food products.
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RESUMO: Este estudo teve como objetivo
verificar a viabilidade do género Bacillus
como microrganismo probidtico em néctar
e polpa de caju. Foram avaliadas as cepas
de Bacillus clausii, Bacillus subtilis e Bacillus
subtilis var natto em néctares e polpas de caju
comerciais ao longo de 60 dias em conservacao
refrigerada a 4°C para os néctares e -12°C
para as polpas. Além disso foram avaliados
esses mesmos produtos numa conservagao
de atmosfera acelerada de 24°C para néctares
e 4°C para as polpas. Os resultados foram

expressos em média média + desvio padrao
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da média e avaliados a significancia das
diferencas entre as médias através da analise
de variancia e teste de Tukey ao nivel de 99%
de confianca. Tanto na conservacdo normal
como acelerada de néctares e polpas de caju,
tiveram como resultados a efetiva viabilidade
dos microrganismos probibéticos. Os resultados
foram em média de 10° 10" e 10"UFC/mL
para Bacillus clausii, Bacillus subtilis e Bacillus
subtilis var natto,
comprovou-se que 0s néctares e polpas de caju
séo substratos viaveis para microrganismos
probidticos.

PALAVRAS-CHAVE: viabilidade; probi6ticos;
nao-lacteos; caju.

respectivamente. Assim,

VIABILITY OF BACILLUS CLAUSII, BACILLUS
SUBTILIS AND BACILLUS SUBTILIS VAR
NATTO IN CASHEW NECTAR AND PULP

ABSTRACT: This study aimed
the viability of genus Bacillus as probiotic
microorganisms in cashew nectar and pulp.
Strains of Bacillus clausii, Bacillus subtilis and
Bacillus subtilis var natto were evaluated in
commercial cashew nectar and pulp along
60 days in refrigerate conservation at 4°C for
nectars and -12°C for pulps. Besides, the same
products were evaluated in conservation of
accelerated atmosphere of 24°C for nectars

to verify
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and 4°C for pulps. Results were expressed in mean, mean =+ standard deviation of
the mean and evaluated the significances of differences between means by variance
analysis and Tukey’s test at a level of 99% of confidence. Both in normal as well as
in accelerated conservation of cashew nectar and pulps had as results the effective
viability of the probiotic microorganisms. Results were in average 10°, 10'°and 10"°CFU/
mL for Bacillus clausii, Bacillus subtilis and Bacillus subtilis var natto, respectively.
Therefore, it was proved that cashew nectar and pulps are viable substrates for probiotic
microorganisms.

KEYWORDS: viability; probiotic; non-dairy; cashew.

11 INTRODUCTION

Functional food has potential to promote health by means of mechanisms not
previewed by conventional nutrition (SANDERS, 1998), being important to highlight
that this effect is restricted to promoting health and prevention of diseases, not to
heal them. Thus, there is interest in developing functional food and beverages in
order to improve health and the well being of consumers, mainly the one that creates
a beneficial effect to the intestine, which dominates the market of functional food
(LUCKOW et al, 2004).

This market niche has been representing a high growth in the last years,
reflecting the concern and interest of consumers in taking food that bring benefits
to health. Among the functional food, highlight the ones having probiotic cultures,
those being internationally defined as living microorganisms that, when administered
in proper amounts, bring benefits to the health of the host (SHEEHAN; ROSS;
FITZGERALD, 2007; FAO/WHO, 2002). In this context, the intake of sources of
probiotic microorganisms is growing as a global trend (RAIZEL et al., 2011).

Among the factors influencing the viability of probiotic bacteria in the elaborated
product, must be highlighted genus, species and strains of the microorganism; the
formulation and composition of the food (acidity, content of usable carbohydrates;
nitrogen sources, mineral content and water activity) to which they were added; the
physical condition of storing (time and temperature), and possible interactions of
probiotics (bacteriocins, antagonism, synergism) (DEL PIANO et al., 2006).

Probiotic cultures have been added, mainly, to yogurts and to other fermented milk
products. The introduction of those microorganism in non-dairy products would allow
its consumption by lactose intolerant, allergic to milk proteins, hypercholesterolemic
people who refuse to ingest dairy products due to particular reasons, such as
vegetarian people or when those products are not reachable (RIVERA-ESPINOZA
AND GALLARDO-NAVARRO, 2010).

