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CAPITULO 1

A IMPLANTACAO DO SISTEMA APPCC NUMA
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RESUMO: Os problemas no ramo alimenticio,
como as contaminagbes, crescem durante
0 verdo e consequentemente, o0 nivel de
intoxicacdo de seus consumidores. Logo torna-
se possivel enxergar a defasagem na sistematica
de seguranca alimenticia, vindo a ser necessario
0 estudo de novos meios de prevencédo dos
alimentos, almejando assegurar a salde do
cliente e o eficiente funcionamento das empresas
atuantes, especialmente na cidade de Praia
Grande, cujos comércios sdo mais ativos no
verdo. Mediante aos diversos problemas da area
alimenticia, & visto a existéncia de um grande
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risco a saude do consumidor e as organizagoes
que sofrem com tal irresponsabilidade. Ha riscos
de disfungbes nas linhas de producdes, que
necessitam de recursos ou fatores sistémicos
para prevenir essas possiveis falhas. O presente
trabalho usarda a metodologia de pesquisa
exploratéria, extraindo informagcbes sobre os
problemas encontrados no desenvolvimento
do projeto, a fim de aplicar o sistema APPCC
(Andlise de Perigos e Pontos Criticos de
Controle) como solugéo e provocar uma reagao
em cadeia por parte das outras empresas locais,
com o intuito de adquirirem o sistema eficaz.
Para guiar o trabalho, serdo utilizadas técnicas
de documentacgéo direta e indireta, assim como
observacdo direta extensiva com o uso de
analise de conteldo e pesquisa de mercado com
questdes quantitativas e qualitativas.
PALAVRAS-CHAVE: APPCC,
Seguranca.

Alimento,

11 INTRODUGAO

As empresas alimenticias tendem a ser
mais expostas a perigos de contaminacgéao, até
mesmo na industria do sorvete, que por ser um
produto congelado possa parecer isento de altos
niveis de perigos, mas caso haja falhas durante
seu processo de fabricagdo, micro-organismos
podem estar presentes e suscitar danos a quem
0 consumir.

De acordo com o artigo disponivel no
site Sorvedoces publicado no ano de 2019 o

consumo médio do produto atualmente chega a
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5,44 litros por ano para cada pessoa. Numero esse que dobrou os registros no ano 2000.
Diante dessa alta demanda, as organiza¢des devem se preocupar com a seguranca de seu
produto e a imagem que a falta ou aquisicéo dela pode gerar. Por essas razdes, sistemas
da gestdo de qualidade devem ser implementados, como o APPCC - Analise de Perigos e
Pontos Criticos de Controle pautado na Portaria nUmero 46, de 10 de fevereiro de 1998,
do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 1998) a Portaria
1428, de 26 de novembro de 1993 do Ministério da Saude — MS (BRASIL, 1993) e esse
sistema é acompanhado de pré-requisitos como a BPF - Boas Praticas de Fabricacéo e o
POP- Procedimento Operacional Padréo. O programa APPCC controla o processo e néo o
produto, prevenindo e nao corrigindo falhas, evitando custos por indeniza¢des, multas por
orgaos fiscalizadores do governo e perda de confiabilidade do produto (BORSZCZ, 2002
apoud SENAI/CNI/SENAC)

Essas ferramentas sdo eficazes principalmente para aquelas empresas que
possuem seu processo completo no mesmo estabelecimento, como é o caso da Sorveteria
Giselle de France, localizada na Cidade de Praia Grande no estado de Sao Paulo, que
fabrica e vende seus sorvetes no mesmo local.

O principal objetivo do estudo é compreender e divulgar uma ferramenta de
prevencao alimenticia para proprietarios de pequenas empresas locais, com a finalidade
de promover um aumento na seguranca dos alimentos e assim diminuir riscos a satde do
consumidor.

21 MATERIAL E METODOS

O método utilizado para chegar a esse resultado é a pesquisa exploratoria,
onde sera utilizado o levantamento de informacdes sobre os problemas encontrados no
desenvolvimento do projeto, com a finalidade de aplicar o sistema APPCC como solugéo.
Esses dados poderéo ser quantitativos ou qualitativos.

Para finalidades de pesquisa, uma sorveteria da cidade de Praia Grande, concordou
em fornecer informagdes sobre seu processo de fabricacdo para a elaboragéo do trabalho.
A empresa que atua no mercado desde 1981, se encontra em um dos bairros nobres da
cidade e conta com um estilo de produgéo artesanal. A sorveteria é referéncia em sua area
de atuacao pela qualidade, variedade de sabores dos sorvetes e acai e o tempo em que
estd na mesma localidade, o que a torna uma das sorveterias mais antigas da cidade.

O sistema APPCC, diferente de como se conhece hoje, tem grande importancia
desde a segunda metade do século XX, pela grande inovacdo na area alimenticia.
Desde seu lancamento, tanto sua definicdo quanto sua composicdo foram alteradas.
Primordialmente criado para auxiliar na produg¢do de alimentos para viagens espaciais, a
ferramenta entrou no mercado quando se deu conta de que ela poderia ser usada como um

impulso competitivo, pois ela garantia a seguranga de seus consumidores.
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Durante sua existéncia diversas foram suas definicbes, mas a que define com
mais clareza é a de Merle D. Pierson e Donald A. Corllet, Jr. (1992) que descrevem o
APPCC como um sistema preventivo de controle de qualidade. Onde a Analise de Perigos
envolve um estudo sistematico dos ingredientes, do produto alimentar, das condicdes de
processamento, do tratamento, do armazenamento, da embalagem e da distribuicdo. Essa
andlise permite a identificacdo de possiveis areas de perigo no fluxo produtivo. Essas
informacdes levam a determinacdo dos Pontos Criticos de Controle. Estes sédo quaisquer
pontos na cadeia de produgéo, desde a matéria-prima até o produto finalizado, onde a
perda de controle resultaria em um risco inaceitavel a seguranca do alimento.

De acordo com o artigo “Utilizagdo de APPCC na industria de alimentos” escrito por
Furtini e Abreu , publicada em 2006 pela editora UFLA a ferramenta entra no Brasil na
década de 90 ap6s um acordo internacional para a padronizagéo de produc¢ao alimenticia,
a ISO 9001, sofrendo uma pequena adaptacdo para atender as necessidades nacionais.
O encarregado de ajustar o sistema no pais foi o Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (MAPA), que prescreveu para a implementacdo da ferramenta que
as empresas deviriam seguir os Procedimentos Operacionais Padroes (POP), as Boas
Praticas de Fabricacdo (BPF) e os Procedimentos Padrdoes de Higiene Operacionais
(PPHO). Esses regulamentos garantem a seguranga dos alimentos no setor de fabricagao,
além de assegurar um certificado de confiabilidade.

Ainda de acordo com o artigo apesar das variacdes, a escolha da equipe foi seguir
o APPCC nacional para o embasamento do trabalho, e a principal fonte do projeto foi
o Programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle, que por sua vez teve
como fonte principal a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que em 1993,
traz como objetivo do sistema “avaliar a eficacia e efetividade dos processos, meios e
instalacdes, assim como dos controles utilizados na producéo, armazenamento, transporte,
distribuicdo, comercializacdo e consumo de alimentos [...] de forma a proteger a saude o
consumidor.”.

Foram consideradas, e comparadas, as modificagdes realizadas pelas Resolugdes
da Diretoria Colegiada (RDC) da ANVISA, e a Cartilha de Boas Préticas de Fabricacédo Na
Indastria de Gelados Comestiveis do SEBRAE.

Em continuagdo a referéncia artigo ao 6érgdo responsavel pela adaptacdo da
ferramenta em solo nacional foi o MAPA, que em 1998, tornou obrigatorio a implantacéo
do sistema nas industrias alimenticias. Todo o processo de implantacdo pode ser visto com
base nos 14 Etapas do MAPA, os quais serao listados a seguir. Todos os formuléarios que
devem ser preenchidos séo disponibilizados pela EMBRAPA, e estédo disponiveis em seu

website.
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31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Por meio da pesquisa exploratdria tornou-se possivel extrair as informagdes usadas,
e posteriormente aplicar na parte teérica os 7 principios do plano APPCC na sorveteria
Gisele de France.

Através da ferramenta aplicada foram enfocados durante a pesquisa, pontos como
a capacitacao de manipulacédo de alimentos e higiene para os funcionarios da sorveteria e
também o processo de esterilizagdo da matéria prima, por meio da pasteurizacédo, essas
médias afastam riscos microbiolégicos e atingi as metas de seguranca e qualidade no
processo de produgéo da Sorveteria.

Na analise, mostrou-se a falta de uma camara frigorifica, porém esse ponto critico
foi controlado a partir da acdo de alocar todos os sorvetes nos freezers fechados que
chegam a até -18° e suprem todas as necessidades do estabelecimento.

3.1 As etapas

O primeiro pré-requisito € a formacgéo da equipe APPCC, que deve estar familiarizada
com os alimentos produzidos, o local de fabricagcéo e os métodos utilizados na empresa. Na
identificacdo da empresa, é a etapa dedicada a obter uma visdo completa da empresa em
questdo. Segundo o MAPA (BRASIL, 1998) os principais dados que devem estar presentes
na identificacdo, séo:

nome da empresa responsavel (razéo social); endereco completo (localizagao,
CEP, fone, fax, telex, caixa postal); n° de registro no SIF; categoria do
estabelecimento; relacionar produtos elaborados; destino da producao:
mercado nacional; mercado internacional (pafses importadores).

A proxima etapa € conferir se a empresa esta atendendo aos requisitos necessarios
para fabricacdo de alimentos e se atende as normas corretamente. Essa avaliacdo é
realizada com base no Manual de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF) descrito na Resolucéo
da Diretoria Colegiada (RDC) n° 267 de 25 de setembro de 2003, da ANVISA Em seguida
¢é realizado o programa de capacitagdo técnica, que deve ser realizado com todos os
colaboradores da industria. Além disso, a empresa possui 0 dever de garantir que todos
participem ao facilitar suas participagdes em treinamentos. Apés a aplicacédo dos principios,
toda documentagéo do plano deve ser encaminhada para auditoria, e entdo a aprovagao,
implantagéo e validagao do plano APPCC.
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3.2 Os 7 principios

1.Identificacao de 2. Determinagao do 3. Estabelecimento dos 4. Estabelecimento do
perigos PCCe PC limites criticos procedimento de monitoramento

A . E3A

5. Estabelecimento das agoes 6. sistema de registro. 1. Procedimentos de
corretivas verificagao

OK. ﬁ/.

Figura 1- Os 7 Principios do APPCC.

Fonte: Propria

3.2.1 Aplicagao do Principio 1

A analise de perigos (1° principio) é quando as etapas do processo sé&o listadas e
todos os riscos, severidades e perigos s&o identificados. E fungdo da equipe APPCC listar
0S perigos que possam vir a ser minimizados, evitados, controlados ou eliminados: Entre
eles, estédo os perigos quimicos, fisicos e bioldgicos.

Ainda, para aumentar ao maximo a segurangca do consumidor, algumas
industrias listam perigos biolégicos, fisicos e quimicos que ndo sdo controlados por seu
estabelecimento, mas sim a quem fornecem.

3.2.2 Aplicagdo do Principio 2

Os Pontos de Controle (PCs) sao qualquer acéo que reduza ou elimine 0s possiveis
riscos na producdo e assim, controle o perigo. Ja os Pontos Criticos de Controle, (PCCs),
sdo apontados quando as medidas corretivas e de controle devem ser tomadas na etapa
em questdo, nunca em um periodo posterior. Nao existe um ndmero ideal de PCs ou
PCCs, mas quanto menores os indices, melhor, pois indices elevados podem indicar que a

industria em questao possui um sistema precario.
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3.2.3 Aplicagao do Principio 3

Segundo ao site BSI que relata que na ISO 22000, o estabelecimento de limites
criticos € o “Critério que separa a aceitagdo da rejeicao”. Os LCs, quando dentro dos
parametros, indicam que o PCC est& controlado. Porém, quando ultrapassado, indica que
o alimento é inseguro.

Os limites criticos e de segurancga estédo ligados a medidas como, por exemplo,
temperatura, tempo, acidez, pH, pressao, umidade, atividade de agua, concentracéo
salina, cloro residual livre, viscosidade, preservativos, textura, aroma e peso liquido. MAPA
(BRASIL, 1998).

3.2.4 Aplicagdo do Principio 4

Os procedimentos de monitoramento séo realizados com o objetivo de evitar perdas
no controle do PCC o mais rapido possivel, para que haja tempo suficiente para as agbes
corretivas serem colocadas em pratica antes dos alimentos serem vendidos ou distribuidos.

3.2.5 Aplicacéo do Principio 5

Este principio é conhecido como a etapa de Estabelecimento de A¢des Corretivas.
Conforme o Programa de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (2012, p. 57)
“A acéo corretiva devera ser imediatamente realizada apés um desvio (exemplo: valor
medido esta fora do limite critico) e ele deverd ser corrigido para que o perigo retorne
a ser controlado.” A portaria N° 46 do MAPA (BRASIL, 1998) cita alguns exemplos de
acoes corretivas especificas, como recalibrar equipamentos, rejeitar a matéria-prima ou até

mesmo reprocessar.

3.2.6 Aplicacdo Principio 6

O sexto principio é a etapa de estabelecimento de documentagdes, aqui o Programa
de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (Silveira, Dutra. 2012, p. 59) determina
que “todos os dados e informacgdes obtidos durante os procedimentos de observacgéo,
anotacao, deverdo ser registrados e arquivados em formularios préprios, devidamente
padronizados para cada estabelecimento.”

3.2.7 Aplicacao do Principio 7

O sétimo e ultimo dos principios é o procedimento de verificagéo, e esta etapa possui
dois objetivos. O primeiro é organizar as informacdes transformando-as em relatérios,
graficos ou tabelas para a uma melhor leitura, os resultados desses relatérios poderédo
resultar em uma reformulagéo do plano APPCC. O segundo objetivo € monitorar o plano
APPCC para revisao dos PCCs, dos LCs e das agdes corretivas.
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3.3 Importancia para a logistica

Segundo Lacerda (2002“Usualmente pensamos em logistica como o gerenciamento
do fluxo de materiais do seu ponto de aquisicéo até o seu ponto de consumo [...] (LACERDA
LEONARDO, Rio de Janeiro: COPPEAD/UFRJ 6, 2002.)

O sistema tem um grande impacto na logistica, por abranger desde a area de
coleta e sele¢do dos insumos, até a entrega ao consumidor final, isso a coloca em lugar de
grande importancia e destaque para o desenvolvimento continuo da aplicacao do APPCC.
A implementacdo do sistema na empresa traz redugdo de custos, pois prevé possiveis
gargalos no processo produtivo, o que evita desperdicios de matéria-prima e que haja
gastos na repeticdo de um mesmo processo. Ja na atividade de movimentacéo, seja ela
interna ou externa, a utilizagdo da ferramenta auxilia na manutencdo da integridade do
produto, para que ndo sejam prejudiciais a nenhuma das partes envolvidas, sejam elas

empresas ou clientes.

41 CONCLUSOES

Aimplementacéo do sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle em
empresas alimenticias € fundamental para garantir a seguranca e qualidade dos alimentos,
através da analise e controle de todo o processo produtivo. Por conseguinte, séo elevados
os niveis de satisfacéo dos consumidores, cada vez mais informados e exigentes.

A ferramenta esta rapidamente se tornando um instrumento necessario no ramo
alimenticio ja que gera maior posicionamento e competitividade em meio ao mercado, pois
0 sistema vem com a proposta objetiva e eficaz de minimizar quais quer erros na cadeia de
producdo. A empresa que adota o APPCC e obtém a certificagdo transmite confianca aos
clientes, por saberem que ali serd encontrado um produto seguro e qualificado.

Foi visto que esse sistema de gestdo vem acompanhado de outros pré-requisitos
essenciais como o POP, MRA e a ISO 22000, que o auxiliam na realizacdo de resultados
completos e eficazes.

A anadlise realizada na empresa em questdo, com o auxilio integral do sistema

APPCC, pode ser feita, com algumas adequacoes, em diferentes produtoras de sorvetes.
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RESUMO: O pescado € um alimento importante
na dieta de inUmeros grupos populacionais. A
andlise do comportamento do consumidor de
pescado deve ser feita com base nos fatores
que influenciam a conduta da compra, tais
como fatores pessoais e socioculturais. O
presente estudo foi realizado em marco de
2015 no municipio de Turiagu, litoral ocidental
do Maranhao, teve como objetivo efetuar uma
analise socioeconémica dos consumidores de
pescado da localidade supracitada. Os dados da
pesquisa foram obtidos por meio da aplicagéo
de questionarios elaborados pelos autores.
Esses foram aplicados através de entrevistas
realizadas com 245 individuos que se declararam
consumidores de pescado. Os resultados do perfil
socioeconémico dos consumidores mostraram
que 60% dos entrevistados eram do sexo
feminino. Verificou-se que 38% tinha idade entre
26 e 35 anos, 39% possuiam apenas 0 ensino
fundamental e 60% da populagdo estudada
possuia menos de 1 salario minimo por més.
Quanto a ocupacédo a profissdo predominante
foi “pescador” (42%), no entanto, 45% do publico
afirmou ser pertencente a categoria “outra
ocupacgdo”, dentre essas profissbes estdo os
lojistas, servidores publicos, representantes
comerciais e lavradores, respectivamente. Com
base nos resultados obtidos pode-se concluir
que o publico objeto da pesquisa &€ composto
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majoritariamente por mulheres, com a predominancia de pessoas jovens, exercem o oficio
de pescador, possuem baixa renda e baixo nivel de escolaridade.
PALAVRAS-CHAVE: Inquéritos e Questionarios, Percepcao Social, Consumo de Alimentos.

SOCIOECONOMIC ANALYSIS OF THE FISH CONSUMER IN THE
MUNICIPALITY OF TURIACU, WESTERN COAST OF MARANHAO
ABSTRACT: Fish is an important food in the diet of countless population groups. The analysis
of the behavior of the consumer of fish must be made based on the factors that influence the
conduct of the purchase, such as personal and socio-cultural factors. The present study was
carried out in March 2015 in the municipality of Turiagu, western coast of Maranh&o, and
aimed to carry out a socioeconomic analysis of fish consumers in the aforementioned location.
The research data were obtained through the application of questionnaires prepared by the
authors. These were applied through interviews with 245 individuals who declared themselves
to be fish consumers. The results of the socioeconomic profile of consumers showed that 60%
of respondents were female. It was found that 38% were aged between 26 and 35 years, 39%
had only elementary education and 60% of the population studied had less than 1 minimum
wage per month. Regarding occupation, the predominant profession was “fisherman” (42%),
however, 45% of the public stated that they belong to the “other occupation” category, among
these professions are shopkeepers, civil servants, commercial representatives and farmers,
respectively. Based on the results obtained, it can be concluded that the public object of
the research is composed mainly of women, with the predominance of young people, who
exercise the profession of fisherman, have low income and low level of education.
KEYWORDS: Surveys and Questionnaires, Social Perception, Food Consumption.

11 INTRODUCAO

No Brasil, h4d uma grande disponibilidade de recursos hidricos para incrementar
a producéo de pescado. Essa disponibilidade auxilia na producdo de peixes por meio da
aquicultura, uma das atividades agropecuérias com maior potencial de crescimento e que
possui um significativo papel socioeconémico, contribuindo para a geragao de emprego e
renda em todo o pais (KIRCHNER et al., 2016).

O Brasil possui capacidade para produgéo elevada de pescado, alimento que contém
a proteina animal mais consumida no mundo (EMBRAPA, 2020). O consumo de pescado
no Brasil reflete diferengas regionais quanto ao poder aquisitivo da populagéo, quantidade
e qualidade ofertada, conservacgéo, precos, alternativas para produtos substitutos e habito
alimentar (LOPES et al., 2010).

Em nivel regional, os maiores consumidores de pescado sdo os individuos de renda
mais baixa, na regi@o Norte e Nordeste, isso se da devido a maior disponibilidade desse
alimento, e os de renda intermediaria, no Centro-Sul do pais (SONODA, 2006; SARTORI,
AMANCIO, 2012).
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Estima-se que o consumo desse alimento representa cerca de 17% da ingestdo de
proteina animal (BRASIL, 2013; EMBRAPA, 2020). Apesar do grande potencial econdmico
e das vantagens oriundas desse tipo de alimentacéo, ainda existe um consumo abaixo do
que é recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude (12kg/habitante/ano), isso se da
devido a alguns fatores como, o custo elevado, baixa oferta de peixes no mercado e nivel
de renda do consumidor (LOPES, OLIVEIRA, RAMOS, 2016; FORNARI et al., 2017).

O comportamento dos consumidores e os habitos alimentares da populacéo estdo
passando por mudancas em consequéncia da intensificacdo do trabalho feminino, da
busca por uma alimentagdo mais saudavel, da globalizagdo e da urbanizagdo. Dessa
forma, a tendéncia dos consumidores é buscar alimentos mais saudaveis, inclusive aqueles
funcionais e livres de colesterol, como também alimentos com maior praticidade no preparo
e mais baratos (PINTO et al., 2011; LELIS, TEIXEIRA E SILVA, 2012).

No Brasil, o universo de consumidores de pescado divide-se em dois polos distintos:
a populagéo de baixa renda, que habita regides ribeirinhas e litoraneas, e a de alta renda,
que tem no pescado um alimento alternativo considerado como diet, soft ou light, o qual
permite manter uma dieta rica em nutrientes e com baixos indices cal6ricos (GERMANO,
GERMANO, 2011; SILVA et al., 2012).

Na regido Nordeste do Brasil, o Maranhdo destaca-se como um dos maiores
produtores de pescado. Em 2014, a producdo de pescado no estado foi de 17.717
toneladas, o que o levou a ser considerado o segundo maior produtor da regido
(INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2014b). No municipio de
Turiagu, localizado no estado, a pesca é uma das principais fontes de renda, tendo grande
relevancia para o cenario econémico local (CORREIA FILHO et al., 2011). Desse modo, o
objetivo do estudo foi realizar uma analise socioecondmica dos consumidores de pescado
do municipio de Turiagu, Maranhéo, Brasil.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo

O presente estudo foi desenvolvido no municipio de Turiagu, localizado na
mesorregido oeste maranhense dentro da microrregido do Gurupi (SERVICO GEOLOGICO
DO BRASIL, 2011). Tal localidade possui 33.933 habitantes e uma area territorial de
2.578,497 km?, limita-se ao norte com o oceano Atlantico, ao sul com Turilandia, ao leste
com Bacuri e ao oeste com Godofredo Viana (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA
E ESTATISTICA, 2014a).
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Fonte: Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica, 2014

2.2 Coleta de dados

O levantamento de dados foi efetuado em margo de 2015, por meio da aplicacdo
de questionarios de elaboracdo propria. Esses foram aplicados através de entrevistas
realizadas com individuos que se declararam consumidores de pescado, 0s quais
possuiam faixa etaria entre 18 e 75 anos e eram de ambos 0s sexos, todos habitantes do
municipio supracitado. A abordagem dos entrevistados foi feita de forma aleatéria, sendo
sua participacdo mediante a assinatura prévia de um termo de consentimento, livre e
esclarecido.

Para a elaboracdo dos questionarios, efetuou-se uma revisdo bibliografica
priorizando-se informagdes sobre o perfil socioeconémico do consumidor de pescado. Os
questionarios continham seis indagagdes objetivas, sendo a Gltima com enfoque também
subjetivo.

Para a obtencdo do numero de questionarios a serem aplicados (amostra
representativa), utilizou-se um calculo estatistico (Equacao 1), com intervalo de confianca
de 95%, considerando a proporgédo de ocorréncia de 80% e de n&do ocorréncia de 20%
para uma populacao finita (33.933 habitantes) admitindo margem de erro maxima de 5%
(SAMARA, BARROS, 2002).

az*p*q*N

n= —ez*(N_1)+az*p*q Equacéo 1

Onde:
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n= amostra calculada

o= nivel de confianga

p= proporc¢éo de ocorréncia da variavel em estudo na populagéo

g= propor¢éo de néo ocorréncia da variavel em estudo na populagcéo

N= populacao

e= erro maximo admitido

A partir desse calculo encontrou-se n = 245. Com o intuito de complementar o
estudo, paralelamente a aplicagéo dos questionarios foram obtidas informagdes por meio
de observacoes diretas e dialogos com os entrevistados.

2.3 Analise dos dados

Os dados coletados foram digitados em planilhas eletrdnicas do programa Microsoft
Office Excel 2007 e a partir da andlise dos dados foi elaborada uma tabela para apresentar
os resultados obtidos na pesquisa.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na tabela abaixo, estdo listadas as caracteristicas socioeconbmicas da amostra
estudada.

Populacao
Caracteristicas socioeconomicas
Ne 1 %
Total da amostra 245 100%
Sexo
Masculino 99 40%
Feminino 146 60%
Estado civil
Solteiro (a) 91 37%
Casado (a) 154 63%
Idade (anos)
18-25 51 21%
26-35 92 38%
36-45 40 16%
46-55 24 10%
>55 38 16%
Nivel de escolaridade
Analfabeto 6 2%
Ensino fundamental 96 39%
Nivel médio completo 85 35%
Nivel médio incompleto 30 12%
Nivel superior 28 1%

Tabela 1 - Caracteristicas socioeconémicas dos consumidores de pescado do municipio de
Turiagu, MA, 2015 (n=245)

1. NUmero de entrevistados
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Do total de 245 entrevistados, foi observado que o maior percentual correspondeu
ao sexo feminino (60%), conforme a Tab. 1. Esse resultado foi similar ao encontrado nos
estudos de Melo (2018) e Pereira e Elias (2021), no qual 65% e 54,46%, respectivamente,
da populagéo pesquisada era do género feminino.

Melo (2018) acredita que essa porcentagem maior do publico feminino pode estar
relacionada com a questao populacional, além do que, nos dias atuais, a mulher continua
possuindo um papel notavel sendo a principal responsavel pela escolha e aquisicéo de
alimentos que fardo parte do cardapio alimentar diario da familia, regulando e definindo o
que ira ser submetido ao consumo familiar.

No presente estudo, o estado civil dominante foi casado (63% da populagdo
estudada). Porém, Medeiros Filho, Falcédo e Barros (2018) encontraram resultado diferente,
onde somente 21,8% do publico entrevistado era casado. Diante dos resultados anteriores
da presente pesquisa, verificou-se a prevaléncia de mulheres casadas na amostra estudada.

Com relagédo a faixa etaria, a maioria dos entrevistados respondeu ter entre 26 e 35
anos (Tab. 1). Além disso, por meio dos dialogos efetuados, os entrevistados afirmaram que
possuem o habito de consumir pescado desde a infancia. Esse resultado foi semelhante ao
encontrado nos estudos de Lopes et al. (2020), onde a maioria dos entrevistados respondeu
ter entre 29 e 39 anos de idade. Porém, Xavier, Peixoto e Franque (2013) obtiveram
resultados divergentes, visto que o maior nUmero de consumidores possuia idade acima
de 56 anos.

Arespeito do nivel de escolaridade, observou-se prevaléncia do ensino fundamental
(TAB 1). Semelhante resultado foi apontado por Silva e Oliveira (2017), onde 43% de
seus entrevistados concluiram no maximo o ensino fundamental mostrando que o baixo
grau de escolaridade tal qual nesta pesquisa & predominante. Meireles et al. (2017) ao
entrevistarem pescadores em uma comunidade pesqueira observou que 69,24% dos
entrevistados possuem o ensino fundamental, seguido de n@o escolarizados (25,64%) e
somente 5,12% concluiram o ensino médio.

Os dados referentes a renda familiar dos consumidores de pescado estao expressos

na Figura 2.
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= < 1 salario minimo =1 a 2 salarios minimos = > 2 salarios minimos

Figura 2- Dado socioecondmico: renda familiar dos consumidores de pescado do municipio de
Turiagu, MA, 2015 (n=245)

A renda familiar dos entrevistados foi baseada no salario vigente do ano de 2015
(R$788), a maioria dos entrevistados afirmou dispor de menos de um salario minimo por
més. Brabo et al. (2018) ao analisarem dois municipios da regido amazénica do Brasil,
observaram que em ambos 0s municipios 0s consumidores de pescado possuem um baixo
poder aquisitivo, variando entre inferior a um salario minimo e dois salarios minimos.

Dados diferentes foram encontrados por Tavares et al. (2013) em Belo Horizonte MG,
no qual a predominéncia foi de um a quatro salarios minimos, a discrepancia nos resultados
entre as pesquisas pode ser justificada pelo fato de que os estudos foram realizados em
regides geograficas com problematicas econdmicas e sociais distintas. A renda declarada
pelos consumidores entrevistados nesta pesquisa é proveniente da pesca e de programas
sociais do governo Federal, tal como o seguro defeso.

Os dados relativos a ocupacdo dos entrevistados da localidade analisada estédo
apresentados na Figura 3.

9%

m-

m Qutras ®Pescador Dona de casa mEstudante

FIGURA 3- Dado socioeconémico: ocupagdo dos entrevistados do municipio de Turiagu, MA,
2015 (n=245)
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Ao serem questionados acerca da ocupacgdo, observou-se que a categoria “outra
ocupacao” foi majoritaria entre os entrevistados. Os outros oficios que foram citados
pelos consumidores, em ordem crescente, foram: lojista, servidor publico, representante
comercial e lavrador. A profissdo “pescador” foi predominante entre os consumidores de
pescado da regido, isso se justifica pelo fato de o municipio analisado possuir elevado
potencial pesqueiro, sendo que a pesca exerce notoria influéncia na vida das pessoas e
consequentemente na economia local.

Xavier, Peixoto e Franque (2013) encontraram “donas de casa” como a ocupacgéo
majoritaria com 24% do total de 142 consumidores, ressalta-se que foram oito profissdes
avaliadas pelos autores. Brabo, et al. (2018) por sua vez observaram que os consumidores
entrevistados em sua maioria apresentaram a agricultura como principal ocupacéao.

Alguns estudos tém sugerido associacdo entre a escolaridade e a ocupacgéo tanto
do consumidor de pescado quanto do pescador. De acordo com Meireles et al. (2017),
em sua pesquisa com pescadores 0s mesmos observaram que 48,71% dos entrevistados
declararam viver exclusivamente da pesca. Visto que, a pesca foi a Unica profissdo que
Ihes foi ensinada, muitos inclusive desistiram de ir a escola pelo fato de o horario das aulas
coincidirem com o horario da atividade pesqueira ou esta demandar um grande esforgo
fisico, deixando-0s cansados para os estudos.

Essa realidade € vista principalmente em comunidades cuja pesca € a Unica forma
de obtencao de renda e principal atividade econdmica desenvolvida (PEREIRA et al, 2010;
MEIRELES et al, 2017). Tais informacdes podem justificar a baixa escolaridade prevalente
entre os entrevistados, uma vez que a ocupacao “pescador” foi predominante no presente
estudo.

41 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos, conclui- se que a populagéo analisada neste estudo
possui em geral baixa renda e baixo nivel de escolaridade, além de ser majoritariamente
jovem. A prevaléncia do sexo feminino € um dado relevante, uma vez que, como foi
abordado, as mulheres tém ocupado cada vez mais o mercado de trabalho e isso vem
influenciando nos hébitos alimentares.

O fato da maioria dos entrevistados ter como profisséo “pescador” foi um resultado
de certa forma esperado, visto que 0 municipio possui um notério poder pesqueiro na
regido. Desse modo, espera-se que os resultados encontrados auxiliem o conhecimento
acerca dos aspectos socioecondmicos dos consumidores desse tipo de alimento.
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RESUMO: A Listeria monocytogenes geralmente
€ responsavel por provocar a listeriose, que tem
como principais manifestacdes clinicas: infeccéo
inicial semelhante a um resfriado, com febre baixa,
cefaleia, calafrios e mal-estar geral, podendo
progredir para meningite, meningocefalite,
septicemia, aborto ou parto prematuro. A taxa
de mortalidade encontra-se na faixa de 20-30%
dos casos diagnosticados. Os grupos mais
susceptiveis, considerados grupos de risco,
sdo mulheres gravidas (e seus fetos), criangas,
idosos e individuos com o sistema imunologico
comprometido. No Brasil, a Resolucdo RDC
ANVISA/MS n.° 12, de 02 de janeiro de
2001 (BRASIL, 2001) estabelece os padrbes
microbioldégicos para produtos alimenticios
expostos a venda, sendo que o micro-organismo
Listeria monocytogenes deve estar ausente em
25g do alimento. A bacteriologia convencional
para a pesquisa de Listeria monocytogenes
em alimentos & complexa, envolve duas ou até
trés formas de enriquecimento das amostras e
mesmo assim, muitas vezes, tém-se resultados
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frustrados. Assim, este projeto teve o objetivo de
validar a técnica de biologia molecular tradicional
(Polymerase Chain Reaction - PCR) para
deteccédo de Listeria monocytogenes em leite
UAT (Ultra Alta Temperatura) e compara-la com
a bacteriologia convencional. Para tanto, 144
amostras de leite estéreis foram artificialmente
contaminadas com cepas padroes Listeria
monocytogenes e analisadas, sob a forma de
pool, pelas duas metodologias. Além disso, foram
preparados controles positivos e negativos. O
experimento teve quatro tempos de repeticdo e
foi conduzido em ftriplicata. Os resultados obtidos
pela metodologia da bacteriologia convencional
sd0 mais assertivos quando se quer uma analise
qualitativa e quantitativa; enquanto a técnica de
biologia molecular torna-se interessante para a
analise qualitativa, detectando a contaminagéo
pelo micro-organismo, mesmo em pequenas
quantidades. Em seguida, verificou-se a
aplicabilidade das duas técnicas propostas e
adicionou-se a metodologia PCR Real Time para
a pesquisa do micro-organismo estudado em 90
amostras de leite UAT, de 10 diferentes marcas,
oriundas do comércio regional. O experimento
teve trés tempos de repeticao e foi conduzido em
triplicata. Ao analisar as amostras, sob a forma
de 10 pool, apenas a metodologia PCR Real
Time conseguiu detectar L. monocytogenes em
uma das marcas analisadas. Assim, a biologia
molecular se torna interessante para a industria,
tanto para a liberacdo de lotes quanto para a
avaliacdo de higienizacdo em linha de producao.
PALAVRAS-CHAVE: Listeria, Leite UAT,
Microbiologia, Biologia Molecular.
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ABSTRACT: Listeria monocytogenes is usually responsible for causing listeriosis, which
has the following clinical manifestations: initial infection similar to a cold, with a low fever,
headache, chills and general malaise, and may progress to meningitis, meningocephalitis,
septicemia, abortion or parturition premature. The mortality rate is in the range of 20-30%
of diagnosed cases. The most susceptible groups, considered at-risk groups, are pregnant
women (and their fetuses), children, the elderly, and individuals with compromised immune
systems. In Brazil, Resolution RDC ANVISA / MS No. 12, of January 2, 2001 (BRAZIL, 2001)
establishes the microbiological standards for food products exposed to the sale, and the
microorganism Listeria monocytogenes should be absent in 25g of the food. Conventional
bacteriology for the detection of Listeria monocytogenes in food is complex, involves two or
even three forms of enrichment of the samples and even then, many times, frustrated results
have been obtained. The aim of this project was to validate the Polymerase Chain Reaction
(PCR) technique for the detection of Listeria monocytogenes in Ultra High Temperature (UHT)
milk and to compare it with conventional bacteriology. For this, 144 samples of sterile milk
were artificially contaminated with standard strains Listeria monocytogenes and analyzed as
a pool by the two methodologies. In addition, positive and negative controls were prepared.
The experiment had four replicate times and was conducted in triplicate. The results obtained
by the methodology of conventional bacteriology are more assertive when a qualitative and
quantitative analysis is required; the technique of molecular biology becomes interesting for
the qualitative analysis, detecting the contamination by the microorganisms, even in small
amounts. Then, the applicability of the two proposed techniques was verified and the Real
Time PCR methodology was used to investigate the microorganism studied in 90 UAT milk
samples from 10 different brands from the regional trade. The experiment has three replicate
times and was conducted in triplicate. When analyzing the samples as a pool, only the Real
Time PCR methodology was able to detect L. monocytogenes in one of the analyzed brands.
Thus, molecular biology becomes interesting for the industry, both for the batch release and
for the hygiene evaluation in the production line.

KEYWORDS: Listeria, Milk UHT, Microbiology, Molecular biology.

11 INTRODUGAO

A Listeria monocytogenes é uma bactéria em forma de bacilo curto (0,4um a 0,5um
de diametro e 0,5um a 2um de comprimento), Gram positivo, ndo esporulado presente
em alimentos, causador da doenca denominada listeriose. Apesar de pouco incidente,
€ responsavel por graves complicacbes como meningite, septicemia e casos de aborto,
apresentando um alto indice de mortalidade na populag¢éo de risco, que inclui gestantes,
recém-nascidos, idosos e imunodeficientes ou imunossuprimidos. Desde a década de 1980,
quando a doenga também foi relatada em humanos, varios estudos vém demonstrando
sua presenca no leite e derivados, inclusive no leite pasteurizado e subprodutos. O micro-
organismo apresenta crescimento em uma ampla faixa de temperatura (1°C — 45°C) e pH
(4.3 — 9.6) e tolera concentragOes salinas elevadas (= 10%), s@o méveis a temperatura
de 25°C (FRANCO; LANDGRAF, 2008; JAY, 2005). Atualmente, sdo conhecidas seis
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espécies: L. monocytogenes, L. innocua, L. welshimeri, L. seeligeri, L. grayi e L. ivanovii.
Sendo que entre as seis espécies conhecidas, somente a L. monocytogenes é considerada
patogénica para seres humanos. A listeriose € uma doencga caracterizada por um conjunto
de fatores causados pela bactéria Listeria monocytogenes como a septicemia, meningite,
encefalite e infeccdo cervical ou intra-uterina. Normalmente, ndo € diagnosticada devido
a caracteristica de ser assintomatica, sendo entdo, subnotificada (FRANCO; LANDGRAF,
2008; JAY, 2005). O principal reservatoério deste micro-organismo é o solo, lodo, forragem
e 4gua, estando associada a queijos, leite, carnes, peixes, frutos do mar, entre outros; o
que justifica o principal modo de transmisséo, a ingestdo de leite contaminado, queijos,
agua, frutos do mar, legumes crus, dentre outros alimentos, e assim, por esse motivo &
considerada uma Doencga Transmissivel por Alimento (DTA), (FRANCO; LANDGRAF, 2008;
JAY, 2005).

A listeriose ficou em evidéncia na década de 1980, como zoonose transmitida por
alimentos, depois de varias ocorréncias na Ameérica do Norte e na Europa. No entanto, desde
1929 a L. monocytogene ja era conhecida como agente da listeriose (LINNAN et al., 1988).
Principalmente em paises industrializados, a ocorréncia de listeriose de origem alimentar
€ relatada, ja em paises em desenvolvimento, ha poucos, ou nenhum relato. Em relagéo
a estes dados, ndo se pode afirmar que ndo existem sistemas de pesquisa e informacéo
ou se existem diferentes taxas de exposicdo, habitos alimentares e susceptibilidade do
hospedeiro ao micro-organismo. No Brasil, as informagdes sobre Doencas Transmitidas
por Alimentos (DTA) séo bastante escassas. Um estudo realizado no Estado do Parana,
revelou que no ano de 2000 foram gastos pelo governo cerca de 2 milhdes de reais,
somente em internacdes devido as DTA. (AMSON, 2006). A Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) adota a Resolugdo RDC n° 12 de janeiro de 2001 que estabelece a
auséncia do patdégeno L. monocytogenes em 25 g de amostra de alimento (BRASIL, 2011).

O método utilizado para identificagdo do micro-organismo L. monocytogenes, é a
cultura, baseada em pré-enriquecimento seletivo, enriquecimento e plagueamento. Isto é
seguido pela caracterizacdo de Listeria sp, usando morfologia de coldnia, fermentacéo
de agucar e propriedades hemoliticas. Embora um resultado negativo pelo método
microbiolégico convencional possa ser confirmado em torno de 4 dias, o tempo para um
resultado positivo é geralmente de 5 a 7 dias a partir da coleta da amostra. No entanto, como
nao é viavel para a industria manter produtos alimenticios por 7 dias antes da distribuicéo,
torna-se necessario o aprimoramento de métodos mais rapidos para a detecgédo de L.
monocytogenes (JANZTEN et al., 2006).

Visando reduzir o tempo de espera € o erro na identificagéo bacteriana convencional,
métodos moleculares estdo auxiliando e até mesmo substituindo alguns métodos
convencionais, no monitoramento da fabricagéo de alimentos de origem animal (ANDRADE
et al., 2010). Pode-se destacar a Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR), pela precisdo

e rapidez. A PCR vem sendo utilizada tanto na identificagcdo de L. monocytogenes quanto
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de diversos outros micro-organismos no controle microbiologico de alimentos (KIM et al.,
2014).

Avalidacéao entre o método convencional e a técnica de PCR, se faz muito necessaria,
pois toda vez que o micro-organismo € detectado pela biologia molecular, o resultado deve
ser confirmado pela metodologia convencional para atender as exigéncias do Ministério da
Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (BRASIL, 2016).

A finalidade deste estudo, foi estudar principalmente a metodologia microbiologica
convencional e abiologia molecular para deteccéo e quantificagédo de Listeria monocytogenes
em leite UAT (Ultra Alta Temperatura).

21 MATERIAL E METODOS

O experimento foi instalado e conduzido nos Laboratérios de Microbiologia de
Alimentos e de Biologia Molecular da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL — Alfenas
— MG, realizando-se analise comparativa entre as metodologias microbiologicas oficiais
para a deteccéo de Listeria monocytogenes e a Biologia Molecular.

Foram empregadas trés cepas padrao de L. monocytogenes (CLIST 2035 Sv.: 1/2a,
CLIST 2037 Sv.: 4a, CLIST 2045 Sv.:4b), todas cedidas pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz).

Foram contaminadas artificialmente 144 amostras de leite Ultra Alta temperatura
(UAT), todos da mesma marca, com trés cepas padrbes do micro-organismo L.
monocytogenes (Cepas: CLIST 2035 Sv.: 1/2a, CLIST 2037 Sv.: 4a, CLIST 2045 Sv.:4b).
Para cada etapa do experimento, foram empregadas 36 amostras, analisadas sob a forma
de 9 pool, sendo trés pools de cada cepa utilizada. Além dos pools, suspensdes das trés
cepas (controle positivo) e o leite sem contaminacgéo artificial (controle negativo) foram
analisados em triplicata nos quatro tempos de repeticéo.

O experimento tanto pela Bacteriologia Convencional e Biologia Molecular foram
realizados do mesmo modo, com a Unica diferenca que pela Bacteriologia Convencional
realizou-se a fortificagcéo.

Posteriormente, foram analisadas 90 amostras de Leite UAT, de 10 diferentes marcas,
adquiridas no comércio regional do Sul de Minas Gerais, para verificar a aplicabilidade das
metodologias: Bacteriologia Convencional, PCR tradicional (Polymerase Chain Reaction —
PCR) e PCR em tempo real (Real Time).

Pela metodologia microbiolégica oficial, as amostras sofreram enriquecimento
primario e secundario. Para o enriquecimento primario foram utilizados 25 ml das amostras
de leite contaminadas para 225 ml de Caldo LEB (Listeria Enrichment Broth); na sequéncia,
o conjunto foi homogeneizado e incubado a 30°C por 24 h, para o enriquecimento primario.
Apods esse periodo, foi realizado o plaqueamento em superficie, nos meios Agar Oxford
(OXA) e Agar PALCAM, que foram incubados em microanaerobiose a 35°C por 24-48h. As
colénias suspeitas foram submetidas a testes bioquimicos (SILVA et al., 2010).

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 3 m



Ap6s o periodo de incubacdo do enriquecimento primario, foi realizado o
enriquecimento secundario, transferindo 1 ml do mesmo, para o caldo Fraser, que
foi incubado a 30°C por 24-48h e posteriormente, repicado para o OXA e PALCAM; na
sequéncia, realizaram-se as provas bioquimicas.

A Identificagdo bioquimica das colénias suspeitas de Listeria monocytogenes foi
feita a partir do crescimento em Caldo Triptosado, 37°C/24h. Os testes bioquimicos usados
foram:

a) Teste de catalase. b) Teste de Motilidade. c) Reacdo de Agar Triplice Aclcar Ferro
(TSI). d) Teste de verificagdo de hemdlise. e) Teste de CAMP. f) Teste de fermentacdo da
xilose, raminose, manitol, glicose.

A metodologia da biologia molecular tradicional (Polymerase Chain Reaction - PCR)
foi realizada em duas etapas: extracdo e identificacdo, conforme proposto por Bansal
(1996) e Nayak et al., (2015).

Foram coletadas amostras de 1 ml de leite integral contaminado com Listeria
monocytogenes para a extracdo de material genético, bem como de todos os controles
positivos e negativos.

Todas as amostras e controles foram processadas e os materiais genéticos extraidos
pelo Purelink Genomic DNA kit (Invitrogen) de acordo com as instru¢des do fabricante.
As amostras de DNA foram quantificadas no Nanodrop ND2000 (Thermo Scientific) e
estocadas a -20°C.

Para o PCR convencional e escolha dos iniciadores, as amplificacbes foram
realizadas, utilizando um kit comercial (GoTaq®Green Master Mix ou DreamTaq PCR
Master Mix) contendo 2 corantes (azul e amarelo) que permitem monitorar o progresso das
amostras e controles durante a eletroforese. Cada 12,5 ml do “mix” contém 1 unidade de
Taq DNA polimerase em 10mM Tris-HCI, pH 8.5; 50mM KCI; 1.5 mM MgCI2 e 200 mM de
cada um dos desoxinucleotideos trifosfatados (dATP, dGTP, dCTP, dTTP). Cada reacgéo foi
realizada adicionando-se 5ul do DNA alvo e 50 pmol de cada marcador molecular em um
volume final de 25ul. A detecgado do DNA especifico de Listeria monocytogenes foi realizada
pela PCR tradicional com a utilizagdo do par de iniciadores LF (CAA ACG TTA ACA ACG
CAG TA) e LR (TCC AGA GTG ATC GAT GTT AA), desenhados a partir da sequéncia do
gene da Listeriolisina O, que amplificam uma sequéncia de 750 pares de bases (BANSAL,
1996). As amplificagbes foram realizadas utilizando um termociclador ABI StepOne Real
Time PCR System (Applied Biosystems) e consistem em um ciclo inicial de desnaturacéo
de 2 minutos a 95°C e uma segunda etapa com 35 ciclos de desnaturagédo a 95°C por 15
segundos; anelamento a 60°C por 30 segundos e extenséo a 72°C por 30 segundos. ApOs
estas etapas, o processo é finalizado por um ciclo final de extensdo de 10 minutos a 72° C.

Foram adotadas medidas de controle em todas as etapas da reag&o. Para cada
conjunto de reagdes, foram adicionados dois controles negativos, um contendo apenas
agua destilada e outro com DNA extraido de amostra sabidamente negativa para L.
monocytogenes; e um controle positivo, extraido a partir de cultura.
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Para a eletroforese em gel de agarose, os produtos amplificados foram analisados
em gel de agarose a 2% em TBE (0,045M de Tris-Borato; 0,001M EDTA) com 0,05 pl/ml
de brometo de etidio e separados por um sistema de eletroforese horizontal numa cuba
contendo o mesmo tamp&o. Os géis foram visualizados, e as imagens adquiridas em um
sistema de aquisicdo de imagens (Gel Image and Documentation (BioSystematica). O
tamanho dos fragmentos foi comparado com um padréo de 100 pares de base.

Os dados obtidos foram analisados a partir do teste de independéncia Qui-Quadrado,
para comparagao se existe associacao entre as respostas e o género dos participantes da
pesquisa. Para isso, foram montadas tabelas de contingéncia com perguntas para avaliar
se houve associacdo entre as respostas, por exemplo, se os métodos detectavam de
maneira semelhante a presenga/auséncia da bactéria e também se acertavam/erravam o
resultado, por meio do teste estatistico acima citado, fundamentado na comparacéo das
frequéncias absolutas observadas com as frequéncias absolutas que se teriam no caso de

independéncia entre as variaveis.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

E possivel observar na Figura 1, o crescimento de col6nias pretas sugestivas de
Listeria monocytogenes nos meios de cultura OXA e PALCAM oriundas de amostras de
leite artificialmente contaminadas com cepas padrdes. Com os contaminantes presentes
nos cultivos, foi possivel a identificagcdo bioquimica das colénias suspeitas de Listeria
monocytogenes pela bacteriologia convencional.

Figura 1 - Colénias pretas sugestivas de Listeria monocytogenes nos meios de cultura OXA e
PALCAM oriundas de amostras de leite, artificialmente contaminadas

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Na Figura 2, observa-se os diferentes fatores de viruléncia detectados, utilizando a
PCR convencional. Este tipo de resultado, de grande relevancia na esfera da infectologia,
permite avaliar no segmento de DNA pesquisado, uma sequéncia génica presente
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exclusivamente em um determinado ser vivo de outra espécie, seja este um virus ou
bactéria, denotando assim, a sua presenga anémala.

Figura 2 - Gel de agarose contendo amostras de DNA amplificado de L. monocytogenes
oriundas de leite contaminado artificialmente para reagdo de PCR especifico para Listeria
monocytogenes

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A analise comparativa entre a bacteriologia convencional (a) e biologia molecular
PCR tradicional (b), pode ser observada na Figura 3. Avaliando a diferenca entre os
métodos (FIGURA 3a), constata-se que era esperado para bacteriologia convencional na
cepa um, doze acertos, no entanto, obteve-se a ocorréncia de apenas 10 acertos. Amesma
observacgéo pode ser feita para cepa 2 e 3, entre a biologia molecular (PCR) e bacteriologia
convencional, respectivamente. Logo, os métodos acertaram menos do que o esperado.

O teste de hipdteses de Qui Quadrado (QQ) que se destina a encontrar um valor da
dispersao para duas variaveis nominais, avaliando a associagdo existente entre variaveis
qualitativas, obteve valor de 5,5 (Figura 3.a). Sabe-se que o valor 3,841 delimita 5% do
teste. Este € o valor critico de Qui Quadrado, que aceita a hipétese nula, nao ocorrendo
associacao entre os grupos, ou, a hipétese alternativa, ocorrendo associacao entre os
grupos.

E importante ressaltar que, quando as frequéncias observadas sdo muito préximas
as esperadas, o valor de QQ é pequeno, menor que 3,841. Mas, quando as divergéncias
s@o grandes entre a frequéncia observada e esperada, consequentemente QQ assume
valores altos, acima de 3,841, rejeitando a hip6tese de igualdade estatistica entre os
nuameros observados e esperados, ou seja, admite-se que os desvios sao significativos.

Na Figura 3b e 3d, os valores de QQ foram de 0,4 e 2,2. Esses valores denotam
hipétese de igualdade estatistica entre os niUmeros observados e esperados, admite-se que

os desvios n&o séo significativos, ndo ocorrendo associa¢do entre os grupos observados.
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Figura 3 - Andlise comparativa entre as metodologias bacteriologia convencional (A) e a
Biologia Molecular PCR Tradicional (B), para auséncia (acerto) e presenca (erro) de Listeria
monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado (QQ), para as diferentes interacdes

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Para as interagdes entre bacteriologia convencional (A) e controle de cepas para
bacteriologia convencional (CA), obteve-se menores acertos e maiores erros. Os resultados
esperados eram de 32 acertos para A e 11 para CA, sendo observados 33 e 10 acertos
respectivamente (FIGURA 4a). Os erros esperados para CA era de 1, observando-se 2
erros e para A, eram de 4 esperado com 2 observados. O QQ de 0,6 entre as interagbes
denotam que néo ocorre associagao entre os grupos avaliados.

Entre a biologia molecular PCR (B) e controle das cepas para biologia molecular
PRC (CB), foram observadas a mesma interagdo com menores acertos e maiores erros,
no entanto, o QQ dessa interagéo foi de 4,2, indicando que ha associagao e ocorre desvios
entre os grupos (FIGURA 4b).
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Figura 4 - Analise comparativa entre as metodologias microbiologicas convencionais (A) e
controle de cepas para bacteriologia convencional (CA) (a) e biologia molecular PCR (B) e
controle das cepas para biologia molecular PRC (CB) (b), para auséncia (acerto) e p presenca
(erro) de Listeria monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado (QQ), para as diferentes
interacoes.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Nas analises comparativas entre todos os métodos, observou-se que ocorreu
associagdo entre os grupos, existindo diferencgas significativas entre as frequéncias, e por
conseguinte, desvios significativos entre elas, com QQ de 8,3. Houve trés erros para A
e eram esperados 8, assim como para o controle, o numero observado foi menor que o
esperado (FIGURA 5a).

Para B, o numero observado também foi menor que o esperado. No entanto, o
método controle apresentou o observado igual ao esperado (FIGURA 5).

Entre as analises comparativas de A com B, ocorreram divergéncias entre as
frequéncias esperadas e observadas, com QQ de 8,03 (FIGURA 5b). Logo, ocorre
associagdo entre os grupos de microbiologia convencional e molecular (PCR). Ao se
comparar tanto A como B, observa-se que os dois acertam mais que o esperado, contudo,

B errou mais que A.
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Figura 5 -Analise comparativa entre as metodologias microbioldgicas convencionais (A),
biologia molecular PCR (B), controle de cepas para bacteriologia convencional (CA) e
controle das cepas para biologia molecular PCR (b) (a). Andlise comparativa entre as metod
metodologias microbiolégicas convencionais (A), biologia molecular PCR (B) (b), para auséncia
(acerto) e presenca (erro) de Listeria monocytogenes e estimativa do Qui Quadrado (QQ), para
as diferentes interacoes.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

A literatura mostra que estudos comparando métodos convencionais e de PCR com
métodos bacteriologicos padrao, nem sempre foram concordantes (ALMEIDA et al., 2013).
Relatando que a PCR apresenta uma sensibilidade igual ou maior que métodos de culturas
tradicionais.

Peres et al. (2010) avaliaram a técnica de PCR como opc¢ao para reduzir o tempo
de deteccao de L. monocytogenes no leite, comparando os resultados da reacédo de PCR
com os da cultura da amostra empregando-se a metodologia padronizada tradicional. A
técnica de PCR néo foi eficiente para a detecgéo de L. monocytogenes diretamente do
caldo de enriquecimento listeria (LEB). Entretanto, foi eficiente para a identificacdo da
bactéria a partir das col6nias suspeitas em meio seletivo (Oxford e Palcam), possibilitando

sua identificacéo definitiva em apenas algumas horas.
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Peres et al., (2010) n&o detectaram L. monocytogenes pela reacao de PCR quando
realizada a partir do caldo LEB ap6s 24 horas de incubagdo oriunda de amostras de leite
cru integral ou leite desnatado pasteurizado. No entanto, ap6s 48 horas de enriquecimento
no mesmo caldo, foi possivel identificar a bactéria por PCR nas amostras oriundas de leite
desnatado, mas ndo naquelas provenientes de amostras de leite cru integral. Os melhores
resultados obtidos por Peres et al., (2010) foram quando a reagdo foi realizada com
material obtido diretamente da col6nia suspeita em meio sélido, indicando que é possivel
substituir os testes fenotipicos de identificagéo de L. monocytogenes pela técnica de PCR,
reduzindo-se entéo, o tempo de identificacdo da bactéria.

Gongalves et al., (2014), avaliando o limite de detecg¢éo da técnica de PCR para L.
monocytogenes e Salmonella spp verificaram que a técnica de PCR mostrou possuir uma
boa sensibilidade para a deteccao de Salmonella spp e L. monocytogenes.

Shalaby et al., (2011) estudaram 66 amostras clinicas e 100 amostras de alimentos,
comparando o método microbiolégico convencional de diagnostico com a PCR para detecgéo
de L. monocytogenes. Verificaram que um total de 7,6% dos isolados de L. monocytogenes
foram identificados, tanto pelo método convencional e PCR, em diferentes amostras clinicas.
No entanto, a PCR identificou 6% de L. monocytogenes isoladas de produtos alimentares
e apenas 4% dos isolados foram identificados pelo método convencional, concluindo que a
PCR é um procedimento rapido, com alta sensibilidade e especificidade, para a detecgéo e
identificacdo de L. monocytogenes a partir de amostras clinicas e de alimentos.

Nas analises dos leites UAT comerciais, observou-se que para as técnicas de
Bacteriologia convencional, PCR tradicional e PCR em tempo real, que os trés métodos
foram eficientes, nas analises dos controles positivos e negativos (TABELA 1).

Bacteriologia Convencional ~PCR Tradicional PCR RealTime

T1 T2 T3 ™ T2 T3 T1 T2 T3
Controle Negativo - - - - - - - - -
Controle Positivo Cepa 1 + + + + + + + + +
Controle Positivo Cepa 2 + + + + + + + + +
Controle Positivo Cepa 3 + + + + + + + + +

Tabela 1 - Analise e comparagéao entre as metodologias microbiolégicas convencionais, biologia
molecular PCR tradicional e biologia molecular PCR RealTime.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Nas andlises dos leites UATs comerciais, observou-se que nos poolsdas 10 amostras,
ndo houve deteccdo da bactéria Listeria monocytogenes na técnica de Bacteriologia
convencional e PCR tradicional. Ja na técnica de PCR em tempo real, o micro-organismo
foi detectado em uma das 10 amostras analisadas (TABELA 2).
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Bacteriologia Convencional ~ PCR Tradicional PCR RealTime
T T2 T3 ™ T2 T3 T1 T2 T3

Pool Amostra 1 - 1 - - - - - - - - -

Pool Amostra 1 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 1 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 2 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 2 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 2 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 3 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 4 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 4 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 4 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 5 - 1 - - - - - - + + +
Pool Amostra 5 - 2 - - - - - - + + +
Pool Amostra 5 - 3 - - - - - - + + +
Pool Amostra 6 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 6 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 6 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 7 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 7 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 7 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 8 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 9 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 9 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 9 - 3 - - - - - - - - -
Pool Amostra 10 - 1 - - - - - - - - -
Pool Amostra 10 - 2 - - - - - - - - -
Pool Amostra 10 - 3 - - - - - - - - -

Tabela 2 - Andlise e comparagédo entre as metodologias microbiolégicas convencionais, biologia

molecular PCR tradicional e biologia molecular PCR RealTime. Mostra que somente na biologia

molecular PCR RealTime, houve a detec¢do do micro-organismo, Listeria monocytogenes, nas
amostras analisadas.

Fonte: Dados da pesquisa, 2019.

Analisando as metodologias utilizadas, observou-se que, tanto nas técnicas
bacteriologia convencional quanto na biologia molecular PCR tradicional, ndo houve
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deteccao do micro-organismo. Ja na técnica de biologia molecular PCR Real Time, ocorreu
a deteccao de Listeria monocytogenes em uma das marcas analisadas. Nas analises dos
controles positivos e negativos, observou-se que houve acerto de 100% nos trés métodos
utilizados na pesquisa.

Aliteratura mostra que, estudos comparando métodos convencionais e de PCR com
métodos bacteriol6gicos padrao, nem sempre foram concordantes (ALMEIDA et al., 2013).
Relatando que a PCR apresenta uma sensibilidade igual ou maior que métodos de culturas
tradicionais.

Peres et al., (2010), avaliaram a técnica de PCR como opg¢éo para reduzir o tempo
de deteccdo de L. monocytogenes no leite, comparando os resultados da reagdo de PCR
com os da cultura da amostra, empregando-se metodologia padronizada tradicional. A
técnica de PCR néo foi eficiente para a detecgdo de L. monocytogenes diretamente do
caldo de enriquecimento listeria (LEB). Entretanto, foi eficiente para a identificacdo da
bactéria suspeita em meio seletivo (Oxford e Palcam), possibilitando sua identificagao
definitiva em apenas algumas horas.

Peres et al., (2010) ndo detectaram L. monocytogenes pela reagdo de PCR quando
realizada a partir do caldo LEB ap6s 24 horas de incubagéo, em amostras de leite cru integral
ou leite desnatado pasteurizado. No entanto, apds 48 horas de enriquecimento no mesmo
caldo, foi possivel identificar a bactéria por PCR nas amostras de leite desnatado, mas néao
nas amostras de leite cru integral. Os melhores resultados obtidos por Peres et al. (2010)
foram quando a reacgéo foi realizada com material obtido diretamente da col6nia suspeita
em meio sélido, indicando que é possivel substituir os testes fenotipicos de identificacéo de
L. monocytogenes pela técnica de PCR reduzindo-se o tempo de identificagcdo da bactéria.

Gongalves et al., (2014), avaliando o limite de deteccao da técnica de PCR, para L.
monocytogenes e Salmonella spp, demonstraram que a técnica de PCR mostrou possuir
uma boa sensibilidade para a deteccéo de Salmonella spp e L. monocytogenes.

Shalaby et al., (2011) estudaram 66 amostras clinicas e 100 amostras de alimentos,
comparando o método microbiol6égico convencional de diagnostico com a PCR para detecgéo
de L. monocytogenes. Verificaram que um total de 7,6% dos isolados de L. monocytogenes
foram identificados tanto pelo método convencional e PCR, em diferentes amostras clinicas.
No entanto, a PCR identificou 6% de L. monocytogenes isoladas de produtos alimentares
e apenas 4% dos isolados foram identificados pelo método convencional, concluindo que a
PCR é um procedimento rapido, com alta sensibilidade e especificidade, para a detecgéo e

identificacdo de L. monocytogenes a partir de amostras clinicas e de alimentos.

41 CONCLUSAO

ApOs a realizagéo e finalizagdo do primeiro experimento, observou-se que apesar
da obtencgéo de resultados mais rapidos, a Biologia Molecular tradicional, acerta menos
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que a Bacteriologia Convencional, comprovando que a Bacteriologia Convencional ainda
€ a metodologia mais assertiva para a pesquisa de Listeria monocytogenes em alimentos.

No segundo experimento, observou-se que apesar das trés técnicas acertarem
100% das analises controle, quando a pesquisa foi realizada em amostras oriundas de leite
UAT com microbiota natural, somente a metodologia da Biologia Molecular PCR Real Time
conseguiu detectar a presenca do micro-organismo pesquisado em uma das amostras
analisadas.

Os resultados obtidos, mostram a necessidade de pesquisas futuras para que novas
técnicas de PCR sejam testadas e aprimoradas para analise de Listeria monocytogenes
em alimentos.

Resultados mais rapidos em relacéo a Bacteriologia Convencional séo observados
nos métodos fundamentados em PCR.

Com a detecgdo do DNA do micro-organismo pesquisado se faz necessaria a
bacteriologia convencional, pois a PCR detecta DNA, mas né&o distingue se a bactéria esta
viavel ou néo.

O PCR Real Time mostrou-se mais sensivel e rapido para a detec¢do do micro-
organismo em relacdo ao PCR tradicional.

A biologia molecular PCR Real Time se torna interessante para a industria de
alimentos, tanto para a liberacao de lotes quanto para a avaliacéo de higienizacdo em linha
de produgéo.
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RESUMO: O objetivo do trabalho foi verificar
a capacidade adaptativa de EHEC O157:H7
ao oleo essencial de o6regano. Inicialmente, a
Concentragao Minima Bactericida (CMB) do 6leo
foi determinada e posteriormente, as células de
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EHEC foram expostas a concentracoes subletais do 6leo (CMB/4 e CMB/8). Adiante,
testadas frente a diferentes concentragdes do 6leo essencial (CMB/2 até 2CMB). Estas
foram incubadas e plaqueadas em TSA (Agar Triptona de Soja) empregando a técnica de
microgotas. As células de EHEC foram classificadas como capazes de se adaptarem
por crescerem em placas apds cultivo em presenca do 6leo em concentragcédo igual ou
maior que a CMB do 6leo (0,5% (v/v)). As células de EHEC apresentaram a capacidade
adaptativa por crescerem em concentracoes de até duas vezes o valor de CMB (1,0%),
apos expostas a CMB/8. Os resultados demonstram a necessidade de utilizagcao
adequada da concentragdo do 6leo essencial de orégano (0,5%), a fim de evitar a
adaptacéo.

PALAVRAS-CHAVE: Patégeno alimentar, plantas condimentares, segurancga alimentar.

EVALUATION OF THE ADAPTIVE CAPACITY OF ESCHERICHIA COLI
ENTEROHEMORRAGICA TO THE ESSENTIAL OIL OF OREGAN

ABSTRACT: The work aimed to verify the adaptive capacity of EHEC O157: H7 to oregano
essential oil. Initially, the Minimum Bactericidal Concentration (CMB) of the oil was determined
and later, the EHEC cells were exposed to subletal concentrations of the oil (CMB/4 and
CMB/8). Ahead, tested against different concentrations of essential oil (CMB/2 to 2CMB).
These were incubated and plated on TSA (Soy Tripton Agar) using the microdroplet technique.
EHEC cells were classified as capable of adapting by growing in plates after cultivation in
the presence of oil in a concentration equal to or greater than the oil's CMB (0.5% (v/v)).
The EHEC cells showed the adaptive capacity for growing in concentrations up to twice the
value of CMB (1.0%), after being exposed to CMB/8. The results demonstrate the need for
an adequate use of oregano essential oil concentration (0, 5%) in order to avoid adaptation.
KEYWORDS: Food pathogen, condiment plants, food security.

11 INTRODUGCAO

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae,
anaerobia facultativa pertencente a microbiota comensal intestinal normal da maior parte
dos animais e seres humanos. Apresenta-se na forma de bacilo Gram-negativo e possuem
de 1,1 a 1,5 x 2,0 a 6 um, possuem motilidade com flagelos peritriquios e capacidade de
fermentar a glicose com formacgéo de &cido e gas (HOLT, 1994).

Embora seja considerada ndo patogénica, sdo conhecidos seis sorotipos que
apresentam patogenicidade em diferentes graus. Dentre eles, a Escherichia coli
Enteroemorragica (EHEC), destaca-se por causar um sério dano renal que resulta em
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU), caracterizada por anemia hemolitica, trombocitopenia
e faléncia renal aguda que pode ser fatal (KAPER, et al., 2004).

A seguranca alimentar relacionada a saude publica tem sido considerada problema
critico e esta area tem recebido atencdo crescente nos ultimos anos. Infec¢éo alimentar
causada por E.coli, em especial por EHEC é um problema emergente em industrias

alimenticias, devido ao desenvolvimento progressivo da adaptacdo microbiana aos
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sanitizantes e conservantes utilizados. E essa capacidade das células se adptarem as
condi¢cbes ambientais inGspitas envolvem respostas fisioldgicas ao estresse relacionadas
as estratégias de sobrevivéncia e crescimento (ALIZADE et al., 2014).

O orégano (Origanum vulgare) € uma planta aromética amplamente utilizada como
condimento na culinaria e dessa é extraido o 6leo essencial. O uso de 6leos essenciais tem
sido sugerido como uma maneira de reduzir esses mecanismos de adaptagéo bacteriana
devido a complexidade desses 06leos, o que garante que eles atuem em varios alvos nas
células microbianas, porque os 6leos essenciais podem alterar a permeabilidade das células
microbianas, danificar membranas citoplasmaticas, alteram as proteinas da membrana,
interferem no sistema de geragéo de energia (trifosfato de adenosina (ATP) e interrompem
a homeostase celular, resultando em morte (NAZZARRO et al. 2013).

Ao considerar a elevada atividade antibacteriana dos O6leos essenciais, faz-
se necessario verificar a capacidade de adaptacdo bacteriana & esses antimicrobianos
naturais quando exposta & doses subletais dos mesmos a fim de garantir a seguranca
alimentar nas industrias produtoras de alimentos.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a capacidade de adaptacao
de Escherichia coli Enteroemorragica (O157:H7-INCQS:00171) frente ao componente 6leo
essencial de orégano (Origanum vulgare), utilizado como antibacteriano.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Local do experimento

As andlises microbiolégicas foram realizadas no Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos, localizado no Departamento de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal
de Lavras (UFLA).

2.2 Oleo essencial

O dleo essencial de orégano (Origanum vulgare L.) foi extraido in situ no Laborat6rio
de Fitoquimica do Departamento de Agricultura (DAG) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), conforme metodologia descrita por Souza et al. (2016). Sua composi¢éo € mostrada

na Tabela 1.
Oleo essencial Componentes majoritarios  Concentracao (%)
Carvacrol 73.11
E-Cariofileno 4.32
Orégano -
y-Terpineno 3.93
Timol 2.97

Tabela 1. Composicéo do 6leo essencial de orégano.
Fonte: Souza et al. (2016)
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2.3 Microrganismo padréao, padronizacao e preparo do inéculo

Foi utilizada a cepa de Escherichia coli Enteroemorragica (EHEC) O157:H7-
INCQS:00171, cedida pela Fundagcédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) - RJ. A cultura estoque foi
armazenada em meio de congelamento (glicerol - 15 mL; peptona bacterioldgica - 0,5 g;
extrato de levedura - 0,3 g; NaCl - 0,5 g; agua destilada 100 mL, pH 7,0). O in6culo foi
reativado inoculando-se aliquota de 100 pL da cultura estoque em tubo contendo 10 mL
de caldo Brain Heart Infusion (BHI) e incubado a 37 °C/ 24h. A padronizagéo do indculo foi
realizada mediante curva de crescimento. ApoOs a reativagao, aliquota de 50 pL do inéculo
foi transferida para 300 mL de caldo BHI e incubada a 37 °C, sendo realizadas leituras
periddicas (intervalos de uma hora) em espectrofotometro (D.0.600nm) e plaqueamento
em Agar Triptona de Soja (TSA) com incubacédo a 37 °C/24h. A cultura foi padronizada ao
redor de 10° UFC mL".

2.4 Determinacdao da concentracdo minima bactericida (CMB) do éleo
essencial de orégano sobre EHEC

A concentracdo minima bactericida do 6leo essencial foi determinada empregando-
se a técnica de microdiluicdo em caldo, em placa de poliestireno de 96 cavidades, de
acordo com o CLSI, 2015 com adaptacdes. O éleo essencial foi solubilizado em caldo BHI,
adicionado de Tween 80 (0,5%) e utilizado. Foram avaliadas as seguintes concentragoes
(%): 2,0; 1,0; 0,5; 0,25; 0,125; 0,062;0,03 e 0,015 (v/v).Aliquotas de 150 p L das solugdes
foram adicionadas nas cavidades e inoculados 10 p L da cultura padronizada. A microplaca
foi vedada e incubada a 37 °C/24h. Ap6s esse periodo, foi realizado o plaqueamento de
aliquotas da cultura em TSA e incubado a 37 °C/24h. A concentragdo minima bactericida
do Oleo essencial foi aquela onde, apés incubacédo, ndo ocorreu crescimento bacteriano
em placa. O experimento ocorreu em triplicata e trés repeticbes e foram utilizados dois
controles para o composto testado; Controle negativo, contendo BHI acrescido de 0,5% de
Tween 80 e 6leo essencial e controle positivo, contendo BHI acrescido de 0,5% de Tween
80 e indculo.

2.5 Adaptacao de EHEC ao 6leo essencial

As células de EHEC foram expostas a concentragdes subletais do éleo essencial de
orégano. As doses subletais foram determinadas com base na CMB e serdo equivalentes
a CMB/4 e CMB/8 (LUNDEN et al., 2003; SANTOS et al., 2018). Em tubos tipo Falcon
contendo 36 mL de caldo BHI acrescido de 0,5% de Tween 80 foi adicionado o 6leo
essencial nas concentragdes subletais. Ap6s homogeneizagéo, aliquotas de 4 mL de
in6culo padronizado foi adicionado ao meio e os tubos foram incubados a 37 °C/6h. Ap6s
esse periodo as culturas foram centrifugadas a 5000 xg/5 min e as células recuperadas

foram lavadas 3x com solucgéo salina e utilizadas.
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2.6 Avaliacao da Adaptacao de EHEC ao 6leo essencial

A avaliacdo da adaptacédo foi realizada conforme descrito por Lundén et al.,
(2003) e por Santos et al., (2018). As células expostas as concentracdes subletais do
antimicrobiano foram ressuspendidas em caldo BHI e a cultura foi padronizada em 108 UFC/
mL para posterior exposicédo as diferentes concentracdes do 6leo essencial (CMB/2; CMB;
1,2CMB; 1,4CMB; 1,6CMB; 1,8CMB e 2CMB) ao qual a cultura foi previamente exposta. O
ensaio foi realizado em microplacas. As microplacas foram incubadas a 37 °C/24h. Ap6s
esse periodo, aliquotas de 10 pL foram retiradas dos pocos e plaqueadas em TSA pelo
método de microgotas e encubadas a 37 °C/24h.

As células de EHEC foram classificadas como capazes de se adaptarem quando
essas cresceram em placas apds cultivo em presenca do componente em concentragbes
iguais ou maiores que a CMB. Paralelamente, o0 mesmo procedimento foi realizado com
células de EHEC nédo expostas a doses subletais, possibilitando a comparagéo entre
células expostas e ndo expostas quanto a susceptibilidade ao 6leo essencial.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Determinacdao da concentracdo minima bactericida (CMB) do éleo
essencial de orégano sobre EHEC

O resultado da determinagéo da concentracdo minima bactericida do 6leo essencial
de orégano sobre EHEC O157:H7-INCQS:00171 esta indicado através da Tabela 2.

% Oleo essencial de orégano (v/v)
Microrganismo 2 1 0,5 0,25 0,125 0,062 0,03 0,015
EHEC - - - + + + + +

Legenda: (+) Presenga de crescimento; (-) Auséncia de crescimento.

Tabela 2: Concentragdes de inibicdo do 6leo essencial de orégano para EHEC.

O resultado da concentragdo minima bactericida apresentado na Tabela 2 demonstra
a eficiéncia do 6leo essencial de orégano sobre EHEC O157:H7-INCQS:00171, visto
que este apresentou uma baixa CMB (0,5%). Estudos relatam que o 6leo essencial de
orégano é conhecido pela sua atividade antibacteriana em células plancténicas (Burt, 2004;
Oussalah et al., 2007; Bakkali et al., 2008) e esta atividade é responsavel por lesionar
a membrana plasmatica bacteriana, impossibilitando a divisdo celular e desidratando as
células (ARAUJO; LONGO, 2016).

Portanto, € uma excelente opgéo para ser utilizado como conservante alimentar.
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3.2 Avaliacao da Adaptacao de EHEC ao 6leo essencial

Os resultados da avaliagdo da adaptagédo de EHEC O157:H7-INCQS:00171 ao 6leo
essencial estdo expressos na Tabela 3.

Concentracéao Dose subletal 4 Dose subletal 1/8 Controle
0,5CMB + + +
CMB - + -
1,2CMB - + -
1,4CMB - + -
1,6CMB - + -
1,8CMB - + -
2CMB - + -

Legenda: (CMB = 0,5%) Concentracdo Minima Bactericida; (+) Presenga de crescimento; (-)
Auséncia de crescimento.

Tabela 3: Avaliagédo da adaptacéo de EHEC ao 6leo essencial.

A avaliagéo da adaptacéo foi realizada pela adicdo de % e 1/8 da concentragéo de
6leo essencial de orégano obtida no teste de CMB das células de EHEC, sendo estas 0,25
e 0,125 (%). A estirpe EHEC foi considerada capaz de se adaptar ao 6leo essencial por
crescer em concentragdes de até duas vezes o valor da CMB ap6s exposta a concentragéo
subletal (1/8) do 6leo. Ja as células ndo expostas as concentragdes subletais (controle),
ndo foram capazes de crescer em concentra¢des variando de CMB a 2CMB, crescendo
apenas em 0,5 CMB.

A busca por antimicrobianos alimentares naturais e seguros tém se intensificado.
A adaptacado bacteriana a estes agentes pode causar um impacto significante sobre a
salde humana, bem como drasticas consequéncias econdémicas (CHAPMAN, 2003). Este
fendmeno pode ocorrer em ambiente industrial com relativa facilidade devido a pratica
habitual de diluicdo de agentes e sanitizantes para fins de maior rendimento econémico,
portanto, a capacidade adaptativa de EHEC ao antimicrobiano utilizado, torna-se um fato
preocupante uma vez que cepas com maior tolerancia a agentes estressantes poderédo
sobreviver nos alimentos ou superficie de processamento, acarretando no aumento de
surtos de toxinfeccbes alimentares.

O 6leo essencial de orégano mostrou-se eficaz contra EHEC, contudo, seu uso
correto se faz necessario a fim de prevenir a adaptagdo da bactéria a este agente.

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 4 “



41 CONCLUSOES

EHEC apresentou capacidade adaptativa quando exposta a dose subletal (1/8)
do 6leo essencial de orégano, por crescer em concentragdes de até duas vezes (1%) o
valor da concentracdo minima bactericida do 6leo essencial (0,5%), concentracdo que
anteriormente era considerada bactericida. Portanto, deve-se respeitar as doses corretas
de uso do antimicrobiano.
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RESUMO: A presenca de um gestor é
fundamental para garantir a qualidade do servico
em uma Unidade de Alimentacdo e Nutricado
(UAN). Nesse sentido, o objetivo do presente
estudo foi caracterizar um gestor de UAN, bem
como, suas atividades dentro desse servico,
e também identificar percepgcbes a respeito
das competéncias gerenciais requeridas pela
empresa e as efetivas em seu trabalho enquanto
gestor. Trata-se de um estudo de campo,
descritivo, realizado em uma UAN de escola
municipal, entre marco a junho de 2018. As
informacdes de interesse, foram obtidas por meio
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de observagdes e perguntas abertas conduzidas
por uma aluna de pos-graduacgéo. Aescola atende
711 pessoas entre alunos do primeiro e segundo
seguimento do ensino fundamental e funcionarios.
Inicialmente, na auséncia de um gestor foi
observado que os colaboradores executavam as
suas atribui¢des de forma irregular, ndo seguiam
nenhuma sequéncia, consequentemente, o
servico tornava-se desorganizado e cansativo.
A inclusdo de uma gestora na UAN, promoveu
capacitacdo dos funcionarios, implementacéo
de procedimentos operacionais padronizados
(pops) e de fichas técnicas de preparos, além de
melhorar a comunicagao entre a equipe, refletindo
na qualidade do servico. Com base nessas
observagdes, concluimos que, a presenca do
gestor nessa UAN foi fundamental para instituir e
padronizar técnica que visam obter qualidade do
ponto de vista higiénico-sanitario, desde o inicio
da producéo até o produto final, assim como para
melhorar a interagéo entre a equipe.
PALAVRAS-CHAVE: Gestao,
de alimentagdo e nutricéo,
conscientizagdo.

unidade
motivacao,

ABSTRACT: The presence of a manager is
essential to ensure the quality of care in a Food
and Nutrition Units (FNU). This study aimed
to characterize a manager of an FNU, as well
as his activities within that service, and also to
identify perceptions regarding the managerial
competencies required by the company and the
effective ones in his work as a manager. This
is a descriptive observational study carried out
in a FNU of a municipal school between March
and June 2018. The information of interest was

Capitulo 5



obtained through observations and open questions conducted by a graduate student. The
school serves 711 people, including students in the first and second segments of elementary
school and employees. Initially, in the absence of a manager, it was observed that employees
performed their assignments irregularly and didn’t follow any sequence, consequently the
service became disorganized and tiring. After the arrival of a manager at the FNU, there
was training for employees, implementation of standardized operational procedures (SOP)
and technical preparation sheets, as well as improved communication between the team,
reflecting on the quality of the service. We can conclude that the presence of the manager in
this FNU was fundamental to institute and standardize techniques that aim to obtain quality
from a hygienic-sanitary point of view, from the beginning of production to the final product, as
well as to improve the interaction between the team.

KEYWORDS: Management, food and nutrition unit, motivation, awareness.

INTRODUCAO

Atualmente, encontramos muitos casos de producdo onde a rentabilidade dos
funcionarios esta em nivel decrescente por consequéncia da falta de motivagéo ou da falta
de sincronia no ambiente de trabalho (OLIVEIRA, FERREIRA, TEIXEIRA, 2020; JUSTEN,
CHILANTI, 2018). E importante citar que, o setor de servico de alimentacdo néo se faz
de forma individual, pelo contrario, existe no contexto um setor de redes humanas, que
desencadeiam as atividades dos funcionarios na maioria do tempo, de forma que equipe
e geréncia se inter-relacionam, favorecendo a produtividade dos setores de servigo, ou
seja, a motivagao de funcionarios numa Unidade de Alimentacdo e Nutricao (UAN) atua
como um fator de melhoria no desempenho dos profissionais (SANTOS, BUCCIOLI, 2019;
AVELATO, ARAUJO, 2009; BITENCOURT, 2005; TEIXEIRA, 2010).