According to Sheehan, Ross and Fitgerald (2007), fruit juices may represent an
ideal vehicle of probiotic cultures to consumers, since they are not regularly consumed,
this being an essential factor for the probiotics to exercise their functions. Luckow
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et al (2006) comment that juice fruits have been suggested as a proper mean for
adding probiotic cultures, since they are considered as healthy food products and are
consumed by a large parcel of the population, besides not containing starter cultures
which compete by substrates with the probiotics; they are usually supplemented
with ingredients that promote anaerobic, such as ascorbic acid; and have sugars
fermentable by the probiotics.

According to Fernandes et al. (2009) and the Brazilian Fruits Institute (IBRAF,
2015), the production of juice fruits in the scene of the national and international
agribusiness is seen as one of the most promising activities of the food sector, being
Brazil considered as one of the greatest world producers of tropical fruits.

In the northeast region of Brazil there is a great cashew fruit farming, which
normally is consumed as fresh or processed fruits (ARAUJO, SILVA, MOREIRA,
NARAIN and SOUZA, 2011). From its pseudo fruit different products and sub products
can be obtained such as integral juice, reconstituted juice, tropical juice, pulp, among
others (MATTA et al., 2010).

Considering the relevance of functional food in human health, the benefits
caused by ingesting probiotic microorganisms and the fact that sources of probiotic
food are still very limited to dairy products, it is essential that new probiotic food
products are researched, in order not only to widen the market of those products,
but also to have an option to the ones that cannot or do not enjoy the consume of
dairy products. Considering this, the present study had the objective of evaluating the
viability of Bacillus clausii, Bacillus subtilis and Bacillus subtilis var natto in cashew
nectar and pulp.

2| MATERIAL AND METHODS

2.1 Material

Samples

Nectars (50% of pulp) and pulp (pasteurized) of fruits used in analyzes were
obtained from donation of companies acting in this sector, seated in the state of
Sergipe. All samples were stored complying with the adequate temperatures of
conservation and hygienic-sanitary conditions (FELLOWS, 2006).

Microrganisms

Vegetative cells of Lactobacillus casei were obtained in the form of flakes
(Christian Hansen®).

Spores of Bacillus clausii (B.claussi) were commercially bought in drugstore
in the form of little bottles (Enterogermina®), containing according to information
from the manufacturer 10°CFU of spores of the microorganism by bottle unity (5mL).
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Bacillus subtilis (B. claussi) was obtained from strains cultivated in laboratory. Bacillus
subtilis var. natto was isolated from natto (japanese fermented food) marketed in the
“Companhia de Entrepostos e Armazéns Gerais de Sao Paulo (CEAGESP)” in Séao
Paulo-Brazil.

2.2 Activation, inoculation and analysis of viability of Lactobacillus casei and

Bacillus subtilis

The Lactobacillus were activated in soup MRS (From Man, Rogosa and Sharpe)
during 12 hours at 37°C, statically. While the vegetative cells of Bacillus subtilis were
activated in medium BHI (Brain Heart Infusion) during 24hs at 37°C in incubator
under stirring of 200 rotations per minute (rpm), described by Pereira et al. (2011).
The initial counting of the microorganisms was made using the technique of pour
plate for L.casei and plate spread for B. subtilis. After this initial counting, inoculations
in concentration of 106CFU/mL of probiotic microorganisms were made in cashew
nectars and pulp, packed at temperature of 4°C (nectars) and -12°C (pulps).

For analysis of viability serial dilutions until 10 were executed and aliquots of
100uL taken, adding them in plates with medium MRS for L. Casei and MH (Muller
Hilton) for Bacillus subtilis. After this procedure, plates were incubated in greenhouse
at temperature of 37°C during 24h, for counting the unities forming colonies, made
manually.

2.3 Bacterial sporulation of B. subtilis and Bacillus subtilis var natto

First, was executed the Bacillus activation in medium BHI during 24h at 37°C in
incubator under stirring of 200rpm.

The bacterial sporulation of probiotic cultures were made in growth medium as
described by Tavares et al. (2013), in F medium, composed by 1% of glucoses, 0.1%
of L-glutamate de diethyl, 0.05% of yeast extract, 0.5% of KH,PO,, 0.1% of (NH,) ,PO,,
0.02% of MgSO,, 0.01% of NaCl, 0.005% CacCl,, 0.0007% MnSO,, 0.001% of ZnSO,,
and 0.001% FeSO,.

Reagents were dissolved in 1L of distilled water sterile and submitted to
sterilization in autoclave model AV AV (Phoenix Luferco®). The culture of B. Subtilis
was added to F medium and kept in orbital stirrer brand Superohm for 7 days.
Posteriorly, the isolation of spores was executed.