Para obter qualidade, a UAN deve contar com um quadro de pessoal adequado
tanto do ponto de vista quantitativo como qualitativo, desenvolvendo a¢des proativas,
antecipando-se nas suas agoes, prevenindo desvios comportamentais e de desempenho
profissional que possam prejudicar a qualidade dos servicos e produtos (AMARAL,
CARNEVALE, 2008). As UANs séo formadas por um conjunto de areas e servigos
responsaveis pela producéo de refeicbes balanceadas dentro dos padrdes dietéticos e
higiénicos, visando atender as necessidades nutricionais de seus comensais, adequadas
aos recursos financeiros da unidade (DE BRITO, TORRES, 2015; ABREU et al., 2013).

Com o forte crescimento do setor de servigos, a grande concorréncia, a presenga
de doencgas transmitidas por alimentos (DTAs) e processos devido a baixa qualidade de
produtos, a qualidade de produtos e servicos passou a ser um dos objetivos a serem
alcangados pelas UANSs, a fim de promover a salde de seus usuarios e garantir seu lugar
no mercado de alimentacdo (ALVAREZ, 2019; SLACK, 2018; TEIXEIRA et al., 2010).
Desse modo, o éxito no funcionamento de uma UAN, depende da defini¢cdo clara de seus
objetivos, de sua estrutura administrativa, de suas instalacdes fisicas e recursos humanos
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e, sobretudo, da normatizacdo de todas as operacdes desenvolvidas, que devem ser
baseadas nos elementos do processo administrativo basico (TEIXEIRA et al., 2010).

Segundo Abreu (2013), o sucesso de uma organizacdo é baseado nos processos
pelo qual a mesma opera, podendo ser 0 processo administrativo o responsavel. Este
processo, pode ser definido como as varias fungbes do administrador de UAN como
um todo. O planejamento, organizagdo, dire¢cdo e controle, constituem as funcdes
administrativas. Quando visualizadas na sua abordagem total para o alcance de objetivos,
tais como, a qualidade de um servico, forma o processo administrativo. A qualidade pode
ser conceituada como uma sistematizacdo da producédo de produtos e servicos com o
intuito de assegurar um resultado econdmico das operagdes, e que atendam plenamente
a satisfacdo do consumidor, o conceito de qualidade é uma ideia antiga, porém sua gestéao
para obtencdo é recente (ABREU et al., 2013; COLARES, FREITAS, 2005). Bravo (2010)
descreve que, a gestdo de qualidade facilita o processo de mudangas organizacionais
envolvendo pessoas e criando processos que facilitem o alcance da mudanga esperada.

O engenheiro francés Henry Fayol, é considerado um dos fundadores da
administragcdo moderna. Fayol, dedicou sua vida ao estudo dessa area, e desenvolveu a
teoria da gestéo ou processo administrativo, onde segundo ele, “administracéo é baseada
em quatro principios (planejamento, organizagéo, direcao e controle). De acordo com o
autor, previséo seguida de métodos adequados de geréncia torna os resultados satisfatorios
inevitaveis, afirma ainda que, esses principios sdo universais e podem ser aplicados a
qualquer organizacao” (FAYOL, 1994).

Em se tratando de cargos gerenciais, estes exercem um papel de responsabilidade
quanto ao sucesso organizacional, uma vez que s&do os articuladores das pessoas e
resultados, atuando como canal de comunicacdo mediante a coordenacéo das atividades
de suas unidades com as demais unidades de uma organizagdo (SARTOR, ALVES, 2019;
FREITAS, ODELIUS, 2018). Uma das areas onde a atuacdo do nutricionista tem sido
frequentemente requerida, é a de producéo de refei¢cdes para atendimento ao trabalhador
da industria, do comércio e do setor de servigos (CFN, 2015; BOOG et al., 1988).

“Se tratando de uma cozinha, trabalha-se com pessoas e para pessoas. E importante
observar suas expectativas, entender suas motivagdes e necessidades, e fazer com que
seus anseios se transformem em uma experiéncia positiva” (MAXIMIANO, 2011).

“A cordialidade, o respeito, o profissionalismo e a eficiéncia sédo fatores fundamentais
na relacao entre gestores e equipe” (FONSECA, 2018).

Os trés grandes pilares do servigo de alimentac¢do séo: primeiro, 0 ambiente como
um todo, além dos aspectos fisicos, ou seja, 0 ambiente gerado por todo o conjunto humano
e fisico; segundo , o servigo deve ser adequado ao conceito do restaurante e sua proposta
de atendimento ao nicho especifico de mercado; e por Ultimo, o cardapio que precisa estar
em perfeita sintonia com todos os elementos componentes desse conceito e em sincronia
com os anseios e expectativas do publico-alvo (MANZALLI, 2010; ABREU et al., 2013).
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Desse modo, para garantir a qualidade do servico em uma UAN, é fundamental
a presenca de um gestor visando planejar, organizar e administrar corretamente toda
operagéo, alcangando menor desperdicio de tempo e recursos, aproveitando melhor a méao
de obra, reduzindo custos e evitando problemas inerentes a salude do trabalhador e de
seus comensais (NOBREGA et al., 2012; SILVA, BRASIL, 2012). Sendo assim, pesquisas
que retratam a importancia do gestor dentro de UAN para garantir o controle higiénico-
sanitario, do inicio até o final da produgéo séo fundamentais.

Nesse sentido, o objetivo do presente estudo foi caracterizar um gestor de UAN, bem
como, suas atividades exercidas dentro desse servigo, identificar percep¢des a respeito das
competéncias gerenciais requeridas pela empresa e as efetivas em seu trabalho enquanto

gestor.

MATERIAL E METODOS

Trata-se de um estudo qualitativo, de metodologia exploratoria, que utilizou
observagdes e perguntas abertas, direcionadas a funcionarios de uma UAN de uma escola
municipal, localizada em Seropédica, Rio de Janeiro. Essa escola, conta com a parceria da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), o que a diferencia das demais do
mesmo municipio.

Para obter as informacbes pertinentes ao estudo, foram realizadas visitagdes,
observacgdes e anotacgbes, visando caracterizar o funcionamento da escola, o numero total
de funcionarios e de alunos, levantamento de mudangas na cozinha, desempenho das
atividades desenvolvidas na cozinha pelos funcionarios antes e ap6s a presenca de um
gestor nessa UAN.

As visitas ocorreram entre os meses de marco a junho de 2018 nos horarios de
07:00 as 14:00 horas. Adicionalmente, foram realizadas entrevistas abertas, ou seja,
os participantes foram orientados a falar livremente a respeito da tematica proposta,
possibilitando ao pesquisador um amplo discurso acerca do tema (BONI, QUARESMA,
2005). Tanto as visitas quanto as entrevistas foram conduzidas pela p6s-graduanda. Cabe
ressaltar que, as observagdes realizadas contribuiram para complementar as informagdes
obtidas, por meio da percepcao de aspectos comportamentais (MINAYO, 2010).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a caracterizagé@o da escola, foi constatado que € uma escola municipal, mas
tem parceria com a Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, sendo administrada
por uma diretora da universidade e uma subdiretora da prefeitura. Observou-se que a
gestao e democratica, partindo da premissa de que todos sdo importantes, por isso devem
ser ouvidos e respeitados. E um modelo de trabalho mais colaborativo, que depende do

empenho conjunto para alcangar 6timos resultados. Nesse caso, 0 mais comum é ouvir
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frases do tipo “ndo se gerencia pessoas, se gerencia com pessoas”’. E um tipo mais
equilibrado no qual todos colaboram para chegar a um denominador comum. O dificil &
achar o ponto de equilibrio ideal para o empreendimento.

A escola atende ao primeiro e segundo seguimento do ensino fundamental, sendo
350 do primeiro e 240 do segundo seguimento, 53 professores, 48 funcionarios sendo que,
8 pertence a universidade e 21 a prefeitura Municipal de Seropédica, também conta com a
ajuda dos terceirizados, sendo 15 pagos pela universidade e 4 pela prefeitura, totalizando
691 pessoas. Adicionalmente, ha colaboracao de 20 estagiarios distribuidos em todos os

setores da escola (Tabela 1).

Funcéao Numero de pessoas
Alunos do 1° segmento 350

Alunos do 2° segmento 240

Professores 53

Outras funcoes 48

Estagiarios 20

Total 711

Tabela 1. Caracterizagéo da escola.

Observou se que a cozinha haviam dois funcionarios da universidade, 01 cozinheiro
e 01 técnico, além de 08 merendeiras do quadro da prefeitura. O horario de funcionamento
da cozinha era integral (das 07:00 as 17:00 horas), sendo servido desjejum, almoco e
lanche, o que diferencia essa escola das demais do mesmo municipio, pois € a Unica
que atende horario integral. Durante a permanéncia da pés-graduanda, foi visto que néo
havia nenhum profissional que gerenciasse, comandasse e fiscaliza se as atividades
desenvolvidas na cozinha, na qual foi observado que, os colaboradores executavam as
suas atribuicbes de forma irregular ndo seguiam nenhuma sequéncia, consequentemente
0 servigo tornava se desorganizado e cansativo. Para Teixeira et al. (2010), o éxito no
funcionamento de uma unidade de alimentacdo e nutricdo, depende da definicdo clara
de seus objetivos, de sua estrutura administrativa, de suas instalagdes fisicas e recursos
humanos e, sobretudo da normatizacao de todas as operacgdes desenvolvidas, que devem
ser baseadas nos elementos do processo administrativo basico, preconizado por Fayol.

Quanto a execucgéo do cardapio, os mesmos ja elaborados pela prefeitura, observou
se que os colaboradores executavam de qualquer maneira, ndo aplicando as técnicas
de pré-preparo, preparo e cocgédo, as Boas Praticas de Fabricagdo (BPFs) de acordo
com a RDC 216 de 2004, ndo eram aplicadas tdo pouco os procedimentos operacionais
padronizados (POPs) (BRASIL, 2004). Segundo Paladini (2012), as estratégias de producéo
da qualidade iniciam-se, sem davida, pela introdugéo de processos de gestao de qualidade,
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aideia de tais estratégias € relativamente simples. Trata-se de um processo que visa induzir
as pessoas a produzir qualidade em suas atividades desde o inicio. Para Mezomo (2014),
os nutricionistas administradores do servigo de nutricdo devem estabelecer sistemas de
gestao com uma estruturagdo propria, de acordo com os objetivos preestabelecidos, a fim
de alcancar tais objetivos e minimizar possiveis problemas.

Quanto ao comprimento do horario de entrada e saida dos colaboradores, foi
observado alto absenteismo, refletindo na normalidade das rotinas, culminado muitas
vezes no atraso da cadeia produtiva, refletindo nos horérios das refei¢cdes. Adicionalmente,
todos os dias ocorriam algum incidente na cozinha, prejudicando todo o desenvolvimento
da rotina. De acordo com Abreu (2013), é fundamental que todos os funcionarios entendam
a importancia de cada atividade desenvolvida dentro de uma UAN, e suas atribuicbes
especificas assim como seus horérios, a fim de garantir uma rotina saudavel e adequada
tanto para o bom funcionamento do servigo, quanto para a qualidade de saude de cada
funcionario.

Desse modo, a diretora solicitou ao reitor da universidade parceira, um profissional
técnico para administrar a UAN. Com a insergdo do gestor ao servigo, houve mudangas
significativas na cozinha. Primeiramente, o gestor realizou uma conversa informal
detalhando seu plano de trabalho aos colaboradores. Adicionalmente, foram identificados
equipamentos em desusos armazenados no deposito, que foram instalados na cozinha
facilitando o servigo, estabelecendo uma relagdo de confianga entre a gestora e a equipe.

Durante o periodo de férias escolares, foram ministrados cursos de capacitagédo para
0s manipuladores como, técnicas de preparo dos alimentos, boas praticas de higiene e de
POPs procedimentos operacionais padronizados com o objetivo de melhorar a qualificacdo
dos profissionais promovendo melhora no funcionamento da cozinha. Apés a capacitagéo,
foram feitos os POPs e cartazes que foram colocados na cozinha. Como exemplo, os
POPs da higienizacado das méaos, da lavagem e desinfec¢céo dos legumes, e cartazes com
informacgdes dos horarios de almogo dos funcionarios da cozinha, técnicas de preparo com
as fichas técnicas, introducao de algumas preparagcdes com verduras, hortalicas e frutas
no cardapio. Os POPs sao ferramenta fundamentais para auxiliar a obtencéo de niveis
de segurancga alimentar previstos na legislacdo (MOREIRA, DAL FABBRO, 2018; ROSA,
GUELBERT, 2015).

Quantos as preparagdes, os colaboradores receberam instru¢gdes de como utilizar
as fichas técnicas, refletindo na melhora do produto final, por exemplo, as preparacées
apresentaram melhor palatabilidade, aparéncia e textura. Com isso, houve reducgdo de
desperdicios, e melhor aceitabilidade. Adicionalmente, a higienizagdo da cozinha feita
diariamente, apresentou melhora, além da inclusdo da limpeza geral realizada no final
da semana. Além disso, o0 uso de uniforme passou a ser obrigatério. Ressaltando que, a
utilizagéo de ferramentas como as fichas técnicas, treinamentos e dialogo, sdo fundamentais

para garantir a qualidade do servico, a importancia de cada etapa e das obrigatoriedades
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dentro de uma UAN precisam ser claras de forma que o colaborador possa compreender o
porqué de tal recomendagédo (CASTRO et al., 2013).

Também foi observado que, no planejamento dos cardapios, a carne passou a ser
retirada um dia antes, sendo levada a um refrigerador para que no dia seguinte seja limpa e
cortada, sendo colocada para refrigerar até o dia seguinte para ser preparada e distribuida
na refeigcdo. Também foi observado diminuicdo de desperdicio de alimentos. Os cardapios
atendiam a todos os requisitos, onde é servido como prato principal, uma proteina, uma
guarnicéo, saladas cruas e cozidas, o complemento arroz e feijao e uma fruta. Essa oferta
ocorre devido a universidade contribuir com géneros alimenticios para merenda escolar,
como também adquire itens (frutas e legumes) da agricultura familiar recurso do FNDE/
PNAE (AQUISICAO DE PRODUTOS DA AGRICULTURA FAMILIAR PARA O PROGRAMA
NACIONAL DE ALIMENTAGAO ESCOLAR).

A Lei n° 11.947, de 16 de junho de 2009, determina que no minimo 30% do valor
repassado a estados, municipios e Distrito Federal pelo Fundo Nacional de Desenvolvimento
da Educacdo (FNDE) para o Programa Nacional de Alimentacdo Escolar (PNAE) deve
ser utilizado na compra de géneros alimenticios diretamente da agricultura familiar e do
empreendedor familiar rural ou de suas organizagdes, priorizando-se 0os assentamentos da
reforma agraria, as comunidades tradicionais indigenas e as comunidades quilombolas. A
aquisicéo dos produtos da Agricultura Familiar podera ser realizada por meio da Chamada
Publica, dispensando-se, nesse caso, o procedimento licitatorio (BRASIL, 2009).

Adicionalmente, foi observado uma atitude por parte da gestora, na qual as criangas
recebiam instru¢des sobre a importancia do consumo de frutas e hortalicas diariamente. A
partir dessa acéo, houve melhor aceitabilidade desses alimentos pelas criang¢as. De acordo
com Paiva et al. (2012), a presenga de um gestor na UAN de uma escola é fundamental
para garantir a oferta de uma alimentagéo equilibrada e variada, além de contribuir para
praticas educativas que visam aumentar o consumo de todos os grupos de alimentos
oferecidos, em especial frutas, legumes e verduras.

Com relagdo aos adolescentes da turma do 9° ano, foi criado um horéario para
ministrar atividades teoricas e praticas sobre seguranca alimentar e alimentagéo saudavel,
incluindo preparo de receitas. Em si tratando de um publico onde as escolhas alimentares
sd@o baseadas em doces, frituras, refrigerantes entre outros alimentos ricos em aglcares e
gorduras que estdo associados ao desenvolvimento de doengas crénicas néo transmissiveis
(MARR()N-PONCE et al., 2019; LOUZADA et al., 2015), essa abordagem dentro da escola,
fortalece o vinculo entre a escola e a comunidade.

Um fato que se destacou, foi a comunicacéo entre a gestora e os colaboradores,
por exemplo, sempre que ia acontecer uma prepara¢do nova, uma mudanca na cozinha,
a gestora comunicava se sempre com os colaboradores, isso s6 contribuiu para os
colaboradores adquirirem mais confianga. Diante do exposto foi observado que os
colaboradores passaram a ter mais compromisso com suas atividades, respeito uns com
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0s outros, todas as vezes que um colaborador fosse faltar era levado ao conhecimento
da gestora. Adicionalmente, foi observada melhor interacdo entre a equipe, criando um
ambiente de trabalho satisfatorio entre eles e a gestora.

Segundo Marchiori (2017), “a comunicag¢ao serve como “... uma ponte de significados
que cria compreensdo mutua e confianga, ja que a compreenséao leva a aceitacdo ou nao
da mensagem, e uma agao para quem recebe a mensagem”.

Para Furnham (2001), “as pesquisas mostram que a escolha de canal de
comunicacgao pode afetar em muito o nivel de clareza ou ambiguidade da mensagem que
esta sendo transmitida. O canal oral (conversas pelo telefone ou reunides pessoais, por
exemplo) sdo preferiveis ao canal por escrito, com anotagées e memorandos, quando as
mensagens forem ambiguas (e exigirem bastante assisténcia para serem interpretadas) ao
passo que o canal por escrito é preferivel quando a mensagem é clara”.

CONCLUSOES

Podemos concluir que, a presenga do gestor nessa UAN foi fundamental para
instituir e padronizar técnica que visam obter qualidade ponto de vista higiénico-sanitario,
desde o inicio da producéo até o produto final, assim como para melhorar a interacao entre
a equipe.
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RESUMEN: Brasil esta en su tercera generacion
de politicas publicas enfocadas en la agricultura
familiar. Esas generaciones coexisten
actualmente y abarcan desde la estimulacion del
incremento de la produccién hasta la innovacion
social que es la creacion del mercado institucional
viael PAAy el PNAE. El concepto adoptado como
base de esta investigacion es el de la Innovacion
Social y la teoria que sustenta los analisis es el
del Capital Social. Como métodos se adoptaron
el Estudio de Caso y el Anadlisis de Contenido.
La cohorte es el conjunto de los 144 municipios
del Estado de Para. Los resultados sefialan la
necesidad de emerger una cuarta generacion de
politicas publicas direccionadas a la agricultura
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familiar la cual, a su vez, tiene un caracter
inmanentemente estratégico para el pais y sirve
de ejemplo para otros paises conforme ha sido
evidenciado por la Organizacion de las Naciones
Unidas (ONU). Esta generacion debe de ser
capaz de crear una innovacion social con una
interfaz en las diversas areas que afectan la vida
en el campo para que asi logre con efectividad el
desarrollo local.

PALABRAS CLAVE: Politica Publica, Innovaciéon
Social, Capital Social, Governanga, Agricultura
Familiar.

COALITIONS OF PUBLIC POLICIES
FOR LOCAL DEVELOPMENT: SOCIAL
INNOVATION IN THE FOOD ACQUISITION
PROGRAMS — PAA AND PNAE

ABSTRACT: Brazil is through its third generation
of public policies focused on family farming.
Currently, these generations coexist among them
and range from encouraging raising of production
to social innovation, which is the creation of the
institutional market via PAA and PNAE. It was
adopted the concept Social Innovation as basis
of this research, whereas Social Capital was
analysis’s theory. The Case Study and Content
Analysis were adopted as research methods.
The cohort is a group of 144 municipalities in
the State of Para. The results show the need
to emerge a fourth generation of public policies
aimed at family farming which, in turn, has an
immanently strategic features for the country
and is used as an example for other countries
as has been evidenced by United Nations (UN).
This generation must be able to generate a social
innovation with an interface within the various
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areas that affect daily life in the countryside and, in doing so, it can effectively achieve local
development.
KEYWORDS: Public Policy, Social Innovation, Social Capital, Governance, Family Agriculture.

INTROCUCCION

Existe un amplio consenso sobre que la innovacion social es un fendmeno necesario
para contribuir a resolver los retos sociales de caracter complejo y multidimensional que
han proliferado en las Gltimas décadas. Sin embargo, y aunque la innovacion social ha
ido ganando peso, no hay un acuerdo general sobre qué es, ni se conocen a profundidad
todos los factores que determinan su aparicion en un territorio. No es infrecuente que dicho
término se asocie directamente a la generacion de nuevas tecnologias.

La innovacion tecnoldgica ha sido utilizada recurrentemente como un medio de
diferenciacion para lograr una mayor competitividad empresarial, lo que ha conllevado a
la consecucion de grandes avances cientifico-técnicos. Sin embargo, esto no ha evitado
que en las Ultimas décadas emerjan grandes retos sociales en los territorios: pobreza,
exclusion, desigualdad, deterioro de las condiciones medioambientales y desempleo,
entre otros. Todos estos son problemas que tienen una alta repercusion en el ambito local,
siendo éste el contexto en donde la innovacion social gana mas peso como fenémeno con
potencial transformador (GARCIA-FLORES y PALMAS MARTOS, 2019).

Se entiende que centrar los sistemas de innovacion Unicamente en conseguir mejoras
tecnolégicas, aunque conviertan a aquellos en productivos y eficaces econémicamente, no
es del todo eficiente debido a la falta de respuesta ante los retos y problemas sociales de
caracter complejo y multidimensional (BLANCO; CRUZ y MARTINEZ, 2016). Esto justifica
por qué la innovacion social, que se presenta como una solucion participativa y cooperativa,
es un fendmeno que debe ser fomentado para coadyuvar a resolver los retos actuales que
amenazan el bienestar y la misma estabilidad de la sociedad.

La comprension de las actividades de innovaciéon y de su impacto econémico ha
sido objeto de estudio en numerosas investigaciones a lo largo de las ultimas décadas.
De hecho, existe una creciente literatura que trata dicha cuestion y que no la ha logrado
comprehender de una forma totalmente eficiente e integradora. Las deficiencias a la hora
de abordar el concepto de innovacion se derivan, principalmente, de la existencia de los
tipos muy diversos de ésta.

Muestra de la existencia del proceso historico de la innovacion social es la creacion,
durante el siglo XIX, de los microcréditos, de los sindicatos obreros y de los nuevos
modelos de produccién y distribucion basados en el cooperativismo. También, durante las
primeras décadas del siglo XX, se destacan la aparicioén de sistemas de ayudas sociales y
de atencion infantil. Sin embargo, este fendbmeno siguié atrayendo la atencion institucional
hasta finales de la década de los 80 del siglo pasado (GARCIA-FLORES et al, 2019). Dicha
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atraccion es primordial para el desarrollo y fomento de las innovaciones habida cuenta
que, como sefala Yépez (2017), la influencia del aspecto institucional debe de ser tenida
en cuenta cuando se reflexiona acerca de la capacidad innovadora de los paises y las
regiones en el marco teorico de los sistemas de innovacion.

En la Amazonia, especificamente en el Brasil, existe la creacion de mercados
institucionales que tienen entre sus objetivos combatir algunos retos sociales como el hambre
y la pobreza en el ambito local (mediante la suministracion de la alimentacién escolar y
fortaleciendo la agricultura familiar, respectivamente). Esos mercados institucionales tienen
una légica que diverge frontalmente de la l6gica de mercados tradicionales y son dirigidos
al segmento de la agricultura familiar que, segin Cazela, Bonnal y Maluf (2009), tiene una
multifuncionalidad — econdémica, ambiental, social y de seguridad alimentaria — considerada
de caracter estratégico para el pais.

Existe un amplio consenso acerca de las potencialidades y los efectos positivos
que genera la innovacién social en los territorios. No obstante, la falta de acuerdo se hace
patente cuando se trata de definirla y comprender cdmo ésta se hace efectiva.

El presente trabajo nace del convencimiento de la necesidad de discutir la naturaleza
diferenciada del mercado institucional que en si mismo es una innovacién social enfocada
a la agricultura familiar en la Amazonia brasilefia. Esa necesidad esta sustentada en el
intento de comprender cual es la variable considerada de mayor potencial para que el
disefio de dicha innovacién sea proficuo en la practica.

INNOVACION SOCIAL

Actualmente hay una evidente falta de consenso en la literatura acerca del significado
de innovacion social a pesar de lo prolifico de la investigacion en torno a la misma. Para
Mossealaer (2016); Salom-Carrasco; Pitarch-Garrido y Sales-Ten (2017), esto impide
encuadrar el término en una definicién concreta y generalmente aceptada.

Son muchos los autores que han definido innovacion social con analisis ciertamente
solventes y de gran valor para el avance cientifico en la materia. Dada la heterogeneidad
de las definiciones presentes en la literatura se presenta una revision de estas (tabla 1).

AUTOR DEFINICION DE INNOVACION SOCIAL

Mulgan (2006) Es el conjunto de actividades y servicios innovadores que son llevados a cabo
fundamentalmente por organizaciones cuyo objetivo principal es social y que
tienen como finalidad satisfacer una necesidad o reto del mismo tipo.

Nesta (2008) La innovacién social consiste en desarrollar nuevas ideas para abordar
problemas o necesidades sociales. Por ejemplo, un nuevo producto, un
servicio, una iniciativa, un modelo organizativo o un nuevo enfoque para la
prestacion de servicios publicos.
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Pot y Vaas (2008)

Es un concepto mas amplio que el de la innovacion organizacional. Incluye
ejemplos tales como la gestién dinamica, la organizacién flexible, el trabajo
mas inteligente, el desarrollo de habilidades y competencias y la creacion de
redes entre organizaciones. Es un complemento de la innovacion tecnolégica.

Phills; Deiglmeier; Miller
(2008)

Una innovacién social puede ser un producto, un proceso de produccion o
una tecnologia; en todos estos casos muy similar a la innovacion en general.
Pero también puede ser un principio, una idea, una legislacién, un movimiento
social, una intervencién o una combinacion de todos ellos. Hacen referencia a
la innovacién social como herramienta para solucionar problemas colectivos y
no, solamente, los individuales.

Sanchis y Campos (2008)

Tiene por objeto la introduccion de cambios relacionados con nuevas formas
organizativas y de gestion dentro de la corporacion. Entre sus principales
objetivos figuran la insercion sociolaboral de personas (principalmente aquellas
con mayor riesgo de exclusion) y la proteccion y el respeto al medioambiente
mediante el crecimiento sostenible.

Harris y Albury (2009)

Es una innovacion beneficiosa, tanto para el bien social como para el interés
publico. Amén de ser una innovacion inspirada en el deseo de satisfacer
las necesidades sociales que pueden estar descuidadas por las formas
tradicionales de provision del mercado y que, a menudo, han sido mal
atendidas o no resueltas por los servicios organizados por el sector publico.

Howaldt y Schwarz (2010)

Es una nueva combinacion y/o configuracion de las practicas sociales en
ciertas areas de accion o contextos sociales, la cual est4 impulsada por
ciertos actores de una manera intencionalmente dirigida con los objetivos de
satisfacer mejor las necesidades y solventar problemas sociales.

Hubert (2010)

Es el conjunto de nuevas ideas, productos y servicios que — simultaneamente
- satisfacen necesidades sociales de forma mas efectiva que sus alternativas
previas, creando asi nuevas relaciones o colaboraciones entre los actores.

OCDE (2011)

Es la agrupacion de nuevos mecanismos y normas que consolidan y mejoran
el bienestar de las personas, las comunidades y los territorios en términos de
inclusion social, creacién de empleo y calidad de vida.

Caulier-Grice; Davies; Patrick
y Norman (2012)

Es el grupo de nuevas soluciones (productos, servicios, modelos, mercados,
procesos, etcétera) que satisfacen simultaneamente una necesidad social -
de manera mas efectiva que las soluciones ya existentes - y conducen hacia
nuevas y mejoradas relaciones y capacidades, asi como hacia un mejor uso
de los activos y recursos.

Oosterlynck; Kazepov;
Novy; Cools; Barberis y
Woukovitsch; Leubolt (2013)

Es el conjunto de practicas que suceden en ambitos locales y que ayudan
a las personas en exclusién social y a los grupos sociales empobrecidos
a satisfacer necesidades sociales basicas para las cuales no encuentran
soluciones adecuadas ni en el mercado privado ni en las macro-politicas de
bienestar.

Moulaert; Maccallum y Hillier
(2013)

Trata sobre la inclusion social y acerca de contrarrestar y superar las fuerzas
reaccionarias que estan dispuestas a fortalecer o preservar situaciones de
exclusion social.

Comision Europea (2013)

Es el desarrollo e implementacion de nuevas ideas (productos, servicios y
modelos) para satisfacer las necesidades sociales, crear nuevas relaciones
sociales y ofrecer mejores resultados. También sirve de respuesta a las
demandas sociales que afectan el proceso de interaccion social, dirigiéndose
a mejorar el bienestar humano.

Paz (2015)

Es el resultado de un proceso de aprendizaje colectivo que proporciona
soluciones novedosas para satisfacer demandas y necesidades sociales.

Word Economic Forum;
Schwab Foundation For
Social Entrepreneurship
(2016)

Es la aplicacion de un enfoque innovador, practico y sostenible - basado en
el mercado - para beneficiar a la sociedad en general y, en especial, a las
poblaciones de bajos ingresos o desatendidas.
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Garcia-Flores y Palma Es el conjunto de practicas o iniciativas llevadas a cabo por la comunidad que
Martos (2019) - a partir de los productos, servicios 0 modelos que generan o bien a través
del proceso disefiado para conseguir sus objetivos - alcanzan soluciones
que dan una mejor respuesta, de forma alternativa y creativa, a problemas o
necesidades sociales.

Tabla 1 — Distintas definiciones de innovacion social

Fuente: elaboracion a partir de los trabajos citados, 2020.

Las diferentes perspectivas para definir innovacion social muestran que la expresion
ha resultado problematica desde sus origenes toda vez que, tanto ‘innovacion’ como
‘social’, son términos que al ser utilizados en la misma frase crean un nuevo concepto
de gran vastedad segun Dijellal y Gallouj (2012). Por esta razon, un ejercicio de sintesis
es interesante para analizar los diferentes aspectos de dicho concepto, el cual también
permite identificar tres enfoques principales, conforme Ruede y Lurtz (2012); Garcia-Flores
el tal (2019), y son:

Innovacion Social Empresarial: ésta se entiende desde una perspectiva en la que
la empresa privada es un elemento central del concepto. Hay una alta referencia a la
introduccion de novedades en los procesos de gestion, a las mejoras en la organizacion y
a la solucién de problemas sociales individuales o colectivos desde la empresa (SANCHIS;
CAMPOS, 2008 y WORD ECONOMIC FORUM, 2016). También es la encargada de realizar
las innovaciones sociales. Estan dentro de este enfoque practicas tan variadas como el
emprendimiento social, la mejora de las condiciones sociales dentro de las empresas, la
responsabilidad social y la creacion de una produccion mas sostenible y con menor impacto
ambiental (GARCIA-FLORES et al, 2019).

Innovacién Social Transformadora: esta perspectiva hace referencia a la innovacién
social como elemento de transformacion social. Se encuadrarian dentro de ella aquellas
actuaciones innovadoras que, ante la ineficiente respuesta del sector publico y el mercado,
son llevadas a cabo desde la accion colectiva atendiendo a necesidades y problemas
de marcado caracter local (MOULAERT et al, 2013). También se resalta la lucha de las
comunidades y de los movimientos sociales para crear alternativas sociales y mejorar
el bienestar social. Esta corriente de pensamiento entiende que los sujetos que llevan a
cabo las practicas socialmente innovadoras son: las empresas sociales, las entidades y
organizaciones sin animo de lucro, las asociaciones de la sociedad civil y las cooperativas
(MULGAN, 2006).

Innovacion Social Integradora: este enfoque permite agrupar los casos de iniciativas
socialmente innovadoras expuestos anteriormente. Es una solucion amplia que surge fruto
de la convivencia paralela de las dos perspectivas previamente mencionadas. La innovacion
social es entendida como un concepto vasto, caracterizado por solventar todo tipo de

problemas y necesidades sociales, ofreciendo mejores resultados para toda la sociedad
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que los existentes hasta ese momento. Desde esta perspectiva: se reconoce la existencia
de diferentes tipos y grados de innovacion social y se entiende que las iniciativas pueden
estar desarrolladas por el sector publico, el sector privado o la sociedad civil (NESTA, 2008;
HUBERT, 2010 y COMISION EUROPEA, 2013).

Por lo tanto, la innovacion social es un fendmeno que puede ser abordado desde
diferentes perspectivas. Es especialmente interesante ser analizada en las ciudades —
consideradas como ambito local - dado que en ellas los retos sociales se reflejan de forma
mas evidente segun Subirats (2015) y Blanco (2018). Con referencia a esto ultimo, afirman
Moulaert et al (2004) que establecer estrategias de desarrollo basandose en la innovacion
social es de gran utilidad para lograr un cambio de gobernanza en las comunidades
locales. A pesar de ello, recuerda Subirats (2015) que - aun cuando se consigan esas
ansiadas transformaciones en la gobernanza, - hay que tener en cuenta que los gobiernos
locales ocupan “una posicion periférica en el entramado de un gobierno multinivel” y tienen
unos recursos que en ocasiones resultan insuficientes para afrontar problemas de gran

envergadura.

GENERACIONES DE POLITICAS PUBLICAS PARA LA AGRICULTURA
FAMILIAR

Cuando se trata de agricultura en Brasil hay una separacion casi radical entre la
agricultura de gran escala (el agronegocio) y la agricultura familiar. La diversidad social y
econdmica de los agricultores depende no solamente de la heterogeneidad de los sistemas
de produccion, sino también de la existencia de diferentes canales de comercializacion. En
esta lo6gica esta la construccion de los mercados institucionales, enfocados en la categoria
considerada estratégica para el pais dada su multifuncionalidad: la agricultura familiar.

Hay tres generaciones sucesivas de politicas publicas en Brasil, dirigidas a la
agricultura familiar, que siguen adaptandose a nuevos contextos sociales y politicos. La
primera generacion surge como respuesta a las presiones de los movimientos sociales y
se refiere a las politicas de asentamientos e incrementos; la segunda generacion tiene su
objetivo centrado en las acciones sociales y de cuidado. Ambas se destinan a apoyar y
espolear la produccion para el mercado capitalista, careciendo asi de iniciativas dirigidas al
autoconsumo, a la venta directa y a la implementaciéon de mercados locales de proximidad
(circuitos cortos entre productores y consumidores). Dicha carencia es tratada por la
tercera generacion que se hace efectiva a través de programas de compras institucionales
directamente del agricultor familiar (o por sus entidades representativas) por medio del
Programa de Aquisicdo de Alimentos (PAA) y el Programa Nacional de Alimentagdo Escolar
(PNAE).

Entre otros objetivos se instituyeron los programas para insertar los productos
de la agricultura familiar en las compras del gobierno a través del enfoque del mercado
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institucional bajo la forma del circuito corto de produccién y consumo. De este modo, al
mismo tiempo que apoya el incremento de la produccidn agricola familiar, promueve el
desarrollo local donde se encuentran los productores familiares.

Las politicas publicas fueron formuladas en momentos distintos de la historia
brasilefia por diferentes grupos de actores sociales. Segun los estudios de Grisa y
Schneider (2014), al principio, los principales grupos que trabajaban en la construccion
del referente para la politica publica centrado en la agricultura familiar fueron conformados
por los representantes sindicales, por los movimientos sociales de la agricultura familiar,
por politicos y gestores publicos y por estudiosos del medio rural. Posteriormente, se
anadi6 la participacion de representantes de la agroindustria. Ademas, hogafo, existe la
participacion de organizaciones del campo agroecoldgico y organizaciones de la sociedad
civil vinculadas al tema de la seguridad alimentaria y nutricional. La Figura 1 ilustra estos

grupos.

Faprasentantes
sindicaiz & movimentos
sociais da agriculhira

fammiliax

campo egroscoligico Organizagies da

sociedads civil
Foliticos & gestorss wvinculados an kema
F"‘-"‘l-"l-im‘ da Seguranca Alimentar
a Mutricional

Foliticos & gastoss

Foliticos & gestores
piblicos i

priblices Faprasentantss do
agronagicio

Esiudiosos do Munds Estudiosos do Mundo
Faaxal Faural ¢ da Seguranca
Alimentar o Mutricional

18 Ceragio de politicas para a 2% Cevacho de politicas para a 32 Cevacho de politicas para &
agricultara famdliar agricultura famdiar agricaltura famdiar
Feeferencial agricola & agririo Peferencial social & assssbencial Eeferencial construcio de mercados
Para sequranga alimentar &
sustentabdidade ambiertal
Pronaf, SEAF, PCPAF, ATER ¢ Pronaf infrosstruturs, Corambis Ex:
assentamisvetns da raformw Safrs, FWHR, Prowmar Balsa FAA, PNAE, PCPMEis, FNTE,
agririg Famediz sproindustria, salos o contéfiontes
1554 | 1957... | 2003 |

™y Dunamuca de emergercia e mstinucoralizacio do referencial de polotica paklica:

lw Presenga do referencial na asena peblcs, ainda que oclando em termas de intensidade de ewscugia;
s P q phe;

Q!‘rinnpah Erupos na construgio de referencial

Figura 1-Principales grupos de actores que actian en la construccion de un referente de
politica publica para la agricultura familiar a lo largo de los afios.

Fuente: Grisa y Schneider (2014).
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Las tres generaciones son importantes tanto en términos de estrategias de desarrollo
local como en términos de reproduccion social de la agricultura familiar. La innovacion
social, que se configura como el mercado institucional para dicha categoria, considera su
caracter estratégico en términos de su multifuncionalidad y lo estructura en condiciones
diferenciadas de produccion, comercializacion e inversion via el PNAE.

CONTEXTO DEL PAA Y DEL PNAE EN BRASIL

El PAA fue establecido por el Art. 19 de la Ley n° 10.696, de 2 de julio de 2003, con
el fin de fomentar la agricultura familiar - con inclusién econémica y social, con promocién
de la produccién, transformacion e industrializacion de los alimentos y la generacion de
ingresos (BRASIL, 2003). Fue creado como un instrumento de acceso a los alimentos,
que para Paganini (2010), permite la conexidén entre produccién y consumo adecuada a
la realidad local y contribuye al fortalecimiento de la agricultura familiar y la generacién de
ingresos.

El Programa beneficia no solamente a los agricultores familiares, sino también a
las entidades socio asistenciales, ademas de toda la red de relaciones entre produccién
y consumo. Segun (Cunha et al., 2017), el programa es importante para la economia
local tanto por tratar de promover el desarrollo de la agricultura familiar — incentivando la
participacion de las mujeres en el mercado y estimulando lo cultivo de alimentos organicos
- tratando asi de la seguridad alimentaria.

La operacionalizacion es realizada por la Compahia Nacional de Abastecimento
— CONAB en asociacion con estados y municipios. El Estado, la sociedad y el mercado
desempefian un papel importante en el programa en las areas de produccion, distribucion
y consumo.

Segun De Schutter (2014), el programa es una de las politicas de contratacion publica
mas amplias del mundo. Los informes de la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) ponen de relieve la innovaciéon del PAA para conectar
los mercados destinados a fortalecer la agricultura familiar y la seguridad alimentaria y
nutricional (SANCHES, et al., 2014; GRISAy SCHNEIDER, 2014; y GRISAy SCHNEIDER,
2015).

Aligual que el Programay algunas experiencias exitosas en el campo, se ha regulado
la adquisicién de productos de agricultura familiar para la alimentacion escolar via PNAE.

Como sefiala Lopes (2018), la creacion del PNAE (Ley 11.947/2009) fue resultado
- por una parte - de la adopcion de acciones publicas descentralizadas en materia de
alimentacion escolar y - por otra parte - de la labor de sensibilizacion realizada por técnicos,
cientificos y especialistas implicados en los temas de la seguridad alimentaria y de la lucha
contra el hambre a través del programa “Fome Zero”. Esos factores impulsaron la estrategia
de desarrollar e implementar una innovacion social para combatir diversos retos sociales
por medio de la creacion de un mercado institucional.
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El PNAE establece que los municipios que reciben los recursos del Fundo Nacional
para o Desenvolvimento da Educagédo (FNDE) estan obligados a asignar como minimo el
30% del monto para la adquisicion de alimentos procedentes de la agricultura familiar. Esta
compra puede realizarse de modo directo o por medio de organizaciones priorizando, dentro
de ellas, los asentamientos de la reforma agraria, las comunidades indigenas tradicionales
y comunidades de quilombolas para alimentar a los estudiantes (BRASIL, 2009). El PNAE
es una de las politicas publicas que — centrandose en el desarrollo local — se basa, a su vez,
en el derecho de los estudiantes a una alimentacion saludable y adecuada.

El programa tiene como objetivo actuar de tres maneras importantes que lo
diferencian como politica publica: asume como publico el debate de alimentos de calidad y
las implicaciones de esto para superar la desnutricion y la obesidad, cuestionando - al mismo
tiempo - la hegemonia de la industria alimentaria en la definicién del estandar alimentario
de las poblaciones; promueve el desarrollo local y crea estrategias para la comercializacion
de productos no orientados por el mercado convencional, creando posibilidades para el
desarrollo de sistemas agroalimentarios alternativos e incluyendo a nuevos actores sociales
- agricultores familiares - en los mercados en construccion; garantiza — al considerar al
Estado como consumidor - el mercado a los productores considerados como periféricos
por el mercado convencional, funcionando como un instrumento importante para fortalecer
los sistemas agroalimentarios alternativos, permitiendo el anclaje inicial que los agricultores
necesitan para consolidar sistemas de produccién diferenciados, segun Balem (2015).

La experiencia institucional brasilefia de implementacion de la innovacion social de
reajuste de la alimentacién escolar a través del PNAE creando un mercado institucional
ha servido de ejemplo a otros paises, especialmente Africa y América Latina. Estos se
han reflejado en Brasil para (re)elaborar y (re)desarrollar sus programas de alimentacion
escolar con miras a utilizar los mismos recursos invertidos en la alimentacion escolar para
promover el desarrollo socioeconémico (FAO, 2013 y TRICHES et al., 2013).

MERCADOS INSTITUCIONALES DESDE EL ENFOQUE TEORICO DEL CAPITAL
SOCIAL

Un analisis estrictamente econémico o institucional del PNAE es insuficiente para
entender los resultados del Programa y para explicar las dificultades y limites que ha
ido encontrando en su aplicacién. Sin embargo, las ideas contenidas en el enfoque del
“capital social” arrojan luces sobre aspectos menos visibles del Programa por ser menos
cuantificables, pero no por eso menos importantes (v.gr. las relaciones de cooperacién y
confianza entre los diversos actores implicados en el PNAE en un territorio determinado).

Elenfoque del “capital social” ofrece interesantes conceptos y herramientas analiticas
(bonding, bridging, linking) para comprender el funcionamiento de un programa como el
PNAE cuya implementacion exige la participacion de la sociedad civil. Es un programa que
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requiere un nivel de sinergia y colaboracion social e institucional tal, que solamente puede
alcanzarse si existe - en la correspondiente comunidad local — un grado de confianza entre
individuos y entre instituciones lo suficientemente fuerte como para resolver los dilemas
de la cooperacion tan habituales en ambientes pauperizados, segun Woolcock y Narayan
(2000); Millan y Gordon (2004); Moyano, (2008).

Segun Flingstein y Dauter (2006), los mercados locales presuponen espacios
sociales de intercambio de bienes y servicios que operan en funcion de arreglos y normas
formales e informales, asi como de costumbres culturales mas amplias. Los mercados
locales generan un sustrato social que es fruto de la interaccién social y de la cooperacion
entre las personas y que puede verse como un “bien publico” (i.e. como un capital intangible
que se aproxima al concepto de capital social tal como lo entiende autores como Coleman
(1988) y Putnam (1993).

El enfoque del “capital social” es una herramienta fundamental en el estudio de las
dindmicas sociales que subyacen a situaciones como la del mercado institucional que se
genera en el proceso de implementacion del PNAE a nivel territorial.

Los conceptos e ideas aportadas por el enfoque del “capital social” pueden
medirse a nivel empirico. Se puede observar como fluye la informacién entre los diversos
actores del PNAE y cdmo se establecen los mecanismos de restriccion y coercién (o de
cooperacion) debido a los vinculos de confianza (o de desconfianza) entre ellos. Se puede
observar también cémo, a partir de esos vinculos, se crean lazos fuertes entre los actores
implicados en el Programa favoreciendo una interaccién social de naturaleza afectiva
mas estrecha dentro de los grupos primarios (dimensién bonding del capital social), pero
también crean lazos débiles que favorecen las relaciones con actores mas alejados de
estos grupos (dimensidn bridging) y que permiten ampliar el campo de relaciones sociales
y - en consecuencia - el horizonte de las estrategias utilizadas (GRANOVETTER, 1985).

Ademaés, se puede ver el grado e intensidad de las relaciones entre actores que
se encuentran en situaciones inequitativas de poder y autoridad dentro del Programa
(dimension linking de capital social); asi también, relaciones que son fundamentales
para comprender el desarrollo de politicas donde se combinan estrategias top-down
(descendentes) y bottom-up (ascendentes). De ese modo, se puede contribuir a explicar
el mas o menos eficiente funcionamiento del PNAE a partir de las caracteristicas de su
estructura relacional (forma, intensidad y direccion de las relaciones sociales), dado que es

una estructura cuyo conocimiento requiere precisamente el uso de estas dos estrategias.

NOTA METODOLOGICA

La base teoérica utilizada es el capital social. Se toma como la cohorte los municipios
del estado de Para puesto que tienen una base econdémica fundamentada en la agricultura
familiar. La investigacién adopta una metodologia que utiliza los principios del compliance,
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determina los indicadores de cumplimiento de las normas establecidas por los Programas y
la capacidad de los municipios y productores locales para atenderlos y, finalmente, identifica
- por medio de documentos y entrevistas con algunos actores - las formas e intensidad de
las interacciones entre las organizaciones locales envueltas en los procesos. Son utilizados
como métodos el Estudio de Caso y el Andlisis de Contenido conforme a lo propuesto por
Yin (2001, 2009) y Bardin (1977, 2011), respectivamente.

Se trata de una investigacion exploratoria, descriptiva y documental con recopilacion
de datos correspondientes al periodo comprendido del 2011 al 2018 (con algunas variantes
dada la heterogeneidad de la disponibilidad de éstos) en los municipios del estado de Para.

Para el analisis de los Programas se escrutaron diferentes documentos como edictos,
actas de las convocatorias publicas y extractos de los contratos; ademas, se llevaron a cabo
entrevistas con algunos actores. De dicho andlisis fueron extraidas las siguientes variables
referentes tanto a las acciones de los ayuntamientos municipales, como del programa de
forma general mediante entrevistas, respectivamente:

1. PAA

1.1. Recursos aplicados;

1.2. Nimero de municipios atendidos;

1.3. Participacion de otras comunidades;

1.4. Cantidad de productos comprados;

1.5. NUmero de participantes (agricultor familiar);
2. PNAE

2.1. Caracteristicas de las convocatorias publicas;
2.1.1 Numero de convocatorias publicas;

2.1.2 Informacion sobre precios;

2.1.3 Periodicidad;

2.1.4 Lugar de entrega;

2.2. Compliance del Art. 14 de la Ley 11.947/2009;

2.3. Spread de atractividad para el agricultor familiar — nimero de
agricultores familiares menos el nUmero de agricultores familiares con
Declaracdo de Aptiddo ao Programa Nacional de Fortalecimento da
Agricultura Familiar — DAP/PRONAF.

Se recopilaron datos oficiales de la Companhia Nacional de Abastecimento; del
Ministerio de Educacdo/Fundo Nacional de Desenvolvimento da Educacdo/PNAE; Sistema
de Oportunidades (contratacidon publica para la agricultura familiar); Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica - IBGE'y Portal Brasileiro de Datos Abertos.
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A efectos analiticos, las categorias de escrutinio han sido las siguientes: i) las
obligaciones y compromisos de los actores sociales e institucionales de los Programas
segun el grado de confianza entre ellos; ii) el potencial informativo generado de las relaciones
sociales al facilitar, a los diversos actores de los Programas, el acceso a la informacion; iii)
la atribucion de autoridad a ciertos actores para el ejercicio del correspondiente liderazgo, y
iv) el nivel de reciprocidad y ayuda mutua como expresion real de la solidaridad y cohesion
social existente dentro de la comunidad local.

PRESENTACION Y DISCUSION DE LOS RESULTADOS

Las operaciones del PAA realizadas entre 2011 y 2017 en los municipios del estado
de Para no muestran regularidad. El punto clave de esta observacion se concentra en 2013,
cuando - en todo el Brasil - se ejecutaron 38% de los recursos en comparacion con 2012,
en los municipios del estado de Para esta reduccion fue ain mayor, alcanzando 94% en
comparacion con el referido afio. La baja ejecucion puede atribuirse a diferentes factores,
tales como: reducciéon de la demanda de compra directa, cancelacion de la formacion de
inventario con liquidacion fisica, remodelacién de las regulaciones dentre otros.

La capilaridad del programa por parte de los municipios todavia carece de robustez,
sin embargo, los beneficios evidenciados son diversos, entre ellos se puede sefalar
directamente a la generacion de ingresos para los agricultores familiares, el aumento de
la produccion, mejora de los alimentos para las personas en situaciones del inseguridad
alimentaria y nutricional.

En el desarrollo de sus acciones el Programa prioriza proyectos que cuentan con
la participacion de dos categorias, que son: agricultores familiares y agroextractivistas -
basados en la reforma agraria, afectados por presas, comunidad indigena, pescadores
y quilombolas -que se denominan como “otras comunidades”. La participacion de estos
grupos en este mercado institucional es representativa y denota un logro exitoso.

Compartiendo la comprensién de Baccarin et al., (2017), se supone que los lugares
donde la agricultura familiar tiene una mayor expresion econdémica, los agricultores tienen
una mayor integracién en los mercados, una mayor capacidad de asociacion, de remisidon
de reclamos y, alto volumen de productos a entregar. Sin embargo, contrariamente a esta
premisa, hay municipios en el estado de Para cuya base econémica se fundamenta en la
agricultura familiar y la capacidad de participacion de los agricultores familiares no alcanza
el 1% de los que pueden participar en este mercado. Por lo tanto, esta claro que hay
desafios a los que deben hacer frente los agricultores familiares para la integracion en
el mercado. Estos desafios se plantean tanto en cuestiones legales como burocraticas,
como el acceso a las convocatorias publicas, que se elaboran en virtud de la ley para tener
conocimientos para desarrollar sus proyectos de ventas.

La pertinencia del Programa se observa en el fomento de la agricultura familiar
con generacidn de ingresos, seguridad alimentaria y nutricional para las poblaciones
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urbanas y rurales y el mantenimiento de la biodiversidad apoyando a las comunidades
indigenas, quilombolas y extractivas. Ejemplo de eso son los casos en que pasaron de
receptores de cestas basicas a proveedores de alimentos a los Programas sociales. Por
lo tanto, el Programa proporciona la insercidén digna y respetuosa de estas comunidades
en el mercado local desde el establecimiento de concertaciones sociales basadas en una
percepcion renovada, superando los preconceptos y reconociendo su papel en el desarrollo

local. En la Tabla 2 estan sistematizadas las variables del PAA.

Mo | pecurse. | pMunicble | “Goorms | oPreductos | pariipanies
omunidades (Agricultor Familiar)

2011 6.348.604 41 _29% 399 2.988 1.211

2012 9.709.126 45_31% 548 4.102 1519

2013 550.683 3-2% 3 457 107

2014 2.063.124 9-6% 74 1.270 234

2015 2.289.544 10-7% 170 1.164 134

2016 3.157.283 10-7% 122 1.460 285

2017 5.687.855 22 -15% S/D 2.657 745
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Tabla 2 — Panorama de la Gestién del Programa de Aquisicion de Alimentos — 2011 a 2017

Fuente: CONAB y Portal Brasileiro de Dados Abertos, sistematizado por los autores (2019).

Referente al PNAE se analizaron todas las convocatorias publicas de los municipios
del estado de Para de los afios 2017 y 2018. Se busco verificar su eficiencia para llegar al
publico targety, de esta manera, contribuir a un mayor volumen de compra a los agricultores
familiares estimulando el desarrollo local. La calidad de las convocatorias publicas depende
de la explicitud de los precios a pagar, de la informacién sobre la periodicidad y de los
puntos de entrega.

Durante este periodo, 55 municipios publicaron 60 convocatorias publicas — CP’s.
De este total, 24 CP’s no ofrecieron informacion sobre el precio de los productos a comprar.
Esta es una de las principales variables que hace imposible la participacién del agricultor
familiar y que, al mismo tiempo, es contraproducente al incitar - de esta manera - la disputa
de precios entre los agricultores familiares, amén de contravenir la legislacion en este
ambito.

Los precios se van incrementando a medida que se deba escalar los diferentes
niveles de produccion (local, territorial, estatal y nacional) para poder adquirir los productos.
Adicionalmente, aquéllos no pueden ser motivo de disputa entre los agricultores familiares,
dado que es un requisito que sean fijados en las CP’s. Sin embargo, esto no es lo que se
observa en el 40% de éstas.
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El precio fijado supone un reto de equilibrio entre dos elementos: primero, el gasto
publico y segundo, el ingreso para los agricultores familiares. Si por un lado el ayuntamiento
debe tratar de adquirir tantos productos como sea posible por el precio mas bajo; por otro
lado, el incentivo para que el agricultor familiar participe en el Programa es un precio por
encima del mercado convencional. Este equilibrio se ve beneficiado por el hecho de que
la compra se produce en canales mas cortos que los convencionales disminuyendo asi el
margen de comercializacion.

En el caso de los productos ecoldgicos, sino se pudiera calcular el precio a nivel local,
se debera tomar como patrén de precio el producto tradicional equivalente e incrementarlo
en su 30% para, de este modo, estimar el precio del primero, segun la resolucion del FNDE
n. 4 de 2015 (BRASIL, 2015). El costo final - que el agricultor solventara - debe incluir todos
los gastos de embalaje, transporte e impuestos que él pueda tener.

En lo que respecta a los datos de la “periodicidad de la entrega” de los productos
alimenticios comprados a los agricultores familiares, solamente estaban consignados
en 29 de las 60 CP's. Por lo tanto, el 52% present6 esta debilidad. Este es un defecto
importante teniendo en cuenta que esta informacion es vital para la planificacion y decision
del agricultor familiar.

De las periodicidades registradas en las CP’s, se evidenci6 la preferencia por las
entregas semanales las cuales son compatibles con las condiciones de los agricultores
familiares y con la compra de hortalizas frescas (que son los articulos mas solicitados por
los municipios paraenses). Las entregas de mas de una vez a la semana son muy costosas
para los agricultores familiares y solamente una (01) CP hizo esta solicitud con este tenor.
Las entregas de una mayor lapso que la semanal suelen estar relacionadas con productos
no perecederos. La Tabla 3 muestra el nUmero de unidades de recepcion definidas en las

CP’s.
Periodicidad Numero de Convocatorias Publicas
2-5/semana 1
Semanal 19
1 a2/mes
Otro
No hay informacion 31

Tabla 3: Acciones de los ayuntamientos municipales - Convocatorias Publicas - Periodicidad
2017 a 2018

Fuente: Sistema Oportunidades, sistematizados por los autores (2020).

En lo que concierne a los datos del “numero de unidades de entrega” de los

productos alimenticios adquiridos a los agricultores familiares se hall6 que, de las 60 CP's,
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solamente en 27 se registraron esta informacion. Por lo tanto, el 55% no hizo que esta
informacion estuviera disponible. Y, en ultima instancia, cuando hicieron referencia a esta
informacion fue para mencionar que divulgarian dichos datos, posteriormente, de acuerdo
con sus necesidades.

Las CP’s que centralizan la entrega de los productos favorece al agricultor familiar,
habida cuenta que - desde 2015 - el costo de la logistica esta incluido dentro del limite que
el agricultor familiar puede vender por entidad ejecutora.

En las CP’s que fueron analizadas la mayoria centralizé las entregas, pero una parte
significativa solicitd la entrega en diferentes lugares (de 11 a 50 unidades) y, solamente, 2
CP’s solicitaron entrega en todas las escuelas del area urbana y rural, con un total de méas
de 50 unidades. La sistematizacion de este analisis se expone en el Tabla 4.

Numero de Unidades de Entrega Numero de Convocatorias Publicas
1 14
2a10 1
11 a50 1
Mas de 50 2
No hay informacién 32

Tabla 4: Acciones de los ayuntamientos municipales - Convocatorias Publicas - Unidades de
Entrega - 2017 a 2018

Fuente: Sistema Oportunidades, sistematizados por los autores (2020).

Las CP's presentan debilidades con respecto a brindar informacién de vital
importancia para que el agricultor familiar decida participar en el Programa. Informacion
que comprende: precios a pagar, la periodicidad de las entregas y el nimero de unidades
de entrega. Dicha informacidn es escasa en estos documentos y esto perjudica la eficiencia
y eficacia del Programa.

Ademas, se observé que - a pesar de que la Ley n° 12.527/2011 (Lei de Aceso
a Informacé&o) indica como mandatorio, para los municipios que sobrepasen los 10 mil
habitantes, la divulgacion mediante internet de datos de interés colectivo — muchos
municipios no revelan ni sus CP’s ni sus extractos de contratos. El sitio fisico de la difusion
de los avisos también es importante para que el agricultor familiar tenga conocimiento
independientemente de su acceso a internet.

Se llevé a cabo una evaluacion cuantitativa del cumplimiento del Art. 14 de la Ley
n® 11.497/2009 que ordena que al menos el 30% de los recursos transferidos para el
PNAE (a través del FNDE) deben ser utilizados - por los municipios - en la adquisicion de
productos provenientes de la agricultura familiar. Los municipios se agruparon en funcion
de la relacion entre el porcentaje de compra y de las transferencias hechas al PNAE. Los
datos sistematizados se muestran en la Tabla 5.
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ANO Sin Aquisicion 0,1% a10% | 10,1% a 25% | 25,1% a 35% | Arriba de 35%
2011 83 22 18 18 2
2012 76 21 19 16 11
2013 29 23 46 25 21
2014 25 17 41 35 26
2015 16 19 41 38 30
2016 30 17 37 30 30

Tabla 5: Compliance del Art. 14 de la Ley 11.947/2009 - 2011 a 2016
Fuente: MEC/FNDE/PNAE, sistematizado por los autores (2020).

Todavia hay un numero significativo de ayuntamientos refractarios al cumplimiento
del Art. 14. Son municipios que no adquieren nada de la agricultura familiar, alcanzando
— preocupantemente - el 21% en 2016. Sin embargo, hay un numero alentador de
ayuntamientos muy adherentes llegando, también, al 21% en 2016. Desde el inicio del
periodo de analisis, el nUumero de municipios que adquirieron productos de la agricultura
familiar - disponiendo para ello de mas del 35% de recursos provenientes del PNAE -
aumentaron de 2 (dos) en 2011 a 30 (treinta) en 2016.

Alos ayuntamientos que fueron refractarios al Art. 14 no se les aplicé ningun castigo
porque se entiende que - por ejemplo - un posible bloqueo de transferencias del Programa
como medida punitiva golpearia directamente a los estudiantes.

Al observar el aumento en el nUmero de ayuntamientos clasificados como muy
adherentes al Art. 14, este incremento parece relacionarse a un proceso endégeno de
cambio que tiene en cuenta no solamente la calidad de la vida econémica, sino también la
calidad de vida de la comunidad. Este aspecto es el que conduce al desarrollo local y, sin
duda, es un proceso que se favorece a través de la manutencion y el fortalecimiento del
capital social en la comunidad.

Después de la observacion sobre el nimero de municipios que cumplen con el Art.
14, los esfuerzos se centraron en crear y analizar el “Spread de Atractividad” del PNAE para
los agricultores familiares. Segun el Censo Agricola realizado por el IBGE en 2017 habia
213.264 agricultores familiares en el estado de Para; mientras el niumero de agricultores
familiares con la DAP era de 96.763 de acuerdo con los datos disponibles en el Portal
Brasileiro de Dados Abertos en el mismo afo. Los analisis muestran que el Spread de
Atractividad es del 55%, lo que significa que el PNAE no se configura como una innovaciéon
social atractiva para 116.501 agricultores familiares. Unas de las principales causas
generadoras de este Spread es la carga burocréatica a cumplir por los agricultores familiares
(tanto en la forma como en el fondo) asi como la interfaz tenue con otras politicas publicas.

Segun estudios realizados por Bevilaqua y Triches (2014); Triches y Grisa (2015),
entre las principales razones de escasa atractividad se encuentran la documentacion de los
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agricultores, la dificultad de la logistica, los precios pagados por los productos, la falta de
formacion e informacién y, de manera destacada, la desconfianza en la interrelacion con las
autoridades (factor que muestra la necesidad de fortalecimiento del capital social).

Los resultados indican que las principales dificultades para que los agricultores
familiares participen en este mercado institucional se concentran, principalmente, en las
acciones de los municipios - con respecto a la estructura de las convocatorias publicas - que
€n no pocos casos contravienen la legislacion: no fijar precios, no explicitar la periodicidad
y no explicitar el nUmero de lugares de entrega.

La legislacion que rige el uso de los recursos del PNAE en la agricultura familiar es
relativamente nueva y pasa por un periodo de adaptacion de los gestores municipales; esto
se evidencia cuando el nUmero de municipios sin compliance de la legislacion disminuye,
a la vez que el numero de municipios que supera el porcentaje establecido aumenta a lo
largo de los afios.

Las entrevistas realizadas a los actores que representan la secretaria de educacion,
la secretaria de agricultura y las cooperativas - correspondientes a algunos municipios
adherentes al Programa - que suministran productos alimenticios (via PNAE) corroboran lo
que los datos citados anteriormente evidencian. Finalmente, y no menos importante, resaltan
que las pésimas condiciones de las carreteras (asi como de las conexiones fluviales) y la
baja confianza entre los actores al interrelacionarse representan una significativa dificultad
para la comercializacion de los productos en este mercado.

Por afadidura, y como factor positivo, sefialan como uno de los beneficios mas
visibles de esa innovacion social (i.e. la creacion de este mercado institucional) el
estimulo de la diversificacion de la produccion lo cual, concomitantemente, los retira de
la dependencia exclusiva de las grandes redes de abastecimiento y los conduce por el
sendero de la soberania alimentaria.

CONSIDERACIONES FINALES

Esinnegable, conforme a todos los autores presentados en esta obra, que la creacion
de los mercados institucionales se configura como una innovacion social que tiene como
presupuesto basico el capital social. Al insertar a las personas en el ambito sociolaboral y al
respetar el medioambiente via crecimiento sostenible, segin Sanchis; Campos (2008); y al
beneficiar tanto el lado social como el interés publico e inspirarse en el deseo de satisfacer
las necesidades sociales que quizas estén descuidadas por las formas tradicionales de
provision del mercado, segun Harris; Albury (2009), esta innovacion social se configura con
gran efecto en el ambito local.

El principal factor identificado en esta investigacion es el capital social ya que éste
es esencial en toda red conformada en torno de los Programas y es en el que se basa esta
innovacion social (mercado institucional).
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A pesar de que los Programas tengan todavia grandes problemas (muchos de
ellos de indole burocratica) son politicas publicas que - indudablemente - son innovaciones
sociales que cambiaron de forma positiva la dinamica de la agricultura familiar
proporcionando diferentes beneficios (econdmicos, sociales, culturales, etcétera). Todo el
disefio de esas politicas publicas adoptan como presupuesto basico el capital social.

Se destaca que hay una fuerte dependencia de las organizaciones que avituallan —
aqui representadas por las cooperativas agropecuarias — en relacion con el poder publico.
La mayoria se han constituido - inclusive - con este fin especifico. Esta es una critica de
este trabajo a la innovacion social del mercado institucional.

Considerando que Brasil esta en su tercera generacion de politicas publicas para
la agricultura familiar y que todas ellas coexisten - iniciando con formas de apoyo para
estimular la produccion, asistencia social y actualmente como medios para comercializar
la produccién - se comprende que son hechos exitosos; No obstante, hace falta estimular
el fortalecimiento del capital social, tanto para que en este mercado se tenga una mayor
participacion — dado que hay muchos agricultores con capacidad produtiva que no participan
- como para que también se rompa el circulo en el que el suministro es exclusivo para este
mercado. Los autores de este trabajo defienden que esa innovacion social sea una via
para resolucion de los problemas colectivos de los agricultores familiares y sin que sean
capturados por esta.

Se ratifica que la innovacidén social, configurada por los Programas, asume un
caracter transversal y su eficacia depende, fundamentalmente, de otras politicas publicas
que apoyen el desarrollo local. Una cuarta generacién de politicas publicas para la
agricultura familiar que logre una interfaz con areas como la seguridad alimentaria, salud
en el campo e infraestructura es imperativa.
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RESUMO: Considerando a recomendagdo da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) para
o consumo de alimentos contendo gorduras
insaturadas, inclusive durante a pandemia
de COVID-19, bem como os esforcos das
agéncias governamentais brasileiras quanto
a melhor qualidade nutricional de alimentos
processados, é desejavel a determinacdo da
composic¢ao fisico-quimica de produtos contendo
oleaginosas. Estes dados permitem a avaliagéo
das informagdes da rotulagem nutricional. Neste
trabalho, a composicdo proximal, previamente
obtida, de trés pastas comerciais contendo
noz pecéd ou castanha-do-brasil, foi comparada
com as informagbes das tabelas nutricionais
do rotulo. A composicdo determinada por
analise apresentou valores diferentes daqueles
declarados na rotulagem nutricional. As pastas
analisadas se enquadram nas recomendacdes
nacionais e internacionais para a oferta de
alimentos nutritivos. Este estudo demonstra
a importancia dos produtores em garantir a
confiabilidade das informagdes disponibilizadas
na rotulagem nutricional, garantindo a autonomia
do consumidor quanto a escolha de produtos
adequados as suas necessidades, inclusive em
dietas restritivas.
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PALAVRAS-CHAVE: Nozes, castanhas e derivados, Pasta vegetal, Rotulagem nutricional,
COVID-19.

COMPARISON OF THE PHYSICOCHEMICAL COMPOSITION OF COMMERCIAL
SPREADS CONTAINING OLEAGINOUS RAW MATERIALS WITH THE
NUTRITIONAL LABELING INFORMATION

ABSTRACT: Considering the World Health Organization (WHO) recommendations for the
consumption of foods containing unsaturated fats, including during the pandemic period of
COVID-19, and, also, the efforts of the Brazilian government agencies to improve the nutritional
quality of processed foods, it is desirable to determine the physicochemical composition of
nuts products. These data allow the assessment of the information on the nutritional label.
In this study, the proximate composition of three commercial spreads containing pecan or
Brazil nut was compared with the nutritional information on their label. The composition
determined by the physicochemical analysis showed different values than those declared
on the nutritional label. The spreads fit in the national and international recommendations for
offering nutritional foods. This study highlights the importance of the industry in ensuring the
reliability of the nutritional information available on labels, allowing consumers autonomy for
choosing suitable products according to their needs, including for restrictive diets.
KEYWORDS: Nuts and nuts products, Vegetable spread, Nutritional label, COVID-19.

11 INTRODUGCAO

A rotulagem nutricional serve como um veiculo de comunicag¢do entre consumidor
e fabricante, e é considerada uma ferramenta importante no processo da educagéo
nutricional e da autonomia do consumidor para a escolha de um produto (GONCALVES,
2015; ALBUQUERQUE et al., 2016). No Brasil, a rotulagem nutricional para embalagens
de alimentos e bebidas tornou-se obrigatéria em regulamentagéo publicada em 2001,
através da qual as informagbes de valor energético, carboidratos, proteinas, gorduras
(totais, saturadas e trans), fibra alimentar e sodio, devem ser declaradas. A informacao
nutricional pode ser obtida através da analise fisico-quimica das amostras, ou por meio de
bancos de dados e tabelas de composicao quimica recomendados pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2005). Deve ser expressa por porgao, incluindo a medida
caseira correspondente, podendo, adicionalmente, ser expressa por 100g ou 100mL
(BRASIL, 2003 a).

Em paralelo, a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) publicou, em 2020, uma
série de recomendagbes nutricionais para adultos durante o periodo de pandemia de
COVID-19, visando manter o sistema imunoldgico fortalecido, e, portanto, contribuir para
um menor risco de Doencas Cronicas e Infecciosas. Dentre as recomendacdes, encontra-
se a reducdo no consumo de alimentos ricos em gorduras saturadas e frans, como carnes
gordurosas e margarina, bem como o aumento no consumo de alimentos ricos em gorduras
insaturadas, como as oleaginosas (nozes e castanhas) (OMS, 2020). Ademais, a reducao
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dos niveis de gorduras saturadas e frans em alimentos processados, ja vinha sendo uma
das principais agbes tomadas pelas agéncias governamentais brasileiras (BLOCK et
al.,, 2017). Sendo assim, pastas elaboradas com matérias-primas oleaginosas, como a
castanha-do-brasil e a noz peca, se destacam como produtos inovadores, pois garantem
ao consumidor um produto com caracteristicas nutricionais atrativas, e que se adequam
as atuais recomendagdes nutricionais nacionais e internacionais. Além disso, contemplam
as necessidades de publicos especificos, como atletas, e, dependendo da composicéo,
podem ser destinadas também a veganos, vegetarianos e individuos com restricdo ao
gluten (FREITAS e NAVES, 2010; LIMA et. al., 2016). Sdo uma op¢éao para a diversificacao
do consumo destas oleaginosas, oferecendo mais oportunidades de producao e renda para
0s produtores, inclusive ligados a cooperativas.

Sabendo, portanto, que a confiabilidade das informagdes declaradas na rotulagem
nutricional deve ser assegurada, e tendo conhecimento do impacto que a composicéo
nutricional tem sobre a saude, torna-se desejavel que tais produtos sejam caracterizados
e avaliados. Desta forma, este trabalho teve como objetivo comparar os resultados
da composicéo fisico-quimica (umidade, cinzas, lipidios, proteinas, fibra alimentar,
carboidratos) de trés pastas comerciais a base de noz pecéd ou castanha-do-brasil,
previamente obtidos por meio de analise laboratorial, com as informagdes declaradas nas

respectivas rotulagens nutricionais.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Foram avaliadas trés amostras de trés marcas distintas, adquiridas no comércio de
Florianopolis, SC. Os critérios para a escolha foram: a) ser produtor nacional; b) conter
castanha-do-brasil e/ou noz pec4; c¢) conter pouco ou nenhum aditivo; e d) ser de fabricacéo
recente (inferior a um més).

A lista de ingredientes das amostras (codificadas como A, B e C) esta apresentada

no Quadro 1.
Marca Lista de ingredientes
A Achgr ge cana, casta_nha-do-brasil, leite em po6 integ_r_al, oleina_ <_:ie palma2 cacau
em po, bleo vegetal (girassol, palma e canola), emulsificante lecitina de soja.
B Noz peca.
C Noz peca, améndoa, massa de cacau, polidextrose. Edulcorantes: eritritol e stevia.

Quadro 1 — Lista de ingredientes das trés marcas comerciais de pastas a base de matérias-
primas oleaginosas, com a respectiva validade.
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2.2 Métodos

Inicialmente, é importante comentar que os dados da analise fisico-quimica das
amostras, apresentados no presente trabalho, ja foram citados em uma publicagéo anterior
da equipe (PEREIRA et al., 2019), e estdo sendo utilizados, neste estudo, para fins de
comparacao com a informacao presente na rotulagem nutricional dos produtos avaliados.

Os resultados da composicao fisico-quimica foram previamente determinados
segundo a AOAC (2019), para a obtengéo dos teores de umidade, por secagem em estufa
até massa constante a 105 °C; lipidios, por extracdo em aparelho de Goldfish com éter
de petroleo, com prévia digestdo acida; proteinas, através da determinacdo do teor de
nitrogénio total pelo método de Kjeldahl (fator de conversdo 5,46 para produtos com
castanha-do-brasil, 5,30 para outros frutos oleaginosos); cinzas, mediante a carbonizagédo
de 5 g de amostra em chapa de aquecimento, seguido de incineragdo em mufla a 525 °C; e
fibras sollveis e insolUveis, pelo método enzimatico-gravimétrico. Carboidratos totais foram
obtidos por diferengca em relacdo aos valores encontrados nas demais analises. Para a
obtencgéo do valor energético, foi realizada a multiplicagéo de 4 Kcal para cada grama de
carboidrato e proteina, e de 9 Kcal para cada grama de lipidio contidos nas amostras. As
analises foram realizadas em triplicata. Os valores foram expressos como média e desvio
padrdo, e apresentados em g/100g (PEREIRA et al., 2019).

Apartirde tais dados, as informagdes da tabela nutricional, que estavam apresentadas
por por¢céo do produto (20 g) na rotulagem, seguindo as diretrizes da legislagéo vigente
no Brasil para rotulagem nutricional, a saber: RDC n° 359, de 23 de dezembro de 2003,
da ANVISA (BRASIL, 2003 a), foram calculados por 100 g de produto. Os resultados
das analises fisico-quimicas foram entdo comparados com os valores ja declarados na
rotulagem nutricional das amostras.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 1, estdo apresentados os dados da analise fisico-quimica das amostras
A, B e C, previamente obtidos no trabalho de Pereira et al (2019), a informacgéo nutricional
declarada nos respectivos rotulos, bem como a variagao entre os dados de cada amostra.
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Amostra A Amostra B Amostra C

Nutriente Rétulo Analise® Variacio Rétulo Analise® Variagdo Roétulo Analise® Variacdo
(%) (%) (%)
Valor 538 Kcal 540 Kcal 740 Kcal 705 Kcal 550 Kcal 613 Kcal
eneraético =2238 = 2259 +0,4 = 3096 =2949 -4,7 = 2301 = 2564 +11,4
9 KJ KJ KJ KJ KJ KJ
Umidade : 2,82 B } 1,33 ) B 1,32 )
(g/100 g) 0,66 0,13 0,15
Cinzas B 2,22 + ) B 1,54 + ) } 2,14 + )
(9/100 g) 0,00 0,09 0,03
Lipidios 39,06 + 72,74 + 55,87 +
(g/100 g) 34 045 +14,9 72 1.08 +1,02 54,5 101 +2,5
Proteinas 8,18 = 7,28 11,11 = }
(9100 9) 6 0.15 +36,3 9 0.03 -19,1 13,5 0,04 17,7
Fibra alimentar 9,61 = 11,70 = 12,05 =
(g/100 g) 0 2,58 : . 0,82 +17 12 1,42 +0.4
Carboidratos** 38,39 = 5,37 = 16,46 +
(g/100 g) 49 124 -21,65 14 0,02 -61,6 24,5 262 -32,8

* Média + desvio padrao dos resultados das repeticbes da analise. ** Obtidos por diferenca em
relacdo aos demais nutrientes.

Tabela 1 — Composicao fisico-quimica (g por 100 g de produto) das pastas a base de matérias-
primas oleaginosas, com base na informagéo declarada na tabela nutricional dos rétulos,
nos resultados das andlises fisico-quimicas*®(n = 3), e indicando a variagéo (em %) entre

os valores obtidos por analise, em relagé@o aos declarados na tabela nutricional. Resultados
expressos em base Umida.

2 Fonte: Pereira et al. (2019).

O valor energético da amostra A (contendo castanha-do-brasil, lecitina de soja e
outros ingredientes), a partir dos resultados da analise fisico-quimica, apresentou um
valor préximo ao declarado na rotulagem nutricional. J& para as amostras B (contendo
exclusivamente noz peca), e principalmente C (contendo noz peca, polidextrose e outros
ingredientes), foi observada uma diferenca maior. As pastas produzidas com oleaginosas
séo altamente energéticas, especialmente por apresentarem quantidades consideraveis de
lipidios e proteinas. Sendo assim, as pastas se destacam como um alimento processado
nutritivo (WAGENER; KERR, 2017).

Quanto ao teor de lipidios resultante da analise fisico-quimica, foi observado que
as amostras B (72,74 g/100 g) e C (55,87 g/100 g) apresentaram valores proximos aos
declarados na rotulagem nutricional (72 e 54,5 g/100g, respectivamente). Ja a amostra A
apresentou uma maior diferenca entre tais valores (39,06g e 34g/100g, respectivamente).
O maior teor de lipidios observado nas amostras B e C é devido a presenca de noz peca,
matéria-prima que, segundo a literatura, possui um teor de lipidios superior (66 e 70 g/100g)
quando comparado com a castanha-do-brasil (61 e 62 g/100g) (Oro, 2007; Ferreira et al.,
2009). Cabe comentar, ainda, que as pastas elaboradas com matérias-primas oleaginosas
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séo ricas em acidos graxos insaturados, dentre eles o acido oleico (6mega-9) e o acido
graxo essencial linoleico (6mega-6) (FIRESTONE, 2013). Ambos estdo associados a
melhores niveis de triacilglicerois, reduzindo o colesterol total sanguineo e o LDL, bem
como aumentando o HDL.

O teor de proteinas das amostras B e C obtido experimentalmente (7,28 e 11,11
g/100g, respectivamente), foi inferior ao declarado na rotulagem nutricional (9 e 13,5
g/100g, respectivamente), enquanto o contrario foi observado na amostra A (8,18 g/100g
determinado por analise, e 6g/100 g declarado no rétulo). Dentre as trés amostras
analisadas, as amostras A e C apresentaram maior teor de proteinas. Tais valores devem
estar relacionados aos demais ingredientes destas formulagdes, como o leite em pé
integral (presente na amostra A) e as améndoas (presentes na amostra C), que, segundo
a literatura, contém valores apreciaveis de proteina (25,8 e 15,6 g/100g, respectivamente),
influenciando significativamente na composicdo do produto final (FERREIRA et al.,
2009; ROSOLEN et al., 2013). Dentre os nutrientes da dieta de um atleta, a proteina se
torna imprescindivel, viabilizando a ressintese proteica intramuscular e a atenuagéo dos
mecanismos proteoliticos que ocorrem durante as fases de recuperagdo poOs-exercicio
(OLIVEIRA, 2018). Ademais, as combinacdes de diferentes fontes proteicas vegetais
em uma dieta, podem proporcionar um valor nutricional equivalente a proteina animal.
Estudos indicam que a suplementagdo proteica ndo se torna necessaria para veganos
e vegetarianos, quando ocorre uma boa ingestdo de leguminosas, cereais integrais e
oleaginosas. Sendo assim, as pastas também se tornam uma boa opg¢éo de consumo para
este publico (FLORES et al., 2017).

Os valores de fibra alimentar das amostras B e C determinados experimentalmente
(11,7 e 12,05g/100g, respectivamente) foram proximos aos indicados no rétulo (10 e
12g/100g, respectivamente). Na amostra A, entretanto, foi constatada uma maior divergéncia
(9,61 g/100g determinado por analise, e zero declarado no rétulo). Tal diferenca pode estar
associada a determinag¢ao da composi¢ao do produto por meio das informagdes nutricionais
contidas em banco de dados (RODRIGUES et al., 2010). A amostra A apresentou o menor
teor de fibras, possivelmente decorrente da quantidade de castanha-do-brasil presente
em sua composicdo. Ja as amostras B e C contam com a noz pecad como matéria-prima
principal, que segundo a literatura, apresenta um consideravel teor de fibras (13,44 g/100g)
(POLMANN et al., 2018). Embora néo sejam absorvidas pelo organismo, estudos recentes
demonstram que a fibra alimentar tem sido aliada na terapia de doengas cronicas. Seu
consumo também promove a manutencdo da saude da microbiota intestinal, que por sua
vez, contribui para o aumento da imunidade (FARIAS et al., 2018). Neste contexto, as
pastas se tornam uma boa opcdo de consumo, em especial se tratando de individuos
com restricdes ao gluten, uma vez que ha uma constante necessidade de enriquecimento
de fibras alimentares nos produtos destinados a este publico (SAUERESSIG et al, 2016).