The same procedure was made for Bacillus subtilis var natto.

2.4 Isolation of spores of B. Subtilis and B.subitillis var. natto

Forisolation of B. subtilis, and B. subtilis var. natto, the cultures of microorganisms
were centrifuged at a speed of 10,000rpm for 10 minutes (centrifuge Megafuge
16R of Datamed) as described by Nicholson and Setlow (1990) and adapted. The
supernatant was discharged after centrifugation for obtaining the pellet. The pellet was
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resuspended in 25mL of sterile distilled water, being submitted to new centrifugation
under the same previous conditions and discharged the supernatant. This stage was
repeated 6 times in order to get a cultivation of spores, free from vegetative cells,
which were stored under freezing temperature of -12°C.

2.5 Inoculation of spores of Bacillus in nectar and cashew pulp

Packages of cashew nectar containing 200mL and cashew pulp containing
100mL, were sanitized with alcohol at 70% and opened with sterilized scissors. The
samples of cashew nectars and pulp were distributed (in duplicate) in glass flasks,
type Shott, previously sterile. In each flask containing 200mL of cashew nectar were
added 200puL of each inoculum (B.claussi with initial spore counting of 10°CFU/mL
and B. subtilis and B. subtilis var natto with initial spore counting of 10"°CFU/mL).
And in each flask containing 100mL of cashew pulp, were added 100uL of each
inoculum.

The samples of cashew nectars were conserved at refrigeration temperature at
4°C, while cashew pulps were conserved at conservation temperature of -12°C in the
first stage. In the second stage, the samples of cashew nectars were conserved in
accelerated atmosphere at environmental temperature of 24°C, while cashew pulps
were conserved at accelerated refrigeration temperature at 4°C.

2.6 Viability analysis of B. clausii, B. subitilis and B. subtilis var natto

Serial dilutions of cashew nectars and pulps containing microorganisms were
executed in saline solution at 0.9% until obtaining the dilution of 10 for B. Clausii
(initial counting of 10°CFU/mL) and 10 for B. subtillis e B. subtilis var. natto (initial
counting of 10" CFU/mL). It was used aliquot of 0.2mL of sample in test tubes with
2mL of saline solution.

Posteriorly were made platings in triplicate for each sample, in different periods
of storage along 60 days. The plates with culture medium Muller Hilton (MH), received
aliquots of 50u1 of the nectar or pulp diluted and it was spread in the plate (technique
of spreading in plate) with handle Drigalski until the culture medium absorbed the
whole content. After this procedure, plates were incubated in oven at temperature of
31°C for 24 hours, for manually counting the unities forming colonies.

For analyzing the conformity of Colony Forming Unities in the products, the
Brazilian legislation was used as parameter, fermented dairy probiotics must have
a minimum of 108to 10° CFU by portion of product (BRAZIL, 1999; BRAZIL, 2002;
BRAZIL, 2008).

2.7 Statistical Analysis

Results were analyzed with the statistics program GRAPHPAD PRISM 5
Software and were expressed in mean + standard deviation of the mean. In order
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to evaluate the significance of the differences between the means were used the
variance analysis (ANOVA) and Tukey’s test at a level of 99% of reliability.

3 | RESULTS AND DISCUSSION

First, tests were made with probiotic bacteria as vegetative cells. Two species
were studied: Lactobacillus casei and Bacillus subtilis. The microorganisms analyzed
did not have viability in both products of the study (cashew nectar and pulp). The
strains of L. Casei did not survive 24 hours in the products, while B. subitilis survived
to 72 hours in the samples of cashew nectar, while in cashew pulp the survival was
48 hours. The concentration of B. subtilis found both in the cashew nectar as well as
in cashew pulp was not enough to give to those products’ functional properties from
the added probiotics, as can be observed in Figure 1.
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Figure 1. Viability (CFU/mL) of vegetative cells of L. casei and B. subtilis innoculated with
cashew nectar (A) and cashew pulp (B).
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Itis possible to suppose that the inviability of vegetative cells in cashew products
was due to the concentration of tannin present in products elaborated from its pseudo
fruit. Tannin is known as an antioxidant and antimicrobial which may be the cause
of the death of the probiotic bacteria. An alternative to increase the concentration of
probiotic vegetative cells in these products would be the clarification of products, a
technique that removes a part of the fibers and tannins. However, with this clarification,
the products had their nutritional value decreased, and this would not be interesting
for the consumers (PEREIRA et al., 2011; PIMENTEL, 2014).