Cabe ressaltar que a falta da informacgéo sobre fibra alimentar no rétulo da amostra A pode
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levar o consumidor a optar por outras marcas deste produto, que contenham este nutriente
em sua composi¢éo.

Quanto ao teor de carboidratos, as amostras B e C apresentaram valor menor
do que o declarado no rotulo das pastas. Uma vez que a determinagéo de carboidratos
€ realizada por meio do calculo da diferenca em relacdo aos valores encontrados nas
andlises dos demais nutrientes, suas variagdes podem ter causado um efeito cumulativo
sobre o resultado do teor de carboidratos.

Observando, portanto, que a composigao nutricional determinada por analise fisico-
quimica apresentou valores diferentes daqueles declarados na rotulagem nutricional,
ressalta-se a importancia da industria em se adequar a legislagdo vigente, que admite
apenas uma variagdo de mais ou menos 20% quanto a informagao nutricional declarada
(BRASIL, 2003 b). Desta forma, pode-se garantir a confiabilidade das informagdes
disponibilizadas, e permitir que os consumidores utilizem os rotulos como ferramenta de
apoio em suas escolhas alimentares, inclusive no que diz respeito a dietas restritivas,
seguidas por op¢éo ou por necessidade.

Além das variagdes de composicéo nutricional encontradas no presente trabalho,
cabe ressaltar que as normas de rotulagem nutricional, no Brasil, vém sofrendo um
processo de revisdo nos Ultimos anos, com o objetivo de garantir maior clareza e qualidade
nas informacgbes nutricionais dos produtos comercializados no pais (BRASIL, 2020).
Segundo o estudo realizado por Morais et al. (2020), embora a maioria dos consumidores
tenha o habito de utilizar a rotulagem nutricional dos alimentos, muitos tém dificuldade em
compreender suas informagdes e conceitos bésicos. Sendo assim, tal revisdo da legislacéo

se torna importante para os consumidores.

41 CONCLUSOES

A composicao nutricional determinada por meio de analise fisico-quimica apresentou
valores diferentes daqueles declarados na rotulagem nutricional das pastas, sendo
que alguns resultados excederam a faixa de variacdo de mais ou menos 20% quanto a
informacao nutricional declarada no roétulo, determinada pela legislagéo brasileira vigente.
Isto pode ser justificado pelo método de determinacdo da composi¢cdo do produto, uma
vez que a regulamentacao nacional permite que os dados sejam obtidos tanto por andlises
fisico-quimicas, quanto por calculos realizados por meio de consulta em banco de dados.

As pastas comerciais apresentaram os lipidios como nutriente majoritario, o que
pode ser atribuido especialmente a presenca de noz pecé ou castanha-do-brasil em sua
formulacéo. Também apresentam teores apreciaveis de proteina e fibras alimentares, o que
as torna atrativas para publicos especificos como atletas, além de veganos, vegetarianos
e individuos com restricdo ao gluten, desde que a formulagédo seja adequada para tais
consumidores. As matérias-primas oleaginosas presentes nas pastas avaliadas permitem,
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ainda, que as mesmas se enquadrem nos atuais esfor¢cos das agéncias governamentais
brasileiras, bem como nas recomendagdes nutricionais internacionais para adultos,
especialmente durante o periodo de pandemia do COVID-19, para aumentar o consumo de
acidos graxos insaturados provenientes de nozes e castanhas.

Sendo assim, é importante que a industria busque garantir a confiabilidade das
informagdes disponibilizadas na rotulagem nutricional. Espera-se que as novas normas
de rotulagem nutricional, ao entrarem em vigor, permitam a autonomia do consumidor
quanto a escolha dos produtos para inclusdo em uma dieta equilibrada. Este estudo
também viabilizou a compreenséo dos parametros de qualidade nutricional de acordo com

a formulacéo das pastas, e que tém relagdo direta com a satde do consumidor.

AGRADECIMENTOS

Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico - CNPq e
SESCOOP pelo apoio financeiro (Processo n. 403195/2018-7). A CAPES e ao CNPq pelas
bolsas concedidas para M.L.T. Silva (Processo n. 88882.344949/2019-01) e G.P. Siméao
(Processo n. 180067/2019-2), respectivamente.

CONFLITO DE INTERESSE

Os autores declaram nao haver conflito de interesses.

REFERENCIAS

ALBUQUERQUE, G. L. B. de; SILVA, E. B. da; RODRIGUES, N.; CARDOSO, F. T. Avaliagdo da
adequacéo da rotulagem de férmulas infantis para lactentes. O mundo da saude, v.40, n.4, p.481-489.
2016.

ANVISA, Ministério da Saude/ Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria/ Geréncia Geral de Alimentos.
Rotulagem Nutricional Obrigatdria. Manual de orientagéo as indistrias de alimentos. Brasilia, p.44,
2005.

AOAC, Association of Official Analytical Chemists. Official methods of analysis of the AOAC. 2019.

BLOCK, J. M.; ARISSETO-BRAGOTTO, A. P.; FELTES, M. M. C. Current policies in Brazil for ensuring
nutritional quality. Food Quality and Safety, v.1, n.4, p.275-288, 2017.

BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Regulamento Técnico sobre Rotulagem
Nutricional em Alimentos Embalados (Resolugdo RDC n° 359, de 23 de dezembro de 2003). Diario
Oficial da Unido. 2003a.

BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Regulamento Técnico sobre Rotulagem
Nutricional em Alimentos Embalados (Resolugdo RDC n° 360, de 23 de dezembro de 2003). Diario
Oficial da Unido. 2003b.

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 7 “



BRASIL, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA. (2020). Rotulagem de alimentos. 2020.
Disponivel em: http://portal.anvisa.gov.br/rotulagem-de-alimentos. Acesso em: 28 jul. 2020.

FARIAS, J. T. F.; NETA, M. L. P. M.; ARAUJO, J. M. D. de; ARRUDA, L. C. S. de; PONTES, E. D. S.
Efeitos e beneficios da ingestao de fibras alimentares na prevengéo de doengas crdnicas: uma revisao
de literatura. International Journal of Nutrology, v.11, n.1, p.358, 2018.

FERREIRA, E. D. S.; SILVEIRA, C. D. S.; LUCIEN, V. G.; AMARAL, A. S. Caracterizagéo fisico-quimica
da améndoa, torta e composicao dos &cidos graxos majoritarios do éleo bruto da castanha-do-brasil
(Bertholletia excelsa HBK). Alimentos e Nutricao Araraquara, v.17, n.2, p.203-208, 2009.

FIRESTONE, D. Physical and Chemical Characteristics of Oil, Fats, and Waxes. 3 ed. Urbana:
AOCS. 2013.

FLORES, F. T.; ORDONEZ, F. M.; RUBIO, E. P.; SANCHEZ-OLIVER, A. J. Dieta vegetariana y
rendimiento deportivo. EmasF: revista digital de educacion fisica, n.46, p.27-38. 2017.

FREITAS, J. B.; NAVES, M. M. V. Composi¢do quimica de nozes e sementes comestiveis e sua relacdo
com a nutricdo e salde. Revista de Nutricao, v.23, n.2, p.269-279, 2010.

GONGCALVES, N. A. Rotulagem de alimentos e consumidor. Nutricao Brasil, v.14, n.4, 2015.

LIMA, P. F;; COSTA, V.da S.; LEMOS, T. de O.; NASCIMENTO, A. M. do C. B.; RODRIGUES, M. do C.
P. Caracterizagéo sensorial de pasta de amendoim adicionada de quinoa. Encontros Universitarios
da UFC, Fortaleza, Brasil, 2016.

MORAIS, A. C. B.; STANGARLIN-FIORI, L.; BERTIN, R. L.; MEDEIROS, C. O. Conhecimento e uso de
rétulos nutricionais por consumidores. DEMETRA: Alimentagao, Nutricdo & Saude, v.15, n.45847,
2020.

OLIVEIRA, L. S. D. S. Consumo proteico por praticantes de exercicios fisicos. 2018. (TCC de
Graduacgéo). Universidade Federal de Pernambuco, Vitoria, 2018.

OMS, Organizagédo Mundial da Saude. (2020). Nutrition for adults during COVID-19. Disponivel em:
http://www.emro.who.int/noncommunicable-diseases/campaigns/nutrition-for-adults-during-covid-19.
html. Acesso em: 28 jul. 2020.

ORO, T. Composicao nutricional, compostos bioativos e vida util de noz e 6leo extra-virgem de
noz-peca [Carya illinoinensis (Wangenh.) K. Koch]. 2007. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia dos
Alimentos) — Programa de P6s Graduagéao em Ciéncia dos Alimentos. Universidade Federal de Santa
Catarina, Florianopolis, 2007.

PEREIRA, C. C.; SILVA, M. L. T;; DUTRA, M. de O.; SIMAO, G. P.; MILANEZ, S.; FELTES, M. M. C.
Caracterizagao fisico-quimica e fisica de pastas comerciais contendo matérias-primas oleaginosas. In
Xl Mostra Nacional de Iniciagdo Cientifica e Tecnolégica Interdisciplinar (MICTI), Brusque, Brasil,
2019.

POLMANN, G.; BLOCK, J. M.; KAZAMA, D. C. S.; FELTES, M. M. C. Determinagdo da composi¢céo
nutricional de noz peca e do teor de fibra bruta por meio de diferentes métodos de preparo da amostra.
6° Simposio de Seguranca Alimentar, Gramado, Brasil, 2018.

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 7 m


http://portal.anvisa.gov.br/rotulagem-de-alimentos
http://www.emro.who.int/noncommunicable-diseases/campaigns/nutrition-for-adults-during-covid-19.html
http://www.emro.who.int/noncommunicable-diseases/campaigns/nutrition-for-adults-during-covid-19.html

RODRIGUES, H. F.; SILVA, L. F. M. D.; FERREIRA, K. S.; NOGUEIRA, F. D. S. Avaliagédo de rotulagem
nutricional, composi¢céo centesimal e teores de sddio e potassio em batatas-palha. Revista do
Instituto Adolfo Lutz (Impresso), v.69, n.3, p.423-427, 2010.

ROSOLEN, M. D.; RAPHAELLI, C. D. O.; OLIVEIRA, M. de. Contribuigéo nutricional de leite e seus
derivados na dieta dos brasileiros. Encontro de Pés Graduacao da UFPEL, Pelotas, Brasil, 2013.

SAUERESSIG, A. L. C.; KAMINSKI, T. A.; ESCOBAR, T. D. Incluséo de fibra alimentar em paes isentos
de gluten. Brazilian Journal of Food Technology, v.19, n.1, p.1-8, 2016.

WAGENER, R.S.; KERR, W.L. Effects of oil content on the sensory, textural, and physical properties of
pecan butter (Carya illinoinensis). Journal of Texture Studies, v.49, p.286-292, 2017.

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 7 m



CAPITULO 8

COMPARACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE,
COMPOSTOS FENOLICOS TOTAIS E ANTOCIANINAS
TOTAIS DE CULTIVARES HIBRIDAS DE UVAS SWEET

SAPPHIRE, SWEET SURPRISE E SWEET JUBILEE

Data de aceite: 03/05/2021

Marta Angela de Almeida Sousa Cruz
Nucleo de Alimentos Funcionais, Escola de
nutricdo, Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro (UNIRIO)

Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Gabriela de Freitas Laiber Pascoal

Nucleo de Alimentos Funcionais, Escola de
nutricdo, Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro (UNIRIO)

Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Lauriza Silva dos Santos

Programa de Po6s-Graduagéo em Biologia
Molecular e Celular, Universidade Federal do
Estado do Rio de Janeiro (UNIRIO)

Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Larissa Gabrielly Barbosa Lima

Nucleo de Alimentos Funcionais, Escola de
nutricdo, Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro (UNIRIO)

Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Maria Eduarda de Souza Jacintho

Nucleo de Alimentos Funcionais, Escola de
nutricdo, Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro (UNIRIO)

Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Anderson Junger Teodoro

Nucleo de Alimentos Funcionais, Escola de
nutricdo, Universidade Federal do Estado do
Rio de Janeiro (UNIRIO)

Rio de Janeiro, RJ, Brasil

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3

RESUMO: A uva é uma fruta amplamente
cultivada e consumida em todo o mundo. Possui
varios efeitos benéficos sobre a saide humana,
sendo de grande importancia econémica para
a populagdo. Embora no Brasil, a pratica da
viticultura seja recente quando comparada aos
paises europeus tradicionais, existem melhorias
de qualidade da composicao das cultivares de uva
brasileiras através de técnicas de hibridizacao.
O presente estudo comparou a atividade
antioxidante das uvas hibridas Sweet sapphire
(SP), Sweet surprise (SU) e Sweet jubilee (JB),
que foi avaliada pelos métodos DPPH, ABTS,
FRAP e ORAC. O teor total de compostos
fendlicos totais foi analisado pelo método de Folin-
Ciocalteu. O extrato de Sweet jubilee apresentou
maior capacidade antioxidante, em fenolicos
totais, mas demonstrou menor quantidade de
antocianinas totais que foi maior para variedade
Sweet sapphire. Em contrapartida, a Sweet
surprise demonstrou maior potencial oxidante
pelo método ABTS. Mesmo em diferentes
concentragbes, com comportamentos variados
nos diferentes métodos, as trés variedades
analisadas demonstraram alto potencial bioativo
para o uso eficiente de compostos antioxidantes
na prevencgéo de patologias.
PALAVRAS-CHAVE: Uva hibrida, antioxidante,
Vitis vinifera.
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COMPARISON OF ANTIOXIDANT ACTIVITY, TOTAL PHENOLIC COMPOUNDS
AND TOTAL ANTHOCYANINS OF HYBRID CULTIVARS SWEET SAPPHIRE,
SWEET SURPRIS AND SWEET JUBILEE GRAPES

ABSTRACT: Grape is a fruit widely cultivated and consumed all over the world. It has several
beneficial effects on human health, being of great economic importance for the population.
Although in Brazil, viticulture practice is recent when compared to traditional European
countries, there are improvements in the quality of the composition of Brazilian grape cultivars
through hybridization techniques. The present study compared the antioxidant activity of
hybrid grapes Sweet sapphire (SP), Sweet surprise (SU) e Sweet jubilee (JB). The antioxidant
capacity of these samples was evaluated using the DPPH, ABTS, FRAP and ORAC methods.
Total phenolic compounds were analyzed by Folin-Ciocalteu. Sweet jubilee extract showed
higher antioxidant capacity in total phenolics, but showed lower amount of total anthocyanins,
which was higher for sweet sapphire variety. On the other hand, Sweet surprise demonstrated
greater oxidizing potential by the ABTS method. Even in different concentrations, with varied
behaviors in the different methods, the three varieties analyzed demonstrated high bioactive
potential for the efficient use of antioxidant compounds in the prevention of pathologies.
KEYWORDS: Hybrid grape, antioxidant, Vitis vinifera.

INTRODUCAO

A uva é uma fruta do tipo baga mais cultivada no mundo, assim como uma das mais
consumidas de forma in natura. No Brasil sua producéo é crescente e tém tido importancia
destacada para o agronegécio, principalmente na regidao do Vale de S&o Francisco,
localizada no Nordeste do Brasil, onde ha cultivo de uvas hibridas. Seu plantio é destinado
sobretudo para o mercado de vinhos e sucos, e para 0 consumo in natura (uva de mesa)
(GUTIERREZ-GAMBOA et al, 2020).

As uvas hibridas sao geradas por meio do cruzamento de duas ou mais espécies
de Vitis, que permitem a seleca@o de caracteristicas de interesse, como elevada resisténcia
a doencgas e pragas. Sao caracterizados por diferentes composicdes quimicas e sdo
especialmente conhecidos por apresentarem alto conteddo de compostos fendlicos,
especialmente as antocianinas, sdo compostos que promovem beneficios a satde humana
e contribuem para a qualidade da fruta (SAMOTICHA, et al., 2017).

Os compostos fendlicos sdo os metabdlitos secundarios mais importantes nas uvas,
exercem fungdes antioxidantes e podem ser encontrados na casca, polpa e sementes.
Estdo presentes nesta classe de compostos os flavondides (antocianinas, flavonois e
flavonois), os acidos fendlicos e os estilbenos, estes compostos protegem a fruta e, apés a
ingestédo, ajudam a combater radicais em células e tecidos humanos (PADUA et al., 2020;
SAMOTICHA; WOJDYLO; GOLIS, 2016).

Em uvas escuras, as antocianinas estabelecem a maior porcentagem de compostos
fenodlicos, pois sao responsaveis pela coloragdo caracteristica das uvas e apresentam
diversos efeitos para o ser humano, uma vez que sao antidiabéticos, anticancer, anti-
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inflamatorios, antimicrobianos e antiobesidade, além de atuarem na prevengéo de doencas
cardiovasculares (KHOO et al., 2017; MOREIRA et al., 2017).

Considerando o pequeno numero de estudos em relagdo as uvas hibridas e a
importancia dos compostos fendlicos, especialmente das antocianinas presentes nessa
fruta, este trabalho tem objetivo avaliar a quantidade de compostos fendlicos totais e a
quantidade antocianinas presentes em trés uvas hibridas, Sweet Surprise, Sweet Sapphire

e Sweet jubilee.

MATERIAL E METODOS

Matéria prima

Amostras das uvas Sweet sapphire (SP), Sweet surprise (SU) e Sweet jubilee (JB)
foram doadas pela Fazenda Labrunier localizada em Petrolina (Pernambuco, Brasil) e
transportada sob refrigeragéo ao Nucleo de Bioquimica Nutricional da Universidade Federal
do Estado do Rio de Janeiro.

Figura 1. Uva Sweet sapphire, Sweet surprise e Sweet jubilee, respectivamente.

Obtencao dos extratos de uva

As amostras foram extraidas por meio de 2 solugbes extratoras: acetona 70%
(acetona: agua) (ACE) e agua (EA). Foram homogeneizadas por 10 minutos e apo6s a
diluicdo com as solugbes, elas foram submetidas a banho de ultrassom por 30 minutos e a
centrifugacéo por 5 minutos a 5000 rpm em seguida o extrato obtido foi filtrado.

Determinacao de compostos fendlicos totais

A analise de fendlicos totais foi realizada com o ensaio de Folin Ciocalteu.As
aliquotas diferentes foram pipetadas e ficaram ao abrigo da luz por duas horas e apds

esse periodo, foi realizada leitura em espectrofotdbmetro com absorbancia de 750nm. Os
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resultados foram comparados com a reagao do padrao acido galico e expresso em mg de
acido gélico (AGE)/100g de amostra (SAEED et al, 2012).

Avaliacéao da atividade sequestrante do radical DPPH

A medida da atividade sequestrante do radical DPPH foi realizada de acordo com
a metodologia descrita por Brand-Williams & Berset (1995). Para avaliagdo da atividade
antioxidante, as amostras em trés concentra¢cdes em ftriplicata foram adicionadas para
reacdo com o radical estavel DPPH em uma solucdo de metanol. A reducao do radical
do DPPH foi medida através da leitura da absorbancia a 515 nm em 30 min de reagéo.
Foi utilizado padréo de trolox (6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico) e a
atividade antioxidante foi expressa em pmol de trolox por grama de amostra.

Andlise determinacéao da atividade antioxidante total pelo método de reducéao
do Ferro (FRAP)

A atividade antioxidante pelo método de FRAP foi determinada de acordo com
Rufino et al. (2006). Este método baseia-se na quantificacdo da capacidade de reducao
do complexo Fe (Ill)-TPTZ (cor azul clara) para o complexo Fe (ll)-TPTZ (cor azul escura)
em meio acido, reacao esta que € desencadeada pelo antioxidante presente na amostra.
O método consiste em adicionar a 100 pyL da amostra e quantificar, em 2,7mL de reagente
FRAP somado a 270uL de agua destilada. Ap6s 30 minutos em banho-maria foi efetuada a
leitura de absorbancia a 595 nm. A curva padrao foi produzida com uma solugéo de sulfato
ferroso com quatro diluicbes diferentes. Os resultados foram expressos em yM de sulfato
ferroso por grama de amostra.

Andlise de atividade antioxidante total pela captura do radical ABTS-+

O método ABTS (acido 2,2’-azino-bis 3-etilbenzotiazolin 6-acido sulfénico) foi
utilizado como descrito por Rufino et al. (2007), O radical ABTS™* é formado por uma reagao
quimica com persulfato de potassio. Entéao, o radical ABTS™* é diluido em etanol até obter
uma medida de absorbancia de 0,70 (+ 0,02) a um comprimento de onda de 734 nm.
Aliquotas com trés diferentes volumes em ftriplicata das amostras reagiram com o radical
ABTS™ por 6 min. Uma curva padrdo com solugbes de Trolox e a atividade antioxidante foi
expressa em pymol equivalente de trolox por grama de amostra.

Ensaio ORAC

Este método, mede a capacidade do antioxidante em sequestrar radicais peroxil
que foram gerados por uma fonte radicalar, AAPH (2,2 -azobis(2-amidinopropano)
dihidroclorado), a 37°C. O radical peroxil, gerado pela reacao do com oxigénio atmosférico,
reage com a fluoresceina para formar um produto néo fluorescente, que pode ser medido
por espectrofotometria com maxima emissdo de fluorescéncia em 575 nm e 578 nm.

ConcentragOes conhecidas de trolox foram usadas para gerar uma curva padrao. A atividade
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antioxidante das substancias foi determinada através da diferenca entre a area abaixo
da curva (AUC) da amostra subtraida pela AUC do branco, medida pelo decaimento da
fluorescéncia com a adi¢cdo da substancia antioxidante no decorrer do tempo. Este ensaio

expressa o resultado em pmol de trolox equivalentes.
Identificacao e quantificacao de antocianinas

As amostras integrais foram pesadas (1 g) para extragdo com metanol e solugcéo
de acido formico no banho de ultrassom com posterior centrifugacdo até a descoloracéo
da solucdo. Em seguida, uma aliquota (1 mL) do extrato foi seca com ar comprimido,
sendo a mesma ressuspensa em metanol e acido férmico e aplicada em cromatdgrafo
liquido de alta eficiéncia (HPLC) (Alliance 2695, Waters) equipado com detector de arranjo
de fotodiodos e uma coluna C18 BDS (100 mm x 4,6 mm, 2,4 um, ThermoScientific) em
gradiente de eluicdo com acetonitrila e acido formico. A quantificacdo de antocianinas foi
feita por padronizacao externa, a partir de padrées isolados. Os resultados foram expressos
em mg /100 g (ALVES et al., 2007).

ANALISE ESTATISTICA

A anélise estatistica dos dados obtidos foi realizada em Excel e no Programa
Graph PadPrism 5.0. Foi feito o teste de variancia (ANOVA) com pds-teste de Tukey para
comparacao de médias, ao nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na analise da atividade antioxidante por diferentes métodos, a solugcdo extratora
acetona 70% apresentou maior potencial de extragcdo para as variedades de uvas
analisadas (Figura 2).

Como resultado do DPPH (Figura 2A), as trés variedades de uvas hibridas
apresentaram melhor atividade antioxidante em extrato cetdnico. Dados da literatura
sobre uvas shiraz nas regibes de Pune e Nasik apresentaram valores proximos a 114,72 +
11,65 umol TEAC/g DW e 108,27 + 11 umol TEAC/g DW, respectivamente, valores estes
muito semelhantes aos encontrados em nosso trabalho (SAVALEKAR et al., 2019). Outro
estudo apresentou um valor de 410,79 umol TEAC/g para casca de uvas Grenache (KY
& TEISSEDRE, 2015). Em contraste, a casca de uva hibrida mostrou valores em torno
de 17 ymol TEAC/g de peso fresco para as variedades Uslo e Isabella (YILMAZ et al.,
2015). Na andlise pelo método de DPPH, o extrato de SU apresentou a maior capacidade
antioxidante, seguido pelas variedades JB e de SP.

Na analise de ABTS, os valores de capacidade antioxidante entre as diferentes
variedades foram semelhantes, ndo havendo diferenga estatistica significativa (p>0,05),

com excecgéo do extrato acetonico da variedade SU que, com valor médio proximo a 190
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pmol de peso fresco TEAC/g apresentou maior potencial antioxidante (p<0,05) que as
demais (Figura 2B). Os valores obtidos neste estudo séo superiores quando comparados
ao estudo de Favati et al. (2020) que utilizando bagacgo de uva (4,40 = 0,15 umol TEAC/g) e
variedade de uva hibrida Uslo (4,78 umol TEAC/g de peso fresco). Em outro estudo, Yilmaz
et al (2015) obtiveram um valor de 4,75 umol TEAC/g de peso fresco da variedade Alfons
também inferiores aos valores obtidos neste estudo.

Na andlise pelo método de FRAP, as variedades JB e SU apresentaram menor
(p<0,05) capacidade antioxidante quando comparadas a variedade SP, sem diferenca
estatistica entre ambas (p>0,05). Foi ainda possivel observar que ndo houve diferenca
estatistica entre os extratores utilizados (p>0,05) entre as variedades analisadas, com
excecao da variedade SP utilizando o extrato cetbnico (Figura 2C) que apresentou
capacidade antioxidante cinco vezes maior quando comparado ao extrato aquoso. Ky &
Teissedre (2015) produziram dados proximos a 1,52 mM sulfato ferros/g peso seco para
extrato de casca de Syrah.

Na analise ORAC, a variedade JB demonstrou maior atividade oxidante, seguida
das variedades SP e SU (Figura 2D). No método direto ORAC, a uva Muscadine (Vitis
rotundifolia) apresentou resultado de 129,06 + 1,97 umol ET/ g no trabalho de You (2012)
valores estes semelhantes com nossos resultados. Nao houve diferencga significativa entre
os extratos de SP e SU (p>0,05). Em comparac¢do com outros estudos, foram encontrados
valores proximos a 25 pumol de Trolox eq./g em suco de uva (FARIA et al, 2016) e 62,75
pumol de Trolox eq./g no extrato de uva Syrah (DE CAMARGO et al., 2019).

As solugdes utilizadas nesses estudos possuem diferentes polaridades
demonstrando a presenca de compostos hidrofilicos e lipofilicos com caracteristicas
diferentes dependendo da fragé@o e tipo de fruta analisada. Assim, observa-se que essa
variedade tem grande potencial como fonte de compostos antioxidantes, principalmente a
partir da casca, parte que geralmente é consumida.
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Figura 2. Atividade antioxidante dos extratos aquosos (EA) e cetbnicos (ACE) de polpa de
uvas hibridas Sweet sapphire (SP), Sweet surprise (SU) e Sweet jubilee (JB) pelos métodos de
DPPH (A), ABTS (B), FRAP (C) and ORAC (D). Letras diferentes na mesma figura apresentam

diferenca significativa (p<0,05).

Na analise de determinacdo de compostos fendlicos totais, a variedade JB obteve
maiores valores, seguida da SP e SU (Figura 3). Em estudo com cultivares de uva Niagara
rosada, os autores quantificaram valores aproximados ao deste estudo (SOARES et al,
2008).

O valor encontrado na espécie JB evidencia valores semelhantes aos encontrados
na literatura, inclusive ao comparar com outras uvas hibridas avaliadas por Samoticha
e colaboradores (2017), que estudaram 28 uvas hibridas brancas e vermelhas com
resultados de compostos fendlicos. O conteddo dos compostos fenélicos tem varios
fatores determinantes, como condi¢bes ambientais e de cultivo, grau de maturidade e nas
uvas mais escuras se tem o aumento desses compostos no ultimo estagio de maturagéo.
Sendo assim, observa-se um grande potencial dessa variedade como fonte de compostos

antioxidantes.
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Figura 3. Compostos fendlicos totais dos extratos aquosos (EA) e cetbnicos (ACE) de polpa de
uvas hibridas Sweet sapphire (SP), Sweet surprise (SU) e Sweet jubilee (JB). Letras diferentes
no mesmo grafico apresentam diferenca significativa (p<0,05).
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Entre os compostos fendlicos presentes nas uvas, os principais encontrados sao
antocianinas, sendo que em uvas de V. vinifera L. apresenta cinco agliconas que ocorrem
comumente, entre elas, a cianidina, peonidina, delfiinidina, petunidina e malvidina (ABE
et al.,, 2007). As antocianinas estédo localizadas na casca da fruta e sdo os compostos
responsaveis principalmente pela cor vermelha das uvas e vinhos (LINGUA et al., 2016).

Os resultados mostram que os derivados de malvidina apresentam o maior teor
em ambas as cultivares. Neste estudo foram quantificados valores de 14,46 mg/100
g de malvidina 3-O-glicosideo na variedade SP, 9,70 mg/100g na JB e 2,76 mg/100 g
em SU, sendo estes semelhantes ao encontrado por outros autores (BALiK et al, 2013;
FIGUEIREDO-GONZALEZ et al., 2012). As antocianianas formadas a partir da cianidina
apresentaram a menor concentracao na varidade JB com valor de 0,20 mg/100g, fato que
provavelmente ocorre, pois esta antocianina é a precursora de todas as outras durante o
processo de maturacdo (NUNEZ et al, 2004). Na variedade SU, a peonidina-3-O-glicosideo
foi a antocianina que apresentou a menor concentragdo (0,77 mg/100g). A amostra da
variedade SP apresentou elevados valores de antocianinas totais (23,04 mg/100g) em
comparacao com a amostra de JB (12,98 mg/100g) e de SU (9,43 mg/100 g) (Tabela 1).

Na andlise de antocianinas totais dos extratos das variedades hibridas observamos
maiores valores presentes na Sweet sapphire (SP), em comparacado com as outras duas
variedades (Tabela 1).

Antocianinas (mg/100g) SP SuU JB
Delfinidina-3-O-glicosideo 1,98 1,22 0,15
Cianidina-3-O-glicosideo 0,63 1,09 0,20
Peonidina-3-O-glicosideo 3,77 0,77 2,47
Petunidina-3-O-glicosideo 2,2 ND 0,46
Malvidina-3-O-glicosideo 14,46 2,76 9,70

ND- néo detectavel

Tabela 1. Antocianinas totais dos extratos aquosos (EA) de polpa de uvas hibridas Sweet
sapphire (SP), Sweet surprise (SU) e Sweet jubilee (JB)

CONCLUSAO

Este trabalho apresenta o comparativo entre a concentragéo de compostos fendlicos
e capacidade antioxidante de variedades hibridas de Vitis vinifera L. (Sweet safira, Sweet
surprise e Sweet jubilee).

Os ensaios de DPPH, ABTS, FRAP e ORAC revelaram que o extrato de acetona
70% apresentou maior capacidade de extragcdo dos compostos antioxidantes para todas as
variedades hibridas, independentemente do método utilizado, no entanto, cada variedade
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hibrida apresentou quantidades variaveis de acordo com o método aplicado. A variedade
SU destacou-se nos métodos DPPH e ABTS, enquanto que a JB nos métodos ORAC e
fenolicos totais; e a variedade SP nos métodos FRAP e antocianinas totais.

Ressalta-se, porém, que mesmo em diferentes valores comparativos, as trés
espécies hibridas apresentaram um alto potencial bioativo, sendo o seu consumo indicado
para o uso eficiente de compostos antioxidantes na prevencao de patologias.

Devido a poucos estudos com uvas hibridas, acreditamos que esse trabalho
contribuirda para orientar novos estudos e avaliar seu potencial econémico como fonte
natural de alimento da regido Nordeste do Brasil. Este trabalho destaca a concentracéo
significativamente alta de compostos fendlicos e propriedades antioxidantes das variedades
hibrida Vitis vinifera L. SP, SU e JB.
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RESUMO: A carne é um excelente meio de
desenvolvimento de microrganismos, podendo
ser responsavel pela transmissdo de bactérias
patogénicas ao homem. A contaminagéo ocorre
principalmente pela negligéncia do manipulador
e irregularidades do espacgo de trabalho. Diante
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desta problematica, objetivou-se verificar as
condi¢cdes sanitarias dos acgougues da cidade
de Mossor6-RN. Foram coletadas 18 amostras,
sendo nove de carne bovina e nove de frango,
in natura, com proposito de pesquisar bactérias
do género Salmonella e a determinagdo do
Numero Mais Provavel (NMP) de bactérias
coliformes. Para avaliar as condi¢des sanitarias
dos estabelecimentos, aplicou-se um checklists.
O resultado apresentou presenca de coliformes
a 35 °C (>1100 NMP/g) e a 45 °C. 44,4% (4
amostras), estavam dentro dos padrdes sanitarios
exigidos pela legislagé@o, variando entre 240 a
460 NMP/g, Nas amostras de frango, apenas
55,6% (5 amostras) apresentaram-se dentro das
normas, variando em < 3 a 290 NMP/g. Todas
as amostras analisadas apresentaram auséncia
de Salmonella spp. Através dos checklists
aplicados foi possivel identificar que apenas dois
estabelecimentos privados atingiram 70% de
conformidade. Os dados obtidos neste trabalho
corroboram com a premissa de que a implantagéo
das boas praticas de manipulagdo acompanhada
das boas praticas de higiene resulta na maior
qualidade e seguranca do alimento.
PALAVRAS-CHAVE: Carne bovina,
Salmonella, coliformes, checklist.

frango,

HYGIENIC-SANITARY CONDITIONS OF
BUTCHERS ASSOCIATED WITH THE
MICROBIOLOGICAL QUALITY OF MEAT
IN NATURA

ABSTRACT: Meat is an excellent medium for
microbe development and may be responsible
for foodborne diseases. The meat contamination
occurs mainly due to the negligence of the
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handler. The work aimed to verify the sanitary conditions of butchers in Mossoré city, Brazil.
For this work eighteen samples were collected. Nine fresh beef samples and nine fresh
chicken samples acquired Mossor6 city, Brazil with the purpose of researching bacteria of
the genus Salmonella and the determination of the Most Probable Number (NMP) of coliform
bacteria. Checklists were also carried out to assess the hygienic and sanitary conditions of
each location. In all samples the presence of coliforms at 35 °C was detected (> 1100 MPN/qg).
For the analysis of coliforms at 45 °C of beef, just 44.4% (4 samples) agreed with the Brazilian
sanitary standards (samples values between 240 and 460 MPN/g). Regarding chicken meat
samples, only 55.6% (5 samples) agreed with the standards (< 3 to 290 MPN/g). All samples
analyzed did not show the presence of Salmonella ssp. The applied checklists showed only
two private businesses reached 70% of Brazilian legislation compliance. This work shows
the implementation of good handling and good hygiene practices results in higher quality and
safety of food for consumers.

KEYWORDS: Beef, chicken, Salmonella, coliforms, checklist.

11 INTRODUGAO

Carnes sdo as massas musculares e os demais tecidos que as acompanham,
incluida ou ndo a base éssea correspondente, procedentes das diferentes espécies
animais, julgadas aptas para o consumo pela inspe¢éo veterinéria oficial (BRASIL, 2017).

Pela sua variedade de nutrientes, a carne se torna um meio de cultura de facil
multiplicacdo de bactérias patogénicas e deteriorantes de produtos, sendo fontes
de toxinfeccoes alimentares. Outro fatores importantes que podem oferecer risco de
contaminag@o é o transporte, processo de refrigeracdo inadequada, exposicdo ao ar,
ambientes e outros (LAMAS, 2020). Assis (2014), cita em seus estudos que os agentes de
origem biolégica sédo os maiores responsaveis pelas doengas transmitidas por alimentos.

As DTAs sdo um problema de salde publica, além de causar doengas nos seres
humanos tambem sao respovsaveis por causar perdas economicas em todo o mundo
(OLIVEIRAO et al 2010). Tharuk et al (2010), relata que a seguranca alimentar é importante
para a manutengéo da saude publica, apesar da legislacao esta cada vez mais rigorosa em
varios paises, os casos de DTA ou surtos continuam a ser comuns.

Aimportancia do cuidado com o manipulador, destacando-se que 0 mesmo deve ser
afastado em caso de lesbes ou de problemas de salude que comprometam a qualidade do
alimento, tais como: a observacao diaria do asseio pessoal (m&os sempre higienizadas),
se os uniformes sdo compativeis a atividade e ainda se estdo conservados e limpos.
Para garantir esse cuidado os manipuladores devem ser supervisionados e capacitados
periodicamente de acordo com a Resolucdo RDC 216/2004 (BRASIL, 2004).

Segundo RIISPOA — Regulamento e inspec¢éo industrial e sanitaria de produtos de
origem animal, (BRASIL, 2017) no art. 53 os responséaveis pelos estabelecimentos deveréao

assegurar que todas as etapas de fabricacdo dos produtos de origem animal sejam
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realizadas de forma higiénica, a fim de se obter produtos que atendam aos padrdes de
qualidade, que ndo apresentem risco a saude, a seguranga e ao interesse do consumidor.

A legislacéo brasileira, através da Instrugdo Normativa n° 60 de 23 de dezembro
de 2019 (BRASIL, 2019), define como parametro de qualidade microbiolégica da carne in
natura a auséncia de Salmonella spp. em 25 gramas de amostra. Esta é considerada um
dos principais agentes patogénicos de origem alimentar no mundo. A RDC de n° 12 de 02
de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001), vigente até 23 de dezembro de 2020, estabelece como
padréo para coliformes termotolerantes o valor de 10* NMP/g, para carnes resfriadas ou
congeladas, in natura, de aves.

Estudos mostram que o0s agougues e/ou estabelecimentos que comercializam carnes
no Brasil ndo atendem aos requisitos minimos exigidos pela vigilancia sanitaria municipal.
Tais como: estrutura fisica, manipulagdo correta e disposi¢cdo dos residuos sélidos. Isso
tem aumentado o nimero de pessoas com DTA.

Um trabalho realizado por Lamas (2020) destaca que dentre os resultados de néo
conformidades encontrados nos estabelecimentos que comercializam carne moida e quibe
em Presidente Prudente- SP estdo em 90% o uso incorreto de uniformes e alguns EPIs,
100% de funcionarios utilizando barbas e/ou bigodes, adornos como anéis, pulseiras,
colares e ate reldgios e 90% de utensilios sujos ou em péssimo estado de conservacao.

Diante do exposto, o objetivo do trabalho foi verificar a relagdo das condigdes
higiénico-sanitédrias dos agougues com a presenca de coliformes totais, coliformes
termotolerantes e Salmonella ssp. em carnes bovinas e aves, comercializadas no municipio
de Mossor6-RN.

21 MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa é de natureza qualitativa, quantitativa, transversal e
observacional em que aplicou-se um checklist e realizou-se analise microbioldgica de carnes
bovinas e frango para levantamento de dados sobre as condi¢des higiénico-sanitarias de
acougues (supermercados, mercadinhos e mercado publico), localizados no municipio de
Mossoré-RN, durante o més de outubro de 2019. Os estabelecimentos 1,2,3,4 e 5, foram
representados pelos agougues privados e 6,7,8 e 9 pelos publicos.

Foram obtidas duas amostras (carne de frango e carne bovina) por agougue,
totalizando 18 amostras avaliadas. Os cortes escolhidos foram o cha de dentro (parte
traseira do animal) na carne bovina e o peito de frango. Estas foram coletadas pela manha
e transportadas em caixa isotérmica, acondicionadas em embalagem do comércio até o
Laborat6rio de Inspecéo de Produtos de Origem Animal — LIPOA, da Universidade Federal
Rural do Semiarido — UFERSA, Mossor6 — RN, onde o experimento foi conduzido.
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2.1 Analise Microbiolégica

Para as analises microbioldgicas, seguiram-se os procedimentos descritos na
instrucdo normativa n° 62 de 2003 (BRASIL, 2003) para a diluicdo foram retiradas 25
gramas representativos da amostra original e feitas as diluicbes em 225 mL de solugcéo
salina peptonada 0,1%, homogeneizadas por aproximadamente 2 minutos em stomacher.
Apoés, foram realizadas diluicdes sucessivas. Na pesquisa de coliformes a 36 °C, as
diluicées foram inoculadas em série de 3 tubos (107, 102, e 10-) em caldo verde brilhante
bile lactose, incubados a 35 °C por 48 h em banho-maria. A presenca de coliformes a 35
°C foi confirmada pela formag¢ao de gas (minimo 1/10 do volume total do tubo de Durhan)
ou efervescéncia quando agitado gentilmente, e o valor foi dado por nimero mais provavel
(NNP/g). Para coliformes a 45 °C inoculou-se as amostras positivas em tubos contendo
caldo Escherichia Coli/EC, incubados a 45 °C as 48 h. Confirmados através da presenca de
gases nos tubos. Para determinar os resultados de nUmero mais provavel NNP, utilizou-se
a tabela de referéncia presente na instru¢do normativa.

Para Salmonella spp., aliquotas de 25g das amostras foram adicionadas a 225
mL de agua peptonada e incubadas a 36 °C. Ap6s 16 a 20 h, aliquotas de 1 mL destas
diluicbes foram transferidas para dois diferentes caldos de enriquecimento Selenite
Cistine e Tetrationato, € 0,1 mL para caldo Rappaport incubados por 24 h a 41 °C. Apo6s a
incubacéo, as colbnias foram estriadas em placas de petri com agar Salmonella — Shigella
(SS) e agar Rambach, incubadas invertidas a 36 °C por 24 h. As colbnias tipicas obtidas
nas placas foram testadas nos meios &agar Lisina Ferro e agar Triplice Agucar Ferro. Em
seguida, as amostras positivas foram submetidas a incubag¢do em agar Ureia. O resultado
€ interpretado de acordo com a coloracdo do tubo: se inalterada (amarelo) suspeita-se
de Salmonella; caso o tubo com &gar mude para a cor rosa, descarta-se a presenca de
Salmonella. O resultado foi expresso em presenca ou auséncia de Salmonella spp. em 25g
de cada amostra.

2.2 Aplicacao de checklist
O checklist aplicado foi adaptado com base no roteiro para inspe¢cédo em agougues,
utilizado pelo departamento de vigilancia sanitaria da Prefeitura Municipal de Maraba/Para,
este portanto adaptado da RDC 216/04 (BRASIL, 2004), ficando restrito a 50 perguntas que
foram respondidas por método observacional. A andlise critica do checklist ocorreu com
base nessa mesma resolugao.
As perguntas foram separadas em 5 diferentes categorias, sdo elas:
1- Situacao e Condigcbes de Edificacdo (24 perguntas);
2- Equipamentos/Instrumentos e utensilios (12 perguntas);

3- Aparéncia dos funcionarios da area de produgdo/manipulagéo/venda (5
perguntas);
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4- Matéria-prima/insumos/produtos finais (4 perguntas);
5- Fluxo de produgé@o/manipulagéo/controle de qualidade (5 perguntas).

As opcoes de respostas para o preenchimento do checklist eram “SIM”, quando o
estabelecimento atendia ao item observado, “NAO”, quando 0 mesmo apresentava nao
conformidade. A aplicacao do checklist foi realizada durante a aquisicdo das amostras.

Os resultados foram tabulados e calculados em percentagem, através de média
aritmética, segundo as conformidades e ndo conformidades do estabelecimento. Cada
resposta equivalia a um ponto. Os resultados obtidos eram tabulados nas planilhas do
aplicativo Microsoft Excel® (MICROSOFT, 2010) e a partir destes, elaboradas as tabelas
e os gréaficos. Os parametros de qualidade e adequagédo sanitaria foram aqueles que
apresentaram resultados a partir de 70% de conformidade. Esse dado foi definido pelos
autores da pesquisa.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A contaminagéo da carne pode acontecer em varias etapas, que compreende desde
0 ambiente de criagdo do animal, alimentagéo, abate, como também no processamento.
Muitos sdo os pontos ao longo da cadeia, favoraveis para que essa contaminag¢éo aconteca.
(ALMEIDA., et al 2017)

3.1 Analises microbioldgicas

Os resultados das analises microbiolégicas para coliformes realizadas nas nove
amostras de carne bovina e frango, coletadas em agougues na cidade de Mossor6-RN,
podem ser observados na Tabela 1.

Entre as nove amostras de carne bovina avaliadas, 100% apresentaram resultados
positivos (acima de 1,103 NMP/g) para o teste de coliformes a 35 °C e 44,4% (4 amostras)
apresentaram-se dentro dos padrées da RDC 12/2001 (BRASIL, 2001) para teste
de coliformes 45 °C. Esta legislacdo determina que o limite ndo ultrapasse 10* NMP. A
legislacdo que entrard em vigor, IN 60/ 2019 (BRASIL, 2019), ndo determina valores de
coliformes totais e termotolerantes em carne bovina “in natura”. Para os demais resultados
representados na tabela 1 como >10% NMP/g, ndo se pode determinar se estdo dentro dos
parametros, pois sdo necessarias mais diluicdes para se chegar ao nimero concreto. Os
valores encontrados nas amostras insatisfatérias concordam com outros estudos, como
€ o caso de Silvestre et al. (2014) que em sua pesquisa, detectaram 100% de coliformes
termotolerantes em carnes bovinas in natura, coletadas em agougues e supermercados,
no municipio de Alexandria-RN. Lamas (2020) investigou a presenca de coliformes
termotolerantes em amostras de carne moida e quibe cru comercializados em Presidente
Prudente — SP, os resultados obtidos demostram 6 amostras com valores abaixo do limite
e 18 amostras com a presenca de coliformes termotolerantes com valores acima do que
preconiza a legislacdo, em uma delas o resultado foi superio a 100 NMP/g.
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A presenca de coliformes nos alimentos esta relacionado a diversos fatores, tais
como, local de armazenamento, transporte, equipamentos moedores, manipuladores,

ambiente, recipientes e utensilios inadequados segundo a legislagcao (BRASIL, 2004).

Amostras de carne bovina coliformes a 35 °c coliformes a 45 °c
1 >1,102 NMP/g 240NMP/g

2 >1,103 NMP/g 290 NMP/g

3 >1,108 NMP/g 460 NMP/g

4 >1,102 NMP/g 290 NMP/g

5 >1,103 NMP/g >1,10%3 NMP/g
6 >1,108 NMP/g >1,108 NMP/g
7 >1,102 NMP/g >1,103 NMP/g
8 >1,103 NMP/g >1,10%3 NMP/g
9 >1,108 NMP/g >1,108 NMP/g
Amostras de frango

1 240 NMP/g 15 NMP/g

2 210 NMP/g 75MP/g

3 >1,102 NMP/g 290 NMP/g

4 240 NMP/g >1,10%3 NMP/g
5 Ausente < 0,3 NMP/g
6 >1,102 NMP/g >1,103 NMP/g
7 >1,103 NMP/g >1,10%3 NMP/g
8 >1,108 NMP/g >1,108 NMP/g
9 >1,102 NMP/g 1100 NMP/g

Tabela 1. Enumeragéo de Coliformes a 35 °C e coliformes a 45 °C, encontrados nas amostras
de carne bovina e frango coletadas no municipio de Mossor6/RN no ano de 2019.

Fonte: Propria (2019)

As amostras de carnes de frango apresentaram resultados satisfatorios em 55,6%
(5 amostras), de acordo com a Resolugéo n° 12/2001 da Agéncia Nacional da Vigilancia
Sanitaria (BRASIL, 2001) que estabelece como padrao de coliformes a 45 °C a tolerancia
de 10* para carnes resfriadas ou congeladas, “in natura’, de aves (carcagas inteiras,
fracionadas ou cortes). Na IN n°60/2019, nao ha padréao de coliforme a 35 °C para carne
de aves. Um estudo realizado por Tominaga (2019), em vinte amostras de carne de frango
comercializados no japao, apresentou resultados de contaminagdo microbiolégica por
coliformes variando entre 6,8 e 6,9 log,, UFC/g.

Os resultados confirmaram auséncia de Salmonella ssp., em todas as amostras de
carnes e frangos. As legislagdes brasileiras, através da resolugdo RDC de n° 12 de 02 de
janeiro de 2001 como também a mais recente, a IN n° 60/2019, definem como parametro de
qualidade microbiologica da carne in natura, a auséncia de Salmonella spp. em 25 gramas
de amostra. (BRASIL, 2019), estando neste caso em conformidade sanitaria sob esse
aspecto. Os resultados também estdo de acordo com estudos realizados por Muchinski
e Degenhardt (2016), que coletaram amostras de carne de frango temperada em sete
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estabelecimentos de médio e grande porte no Municipio de Xanxeré, SC, apresentaram
todas as amostras negativas para Salmonella spp.

Zaboli et al., (2019) cita em sua literatura que a carne de ave é a principal fonte
proteica para a populacao humana na maioria das areas do mundo. Vale ressaltar que ha
algumas restricdes quanto ao seu preparo e manuseio, uma vez que uma ma utilizagdo do
produto pode resultar em toxinfeccdes alimentares (HESSEL et al., 2019).

Nesta parte da pesquisa, nota-se que em 3 acgougues (1 ao 3), os resultados
microbiolégicos foram satisfatérios para coliformes a 45 °C variando entre 15 e 460 NMP/g.
O acougue 4 apresentou resultado insatisfatério apenas para coliformes a 45 °C (> 1,108
NMP/g) na amostra de frango. O agougue 5 apresentou na carne bovina valores acima
de 1,108 NMP/g, auséncia de coliformes nas amostras de frango a 35°C e valores de <
0,3 NMP/g a coliformes a 45°C. Os agougues de 5 a 9 apresentaram-se insatisfatérios
em resultados de coliformes a 35° e 45 °C na carne bovina (acima de 1,103 NMP/g) e nas

amostras de 6 a 9 de frango.

3.2 Checklist

Abaixo estéo relacionados os resultados da aplicagcéo do checklist, para a verificagdo
das condi¢des de higiene e estrutural, em nove agougues, localizados em supermercado,
mercadinhos e mercado publico no Municipio de Mossor6/RN:
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Gréfico 1. Situagdo e condigdo da edificagdo dos agougues comercializadores de carne bovina
e frango, no més de outubro de 2019, no municipio de Mossord/RN.

Fonte: Propria (2019)

Sobre a situagdo e condicdes de edificagdo (grafico 1) - Os agougues avaliados
apresentavam estrutura fisica irregular, principalmente os 6, 7, 8 e 9 (localizados no
mercado publico) em que os boxes estavam em areas com focos de insalubridade, era
perceptivel a presenca de objetos em desuso na area externa a manipulagdo, o que
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aumenta a probabilidade de contaminagéo, pois pode atrair pragas. As areas internas
e externas do estabelecimento devem estar livres de objetos em desuso ou estranhos
ao ambiente, ndo sendo permitida a presenca de animais (BRASIL, 2004). O piso, teto e
paredes se encontravam no momento da observacédo em estado precéario de conservacéo,
o que dificulta a limpeza.

Dois agougues (1 e 2), possuiam banheiros exclusivos para funcionarios separados
por sexo e em bom estado de conservagdo. Nos banheiros de uso geral ndo tinham sabonete
nem papel toalha. As instalacbes sanitarias devem possuir lavatérios e estar supridas de
produtos destinados a higiene pessoal tais como papel higiénico, sabonete liquido inodoro
antisséptico ou sabonete liquido inodoro e produto antisséptico e toalhas de papel ndo
reciclado ou outro sistema higiénico e seguro para secagem das maos. Os coletores dos
residuos devem ser dotados de tampa e acionados sem contato manual (BRASIL, 2004).

De acordo com Abreu e Spinelli (2009), o ambiente deve ter iluminagéo uniforme,
sem ofuscamento, sem contrastes excessivos, sombras e cantos escuros. Segundo a
RDC 216/04, as lampadas e luminarias devem permitir limpeza, estarem protegidas contra
explosbes e quedas acidentais e estas devem estar em bom estado de conservacado. Dos
nove estabelecimentos visitados apenas um encontrava-se em conformidade com as
exigéncias acima mencionadas.

Segundo Farias et al. (2020) os riscos existentes de contaminacéo de alimentos
nos estabelecimentos podem estar relacionadas a falta de informagéo e educagéo dos
responsaveis pela organizagédo, gerenciamento e operacionalizagdo das atividades. Nao

somente a falta de recursos fianceiros
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Gréfico 2. Equipamentos/instrumentos e utensilios de agcougues comercializadores de carne
bovina e frango, no més de outubro de 2019, no municipio de Mossor6/RN.

Fonte: Propria (2019)
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Sobre o0s equipamentos, instrumentos e utensilios, observados nos locais de
comercializacdo de carne (grafico 2) apenas dois estabelecimentos privados (1 e 2)
apresentaram-se em conformidade. Os demais apresentaram-se abaixo das conformidades
exigidas pela legislacdo. As principais deficiéncias estavam relacionadas a falta de
equipamentos suficientes para realizagédo do trabalho e pelo estado precario de conservagéao
e higienizacdo. Segundo a RDC 216/04 os equipamentos, méveis e utensilios devem
ser devidamente higienizados por um funcionario devidamente capacitado. Sendo estas
registradas e realizadas em frequéncia adequada, onde devem ser tomadas precaugdes
para impedir a contaminagdo dos alimentos por produtos saneantes, pela suspensao de

particulas e pela formagéo de aerossoéis (BRASIL, 2004).
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Grafico 3. Aparéncia dos colaboradores da area de produgdo/manipulagao/venda de agougues
comercializadores de carne bovina e frango, no més de outubro de 2019, no municipio de
Mossor6/RN.

Fonte: Propria (2019)

Com relagdo a aparéncia dos funcionarios da area de produgdo/manipulacao/venda
(gréafico 3), Os estabelecimentos privados (1,2,3,4 e 5) apresentaram pessoal na area de
manipulacéo devidamente fardados, dotados de equipamentos de protecéo individual (EPI),
com boa apresentacdo e habitos higiénicos adequados, enquanto nos estabelecimentos
publicos (6,7,8 e 9) pode-se constatar falta de roupas adequadas ao servigo, muitas vezes
o vendedor manipulava a carne e o dinheiro sem higiene correta das méaos, além do uso
de adornos (BRASIL, 2004). Um dado preocupante é a auséncia do uso de uniformes e
EP/I’s, visto que praticas como esta, estar relacionada a doengas transmitidas por alimentos
(LIMA, 2006).

O Ministério do Trabalho, por meio da Norma Regulamentadora n° 6 (NR-6), obriga a
empresa a fornecer aos empregados, gratuitamente, Equipamentos de Protecéo Individual
(EPI's) em estado adequado ao risco e em perfeito estado de conservacgao (BRASIL, 2010).
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As praticas inadequadas de higiene e processamento realizado por manipuladores
de alimentos podem provocar a contaminag¢éo dos alimentos. A maioria dos manipuladores
carece de informacdes relativas aos cuidados higiénico-sanitarios, que devem ser adotados

durante a producéo dos alimentos.
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Grafico 4. Matéria-prima/ insumos/ produtos finais de agougues comercializadores de carne
bovina e frango, no més de outubro de 2019, no municipio de Mossor6/RN.

Fonte: Propria (2019)

Nos itens sobre matéria-prima/ insumos/ produtos finais (grafico 4), as matérias-
primas dos agougues 1, 2, 3, 4 € 5, localizados em supermercados e mercadinhos continham
procedéncia controlada, eram inspecionadas pelos 6rgdos competentes e armazenadas
em condi¢bes controladas de temperatura. Os agougues 3 e 5 estavam em condi¢cbes de
ndo conformidade elevada assim como nos agougues 6, 7, 8 e 9, localizados no mercado,
nestes as carnes estavam expostas a venda a temperatura ambiente colocando em
risco a saude do consumidor. As matérias-primas e os ingredientes caracterizados como
produtos pereciveis devem ser expostos a temperatura ambiente somente pelo tempo
minimo necessario para a preparacgéo do alimento, a fim de ndo comprometer a qualidade
higiénico-sanitaria do alimento preparado (BRASIL, 2004).

As principais fontes e rotas de contaminacgéo da carne descritas por Jay (2005) séo:
“I- a faca de sangria ma esterilizada; Il- a prépria pele do animal; IlI- o trato gastrintestinal
que possui uma enorme e variada flora microbiana e, se perfurado, pode contaminar toda
a carcaca; IV- A m&o dos manipuladores; V- os recipientes de guarda da carne que néo
sendo esterilizados carreiam microrganismos contaminantes; VI- o ambiente de manuseio
e armazenamento; e 0s nodulos linfaticos que, assim como o trato gastrintestinal, pode ser
perfurado e contaminar a carne ao seu redor”.

O cuidado para se evitar contaminagéo nas etapas posteriores, como: transportes,
inadequacao dos processos de refrigeracao, congelamento e descongelamento, exposi¢ao
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ao ar e ao ambiente, embalagem e armazenamento sdo importantes para garantir a
qualidade do alimento (MERCIER et al., 2017; HENNEKINN, 2018).
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Grafico 5. Fluxo de produgao/ manipulagéo/ controle de qualidade de agougues
comercializadores de carne bovina e frango, no més de outubro de 2019, no municipio de
Mossor6/RN.

Fonte: Propria (2019)

Ao avaliar o fluxo de produgdo, manipulagdo e controle de qualidade dos
estabelecimentos comercializadores de carne (grafico 5), verificou-se que apenas os
acougues 1, 2, 3, 4 e 5, armazenavam as carnes separadas por espécies, evitando a
contaminagdo cruzada. Nos outros pode-se perceber que as carnes eram armazenadas
sem distingcdo de espécie e sem identificacdo de prazo de validade. As matérias-primas,
os ingredientes e as embalagens devem ser armazenados em local limpo e organizado,
de forma a garantir protecdo contra contaminantes. Devem estar adequadamente
acondicionados e identificados, sendo que sua utilizacao deve respeitar o prazo de validade.
Para os alimentos dispensados da obrigatoriedade da indicacdo do prazo de validade, deve
ser observada a ordem de entrada dos mesmos. (BRASIL, 2004).

O acougue 5 nao fazia retirada frequente dos residuos e rejeitos ap6s a manipulacao,
assim como nos agougues 7, 8 e 9, onde as sobras dos cortes eram descartadas no final
do expediente. Os residuos devem ser frequentemente coletados e estocados em local
fechado e isolado da area de preparagdo e armazenamento dos alimentos, de forma a
evitar focos de contaminacao e atracdo de vetores e pragas urbanas (BRASIL, 2004).

Para Assis (2014), pensar em boas praticas consiste em estabelecer um sistema
basico de requisitos sanitarios, incluindo infraestrutura, fluxo de operacgéo, higiene geral,
saude e higiene dos manipuladores, qualidade da agua, controle de pragas, entre outros.
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Grafico 6. Avaliacao geral das conformidades de agougues comercializadores de carne bovina
e frango, no més de outubro de 2019, no municipio de Mossoré/RN.

Fonte: Propria (2019)

De acordo com os dados obtidos sobre a avalia¢do geral das conformidades (grafico
6), constatou-se que as condi¢des higiénico-sanitarias dos agougues ainda séo precarias,
o que influencia diretamente na qualidade microbiol6gica das carnes. Na avaliagdo geral,
somente os agougues 1 e 2 (22,22%), localizados em dois grandes supermercados do
municipio, conseguiram atingir valores igual ou superior a 70%. No entanto, a menor
adequacao foi referente a o agougue 5 (28%) localizado em um mercadinho. O que
influenciou na resposta dos ensaios microbiolégicos, com resultados satisfatérios para o
acougue 1,2,3,4 e 5 para coliformes a 45 °C. Vale ressaltar que os agougues de 5,6,7,8
e 9 apresentaram-se insatisfatorios para coliformes a 35° e 45 °C na carne bovina e nas
amostras de 6 a 9 de frango.

No caso do estabelecimento 3, apesar da avaliacao global desfavoravel (40%), os
resultados microbiol6gicos estavam todos dentro dos padrdes sanitarios, que neste caso,
deve-se repetir o experimento e averiguar com mais detalhes toda a logistica e processos
de manipulagéo dos alimentos. Os estabelecimentos 6,7,8 e 9 (mercado publico) foram os
mais precarios, apresentando em sua maioria 40% de conformidade, principalmente devido
a comercializacé&o acontecer em boxes, sem condi¢des estruturais adequadas, os produtos
coletados estavam expostos nas bancadas sem refrigeracéo e manipulagéo inapropriada.

No geral, pode-se perceber que grande parte dos acgougues estd fora dos
padrdes higiénicos-sanitarios exigidos pela legislagédo, os proprietarios deixam a desejar
nas instalacées e edificacbes, usam matérias e utensilios em péssimos estados de
conservacao, ndo possuem higiene adequada de maos e materiais o que foi refletido nos
resultados microbiolégicos insatisfatorios dos alimentos analisados, principalmente da
carne bovina. Pode-se observar ainda, que alguns dos agougues da iniciativa privada (do
1 ao 5), foram melhor classificados, provavelmente por estes terem a maior consciéncia
quanto a importancia do alvara sanitario ou, pela obrigacao de ter o documento publico,
para participar de licitagdes ou ainda para poder comercializar certos tipos de produtos.
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Portanto, nem sempre as deficiéncias se prendem a falta de recursos financeiros;
partes importantes dessas deficiéncias estdo vinculadas a falta de informag¢do dos
responsaveis pela organiza¢do, gerenciamento e operacionalizagdo das atividades, como
também a auséncia de um olhar mais assertivo e criterioso dos 6rgaos fiscalizadores
(vigilancia sanitaria, instituto de defesa ao meio ambiente, ministério da agricultura), e a
realizagcdo de um trabalho multidisciplinar, a fim de averiguar toda a rede produtora de
carne, para realizar um sistema integrado de rastreamento e controle desses alimentos;
pois, a contaminacdo nem sempre ocorre na ponta da cadeia produtiva.

Assim como o investimento em capacitacdo e supervisdo continuada da mao-de-
obra envolvida na manipulagédo dessas carnes seria uma alternativa a ser realizada como
forma de garantir condicbes higiénico-sanitarias adequadas e a qualidade do produto
comercializado, contribuindo para a promocao da saude publica.

41 CONCLUSAO

Conclui-se que a maioria dos agougues apresentaram condicdes higiénico-sanitarias
insatisfatorias o que influenciou nos resultados das analises microbiologicas. Apenas dois
acougues (1 e 2) atingiram 70% ou mais de conformidade, como propés o estudo. Estes
acougues foram os que apresentaram os melhores resultados microbiolégicos, fazendo-
nos entender que as condi¢des de edificacdo, os equipamentos moveis e utensilios, o
manipulador, a area de produgéo, a matéria-prima, entre outros, influenciam diretamente
na qualidade da carne bovina e de frango. O cuidado com estes itens citados evita a

contaminagéo por coliformes e Salmonella.
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RESUMO: A carne mecanicamente separada
(CMS) é de grande importancia para as industrias
de alimentos, e também para o consumidor,
levando em conta que é uma alternativa de
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SEPARADA

consumo de proteina pois est4 presente em
diversos produtos tais como: empanados,
salsichas e mortadelas. O presente estudo teve
por objetivo avaliar a qualidade microbiologica
de carne mecanicamente separada proveniente
de agroindUstrias da regido oeste de Santa
Catarina. Foram analisadas dez amostras
em duplicata para os ensaios de contagem
de Clostridium perfringens e Staphylococcus
aureus e deteccao de Salmonella spp.. Todas
as amostras analisadas ficaram dentro do
preconizado pela legislagdo. Com isso, percebe-
se que as empresas atendem aos requisitos de
boas préaticas de fabricacdo, garantindo dessa
forma a qualidade dos produtos produzidos.
PALAVRAS-CHAVE: Carne Mecanicamente
Separada, Instrucdo Normativa 4, MAPA.

COUNTING OF CLOSTRIDIUM
PERFRINGENS, STAPHYLOCOCCUS
AUREUS AND DETECTION OF
SALMONELLA SPP. IN MECHANICALLY
SEPARATE MEAT

ASTRACT: Mechanically separated meat (CMS)
is of great importance to the food industry, and
also to the consumer, taking into account that it
is an alternative protein consumption because it
is present in several products such as: breaded,
sausages and bologna. The present study
aimed to evaluate the microbiological quality of
mechanically separated meat from agroindustries
in the western region of Santa Catarina. The
analyzes carried out are in accordance with
Normative Instruction 4 of the Ministry of
Agriculture, Livestock and Food Supply. Ten
samples were analyzed in duplicate for the
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counts of Clostridium perfringens and Staphylococcus aureus and Salmonella spp. detection.
All samples analyzed were within the limits recommended by legislation. Thus, it is clear that
companies meet the requirements of good manufacturing practices, thus ensuring the quality
of the products produced.

KEYWORDS: Mechanically Separated Meat, Normative Instruction 4, MAPA

11 INTRODUGAO

Os alimentos sejam de origem animal ou vegetal, in natura ou processados, podem
apresentar contaminacdo seja ela por fatores intrinsecos como, atividade de agua (Aa),
pH, disponibilidade de nutrientes, entre outros, ou fatores extrinsecos como, por exemplo;
temperatura, condicoes do ambiente, etapas do processo e manipuladores (FRANCO e
LANDGRAF, 2005). A carne mecanicamente separada (CMS) é utilizada em substituicdo a
carne in natura em produtos de salsicharia néo tipificados, cozidos, na proporcao maxima
de 60% (BRASIL, 2000).

A preferéncia do consumidor por cortes especificos de carnes tais como filés ou
sassami no caso dos frangos, ao invés de frangos inteiros, picanhas e partes nobres do
bovino e suino, gerou a necessidade do desenvolvimento de novas tecnologias para o
aproveitamento dos 0ssos, e partes ndo tao nobres dos animais provenientes do processo
de desossa (TRINDADE et al., 2008). Deste modo, foi desenvolvida a técnica denominada
de CMS, esta consiste na trituracdo dos componentes que seriam descartados na desossa,
para posterior utilizagdo como matéria-prima na elaboracéo de produtos como empanados,
salsichas e mortadelas (ROSSI e GARCIA, 2007).

Esta é uma alternativa de aproveitamento, pois otimiza o material que antes seria
descartado, essa se revelou economicamente importante e tem contribuido para o aumento
do faturamento e da rentabilidade do setor carneo (LAWRIE, 2005). O tipo de matéria-prima
utilizada influencia o rendimento e a qualidade da CMS. O teor de célcio, ferro, coloragéo e
composicéo de proteinas, umidade e gordura variam conforme a matéria-prima. A idade do
animal também influéncia na proporg¢éo dos cortes (OLIVO, 2006).

A qualidade da CMS pode ser afetada por varios fatores, como a pressao aplicada
sobre a matéria prima sendo que quanto maior a pressao, maior a quantidade de ossos,
tenddes e outros residuos ndo carneos no produto final. A CMS é composta de tecidos
musculares, conectivos e adiposos, variando de acordo com a matéria prima. (NUNES,
2003; PERLO et al., 2006, apud, MORI et al., 2006)

O CMS é utilizado como matéria — prima para diversos produtos tais como:
mortadelas, salsichas, linguicas cozidas, empanados, apresuntados, entre outros. Se
essa matéria — prima utilizada ndo for de boa qualidade, ou seja, se estiver com uma
contaminacgéo inicial alta, ou com as caracteristicas fisico-quimicas alteradas o produto
final ndo estard apto a ir para as gondolas dos supermercados. Mesmo passando por

tratamento térmico, seja na industria, ou na casa do consumidor, se a contaminacao inicial
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for muito alta, ou se o tratamento térmico ndo atingir a temperatura ideal para reduzir
a carga microbiana a niveis aceitaveis 0os micro-organismos irdo continuar presentes em
grande namero no alimento, podendo causar danos a saude do consumidor, influenciando
diretamente na imagem e marca da empresa.

O objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade da Carne Mecanicamente
Separada (CMS) produzida em agroindustrias da regido oeste de Santa Catarina através
de avaliagdo microbiol6gica comparando os resultados obtidos com a legislagéo (Instrucéo
Normativa N° 4, de 31 de margco de 2000, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e

Abastecimento).

21 MATERIAL E METODOS

Um total de 10 amostras foram analisadas em duplicata coletadas em diferentes
empresas frigorificas da regido Oeste de Santa Catarina, no periodo de agosto de 2019
a dezembro 2019, para os ensaios de contagem foram realizadas as diluicdes 10, 102e
104. Para o ensaio de Staphylococcus aureus foi utilizada a metodologia oficial em ISO
6888-1:1999. Para a contagem de Clostridium perfringens foi utilizada a metodologia 1SO
7937:2004.

Realizou-se também o ensaio de deteccao de Salmonella spp. pela metodologia
rapida VIDAS AOAC Official Method 2011.03, a amostra que se apresentou positiva foi
confirmada pela ISO 6579-1:2014. As amostras analisadas foram da rotina do LANAL
microbiologia do Senai Chapeco, essas amostras foram selecionadas de forma aleatéria.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

A Instrucdo Normativa n°® 4, do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento
(BRASIL, 2000), descreve o regulamento técnico para a fixacao de identidade e qualidade de
carne mecanicamente separada (CMS) de aves, bovinos e suinos. Estabelece a identidade
e requisitos minimos de qualidade que devera obedecer ao produto Carne Mecanicamente
Separada para a utilizagdo em produtos carneos. Determina limites maximos de contagem
para os ensaios de S. aureus e C. perfringens, e auséncia para o patdbgeno Salmonella
spp..

Um dos parametros estabelecidos na IN n° 4 é justamente para a conservacao da
Carne Mecanicamente Separada, que deve dar-se da seguinte forma:

a) Se o CMS néo for utilizado diretamente como ingrediente de um produto carneo

logo ap6s o processo de separagcdo mecanica, a mesma devera ser refrigerada a
uma temperatura néo superior a 4°C por no maximo 24 horas.

b) Se o CMS for armazenado no maximo até 0°C podera ser utilizada em até 72
horas apds sua obtengéo.
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c¢) A Carne Mecanicamente Separada que for congelada devera ser em blocos com
espessura maxima de 15 cm e conservada em temperatura néo superior a — 18 °C
no prazo maximo de 90 dias.

d) Em todos os casos acima descritos, dever@o ser rigorosamente observados os
padrbes microbioldgicos e proibe-se o congelamento do CMS resfriado, se vencido
0 seu prazo de conservacgao conforme o descrito nos itens a e b (BRASIL, 2000).

Ao analisar os microrganismos S. aureus, C. perfringens e Salmonella spp., €
possivel abranger todos os tipos de contaminacdo, tendo em vista que o C. perfringens
€ uma contaminacdo associada ao ambiente, desde a granja aonde a ave, suino ou
bovino foram criados a linha de producao onde foi abatido e processado. Ja a Salmonella
€ uma bactéria presente no trato digestorio da maioria dos animais de sangue quente,
principalmente das aves, entdo na hora em que o animal for abatido, e passar pela
evisceragcdo pode haver contaminacéo das outras partes do proprio animal, mas também
pode haver a contaminacéo cruzada na linha de produgéo.

O S. aureus é um microrganismo que estad principalmente presente nos
manipuladores, ou seja, se os EPI’s ndo forem utilizados de maneira correta, se néo for
feita a higienizacao das luvas a cada determinado tempo, se os colaboradores néo tiverem
treinamentos adequados, a respeito da importancia da higiene na linha de produgéo,
pode haver contaminag¢éo por este microrganismo no produto. A Tabela 1, apresenta os
valores que a legislagéo (IN 04) define como padrédo méaximo para contagem microbiolégica
para carne mecanicamente separada, para amostras representativas de um lote, ou seja,

quando n=>5.
Microrganismo  Categoria  Critério de aceitacao Método de analises
Salmonella spp.. 10 n=5,c=2 25g IASPSI-(IDA 1992, ou FDA 7th Ed., 1992
S. aureus 07 n=5,¢c=2, m=5x102 M=5x 108 APHA- 1992, ou FDA 7th Ed., 1992.
C. perfringens 07 n=5,¢c=2,m=1x10% M=1x103 FDA 7th Ed., 1992.

Tabela 1. Valores para contagem microbiolégica de carne mecanicamente separada - IN 4 de
2000.

Fonte: Brasil, 2000.

Segundo a Resolugdo — RDC n°12, de 2 de Janeiro de 2001, n é o nimero de
unidades a serem colhidas aleatoriamente de um mesmo lote e analisadas individualmente.
No caso o padréo estabelecido é auséncia em 25¢g, sendo possivel a mistura das aliquotas
retiradas de cada unidade amostral. Isto serve para todos os microrganismos em que o
padrdo estabelecido for presenca ou auséncia, como por exemplo, a Listeria spp.. ou a
Salmonella spp..
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Neste estudo utilizou-se a Instrucdo Normativa n° 4, de 31 de Margo de 2000, como
padrdo de referéncia, portanto a cada 5 unidades analisadas poderia se ter 2 presengas
que ainda assim estariam dentro dos limites, por tanto aceitos, por esta legislagdo. Apos a
realiza¢do das andlises microbiol6gicas, foram obtidos os seguintes resultados (Tabela 2).

Amostras C. perfringens S.aureus Salmonella spp..
Al 2,6 X 101 3,4X102 AUSENCIA
A2 2,0 X 101 3,0X102 AUSENCIA
A3 3,4X 10 2,6X102 AUSENCIA
A4 2,9 X101 2,9X102 AUSENCIA
A5 3,1 X 10 3,8 X102 AUSENCIA
A6 3,2X 101 1,9 X101 PRESENCA
A7 2,5X 10 3,3X102 AUSENCIA
A8 2,0 X 101 42X102 AUSENCIA
A9 2,1 X101 2,1X101 AUSENCIA
A10 2,2 X101 53X102 AUSENCIA

Tabela 2. Resultados obtidos nas analises microbiolégicas

Fonte: Autores, 2019.

Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que as carnes
mecanicamente separadas produzidas nos frigorificos da regido Oeste de Santa Catarina
estdo dentro dos padrbes microbiol6gicos preconizados pela legislacdo vigente, com
excecdo da amostra A6 que apresentou presenca de Salmonella spp. . Esses resultados
demostram a importancia do processo de refrigeracdo do produto, tendo em vista que as
amostras analisadas estavam resfriadas (entre 2°C a 4°C) e coletadas a menos de 24 horas
no momento da analise. Por tanto,as amostras analisadas estavam dentro do limite de
tempo e temperatura preconizados pelo Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade
(RTIQ) para CMS, que estéa descrito na IN 4 de 31 de Marco de 2000.

Carvalho e Cortez, 2005, ao avaliar 60 amostras de carne mecanicamente separada
procedentes de frigorificos da regido Noroeste do Estado de Sdo Paulo, constataram que
15 amostras ndo estavam aptas para consumo, pois apresentavam contaminacdo por
Salmonella spp.. Ja os autores Rossi e Garcia, 2007avaliaram a presenca de Salmonella
spp.., em amostras de CMS obtidas de dorsos, ossos do peito e pescogos imediatamente
apods a desossa manual das carcagas pré-resfriadas, com temperatura entre 7°C e 10°C,
em continuidade ao processo de abate. Das 40 amostras analisadas, 11 apresentaram
presenca de Salmonella spp.., representando 27,5% das amostras analisadas, justificando
dessa forma a importancia do controle do processo e de estudos dessa natureza. Em
estudo complementar os autores avaliaram amostras de CMS obtidas de dorsos, ossos do
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peito e pescogos, antes de serem submetidos a desossa mecanica, eram resfriados até
temperatura entre 0° e 2C°, em tlnel de congelamento continuo (-40°C), o que demandava
um tempo de 2 a 3 horas. Do total de 40 amostras analisadas 10 apresentaram-se
positivas, representando 25% das amostras pesquisadas. A porcentagem de presenca de
Salmonella spp.. no total de amostras foi de 26,2%, um tanto preocupante, mas que é
reflexo da ocorréncia de Salmonella spp.. em carcacas de frango, presentes em 10%, 32%
e 46,7% das amostras em trabalhos realizados por Costa et al. (1997), Santos et al. (2007)
e Almeida et al. (2000, apud ROSSI e GARCIA, 2007), respectivamente.

Isso demonstra que, apesar de a grande maioria dos resultados obtidos neste estudo
terem sido satisfatérios em relacdo as amostras avaliadas, os controles constantes no
processo, tanto de obtencao, quanto de armazenamento antes do uso desta matéria-prima,
sé@o fundamentais para assegurar as baixas contagens microbioldgicas e consequentemente
a qualidade e seguranca do produto, garantindo dessa forma a seguranca alimentar.

41 CONCLUSOES

A obtencéo de CMS é uma tecnologia de aproveitamento racional de subprodutos
comestiveis, com a obtencdo de uma matéria-prima de qualidade, funcionalidade e de
custo relativamente baixo. Apresenta extensa aplicagdo em industrializados carneos
cozidos, possibilitando a oferta de fontes proteicas com pregos mais acessiveis a populagéo
(OLIVO, 2006).

E de suma importancia, a qualidade microbioldgica desta matéria-prima, para que
tenhamos produtos finais de boa qualidade. As amostras de CMS analisadas, produzidas
na regiao de Oeste de Santa Catarina, encontravam-se em sua grande maioria dentro dos
padrdes microbiolégicos preconizados, porém é necessario realizar acompanhamentos
e controles de processo bem como novos estudos afim de investigar a qualidade desse
produto.
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RESUMO: A utilizagdo de meios computacionais
no ensino, para visualizacdo dos diagramas
de fases das substancias puras é limitada a
representacbes bidimensionais, restringindo
a interpretacdo dos dados a duas variaveis
(presséo e temperatura ou pressdo e volume
ou temperatura e volume). lIsto dificulta o
entendimento dos processos, uma vez que, por
definicdo, a pressdo pode ser determinada em
funcdo da temperatura e volume relacionando as
trés variaveis simultaneamente. Assim, a analise
de uma superficie PvT é Util para mostrar as
relacbes gerais entre as trés fases da matéria a
partir do estudo de propriedades da substancia no
estado de saturacgéo, ponto critico, dentre outras.
Neste trabalho, foi construido um protétipo e
feita uma simulacéo do diagrama tridimensional
correspondente as  substancias puras,
aperfeicoando a visualizacdo e entendimento
dos processos envolvidos para futura aplicagéo
nas disciplinas de Termodinamica | e Il. Para
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isto, o prototipo foi esculpido sobre um cubo
de gesso de 40cm de aresta com auxilio de
um martelo e laminas de aco. A superficie foi
polida, lixada e pintada para dar os acabamentos
similares aos do modelo 3D. Para a simulagéo da
superficie PvT utilizou-se o Microsoft Excel como
ferramenta, com suporte de dois suplementos:
XSEOS e OCTOPUS, mostrando-se como
alternativa viavel para representagao dos dados.
Tanto os graficos bidimensionais quanto as
superficies tridimensionais foram analisados. A
Equacdo de estado de Peng-Robinson foi a que
melhor representou a relagéo entre P, ve T para
a agua pura. As analises possibilitaram o estudo
do comportamento volumétrico das isotermas
sendo o protétipo um auxiliar a analise integral
da superficie PvT esperada.
PALAVRAS-CHAVE: Processos
termodinamicos, Equacdes de Peng-Robinson,
Variaveis de Estado; Substancias Puras,
Superficie PvT.

CONSTRUCTION OF A PROTOTYPE AND
SIMULATION OF 3D PHASE DIAGRAM
FOR PURE SUBSTANCES

ABSTRACT: The use of computational means
in teaching, to view the phase diagrams of
pure substances is limited to two-dimensional
representations, restricting the interpretation
of the data to two variables (pressure and
temperature or pressure and volume or
temperature and volume). This makes it difficult
to understand the processes, since, by definition,
pressure can be determined as a function of
temperature and volume by relating the three
variables simultaneously. Thus, the analysis of a
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PvT surface is useful to show the general relationships between the three phases of matter
from the study of properties of the substance in the state of saturation, critical point, among
others. In this work, a prototype was built and a simulation of the three-dimensional diagram
corresponding to the pure substances was made, perfecting the visualization and understanding
of the processes involved for future application in the disciplines of Thermodynamics | and
Il. For this, the prototype was sculpted on a plaster cube with a 40cm edge with the help of
a hammer and steel blades. The surface was polished, sanded and painted to give finishes
similar to those of the 3D model. For the simulation of the PvT surface, Microsoft Excel was
used as a tool, with the support of two supplements: XSEOS and OCTOPUS, showing itself
as a viable alternative for data representation. Both two-dimensional graphics and three-
dimensional surfaces were analyzed. The Peng-Robinson equation of state was the one that
best represented the relationship between P, v and T for pure water. The analyzes made it
possible to study the volumetric behavior of the isotherms, the prototype being an aid to the
integral analysis of the expected PvT surface.

KEYWORDS: Thermodynamic processes, Peng-Robinson equations, State variables, Pure
Substances, PvT surface.