Souza (2014), evaluated the viability of Lactobacillus acidophilus in fermented
mango and grape juice, and after 6 hours of fermentation, the microorganisms were
no longer feasible in the products. Anekella and Orsat (2014) used Lactobacillus
rhamisus and Lactobacillus acidophilus in raspberry juices and after 30 days of
storage at 4°C, the microorganisms did not have adequate feasibility to consider
the juice as probiotic. Those authors corroborate this study trying to use probiotic
microorganisms of genus Lactobacillus.

From those preliminary results and aiming to keep the nutritional characteristics
of the products, not reducing their nutritional values but aggregating a functional
property, tests were made with spores of genus Bacillus, due to the resistance that
the spore shape of a microorganism has.

The counting of unities forming colonies of probiotics studied during the storage
time of cashew nectars and pulps, stayed over the concentration determined by the
Brazilian law.

In Figure 2 are demonstrated the graphics with the means of the counts of unities
forming colonies of cashew nectars during the shelf life conserved at refrigeration
temperature of 4°C and at environmental temperature of 24°C (accelerated
atmosphere) along 60 days. The conservation under accelerated atmosphere allows
to suppose that in normal storage conditions of the product, this may double its lifetime
in shelf. With that, it is possible to infer that the period of 60 days under conservation
of accelerated atmosphere corresponds to 120 days under conservation at normal
conditions of the product.

The probiotic microorganisms inoculated in cashew nectars, kept the feasibility
during the whole storage time, having in average concentration of 10°CFU/mL, without
significant difference between times analyzed at 99% of reliability, for B. clausii;
10"°CFU/mL, without significant difference between times analyzed, for B.subitilis
cultivated in lab and between 10°and 10 UFC/mL for strains of B. subtilis var natto,
also without significant difference between analyzed times (Figure 2).
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Figure 2. Viability (CFU/mL) of spores of Bacillus genus inoculated in cashew nectar along 60
days. (A) B. clausii— refrigeration temperature at 4°C; (B) B. claussi — environment temperature
at 24°C; (C) B. subtilis — refrigeration temperature at 4°C; (D) B. subtilis — environment
temperature at 24°C; (E) B. subtilis var natto — refrigeration temperature at 4°C; (F) B. subtilis
var natto — environment temperature at 24°C.

B. clausii was used as control of tests in order to behave like a probiotic of the
same genus already sold in market. While B. subtillis cultivated in lab were analyzed
for standardizing analyzes with this species and the B. subtilis var natto that was
isolated from a food, is the main probiotic when someone thinks about food products.

Pimentel et al. (2011) analyzed peach nectar using microorganism of genus
Lactobacillus for 28 days, conserved at 4°C. It had, as a result, an average of 10’CFU/
mL, being one value below the recommended by Brazilian legislation. While Antunes
et al. (2013) evaluated nectar of acerola added with probiotic microorganism of genus
Bifidobacterium for 30 days and stored at 5°C, finding 108CFU/mL, according to the
current legislation. This study found values well above the ones of unities forming
colonies of probiotic microorganisms than studies found in literature about fruits
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nectar (Figure 2). The greater viability of probiotic microorganism in fruit nectars than
in fruit juices, is possibly related with the concentration of tannins present in those
products, being of 27mg/100g and 136mg/100g, respectively (VIDAL, 2016).

In literature some studies are found using fruit as food matrix for producing
probiotic beverages, most of the studies are made with fruit juices and using the
genus Lactobacillus as probiotic microorganism with different processing techniques
(BETORET et al., 2012; ALMEIDA et al., 2012; COSTA et al., 2013; ANEKETTA et al.,
2014; DIMITROVSKI et al., 2015; ALVES et al., 2016; FARIAS et al., 2016).

Fermentation is one of the processing techniques more used for elaboration
of probiotic beverages, having fruits as food matrix. The greater disadvantage of
this technique is the production of aromas and flavors unpleasant to the consumer.
Santos et al. (2008), Coelho (2009), Pereira et al. (2011), Dimitrovski (2015), Farias
et al. (2016), studied probiotic fruit juices by means of fermentation made by the
microorganism, finding that the viability of the microorganisms stayed during the
whole shelf life. However, from sensorial tests, Coelho (2009) says that products
sweetened after fermentation are more accepted by masking products resulting from
fermentation.

Another very present technique is the microencapsulation allowing the protection
of the microorganism regarding the acidity of the product or presence of antimicrobial
substances, despite being a more expensive technique. And another alternative
for improving the feasibility of probiotic microorganisms in fruit beverages is the
clarification that eliminates, mainly, fibers and tannins from the original beverages.