11 INTRODUCAO

O estudo da termodindmica vem, ao longo dos anos, se tornando cada vez mais
importante para o melhor entendimento dos fenémenos ocorridos em processos de
pequenas ou grandes escalas. Para a Engenharia de Alimentos, o conhecimento de
como se comportam os parametros fisico-quimicos, em particular os trés equilibrios entre
fases (liquido-liquido, sélido-liquido e liquido-vapor), sdo considerados essenciais para a
compreensao das operagdes unitarias como destilagdo, extracéo liquido-liquido, extracéo
sélido-liquido, calorimetria, cristalizac@o, evaporagéo, entre outros, além de experimentos
que relacionam propriedades de substancias puras e de misturas (ALENCAR REIS et al.,
2017). De forma genérica, a termodindmica do equilibrio de fases procura estabelecer
relagbes que permitam compreender o comportamento observado quando ha duas ou mais
fases em contato.

Por meio da regra das fases observa-se que o estado de um gas puro depende
de duas das varidveis de estado intensivas independentes (SMITH e VAN NESS, 2007).
Quando trés destas variaveis de estado estdo relacionadas, usualmente pressao (P),
temperatura (T) e volume molar (v), tem-se uma equacgéo de estado (EDE). Dessa forma,
uma EDE representa a expressdo matematica que define a relacdo entre as propriedades
pressao, temperatura e volume molar da substancia a ser estudada. A partir dela é possivel
obter informagdes para qualquer uma das trés grandezas PvT como funcdo das outras
duas em uma expressao do tipo v = f (T, P).

As equacdes de Peng-Robinson e Soave séo preferiveis em simulagdes e calculos
de equilibrio uma vez que séo de facil implementacgéo, baixo recurso computacional exigido,

adequadas para sistemas binarios e multicomponente e requerem somente propriedades

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 11 “



criticas e fator acéntrico das substancias para serem utilizadas. Usualmente, a realizacéo
da estimativa das propriedades de uma substancia por meio de uma equacédo de estado
demanda grande quantidade de célculos. Em fungéo disso, estudos buscam analisar o
equilibrio liquido-vapor e comportamento volumétrico das isotermas para uma substancia
pura a partir de uma EDE com auxilio de um programa de computador que ndo demande
recursos computacionais excessivos.

O Microsoft Excel € um programa de planilhas eletronicas pertencente ao pacote
Microsoft Office amplamente utilizado em diversos ramos da Engenharia. Trata-se de um
software amplamente disponivel a baixo custo com recursos e suplementos gratuitos que
permitem a resolug¢do de problemas complexos de forma simples, como € o caso do célculo
de propriedades termodinamicas a partir das equacoes de estado.

21 OBJETIVOS

Simular o comportamento da superficie PvT para dgua e construir um protétipo da
superficie que representa o comportamento da maioria das substancias puras a fim de
ser aplicado nas aulas das disciplinas de Termodinamica | e Il, facilitando a visualizagéo e
entendimento dos processos termodinamicos envolvidos.

31 MATERIAL E METODOS

Visando atingir o objetivo geral deste trabalho, a metodologia foi desenvolvida
em duas etapas diferentes: (1) construcdo do protétipo, (2) modelagem e simulagdo da
superficie PvT da agua pura conforme o apresentado no fluxograma da Figura 1.

Célculo das curvas

Calculos para de equilibrio Simulagao da
Cons!:r.ugao do composicao das I‘|qU|do-vapor. da Andlise dos dados supgﬁ|C|e PvT a
protétipo  com isotermas no agua a partir da partir do
" - encontrados  no
base em modelos plano "Pressdo x EDE adotada e " ~ comportamento
. i i « plano "Pressdo x s
descritos em Volume" a partir comparagdo com Volume" volumétrico das
literatura. da equagdo de 0 comportamento : isotermas
Peng-Robinson. apresentado pela calculadas.

literatura.

Figura 1 — Fluxograma da metodologia adotada para o estudo.
Fonte: Autor 2020.

41 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Construcéao do protétipo

O contorno de superficie do protétipo construido, na Figura 2a, foi feito sem
referéncia especifica e com base no comportamento da maioria das substancias puras
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uma vez que exibem o mesmo comportamento geral. As fotografias das Figuras 2c e 2d sdo
representacdes esquematicas dos planos “Pressédo x Volume” e “Pressdo x Temperatura”,
0s quais sao os mais abordados no estudo da termodinamica. Esse prot6tipo sera utilizado
no ensino do comportamento PvT das substancias puras quando retomadas as aulas
presenciais.

De forma geral, & possivel observar que a fase sélida se encontra a baixas
temperaturas e ocupa menor volume em comparagao as outras duas fases; requer maior
temperatura para alcancar a fase liquida que é um estado intermediario; e a fase de vapor
€ possivel ser encontrada a qualquer temperatura dependendo da pressao exercida sob o
sistema. Também é possivel observar as transi¢des: soélido-liquido, sélido-vapor e liquido-
vapor. Encontra-se o ponto critico, em que a diferenca de volume entre a fase liquida e
vapor tende a zero, chegando a uma regiéo de fluido em que as caracteristicas de ambas
as fases se confundem. Por fim, encontra-se também o ponto triplo no qual as trés fases
ou estados fisicos da substancia coexistem em equilibrio. A Figura 2b mostra os pontos
caracteristicos identificados no diagrama.

Ponto
Critico

P
T Linha
/ Tripla
__>V
EEGENDA: . Eq. Sélido - Liquido
. Fase Sdlida . Fase Vapor . . S6lido - Vagor

[ Fase Liquida [l Regizo de Fuido [ eq, Liquido - Vapor

Figura 2a — Prot6tipo da superficie Figura 2b - Identificagédo das regides
Fonte: Autor 2020. caracteristicas da superficie

Fonte: Autor 2020.
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PRESSAO ———

- P Ponto
‘ critico
bl Fluido
'éj Solido Supercritico
3 vapor Liquico / ponto ritico
sslido |R to triplh Vapor
N\ Linha tripla PR Superaquecido
Vapor
Sélido + Vapor vl v
1 3 1
Figura 2c — Projecéo do plano “Presséo x Figura 2d — Projecéo do plano
Volume” “Presséo x Temperatura”
Fonte: Autor 2020. Fonte: Autor 2020.

Para substancias puras qualquer propriedade termodindmica pode ser escrita
como fungdo de duas outras propriedades independentes, que de acordo com a Regra
de Gibbs, sdo suficientes para conhecer o estado em que a substancia se encontra. No
proto6tipo desenvolvido fica evidente a relagcdo como duas coordenadas obrigatoriamente
determinam outra grandeza, seja ela temperatura, pressdo ou volume especifico. No
entanto, de acordo com Angelo e Moreira (2001), a representagdo esquematica em 3D
(desenho) ndo é completamente explicativa, pois, ainda trata com limitacées do modo de
constru¢do em duas dimensoes (gréaficos), onde muitas caracteristicas ndo sao evidentes e
encontram-se ocultas ou imperceptiveis. Verifica-se ainda que embora que seja utilizado o
recurso da perspectiva, Angelo e Moreira (2001) relataram a presenca de regides que geram
ambiguidades nas interpretacdes, como concavidades que ndo podem ser distinguidas —
um exemplo € a regido préxima ao ponto critico. O modelo fisico representado pelo prototipo
€ capaz de suprimir essas impertinéncias possibilitando uma clara visualizagdo de todos
0s processos envolvidos. Os autores também observaram que a construgdo de um modelo
fisico € uma ferramenta didatica importante no ensino da termodinamica e concluiram que
0 modelo é capaz de introduzir os conceitos muito mais facilmente do que os gréficos, néo
se detendo nas dificuldades caracteristicas deles, eliminando as duvidas mais frequentes
quando da apresentacao da teoria.

4.2 Modelo e simulacao

As equacdes de estado sdo capazes de representar o comportamento PvT de
uma substéncia pura a partir da incorporagéo de parametros que levam em consideracéo
desvios da idealidade. A equacao de Peng-Robinson (1976) utiliza as propriedades criticas
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de cada substancia, ou seja, até que ponto duas fases podem coexistir sem que saia da
condicao de equilibrio permitindo melhor estimativa do volume molar. Além disso, esta entre
as equacgdes de estado de uso mais disseminado na industria para simulagédo e modelagem
termodindmica de processos, devido a sua eficiéncia, simplicidade e facilidade de resolucéo
(LEAL, 2012). Dessa forma, foi selecionada essa equacao no desenvolvimento do presente
estudo. O processo de construgéo das isotermas € demonstrado na Figura 3.

Estabeleceu-se  uma Calculou-se as pressoes

faixa de temperatura Fixou-se uma correspondentes a partir
para as isotermas faixa de volume. da EDE Peng -
’ Robinson.

Figura 3 — Fluxograma de construgdo das isotermas
Fonte: Autor 2020.

Os pontos encontrados foram representados em um gréfico “Pressé&o x Volume” que
foi devidamente ajustado para melhor visualizagdo das informagdes, conforme mostrado
na Figura 5. Para o célculo dos dados do equilibrio liquido-vapor a partir da EDE de Peng-
Robinson foram utilizados os suplementos XSEOS e OCTOPUS. Foram estabelecidos
50 pontos entre a temperatura do ponto triplo (273,15 K) até o ponto critico (647,10K).
Para dar inicio ao célculo estimou-se a pressdo de vapor, ou pressédo de equilibrio do
sistema. Essa estimativa foi realizada com auxilio do suplemento OCTOPUS, desenvolvido
por EVANGELISTA et al. (2016), que possui 19 métodos disponiveis para estimativa
da presséo de vapor. Para esse estudo, a partir das propriedades da agua utilizou-se o
método de Ambrose e Walton (1989), pois ele permite a estimativa da pressao de saturacao
levando em consideracao apenas o fator acéntrico, presséo critica, temperatura critica e a

temperatura do sistema. O fluxograma do processo esté representado na Figura 4 a seguir:

Estimou-se o valor Calculou-se o In dos
inicial de Psat a partir coeficientes de
Dado um valor de — P —>| fugacidade das fases em
temperatura (T) da fungéo ic1da 2
| . equilibrio com a funcdo
= pvap_AW "= prinphi"
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Utilizou-se o SOLVER
para inserir a fungdo
objetivo e atendero  [——>

critério de
isofugacidade

Foram obtidos os
valores das densidades
pela funcao
"=prsoundspeed"

Por fim, calculou-se o
——>| valor dos volumes da
fase liquida e vapor

Figura 4 — Fluxograma de construcdo das curvas de saturagéo calculada
Fonte: Autor 2020.

O critério de equilibrio liquido — vapor pressupde uma igualdade de temperatura
e pressdo entre as duas fases. Sabendo-se que a fugacidade da substancia é fungéo
apenas da temperatura e pressdo em que ela se encontra deduz-se que o equilibrio é
equivalente a igualdade da fugacidade das fases. Analisando os coeficientes de fugacidade
foram rearranjadas as equagdes para se assemelhar ao método introduzido no suplemento
XSEQS e calcular as condigdes de equilibrio do sistema. Assim sendo, o equilibrio entre as
fases solido e liquido sé existe se a relagao entre o /n dos coeficientes de fugacidade forem
iguais uma vez que os dados evoluem de forma exponencial. Para garantir esse critério
de isofugacidade fez-se uso da ferramenta SOLVER - propria do Excel para anélise de
dados- de modo a introduzir uma fungéo objetivo (Equacao 1) capaz de zerar o modulo da
diferencga entre os valores calculados variando o valor da presséo de saturacdo estimada e

encontrando um novo valor que represente a real condi¢éo de equilibrio.

N

Fapj= ) |lngt — g} | 0

i=1

Posteriormente, calculou-se a densidade e o volume especifico da regido de liquido
e vapor saturado a partir de fungdes do XSEOS. Evangelista et al. (2016) ao analisar o uso
da ferramenta na resolugédo de problemas de equilibrio de fases aponta que, dessa forma,
apesar de ser uma ferramenta potencial, os célculos ndo séo efetuados de forma totalmente
automatica priorizando seu aspecto didatico. A fim de aferir a precisdo dos métodos
utilizados, valores de propriedades do livio do VAN WYLEN (2013) foram utilizados. A partir
dos dados calculados foram obtidas as coordenadas do ponto critico calculadas sendo
obtida presséo critica (Pc) equivalente a 22,055 MPa e volume critico (Vc) igual a 78,3956
cm?/mol para temperatura critica (7c) sendo 647,10 K. Para agua pura tem-se para Tc=
647,10 K, Vc= 55,9546 cm3/mol e Pc = 22,064 Mpa. A vista disso é possivel perceber que
houve um pequeno desvio entre os valores do volume critico decorrente de diferencas

nos valores das propriedades termofisicas utilizadas para o calculo. E valido ressaltar que
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o presente estudo se trata de uma analise ndo quantitativa e os valores da literatura séo
adotados apenas como referéncia ao comportamento que, para o caso, apresentaram
comportamentos similares.

Todos os valores das propriedades obtidos foram igualmente relacionados no plano

“Pressao x Volume” como demonstra a Figura 5.

GRAFICO PRESSAO x VOLUME

3,00E+01

2,50E+01

2,00E+01

1,50E+01

PRESSAO (Mpa)

1,00E+01

5,00E+00

0005200 -.-»'1.-4-4-,[..(/ PP PPy

000E+00  100E+02  2,00E+02  3,00E+02  4,00E:02  500E+02  600E+02  7,00E+02  B0OE+02  9,00E+02  1,00E:03
VOLUME {cm®/mol)

T=273,15K T=323,15K T=373,15K —T=423,15K

T=473,15K

T=523,15K

T=573,15K —T=623,15K

——T=647,1K

T=697,1K

T=747,1K ——T=797,1K
——= Pem 423,15k P*em 473,15K —== Pem523,15K — == Pem 573,15k
P em 623,15 Plem 6471k esees Lig. Saturado (literatura) +ses s Vap. Saturado (literatura)

X Ponto Critico (literatura) ssseee Lig. Saturado (calculado) ««xe:+ Vap. Saturado (calculade) % Ponto Critico (calculado)

Figura 5 — Representacéo dos dados no plano “Pressdo x Volume”
Fonte: Autor 2020.

No plano representado, foram tragadas também linhas de presséo de saturagdo uma
vez que a condicao de equilibrio estabelece que a mudanca de fase ocorre a temperatura e
pressao constantes. Assim sendo, ainda que uma isoterma subcritica forneca trés valores
de raizes oriundos da equacédo cuUbica, o valor intermediario ndo apresenta significado
fisico. Santos (2019) em um estudo da determinacdo da presséo de vapor de espécies
quimicas utilizadas na industria de alimentos a partir do uso do Excel descreveu que para
isotermas supercriticas (T>Tc) sdo obtidos apenas um valor de volume correspondente a
cada pressao. Ja para isotermas criticas (T=Tc) a equacgéo cubica obtém trés raizes reais e
idénticas. O mesmo comportamento descrito pode ser observado na Figura 5.

Baseado no comportamento volumétrico das isotermas tracadas a partir da EDE de
Peng Robinson buscou-se simular a superficie PvT da agua pura dada as condi¢des de
equilibrio liquido - vapor respeitando as limitacbes apresentadas pelo modelo matematico.
Para tal, utilizou-se o Excel para manipulagcdo dos dados. Devido a complexidade da
constru¢do da superficie tridimensional que seja fiel ao modelo representado na Figura
2a, neste trabalho apenas foram analisadas as fases liquida e vapor das substancias (bem
como a regido de saturacdo), néo interessando o estado sélido e as regides de equilibrio
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sélido-liquido e sélido-vapor envolvido. A superficie obtida é representada na Figura 6 com
as devidas configuracdes dos eixos para melhor visualizag¢ao.

SUPERFICIE PvT

5,00E401 o

4,00E401 +

3,00E+01

PRESSAO (Mpa)

2,00E+01

100E+01 i
- T=647,1K
“rza7s1sc  TEMPERATURA (K)

Figura 6 — Simulagéo da superficie a partir do equilibrio liquido - vapor
Fonte: Autor 2020.

TARDOLI (2013) afirma que a maioria das equacdes geralmente representa bem
os trechos da superficie PvT para substancias de formula molecular semelhante. Assim
sendo, por meio da superficie representada com base nos dados apontados nesse estudo
abrange bem as regides de liquido e vapor.

51 CONCLUSAO

O estudo do diagrama de fases e o entendimento dos processos envolvidos sdo
de suma importancia para a compreensado de operagfes com sistemas mais complexos.
O protétipo desenvolvido facilita a compreensdo dos fenbmenos em condi¢bes ideais e
consequente assimilagcdo dos contetdos previstos na ementa do curso de Termodinamica
lell

O Software Excel da Microsoft se mostrou como uma ferramenta adequada ao estudo
proposto, permitindo boa analise de gréaficos bidimensionais, além de possuir recurso para
visualizacé@o de superficies tridimensionais. Os suplementos de Excel utilizados facilitaram
os célculos da regiao de equilibrio liquido-vapor priorizando o aspecto didético.

A equacado de Peng-Robinson foi a que melhor se ajustou ao modelo proposto. A
andlise de uma superficie PvT é (til para mostrar as rela¢des gerais entre as variaveis de

estado a partir do estudo do estado de saturagéo e ponto critico da substancia.
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RESUMO: A ficha técnica de preparo (FTP) é
uma ferramenta gerencial e funcional utilizada
nos servicos de alimentacgdo. A area de Ciéncia
e Tecnologia de Alimentos (C&TA) tem como
referéncia de suas pesquisas o desenvolvimento
de produtos alimenticios para atender as mais
diversas finalidades, onde também séo utilizados
dados técnicos, equipamentos e utensilios,
alguns muitos complexos e sofisticados, que tal
qual a FTP, porém séo coletados e armazenados
muitas vezes de forma segregada. O objetivo
desse trabalho foi elaborar uma FTP utilizando
uma formulagdo aleatéria de fishburguer de
modo a ter todas as informagdes relevantes,
consolidadas em um Unico formulario, e assim
otimizar a leitura e entendimento das formulagbes
dos produtos alimenticios. Concluiu-se que a
adocdo da FTP pode favorecer as etapas do
desenvolvimento de novos produtos, bem como
suas reformulagdes, visto que as informacgbes
prioritarias encontravam-se em um unico local,
facilitando a leitura e interpretacao da formulagao.
PALAVRAS-CHAVE: Alimento, peixe, tecnologia,
laboratorio.
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TECHNICAL PREPARATION SHEET (TPS): A STANDARDIZATION TOOL FOR
NEW FISH PRODUCTS

ABSTRACT: The preparation of technical specifications (PTS) is a management and functional
tool used in food service. The area of Food Science and Technology (S & TA) has reference
to his research the development of food products to meet the diverse purpose, which are also
used technical data, equipment and utensils, some many complex and sophisticated, such that
PTS, but they are collected and stored often segregated. The aim of this study was to develop
an PTS using a random formulation fishburguer to take all relevant information, consolidated
into a single form, and thus optimize the reading and understanding of the formulation of food
products. It was concluded that the adoption of PTS may favor the stages of development of
new products, and its revisions, as the priority information were in one place, facilitating the
reading and interpretation of the formulation.

KEYWORDS: Food, fish, tecnology, laboratory.

11 INTRODUGCAO

A Ficha Técnica de Preparo (FTP), também denominada de receituario padrao
(Domene, 2011), € uma ferramenta gerencial e funcional utilizada nos servicos
de alimentacdo (hotéis, restaurantes comerciais ou institucionais, laboratérios de
desenvolvimento de produtos, etc.), cuja utilidade esta na padronizagéo das preparagoes,
permitindo a reprodutibilidade das mesmas por qualquer profissional (Akutsu et al., 2005;
Japur et al., 2012).

Fonseca (2011) aponta algumas vantagens na utilizagéo da FTP como: (i)- registrar
quantidades de matéria-prima utilizadas nas preparagdes; (i) padronizar quantidades de
matéria-prima nas preparacbes, a montagem e apresentacdo dos pratos; (iv) registrar
0s processos da produgao; (v) manter um historico das preparagdes do restaurante; (vi)
permitir a comparacao das informagdes de consumo; (vii) facilitar as projecées de compras
e especificagdes de mercadorias, e (viii) controlar os volumes de matéria-prima requisitados.

Lustosa et al. (2010), chamam a atencéo para o fato de que a FTP também protege
e conserva o meio ambiente, uma vez que se evita o desperdicio de recursos.

Relevante também o fato de a FTP ser extremamente versatil, o que permite a
incluséo ou exclusdo de itens de acordo com o objetivo a ser atingido, devendo ser simples
e de facil utilizagdo para apoiar na tomada de decisbes, na orientacdo e coordenacao
operacional (Fonseca, 2011; Japur et al., 2012).

Para o desenvolvimento regular de uma FTP é imprescindivel a existéncia de balanca
e outros instrumentos de medidas calibrados, com capacidade adequada para pesar os
ingredientes e a preparagao (Japur et al., 2012). A FTP deve possuir em sua estrutura
dados técnicos e peculiares de acordo com a preparacado ou produto a ser elaborado.

A area de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (C&TA) tem como referéncia em suas

pesquisas o desenvolvimento de produtos alimenticios para atender as mais diversas
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finalidades. Para tal, também séo utilizados dados técnicos ingredientes, equipamentos e
utensilios, alguns muitos complexos e sofisticados, que sé@o coletados e armazenados em
forma de planilhas, relatorios, etc., porém, muitas vezes de forma segregada.

Ao longo dos anos, autores vém elaborando diversos produtos, oriundos de residuos
comestiveis do pescado, bem como de espécies subutilizadas, de baixo e/ou sem valor
comercial no mercado, agregando valor ao produto e favorecendo o pescador artesanal
(Neiva et al.,2011; Mello et al., 2012.; Mitterer-Daltoé et al., 2012).

O objetivo desse trabalho foi utilizar a FTP de modo a ter todas as informagdes
relevantes, consolidadas em um Unico formulario, e assim otimizar a leitura e entendimento
das formulac¢des dos produtos alimenticios.

1.1 Estrutura da FTP

AFTP nédo tem um modelo especifico, devido a sua flexibilidade e objetivo do servico
de alimentacdo. Em geral os principais dados técnicos utilizados séo (Akutsu et al., 2005,
Canotilho, 2006, Souza e Bezerra, 2011):

* nome técnico e ou fantasia da preparacao/produto;

. medida caseira;

+ unidade de medida;

- per capita (quantidade crua do alimento por pessoa);

+  peso bruto (alimento na sua forma integral, ou seja, com casca, semente, etc.);

»  peso liquido (alimento apOs pré-preparo, ou seja, sem casca, sem semente,
etc.);

- fator de corregéo (obtido pela divisdo do peso bruto pelo peso liquido);

- fator de cocgao/térmico;

+  composi¢cado centesimal em macro e micronutrientes do produto/preparacéo;
. rendimento;

*  numero de porcoes;

+  forma de pré-preparo e preparo;

+ utensilios e equipamentos, entre outros.

Embora ja existam no mercado softwares que otimizem a sua execug¢éo, € primordial
que se tenha o entendimento da elabora¢do da FTP, Japur et al. (2012) apresentam
entre outros entraves relevantes para a implantacao e implementacéo da FTP, pesar os
ingredientes, padronizar os utensilios, transformar o peso dos ingredientes em medidas
caseiras, sensibilizar e capacitar a equipe para sua execugao.
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21 MATERIAL E METODOS

Elaborou-se um modelo de FTP tendo como base a escolha aleatéria de uma

formulacéo de um fishburguer, desenvolvido a base de pescado marinho de baixo valor

comercial, capturado na Baia de Sepetiba, RJ. As informagdes presentes na FTP foram

coletadas da formulagéo elaborada por Pires (2015).

Os ingredientes, quantidades e os dados técnicos utilizados na formulagédo em

questéo, encontram-se descriminados na Tabela 1.

Nome Data Responsavel
Fishburguer 00/00/000 UFRRJ
. Medida Unidade Peso Bruto o
Ingredientes Caseira (Kg/L) ©) % Custo (R$)
Carne triturada
de peixe (CTP) i 9 810 81 3,40
Fécula de 2 colheres de
mandioca sopa g 50 5 0,50
Agua gelada - mL 100 10 0,05
) 1 colher de
Sal refinado café g 10 1 0,02
. 1 colher de
Alho em p6 café g 10 1 0,90
. 1 colher de
Cebola em po café g 10 1 0,26
Pimenta-do 1 colher de
-reino branca café 9 10 1 1,46
Total 1.000 100 6,59

Utensilios e Equipamentos
Balancga, copo medidor, bandeja plastica retangular, hamburgueira manual, colher de café, colher
de sopa.

Modo de Preparo
1. Unir todos os ingredientes e homogeneizar a massa manualmente por aproximadamente um
minuto até a obtencéo da liga adequada (até soltar das méaos).
2. Deixar a massa repousar, sob refrigera¢éo, por aproximadamente uma hora (1h).
3. Posteriormente, moldar a massa em formato de fishburguer (forma de disco) com auxilio de
hamburgueira manual.
4. Grelhar em grill por 15 minutos, virando a cada 3 minutos.

Rendimento total Valor calérico da porcao
830g 138 kcal
Total de porcées Peso porcao Medida caseira Valor da porcao
8 unid 100g 1 unid. R$ 0,66

Tabela 1. Modelo de FTP elaborado para a formulagéo de fishburguer.
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31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Houve dificuldade em se localizar e associar as informacdes referentes a formulacao
escolhida e a transcricdo das mesmas mostrou-se um pouco trabalhosa, para a elaboracao
da FTP, afirmando a justificativa de que o armazenamento dos dados em locais distintos
intrinca o acesso dos mesmos. Mas, foi possivel atender grande parte dos dados técnicos
que em geral constituem a FTP.

Adiscriminacéo das etapas permite que a execucéo das atividades ocorra em tempo
apropriado, e a verificacao da eficacia do sistema, conforme apontado por Mello (2002) e
Baker (2002).

Vale esclarecer que o numero de porgcbes equivale ao fishburguer pronto para
consumo. Caso fosse considerado a por¢éo crua de 100g o numero iria para 10 porgoes.
Esse numero pode variar de acordo com o tamanho da hamburgueira utilizada.

Os valores monetarios tiveram como base os praticados no mercado. Exceto, a CTP
que teve seu valor estimado pois originou-se de espécies sem valor comercial.

A FTP desenvolvida ainda poderia ser complementada com informagbes adicionais
como a importancia do uso da agua gelada para que ndo ocorra aumento da temperatura
durante a mistura; utilizar um moedor de carne com disco de 0,5mm de diametro para
conferir a textura desejada e também elimina o perigo fisico da espinha do peixe, 0 que néo
se obtereia com discos em didametros maiores.

Além dessas informagdes, dicas de como adquirir o pescado com qualidade
de frescor; ingredientes e temperos obtidos de fornecedores idoéneos, acondicionar
os ingredientes em p6é em embalagens de vidro com tampa de press&o para evitar a
absorgcédo de umidade, que no caso da cebola o pd, podem se solidificar e ndo dissolver
adequadamente no momento da mistura, mesmo na presenca de agua, bem como as
informacgdes nutricionais, (PIRES, 2015).

Sendo assim, a elaboragéo da FTP deve ser realizada de forma adequada de modo
a fornecer informagdes e instrugdes claras que orientem o passo a passo, a maneira e o
uso dos produtos, equipamentos e utensilios no processo de elaboracdo, e promover a
racionalizacao do tempo e espago (Vasconcellos, 2002).

41 CONCLUSAO

A adocéo da FTP pode favorecer as etapas do desenvolvimento de novos produtos,
bem como suas reformulagbes e cotagdes para aquisicdo de géneros e equipamentos,
visto que as informagbes consideradas prioritarias encontravam-se em um unico local, o
que facilitou a leitura e interpretacéo da formulagéo.

Reforca-se que ndo ha um modelo Unico de FTP, pois a mesma deve atender as
caracteristicas e objetivos das formulagbes/preparagoes.
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RESUMO: Neste trabalho foram preparados
filmes biopoliméricos, combinando quitosana e
carboximetilcelulose, para a obtencéo de filmes
com espessura de 20 ym. Foram Sintetizadas
nanoparticulas de Ag de diametro médio de
8,0 + 0,4 nm e formato esférico, as quais
foram posteriormente imobilizadas nos filmes
biopoliméricos. Os filmes biopoliméricos foram
caracterizados por espectroscopia de UV-VIS e
microscopia eletrénica de transmissao (MET). O
espectrode UV-VIS exibiu absorcdoem 508 nme a
analise por MET mostrou que as ananoparticulas
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de Ag encontram-se homogeneamente dispersas
sob toda a superficie do filme biopolimérico. No
estudo de atividade antimicrobiana, os filmes
formaram halos de inibicdo de 5 mm para as
bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli, evidenciando com esse resultado grande
eficiéncia na atividade antimicrobiana.
PALAVRAS-CHAVE: Filmes biopoliméricos,
Nanoparticulas de Ag, Liquido I6nico, Atividade
antimicrobiana.

ABSTRACT: In this work biopolymeric films
were prepared, combining chitosan and
carboxymethylcellulose, to obtain films with
thickness of 20 um. Synthetized Ag nanoparticles
of 8.0 + 0.4 nm and spherical shape were
synthesized, which were later immobilized
in the biopolymeric films. Biopolymeric films
were characterized by UV-VIS spectroscopy
and transmission electron microscopy (MET).
The UV-VIS spectrum exhibited absorption
at 508 nm and MET analysis showed that Ag
ananoparticles are homogeneously dispersed
under the entire surface of the biopolymeric film.
In the antimicrobial activity study, the films formed
5 mm inhibition halos for staphylococcus aureus
and Escherichia coli bacteria, evidencing with this
result great efficiency in antimicrobial activity.

KEYWORDS: Biopolymeric films, Ag
nanopatrticles, lonic Liquid, Antimicrobial activity.

11 INTRODUGAO

Multidisciplinar a nanociéncia tem
potencial de aplicacdo em diferentes areas

como: alimentos, biologia, fisica, quimica e
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engenharia (Hochella-Janior, 2002). A combinagdo de nanoparticulas (NPs) metalicas e
filmes biopoliméricos com 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 ( Stoimenov et al. 2002; Balogh et al. 2001; Kasuga et al. 1997).
NPs metélicas sdo capazes de incapacitar microorganismos através da interagdo com
algumas enzimas, proteinas e/ou DNA, inibindo a prolifera¢do celular ou divisdo celular.
Para estas aplicacdes, NPs tém sido suportadas em biopolimeros em varias formas (por ex.
cateteres, material dentario, dispositivos médicos, implantes e curativos para queimaduras)
com o objetivo de proteger contra a contaminagé@o microbiana. Existem varios biopolimeros
como: quitosana, carboximetilcelulose e celulose (Ciriolo et al. 1994). Filmes biopoliméricos
de celulose semipermeaveis foram utilizados como suporte para NPs de Pt e Ag (Edgar et
al 2001). Entretanto, um filme polimérico pode exibir outras vantagens adicionais como um
material com maior capacidade de imobilizacdo e seletividade, redu¢cdo no tamanho de
particula, prevencao da aglomeracéo das NPs e estabelecimento de uma regido de contato
poroso entre as fases liquida e gasosa com a estrutura polimérica (Viswanathan et al. 2006)
Neste trabalho, nés demonstramos a combinag¢édo de NPs de Ag sintetizadas em liquido
ibnico BMI.BF, suportadas em filme biopolimérico de quitosana e carboximetilcelulose
com investigacdo em atividade antimicrobiana frente as bactérias S. aureus e E. coli. A
combinacao gerou a formagédo de um material com estrutura porosa com facil incorporagéo
das NPs de Ag e boa atividade antimicrobiana. Este material pode ser utilizado na
fabricacao de filmes antimicrobianos para embalagem de alimentos, proporcionando assim

maior tempo de conservagao.

21 MATERIAL E METODOS

Sintese de NPs de Ag em liquido i6nico BMI.BF,: uma solug&o contendo liquido
ibnico BMI.BF, (1 mL), Ag,0 25 mg (0,11 mmol,) foi agitada & temperatura ambiente durante
15 min obtendo-se uma disperséo escurade de AgO,. O sistema foi aquecido a 85 °C e
hidrogénio (4 bar) foi admitido no sistema. Apds duas horas, obteve-se uma dispersao
escura de NPs de Ag.

Sintese da solucao biopolimérica e dos filmes biopoliméricos contendo NPs
de Ag suportadas: foi preparada uma solugéo contendo 35 mL de acetona e 2,5 g de
acetato de celulose, foram preparados filmes biopoliméricos sem NPs (denominados de
branco, AC) e filmes contendo 10 mg de NPs de Ag (denominados AC/Ag). A solugéo foi
vertida em placa de Petri formando os filmes biopoliméricos.

Investigacdo da atividade antimicrobiana frente as bactérias S. aureus e E.
coli: Estas experiéncias foram realizadas num meio de Luria-Bertani (LB) Agar solido
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
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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 formacgéao dos halos de inibicao bacteriana.

31 ANALISES REALIZADAS

Espectroscopia na regidao do Ultravioleta-Visivel (UV-Vis): O espectro eletrénico
da disperséo coloidal de NPs de Ag foi realizado utilizando-se um Espectrofotdmetro UV-
visivel modelo UV-2550 da Shimadzu, com leituras na regido de 190 a 800 cm™, com celas
de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.

Microscopia Eletronica de Transmissao (MET): A andlise de MET das NPs de Ag
foi realizada utilizando-se um microscépio JEOL JEM1200EXII operando em 120 kv. Os
histogramas da distribui¢céo foram obtidos usando o programa Origin 8, através da medida
do didametro de aproximadamente 300 nanoparticulas de Ag.

41 RESULTADOS E DISCUSSOES

A sintese das NPs de Ag coloidal esta relacionada a redugdo do Ag? para Ag° pela
acao do hidrogénio molecular como agente redutor, resultando na formagédo de NPs que
possuem rede cubica de face centrada (fcc). Os ions Ag?* sdo introduzidos ao meio reacional
a partir do 6xido de prata (Ag,0). As técnicas de caracterizagéo utilizadas, ultravioleta-
Visivel (UV-Vis), microscopia eletronica de varredura (MEV) e microscopia eletrénica de
transmissao (MET) nos fornecem informacgdes a respeito do tamanho, forma e composicéo
das NPs de Ag e dos filmes biopoliméricos. Na Figura 1 esta representado o espectro da
solugédo de NPs de Ag, obtidas no experimento, por espectroscopia de UV-visivel.

408 nm
2,5+
2.0
1,54

1.0+

Absorvéncia [ u.a.

0,54

OID T T T T i
300 400 500 600 700 800
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Figura 1 - Espectro de UV-visivel da disperséo coloidal de NPs de Ag.
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Observa-se que a absorgao do plasmon superficial d4 origem a uma banda larga,
com o maximo de absorg@o em torno de 408 nm. As NPs de Ag obtidas também foram
analisadas por microscopia eletronica de transmissao (MET). A micrografia e o histograma
de distribuicao de didmetro médio das particulas obtidas s&o expostos na Figura 2. As NPs

de Ag exibiram diametro médio de 11 + 1,5 nm.
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Figura 2 - Micrografia obtida por MET NPs de Ag (esquerda) e histograma de distribuicéo de
diametro (direita) das NPs de Ag.

A habilidade dos filmes biopoliméricos contendo NPs de Ag suportadas em inibir
0 crescimento destas bactérias esta exposto na Figura 3. Nos experimentos utilizamos
um disco de 1,5 cm de filme biopolimérico sem a presenca NPs de Ag (denominado de
CS/CMC), localizado na esquerda da placa de Petri, e um disco de filme biopolimérico
contendo NPs de Ag (denominado CS/CMC/Ag), localizado a direita na placa de Petri. A
acao antibacteriana das NPs metalicas ocorre através da coordenagéo destas a camada
superficial das bactérias ocasionando o rompimento da camada de peptidoglicano e
consequente inativagcdo. A camada de peptidoglicano da bactéria gram-negativa (E.coli) é
mais fina do que nas bactérias gram-positivas (S.aureus), mas a atividade antimicrobiana
obtida através do halo de inibicdo, neste caso, foi 0 mesmo frente as bactérias E. coli e
S. aureus (a formagéo de 5 mm de halo de inibicao bacteriana foram obtidos para E. coli e
para S. aureus, Figura 3), (Xu et al. 2005).
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(b)

Figura 3 - Atividade dos filmes CS/CMC (filme sem NPs Ag) e CS/CMC/Ag (filme com NPs): (A)
E.colie (B) S. aureus.

51 CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos, concluimos que a preparacdo de filmes
biopoliméricos, combinando quitosana e carboximetilcelulose, podem ser aplicados de
forma eficiente como suporte de NPs de Ag. A caracterizacao por MET confirmou material
homogéneo e duravel. O estudo da atividade antimicrobiana exibiu a formacéo de halos de
inibicao de 5 mm para as bactérias E. coli e S. aureus. Atualmente, uma aplicagéo eficiente
dos filmes biopoliméricos antimicrobianos é em embalagens para maior conservacao de
frutas e alimentos.
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RESUMO: As sementes de jaca sdo um residuo
agroindustrial rico em amido e as 3-ciclodextrinas
(B-CD) sédo compostos encapsulantes que
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Bacillus sp. SM-02

podem ser produzidos a partir de amido. Neste
trabalho, foram definidas as melhores condigbes
de hidrélise termo-enzimética do farelo de
semente de jaca (FSJ) como: 56,5 g/L (FSJ
por volume), 15 min de autoclavagem, 78,17
U/g de amiloglicosidase (por FSJ), 74 °C e 40
min. Sob estas condigbes foi possivel obter
um meio hidrolisado (FSJh) contendo 1,55
mol/L de agucares redutores (AR) que foi entao
empregado na composi¢cdo do meio de cultivo
de Bacillus sp. SM-02 nas condi¢bes de 35 °C
por 96 h. A melhor produtividade de 3-CD [0,896
pumol/(L.h)] foi obtida no meio contendo 31,04
mmol/L de AR. Assim, é possivel observar que
o FSJh pode ser aplicado para a produgéo por
fermentagé@o submersa de B-CD.
PALAVRAS-CHAVE: Amiloglicosidase,
Bacillus, ciclomaltodextrina glicanotransferase,
planejamento experimental.

HYDROLYSIS OF JACKFRUIT SEED FOR
PRODUCTION OF B-CYCLODEXTRINS
BY Bacillus sp. SM-02
ABSTRACT: Jackfruit seeds are an agro-
industrial residue rich in starch and 3-cyclodextrins
(B-CD) are encapsulating compounds that can
be produced from starch. In this work, the best
conditions for thermo-enzymatic hydrolysis of
jackfruit seed bran (FSJ) were defined as: 56.5
g/L (FSJ by volume), 15 min autoclaving, 78.17
U/g of amyloglucosidase (per gram of FSJ), 74 °C
and 40 min. Under these conditions it was possible
to obtain a hydrolyzed medium (FSJh) containing
1.55 mol/L of reducing sugars (AR) that was then
used in the composition of the culture medium of
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Bacillus sp. SM-02 under the conditions of 35 °C for 96 h. The best productivity of 5-CD [0.896
pmol/(L.h)] was obtained in the medium containing 31.04 mmol/L of AR. Thus, it is possible to
observe that FSJh can be applied for production by submerged fermentation of g-CD.
KEYWORDS: Amyloglucosidase, Bacillus, cyclomaltodextrin  glucanotransferase,
experimental design.

11 INTRODUCAO

A jaqueira (Artocarpus heterophylius Lam.) & uma planta originaria da Asia cujo
fruto, a jaca, é muito apreciado e difundido no Norte e Nordeste do Brasil (Falcao et
al., 2001; Sousa et al., 2020). A polpa que recobre suas sementes é muito consumida
devido ao seu sabor peculiar, no entanto, as sementes também podem ser consumidas
(assadas ou cozidas) em algumas localidades, mas geralmente, elas sdo descartadas
como residuos. Por serem ricas em amido, proteina e fibras, as sementes de jaca tém sido
cada vez mais investigadas e propostas para alimentagcdo humana (Feitosa et al., 2017;
Leite et al., 2019; Santos et al., 2012; Waghmare et al., 2019). A composi¢do de amido nas
sementes foi relatada, por exemplo, por Santos et al. (2013) para duas variedades de jaca
obtidas na regido sudoeste da Bahia como em torno de 30 % (p/p), sendo que as sementes
corresponderam a 12-13 % dos frutos. Devido as propriedades diferenciais do amido das
sementes de jaca (Madruga et al, 2014; Santos et al., 2009; Rodrigues et al., 2020; Zhang
et al.,, 2021) em relagdo aos amidos mais tradicionais, ele também tem sido proposto
para diferentes aplicagdes tecnologicas como: alimentos, embalagens e recobrimentos,
fermentacgéo, etc. (Zhang et al., 2021).