Another option for improving the viability of the probiotic microorganism in the
elaborated food is the addiction of prebiotics. Maltodextrin and fructooligosaccharides
(FOS) are more present in studies. Barbosa et al. (2015) and Alves et al. (2016)
evaluating probiotic fruit juices, added probiotic substances for increasing the growth
of vegetative cells. This work had no need of improving the cost of the elaborated
product for increasing the growth of microorganism, by using microorganisms as
spores.

This study did not use fermentation or any more elaborated technique for
protecting the microorganism from the acidity of the product, neither removed
antimicrobial substances that are naturally present in cashew, such as the tannin,
being a product of lower cost for the food industry, as well as, probably, more accepted
by consumers.

The values of CFU found in tests of the three strains of genus Bacillus proves
the resistance of the spore shape of the bacteria to antimicrobial substances, as well
as the acidity of the product (Figure 3). Products elaborated from the peduncle of
cashew, have acidity around 0.26g of citric acid/100g for nectar and 0.94g of citric
acid/100g for pulp (FIGUEIRA, PILON, DUCATTI, GASTONI e FILHO, 2015).

In Figure 3 they are expressed in mean + mean of the standard deviation of
the triplicate, not having significant difference in any one of the samples at 99% of
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confidence, during shelf life. Spores of B. clausii had a mean of 10°CFU/mL, both

in the sample conserved in freezing temperature as well as in the sample kept at

refrigeration temperature.

Cashew pulps used in the study, inoculated with probiotics from genus Bacillus,
had viability during the storage of the product, in both types of conservation (frozen
at temperature of -12°C and refrigerated at temperature of 4°C).

Concentration of B.subitilis stayed between 10'°CFU/mLin pulps conserved under

freezing and 10°and 10'°CFU /mL in pulps conserved at refrigerated temperature,
even with this reduction, it is still inside the concentration recommended by Brazilian

legislation (Figure 3);
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Figure 3. Viability (CFU/mL) of spores of Bacillus genus inoculated in cashew pulp along
60 days. (A) B. clausii — refrigeration temperature at -12°C; (B) B. claussi — environment
refrigeration temperature at 4°C; (C) B. subtilis — refrigeration temperature at -12°C; (D) B.
subtilis — refrigeration temperature at 4°C; (E) B. subtilis var natto — freezing temperature at
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-12°C; (F) B. subtilis var natto — refrigeration temperature at 4°C.

Pulps inoculated with B. subtilis var natto conserved at freezing temperature,
had an average of concentration of 10°and 10'°CFU/mL and in pulps conserved at
4°C of 10"°CFU/mL (Figure 3).

Comparing the feasibility of probiotic microorganisms of spores of genus
Bacillus in cashew nectars with cashew pulps, the nectars had a greater stability
and concentration of probiotics, although, the concentration of cashew pulps being
also according with the current law, as mentioned previously. Probably, the greater
concentration of probiotics in cashew nectars is due to their chemical composition,
cashew pulp having lower pH than the nectars and more concentration of tannins. Both
products did not need technological alternatives for protection of microorganisms,
such as fermentation and microencapsulation, being advantageous from the economic
and sensorial point of view.

The study from Pereira, Maciel and Rodrigues (2011), is the last work
published during the last ten years about cashew as a food matrix for feasibility of
probiotic microorganisms. After 42 days of refrigerated storage, the concentration of
Lactobacillus casei was 108CFU/mL. In this study, the elaboration of cashew nectar
and pulp with spores from genus Bacillus obtained superior concentration along the
60 days of storage in normal conditions of those products, as well as in conservation
of accelerated atmosphere supposing a viability of 120 days for those products. Thus,
it is perceived the efficacy of adding spores from probiotic microorganisms instead of
vegetative cells from the microorganisms.

In literature no studies were found analyzing the feasibility of probiotics in pulps
of fruits, making this work a starting point for future researches about this theme and
in the future the insertion of those products in the market for the consumers.

4|1 CONCLUSION

The use of cashew nectar and pulp as substrates for the viability of the probiotic
microorganism is a good alternative for the maintenance and feasibility of probiotics.
Along the shelf life of cashew nectars and pulps, the probiotics stayed over 108CFU/
mL. Thus, cashew nectar and pulp with Bacillus clausii, Bacillus subtilis and Bacillus
subtilis var natto are options of food with allegations of probiotic functional properties
for consumers with restriction to the ingestion of dairy and/or vegetarian products.
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