Uma destas aplicacbes é a obtencdo de ciclodextrinas (CD) por agcdo da enzima
ciclomaltodextrina glicanotransferase (CGTase) sobre o amido e compostos amilaceos. As
CDs naturais s&o moléculas organicas formadas por seis (a-CD), sete (8-CD) e oito (y-CD)
unidades glicopiranosidicas ligadas na posi¢éo a-1,4, sendo que as B-CD s&o as mais
aplicadas na industria (Kurkov & Loftsson, 2013; Saokham & Loftsson, 2017). Devido a sua
versatilidade, caracteristicas quimicas e sua estrutura cbnica, as CDs podem armazenar
outras substancias em seu interior e assim sdo excelentes encapsulantes para as areas
de alimentos e/ou farmacéuticos (Astray et al., 2009; Hu et al., 2021; Tiwari, Tiwari & Rai,
2010). As CGTases podem ser produzidas por diferentes microrganismos, especialmente
bacilos cultivados em meios contendo amido soluvel e outros tipos de amido como o de
mandioca (Coelho et al., 2016; Ibrahim et al., 2011; Moriwaki et al., 2009).

A proposta de se empregar as sementes de jaca como fonte de amido para obtencéo
de B-CD ja vem sendo investigada. Em estudo prévio em nosso grupo de pesquisa, foi
possivel obter B-CD a partir do farelo de semente de jaca (sem pré-tratamento) por acédo
direta de uma CGTase comercial (Silva Jr. et al., 2019). Adicionalmente, outro estudo do
grupo de pesquisa (dados ainda ndo publicados) empregou 0 amido extraido das sementes
de jaca na composigéo de meio de cultivo para obtencéo de B-CD e CGTase. Assim, de forma
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a se investigar mais possibilidades de aplicacdo das sementes de jaca para a producéo de
B-CD este presente trabalho se propds a investigar o pré-tratamento por hidrélise térmica
e enzimética do farelo da semente de jaca para ser empregado na composi¢cdo do meio
de cultivo de Bacillus sp. SM-02, uma cepa produtora de CGTase, previamente isolada por
Coelho et al. (2016).

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparo do farelo de semente de jaca (FSJ)

Conforme realizado por Silva Jr. et al. (2019), frutos da jaqueira (Artocarpus
intergrifolia L.) em bom estado de maturacdo foram obtidos na regidao de llhéus (Bahia);
os frutos foram abertos e as sementes separadas manualmente. Estas sementes foram
trituradas em um moinho de faca (Macro/Willye - NL - 226 - 03) e peneiradas (70 Mesh)
sendo em seguida secas em estufa (Tholh — 501) a 105 °C até peso constante. O farelo
assim obtido foi denominado FSJ.

2.2 Hidrdlise térmica e enzimatica do FSJ

A hidrélise de 5 g do FSJ em Erlenmeyer de 250 mL foi realizada de acordo com as

etapas descritas de forma geral a seguir — sendo que as condigdes especificas para V,, t,,

AMG, T e t, séo apresentadas no topico 2.3:
a) a etapa térmica foi conduzida com diferentes volumes de tampéao acetato (50 mM
/ pH 5,0) (V,, mL) e com autoclavagem (121 °C) por diferentes tempos (t,, min), os
frascos foram resfriados a temperatura condizente com a etapa enzimatica seguinte;

b) a etapa enzimética foi realizada com a adicéo de diferentes cargas da enzima
amiloglicosidase (AMG, U) a partir da solugdo comercial AMG® 300L doada
pela empresa Novozymes (Araucaria, Parand), a reacdo ocorreu em diferentes
temperaturas (7, °C) e tempos (t,, min);

c) por fim, o meio foi submetido a choque térmico com ebulicdo por 5 min e banho
de gelo por mais 5 min para inativagdo da AMG. O contetdo foi entdao centrifugado
(5.000 g/ 10 min) e filtrado a vacuo em papel de filtro comum; o sobrenadante
clarificado coletado foi identificado como farelo de semente de jaca hidrolisado
(FSJh) e foi utilizado para determinar o contetdo de agucares redutores (AR, pmol/
mL).

2.3 Estudo das condic6es de hidrélise do FSJ

As condi¢bes de hidrolise foram analisadas por meio da metodologia de planejamento
experimental (Rodrigues & lemma, 2014) com o auxilio do software estatistico Protimiza
Experimental Design'. Inicialmente, foram investigadas as varidveis independentes
(fatores) com niveis variando — com base em Cuccolo et al. (2009) e Moriwaki et al. (2009)

1. Protimiza Experimental Desgin — disponivel em: https://experimental-design.protimiza.com.br/ Gltimo acesso em 08
de fevereiro de 2021.
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—entre: V,=95-135mL, t, =15 - 25 min, AMG = 390,85 -781,70 U, T=40-60°C e t,
=40 — 240 min. Para tanto, foi aplicada uma matriz do tipo fatorial fracionado (FF) 25" com
16 ensaios em diferentes combinacdes entre si e 3 repeticdes do ponto central, totalizando
19 ensaios. A resposta analisada foi AR e, com os valores obtidos, foi realizada a Analise
de Efeitos com 95 % de confiabilidade. Em seguida, sendo possivel fixar os valores de f,
=15 min, AMG = 390,85 U (correspondente a 1 mL de solugéo enzimatica) e t, = 40 min,
foram selecionados novos niveis para os fatores: V, =82 -93 mL e T =50 - 70 °C e foi
realizada uma matriz do tipo Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, com
4 ensaios em diferentes combinacdes, 4 pontos axiais e triplicatas dos pontos centrais,
totalizando 11 ensaios. A resposta AR foi utilizada para a Analise dos Coeficientes (com 80
% de confiabilidade) e a Andlise de Variancia - ANOVA (com 95 % de confiabilidade) para
obtencdo do modelo matematico que permitisse a obten¢do da Superficie de Resposta e
Curva de Contorno.

2.4 Determinacao dos acgucares redutores (AR) e atividade de AMG

A concentragdo de acgucares redutores expressos em glicose (AR) liberados
no meio em fungéo da hidrolise do FSJ foi realizada por meio da metodologia do &cido
3,5-dinitrosalicilico (DNS) conforme descrito em Vasconcelos, Pinto e Aragéo (2013). A
reacdo ocorreu com a adigdo de 0,5 mL da amostra e 0,5 mL do reagente de DNS e
incubacgéo a 100 °C por 15 min seguido de 5 min em banho de gelo; adicionou-se 4 mL de
agua destilada e foi feita a leitura da absorbancia a 540 nm. A condig&o branco foi realizada
substituindo a amostra por dgua destilada e a curva padréo foi obtida com glicose variando
de 0,56 a 5,56 pmol/mL. O célculo de AR (umol/mL ou mmol/L) foi feito de acordo com a
Equacédo 1 empregando o valor da leitura de absorbancia da amostra (A, abs), a inclinagao
da curva padréo [k = 9,54 ymol/(mL.abs)], o fator de dilui¢do da reagéo (f, . = 10) e o fator
de diluigdo da amostra (f,) quando necessario.

mmol

AR( -

) = (abs) - (k) - (fans) - (o) 01)

A atividade de amiloglicosidase (AMG) foi determinada com base em Warren et
al. (2015) com adaptacdes, sendo empregados 0,5 mL da solugcdo comercial e 1,5 mL
de uma solugéo de amido solavel (10 g/L) em tamp&o acetato de sédio (50 Mm / pH 5,0)
com incubagéo a 40 °C / 10 min; em seguida, procedeu-se a determinacao de AR como
descrito acima. Uma unidade de atividade (U) foi determinada como a quantidade de
enzima necessaria para liberar 1 pmol/mL de acUcar redutor por minuto; para o calculo,
multiplicou-se o valor de AR obtido (Eqg. 01) pelo fator de diluicdo da reagéo enzimatica (£, ,
= 4) e, quando necessario, pelo fator de diluicdo da amostra. A condi¢éo branco equivaleu
a substituicdo da amostra por agua destilada. A solucdo comercial utilizada apresentou
atividade de 390,85 U/mL e este valor foi empregado para o calculo da carga enzimatica a
ser empregada na hidrélise (AMG, U).
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2.5 Bacillus sp. SM-02: manutencao e inéculo

A cepa Bacillus sp. SM-02 foi proveniente do Laboratério de Bioquimica do Centro de
Ciéncias Agrarias, Ambientais e Biolégicas (CCAAB) da Universidade Federal do Recéncavo
da Bahia (UFRB, Cruz das Almas, BA); a conservacéo foi feita a -80 °C em glicerol a 20
% (p/v), sua ativagdo e manutencéo (meio s6lido) e cultivo (meio liquido) foram realizados
conforme descrito por Nakamura e Horikoshi (1989). A composi¢éo do meio base foi de: 10
g/L de amido solavel, 10 g/L de Na,CO,, 5 g/L de peptona, 5 g/L de extrato de levedura, 1,0
g/L de K,HPO,, 0,2 g/L. de MgS0,.7H,0 e pH 10 (sendo: esterilizagéo separada do Na,CO
e adicdo de 15 g/L de agar para obtencdo do meio sélido); as condi¢cdes de incubacéo
foram de: 35 °C / 72 h (TECNAL TE-391). Para obten¢éo do in6culo, o microrganismo foi

cultivado em meio so6lido e as células foram raspadas da superficie com 5 mL de solugéo

3

salina (NaCl, 0,85 % p/v) estéril. O volume coletado de solu¢éo concentrada de células
foi diluido com solucdo salina estéril até se obter a leitura de absorbancia (600 nm) de
0,100 (BEL SPECTROPHOTOMETRER 2000Uv), 0 que equivale a aproximadamente 3-107
células totais por mL de solugdo concentrada (determinado em camara de Newbauer).
Apo6s a diluicdo apropriada, este in6culo foi empregado nas fermenta¢des numa propor¢éao
de 0,10 mL para cada 100 mL de meio (Coelho et al., 2016).

2.6 Producao de B-CD por Bacillus sp. SM-02

As fermentagdes foram realizadas em frascos Erlenmeyers de 500 mL com um
volume total de 100 mL de meio inoculado; a partir da composicdo do meio base de cultivo
a composi¢céo do amido soluvel foi substituida por FSJh nas composicdes de: 1,5, 2,0 e 2,5
% (v/v). O FSJh empregado apresentou um valor de AR de 1.551,95 mmol/L e foi obtido de
acordo com as melhores condig6es definidas para a hidrélise (para 5 g de FSJ: V, = 87,5
mL, t, = 15 min, AMG = 390,85 U, T = 74 °C e t, = 40 min). A incubag&o ocorreu por 96
h a 35 °C e 150 rpm (SP-222, SP LABOR); amostras foram coletadas a cada 24 h sendo
determinados: B-CD e CGTase.

2.7 Determinacao da B-CD e atividade de CGTase

A concentragdo de B-CD (yumol/L) e a atividade da ciclomaltodextrina
glicanotransferase (CGTase, U/mL) foram determinadas por espectrofotometria, com
base na reacéo de complexacgéo entre $-CD e fenolftaleina (PHE) conforme aplicado por
Silva Jr. et al. (2019) e baseado em Tardioli et al. (2006) e Moriwaki et al. (2009); amido
e fenolftaleina foram doados pela empresa Cristélia (Sao Paulo, SP). Para determinacéao
da B-CD, a reacao foi realizada com 0,5 mL de amostra e 2,5 mL de solugdo PHE que foi
preparada a 60 pmol/L em volumes iguais de etanol a 95 % (v/v) e solugao tampao carbonato-
bicarbonato de sédio (0,12 mol/L / pH 10,5); a absorbancia da reacédo (A) foi lida a 550 nm
e uma condicéo branco foi feita com 4gua ao invés da amostra e sua absorbancia também

foi determinada (A ). O valor da concentragéo de B-CD (BCD, pmol/L) foi determinado de
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acordo com a Equacgédo 2, sendo necessarios ainda os valores da concentracédo de PHE
dentro da cubeta (¢ = 50 pmol/L) e o fator de diluicdo da reagéo (f = 6); o fator de diluigéo
da amostra (f,) foi usado apenas quando necessario. A curva padréo foi preparada com
concentragdes de B-CD de 0 a 100 ymol/L e foi analisada com o software Calc, pertencente
a suite de escritério LibreOffice, para determinagdo do valor da constante de equilibrio

termodinamico (K., = 16.878,68 L/umol).

pen (22) = (- @ [1- ()] P+ [ ]b oo ©02)

Para a reacé@o enzimatica e determinacdo da CGTase definiu-se que uma unidade
de atividade enzimatica (U) corresponde a quantidade de enzima necessaria para liberar 1
umol de B-CD por minuto de reagdo. A reagéo consistiu da adigdo de 0,50 mL da amostra
em 0,50 mL de solucédo 0,1 g/mL de amido soltuvel em tampéo Tris-HCI (pH 8 / 10 mmol/L
e CaCl, 5 mmol/L) com incubagéo ocorreu em banho termostatizado (TECNAL, TE-0541)
a 50 °C e a cada 5 min foram coletadas amostras até completar 30 min; a reagéo foi
interrompida com 5 min em ebulicdo e 5 min em banho de gelo. Cada amostra coletada
teve determinado seu valor de BCD e os valores obtidos foram plotados de forma a se obter
a inclinagédo (k, pmol/L.min) da lineariza¢do obtida. Este valor foi utilizado no céalculo do
valor da atividade (CGTase, U/mL) conforme a Equacgéo 3 que considera o fator de diluicao
da reagdo enzimatica (f = 2) e, quando necessario, o fator de dilui¢do (f,) da amostra.

C6Tase (=) = (107%) - (k). (). (fa) (03)

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinacao das melhores condic6es de hidrélise do FSJ

As concentracdes de agUcares redutores (AR, mmol/L) obtidas na primeira etapa do
estudo das condigdes de hidrélise do farelo de semente de jaca (FSJ) revelaram que os
ensaios 9, 11 e 13 (Tab. 1) resultaram em valores de AR acima de 500 mmol/L e os pontos
centrais apresentaram um valor médio de 436,54 + 8,97 mmol/L. A andlise da curvatura
néo indicou os pontos centrais como estatisticamente significativos em relacdo ao valor
médio de todos os experimentos (Tab. 2). S6 se mostraram estatisticamente significativos
os fatores: volume de tampéo (V,) e temperatura de reagéo enzimatica (7), sendo que o
aumento de V, apresentou efeito negativo sobre AR e o efeito inverso foi observado para
T (Tab. 2).
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Fatores Resposta
Ensaio (n‘1/1L) (mti1n) A(ﬁ”)G (‘%) (n1ti2n) (mnﬂgI/L)
1 -1(95)  -1(15)  -1(390,85) -1(40)  +1 (240) 431,12
2 +1(135) -1(15)  -1(390,85)  -1(40) -1 (40) 257,07
3 1(95)  +1(25)  -1(390,85)  -1(40) -1 (40) 433,76
4 +1(185) +1(25) -1(390,85)  -1(40) +1 (240) 196,94
5 -1(90)  -1(15)  +1(781,70)  -1(40) -1 (40) 410,15
6 +1(185)  -1(15)  +1(781,70)  -1(40)  +1 (240) 393,14
7 -1(90)  +1(25) +1(781,70)  -1(40)  +1 (240) 257,59
8 +1(135)  +1(25) +1(781,70)  -1(40) -1 (40) 291,35
9 -1(90)  -1(15)  -1(390,85) +1(60) -1(240) | 639,19
10 +1(135) -1(15)  -1(390,85) +1(60) +1(240) | 296,10
1 -1(90)  +1(25)  -1(390,85) +1(60) +1(240) | 518,01
12 +1(135)  +1(25) -1(390,85) +1(60) -1 (40) 283,92
13 -1(90)  -1(15)  +1(781,70)  +1(60) +1 (240) 507,02
14 +1(135) -1(15)  +1(781,70) +1(60) -1 (40) 296,58
15 -1(90)  +1(25) +1(781,70) +1(60) -1 (40) 527,33
16 +1(185)  +1(25)  +1(781,70)  +1(60) +1 (240) 408,92
17 0(115)  0(20)  0(586,27)  0(50) 0 (140) 446,89
18 0(115)  0(20) 0(586,27)  0(50) 0 (140) 431,60
19 0(115)  0(20) 0(586,27)  0(50) 0 (140) 431,12

Tabela 1. Matriz codificada FF 25" para a hidrolise termo-enzimatica de 5 g de farelo de
semente de jaca com os fatores: volume de tamp&o (V,, mL), tempo de autoclavagem (t,,
min), carga de amiloglicosidase (AMG, U), temperatura (T, °C) e tempo (t,, min) de reagéo
enzimatica. Os valores reais de cada fator sdo representados em parénteses. A resposta
analisada foi a concentracéo de agUcares redutores expressos em glicose (AR, mmol/L).

Fator Efeito PE;:%Q t P

Média | 384,26 19,44 19,77 <0,001*

Curvatura | 104,55 97,84 1,07 0,3063
V,(mL) | -162,52 38,88 -4,18 0,0013*

t (min) | -39,07 38,88 -1,00 0,3348

AMG (V) 4,50 38,88 0,12 0,9098
T(°C) | 100,74 38,88 2,59 0,0236 *

t,(min) | -16,31 38,88 -0,42  0,6822

* fator estatisticamente significativos com 95 % de confiabilidade (p-valor < 0.05)

Tabela 2. Analise de Efeitos dos fatores: volume de tamp&o (V,, mL), tempo de autoclavagem
(t,, min), carga de amiloglicosidase (AMG, U), temperatura (T, °C) e tempo (t,, min) de reagéo
enzimética sobre a resposta concentracdo de acglcares redutores expressos em glicose (AR,

mmol/L) provenientes da matriz FF 25,
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Com base nos resultados obtidos, foi possivel definir valores fixos para alguns dos
fatores visto que estes néo foram estatisticamente significativos. Para t,, AMG e t, foram
selecionados seus menores niveis de forma a se tornar o processo mais rapido e com
menor custo. Ja os fatores V, e T foram selecionados para a nova etapa do estudo com
novos niveis; para V, os valores foram reduzidos para abaixo do minimo investigado na
matriz FF 25" devido ao seu efeito negativo e em relagédo a T o novo maior nivel foi definido
10 °C acima do aplicado nesta etapa.

Em seguida, os valores de AR obtidos na segunda etapa de estudo das condi¢des
de hidrélise (Tab. 3) e os valores de AR obtidos (Tab. 3) foram maiores que os valores
maximos obtidos na primeira etapa (Tab. 1); os ensaios 20, 22, 27 e os pontos centrais (28,
29 e 30), por exemplo, apresentaram AR > 1.200 mmol/L (Tab. 3) sendo a média dos pontos
centrais de 1.369,33 + 138,24 mmol/L.

Fatores Resposta
Ensaio v, T AR
(mL) (°C) (mmol/L)
20 -1 (82,00) -1 (50,0) 1.252,25
21 +1(93,00) -1 (50,0) 580,31
22 -1 (82,00) +1(70,0) 1.319,42
23 +1 (93,00) +1(70,0) 950,64
24 -1,41 (79,76) 0 (60,0) 649,03
25 +1,41 (95,26) 0 (60,0) 666,21
26 0 (87,50) -1,41 (45,9) 788,00
27 0 (87,50) +1,41 (74,1) 1.551,95
28 0 (87,50) 0 (60,0) 1.210,25
29 0 (87,50) 0 (60,0) 1.460,32
30 0 (87,50) 0 (60,0) 1.437,41

Tabela 3. Matriz codificada DCCR 22 para a hidrélise de 5 g de farelo de semente de jaca,
com os fatores: volume de tampéo (V,, mL) e temperatura da hidrélise enzimatica (T, °C) e a
resposta agucares redutores (AR, mmol/L). Os valores reais de cada fator sdo representados

entre parénteses.

Alguns termos puderam ser removidos do modelo quadratico (Tab. 4) e optou-se
por manter o termo linear V, considerando um intervalo de confiabilidade menor (80 %
de confiabilidade) pois isso resultou num aumento no valor de R? de 0,6652 para 0,7639.
Apds a remogao dos termos nédo significativos, o modelo codificado reduzido (Eq. 4) foi
considerado estatisticamente significativo (p < 0,05) sendo que a Falta de Ajuste nao foi
estatisticamente significativa porém os valores de R? e R?,; se apresentaram abaixo do
ideal (> 90%) (Tab. 5).
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mmol

AR ( ) =1.301,83 — 127,05 - (V,) — 306,80 - (V,)? + 189,74 - (T)  (04)

O modelo (Eq. 04) foi entdo empregado na obtencdo da curva de contorno (Fig.
1.a) cuja analise revelou uma regido de respostas maximas (porém nao otimizada dentro
da faixa experimental investigada); o ponto de méaximo fornecido pelo modelo (primeira
derivada igual a zero) indicou a condigéo codificada de V, = + 0,207 e valores codificados
crescentes de T. Considerando o ensaio 27 (Tab. 3) realizado com os valores codificados
semelhantes (V, = 0 e T = +1,41) ao indicado pelo modelo e que se encontra dentro da
regido de respostas maximas (Fig. 1.a), escolheu-se esse ensaio como melhor condi¢cdo
para a hidrélise. Infelizmente, devido a limitagcbes na disponibilidade da solugédo de
amiloglicosidase no momento da anélise, néo foi possivel repetir o ensaio 27 em triplicata,
mesmo assim, ao compararmos o valor de AR deste ensaio (1.551,95 mmol/L) com o valor
teorico fornecido pelo modelo (1.491,57 mmol/L), observa-se um desvio positivo de 4,05
%. Esta concentracao de AR obtida com o ensaio 27 pode ainda ser expressa em funcéao
dos solidos empregados (FSJ = 5 g) como: 27,47 mmol/g. Se considerarmos ainda o valor
médio dos pontos centrais — que foram realizados em triplicata (Tab. 3) — e o compararmos
com o valor predito pelo modelo para esta condi¢cdo (AR = 1.301,93 mmol/L) observamos
um desvio positivo de 5,19 %. Estes desvios podem ser explicados, em parte, pelos valores
baixos de A e R? , (Tab. 5) e portanto, indicam que o modelo ajustado (Eq. 04) deve
ser analisado com cautela, como pode ser observado na relagéo entre valores teoricos e
experimentais (Fig. 1.b).

Fator Coef. PE:I:% . t P
Média | 1369,33 130,82 10,47 0,0001 *
(v)| 127,05 80,11 -159 0,1736*
(v)2| -327,89 95,35 -3,44 0,0185*
(T)| 189,74 80,11 2,37 0,0641*
(T1)?| -71,71 95,35 -0,75 0,4859
(V)(m)| 7579 113,29 0,67  0,5331

* coeficientes estatisticamente significativos com 80 % de confiabilidade (p-valor < 0.20)

Tabela 4. Analise dos Coeficientes do modelo codificado reduzido para os fatores: volume de
tampa&o (V,, mL) e temperatura da hidrolise enzimatica (T, °C) e a resposta aglcares redutores
(AR, mmol/L) provenientes da matriz DCCR 22.
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Fonte | Guadrados Liberdade  Medios P
Regressao 998999,1 3 332999,7 7,55 0,0134
Residuos 308707 7 44101
Falta de Ajuste | 270486,5 5 54097,3 2,83 0,2814
Erro Puro 38220,51 2 19110,26
Total 1307706 10
R? 0,7639
Rzg. 0,5667

* termo estatisticamente significativos com 95 % de confiabilidade (p-valor < 0.05)

Tabela 5. Andlise da Variancia os Coeficientes do modelo reduzido codificado com os fatores:
volume de tampéo (V,, mL) e temperatura da hidrélise enzimatica (T, °C) e a resposta aglcares
redutores (AR, mmol/L).

Dessa forma, as melhores condi¢des sugeridas para a hidrélise do farelo de semente
de jaca (FSJ) foram definidas, para 5 g de FSJ, com a etapa térmica realizada com 87,50 mL
de tampéo acetato de sodio (50 mM / pH 5) e 15 min de autoclavagem; ap6s o resfriamento
a etapa enziméatica deve ser realizada com 390,85 U de amiloglicosidase e reagéao a 74 °C
por 30 min. Considerando que, nas condiges dos experimentos, foi adicionado um volume
de solugcao de AMG de 1 mL, a propor¢éao de sélidos (FSJ) por volume total de hidrélise
empregada equivale a 56,50 g/L e a carga de AMG por soélidos (FSJ) foi de 78,17 U/g.

Ahidrélise de diferentes residuos tem sido relatada na literatura e muitas tecnologias
com diferentes graus de complexidade tem sido investigadas. Por comparacgéo, pode-se citar
a hidrélise enzimatica da semente de jaca com um extrato bruto multienzimatico (produzido
por Penicillium roqueforti ATCC 101110 cultivado em residuo de caja) que resultou numa
produtividade de AR de 6,26 mg/(g.h) empregando uma proporcéo de sélidos e volume de
hidrélise menor (40,7 g/L) (Marques & Aguiar-Oliveira, 2020). As sementes de jaca também
ja foram investigadas por Nair et al. (2016) para sacarificagéo (hidrélise) e fermentacao
simultaneas por Streptococcus equinus para producdo de &cido latico mas nao foram
relatados os teores de AR obtidos.
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Figura 1. a) Curva de Contorno obtida para a interagao dos fatores codificados de volume de
tampé&o (V,, mL) e temperatura para hidr6lise enzimatica (7, °C) sobre a resposta agucares
redutores (AR, umol/mL) e a b) relagdo entre valores experimentais e preditos pelo modelo.

3.2 Producao de B-CD e CGTase a partir do FSJh

O farelo de semente de jaca hidrolisado (FSJh) foi entdo aplicado na composi¢édo
do meio de cultivo de Bacillus sp. SM-02 de forma a se obter B-CD e, consequentemente,
CGTases; a Tabela 6 apresenta os valores obtidos. De acordo com os resultados, € possivel
identificar o bom potencial do FSJh para a obtengéo de 3-CD, especialmente ao empregar
2 % (v/v) de FSJh e um tempo de fermentagéo de com 96 h que resultou em 86,0 ymol/L
de B-CD [produtividade equivalente de 0,896 pymol/(L.h)]. Considerando a concentragéo
AR presente no FSJh empregado, esta condi¢do a 2 % (v/v) representa uma concentracéo
de AR por volume de meio de cultivo de 31,04 mmol/L. Como consequéncia da maior
concentragdo de B-CD, nestas mesmas condi¢bes foi determinada a maior atividade de
CGTase (8,1 U/mL).

B-CDs
FSJh (umoliL)
(%, v/Iv)
24 h 48 h 72h 96 h
1,5 19,00 38,30 4520 67,11
2,0 18,40 38,15 43,75 86,00
2,5 11,84 38,44 43,61 78,30
CGTase
FSJh (U/mL)
(%, V/V)
24 h 48 h 72h 96 h
1,5 0,48 4,07 5,57 6,72
2,0 0,58 3,46 5,05 8,10
2,5 1,04 4,84 5,15 7,70

Tabela 6. Concentracéo de B-CD (umol/L) e atividade de CGTase (U/mL) obtidos durante o
cultivo de Bacillus sp. SM-02 em meio contendo diferentes composig¢ées (%, v/v) de farelo de
semente de jaca hidrolisado (FSJ-h).
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A producgdo de B-CD por agéo direta de uma CGTase comercial (13,4 U) sobre
10 g de FSJ (sem pré-tratamento) realizada por Silva Jr. et al. (2019) apresentou uma
produtividade maior de B-CD [52,10 umol/(L.h.g)] porém ha que se considerar que se tratava
de um processo enzimatico e ndo de uma fermentacdo submersa como a realizada neste
trabalho. De acordo com Szerman et al. (2007), a CGTase de B. circulans DF 9R nao foi
capaz de atuar sobre amido cru e assim eles propuseram uma etapa prévia de liquefacéo
do amido (70 °C por 15 min) e observaram um aumento na produgéo de B-CD, chegando
a cerca de 9 g/L; de acordo com estes pesquisadores, os pré-tratamentos podem auxiliar
a melhorar o desempenho da CGTase e obtengédo de B-CD. No trabalho de Moriwaki et al.
(2009) a maior atividade obtida de CGTase foi de 0,114 U/mL ao cultivar B. firmus cepa 7B
por 5 dias em meio contendo amido soluvel e peptona de pulmé&o. J& o cultivo de B. clausii
E16 em meio contendo polvilho doce por Cucoclo et al. (2006) resultou na producéo de 1,8
U/mL apébs 48 h de cultivo

41 CONCLUSOES

Neste trabalho, foi possivel investigar as melhores condi¢des para hidrélise termo-
enzimatica do FSJ de forma a se obter boas composi¢bes de agucares redutores (ARs) e
assim, pode-se contribuir para a proposta de uso das sementes de jaca, que sao residuos
agroindustriais ainda subutilizados, mesmo sendo ricos em amido. Esta proposta de pré-
tratamento do farelo de semente de jaca (FSJ) mostrou-se vantajosa ndo apenas pelos ARs
obtidos mas também pela possibilidade de empregéa-los na composicéo do meio de cultivo
de Bacillus sp. SM-02 (e também de outras cepas) visando a produc¢éo de B-CD e CGTase

que também séo dois bioprodutos com relevante importancia industrial.
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RESUMO: As experiéncias seguintes s&o
oferecidas como hipdtese que o método de
imobilizagdo n&o aumenta o valor de K como
publicado por alguns autores. A invertase de
levedura comercial (ILC) livre foi imobilizada
covalentemente em glioxil-agarose usando
trés suportes ativados (2,5, 5 e 10 g) e dois
pHs (7 e 10) como tratamentos para avaliar a
eficiéncia da imobilizacédo (El) e atividade de
recuperada (ARE). A atividade foi determinada
por incremento na absorbancia a 490 nm usando
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o método colorimétrico que resulta da reacao da
glicose-DNS. Os valores de K foram de 24 mM e
6,1 mM de sacarose para extrato cru e purificado,
respectivamente. A imobilizagéo 6tima foi em pH
10 durante 24 h a 25°C, 50 rpm; o suporte ativado
de 5 g, ARE de 46,4%, Rl de 37,5% e V__ /K de
65,2 de U.mg'.mM-'. Finalmente, conclui-se que
o0 método de imobilizacdo ndo aumenta o valor
do K, este &€ dependente da carga de suporte
oferecida e do pH de imobilizagéo.

PALAVRAS-CHAVE: Invertase, Saccharomyces
cerevisiae, carga de suporte, pH de imobilizacdo.

ABSTRACT: The following experiments are
provided as a hypothesis that the method of
immobilization does not raise K values as
published by some authors. Free commercial
yeast invertase (CYI) was covalently immobilized
in glyoxyl agarose using three activated supports
(2.5, 5, and 10 g) and two pH levels (7 and 10)
as treatments to assess immobilization efficiency
(IE) and recovered activity (RA). Activity was
determined by an increase in absorbance at 490
nm using the colorimetric method resulting from
the glucose-DNS reaction. K values were 24 mM
and 6.1 mM saccharose for crude and purified
extract, respectively. Optimal immobilization
took place at pH 10 for 24 h at 25°C and 50 rpm
with 5 g activated support, 46.4% RA, 37.5%
IE, and V_ /K of 65.2 U.mg'.mM". Finally, it is
concluded the immobilization method does not
increase K values, which depend on the support
load provided and immobilization pH.
KEYWORDS: Invertase, Saccharomyces
cerevisiae, load support, pH immobilization.
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11 INTRODUGAO

Uma alternativa para producgéo de agucar invertido € a hidrélise enzimatica usando
invertase imobilizada. As invertases de origem microbiana tém sido bastante estudadas,
especialmente de Saccharomyces cerevisiae. A imobilizacdo consiste em reter ou ligar
enzimas ou sistemas enzimaticos em uma regido definida do espaco, normalmente um
suporte. Nesse processo é importante preservar a atividade catalitica, de modo a permitir
seu uso de maneira repetida e continua. A imobilizacdo da invertase ocorre principalmente
por adsorcao ou ligacdo covalente em um suporte ou aprisionamento em membranas
(KOTWAL e SHANKAR, 2009). Neste trabalho fez-se imobilizacao por ligagdo covalente a
um suporte, em duas etapas. A primeira etapa envolve a reacédo da agarose com o glicidol
em presenca de NaOH e NaBH, resultando agarose-gliceril (Eq. 1) e sua oxidagdo em
presenca de periodato de sddio para dar gel de agarose-glioxil (Eq. 2), que é o suporte
pronto para imobilizar a invertase. Este tipo mecanismo confere uma maior estabilidade,
dificultando a soltura da enzima do suporte e permitindo a utilizacdo de substrato mais
concentrado (CARAVANTE, 2013).

o] MNaOH+
/ \ MNaBH,
Agarose-0OH + CH,-CH-CH,0H ————— agarose-0-CHOH-CH,-0OH Eg 1
Agarose-gliceril
Agarose-gliceri| ——— agarose-0-CH,-CHO Eqg. 2

Agarose-glioxil

Comercialmente, a imobilizacdao permite aproveitar a atividade enzimatica por mais
tempo, montar um biorreator com enzimas imobilizadas, melhorar a estabilidade de enzima,
operar de forma continua, entre outras (GUISAN, 2006). Nesse contexto, o estudou-se o
processo de imobiliza¢édo da invertase obtida de levedura comercial imobilizada em suporte
de agarose-glioxil. As variaveis selecionadas foram: estabilidade da enzima livre, carga de
proteina ofertada ao suporte e pH de imobilizagdo, avaliando atividade recuperada (ARE)
e eficiéncia da imobilizagéo (EIl). Também, se avaliou o efeito da concentragéo da sacarose
na atividade da invertase livre e imobilizada.

21 MATERIAIS E METODOS

O extrato enzimatico foi obtido usando extragdo com NaHCO,, conhecido como
autolise. Para cada 100g de levedura comercial, sdo utilizados 300mL de solugdo de
NaHCO,0.1M a 40 °C e 200 rpm. O suporte agarose-glioxil foi preparado por esterificagéo
da agarose com glicidol e posterior oxidagao com periodato de sédio, Conforme equacgdes 1
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e 2 descritas anteriormente. As quantidades e a técnica estao descritas em Komesu (2009).
A eficiéncia da formagao do suporte de agarose-glioxil, foi determinado pelo periodato
(10,7) ndo consumido na reagdo de oxidacdo dos grupos gliceril. A evolugéo da oxidagéo foi
acompanha pela medida da absorbancia a 560 nm que foi definida por varredura, usando
um sistema reacional contendo Kl, NaHCO, saturado com adigéo de NalO,. A imobilizagao
da invertase em agarose-glioxil foi realizada a 25°C, 50 rpm durante 24h em tampé&o
fosfato de s6dio 100 mM pH 7,0 e tampao bicarbonato de s6édio 100 mM pH 10. Uma
aliquota de 1mL do meio reacional contendo tamp&o de imobiliza¢do e enzima foi retirada
para medida de atividade inicial (branco de imobilizacao). Adicionou-se na suspenséo de
imobilizagdo boroidreto de sédio (1 mg /mL suspenséo), durante 30 minutos com agitacao
(100 rpm), 25°C, com posterior centrifugacao e reconstituicdo com tampédo acetato de
so6dio 200mmol/L pH 5. A atividade da ILC livre e imobilizada foram acompanhadas por
estimativa colorimétrica da glicose usando 3,5-dinitrosalicilico (DNS) e sacarose como
substrato. A hidrélise foi conduzida 25°C e pH de 5 como definido por Toralles et al. (2014).
A concentragéo de proteinas foi determinada pelo método Lowry.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Estabilidade da ILC livre em diferentes pHs

Na Figura 1 tem-se a estabilidade do extrato de invertase livre de levedura comercial
de péo (ILC) a 10% em volume, durante 24 horas, a 25°C e 50 rpm de agitagéo orbital. Esse
estudo teve o objetivo de avaliar a perda de atividade da do extrato de ILC em diferentes
pHs usados durante a sua imobilizacdo. Ap6s 24 horas de incubacao, o extrato diluido em
agua reteve 80% de sua atividade inicial, seguido do extrato diluido em pH 10, retendo 47%
da atividade da invertase; no pH 7 apenas 26%.

120
100
80 +
60
40

20 4

Atividade relativa (%)

O T T 1
a 10 20 30

Tempo (horas)

Figura 1. Estabilidade da invertase de levedura de pdo. Os extratos purufucados foram diluidos
em (¢) agua, () em pH 10 e (&) em pH 7. Todos foram incubados durante 24 horas a 25°C
rpm, com uma diluicéo final de 10% v/v.
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As invertases apresentam uma ampla faixa de atuacdo para pH como mostra a
Figura 1. No pH 10, apesar da atividade ser baixa, mostrou-se estavel. Segundo Komesu et
al. (2009), tal propriedade e pH facilitam a imobilizacdo multipontos em diversos suportes,
pois esse pH favorece a presencga de grupos -NH,, ndo iénicos, na superficie da enzima e,
assim, favoravel a imobilizacéo.

3.2 Parametros de imobilizacéo para ILC

Na Tabela 1 tem-se os parédmetros de imobilizagéo da ILC utilizando gel de agarose-
glioxil como suporte. Pode-se observar que na “carga” oferecida de proteina de 5,6 mg por
grama de gel, em pH 10, foi onde se observou melhor rendimento de imobilizacao (44,7%)
em termos de proteina fixada do suporte, mas tanto para a carga 1,4 como 2,8 mg de
proteina por grama de gel, em pH 10, favoreceram maior recuperacao de atividade. Por
outro lado, a maior atividade (36 U.mL™") foi observada em pH 7, carga 3,0 mg de proteina
por grama gel e atividade 180 U.mL.g gel .

Gel? CargaP Recuperacgéo RI Atividade Atividade
(9) (mg/g gel”) pH (%) (%) (U.mL") (U.mL". g de gel")

0,00 14,8 7,0 100 0 316,9

2,50 5,9 7,0 2,30 29,6 7,40 74,4

5,00 3,0 7,0 11,4 37,1 36,0 180,2

10,00 1,5 7,0 3,50 30,6 11,0 27,5

0,00 14,1 10,0 100 0 35,9

2,50 5,6 10,0 30,3 447 10,9 108,7

5,00 2,8 10,0 46,4 37,5 16,7 83,3

10,0 1,4 10,0 47,4 30,9 17,0 42,5

aGel= gel de agarose-glioxil; °Carga= carga oferecida de proteina (mg) por gel de agarose-
glioxil (g). Para cada tratamento de ‘Gel’ tem-se 2,5 mL de extrato de ILC e 22,5 mL de tampéao
no pH apropriado.

Tabela 1. Rendimento de imobilizagéo da ILC (Rl), atividade recuperada (AR) para diferentes
cargas de proteinas oferecidas ao suporte de agarose-glioxil, com pH 7 e 10, de imobilizagéo a
250C e 50 rpm.

Os maiores valores para rendimento e recuperacéo da atividade foram observados
em pH 10 concordando com a teoria dos grupos —NH, explicado anteriormente e, também,
devido a estabilidade neste pH ser maior (Figura 1). Santos (2010), também trabalhando
com invertase obtida de levedura comercial Fleischmann, encontrou rendimento superior
para invertase imobilizada em bagaco de cana (59,83%) e inferior para imobilizada em
sabugo de milho (21,40 %), sendo que ambos os residuos agroindustriais foram submetidos
a mesma técnica de imobilizacao resultando em suporte de residuo-glioxil. O sistema de
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imobilizacdo gel de agarose-glioxil como suporte tem sido usado para outras enzimas.
Komesu et al. (2009) comunicaram um Rl de 60,5% e 66,8% de recuperacédo da atividade
da xilanase comercial (EC 3.2.1.8), usando quitosana 2.5% ativada com epicloridrina.

3.3 Parametros cinéticos para invertase livre e imobilizada

Os parametros cinéticos para a velocidade de inversdo da sacarose foram
determinados para ILC livre e imobilizada por regress@o nao linear (Figura 2; Tabela 2)
e observou-se um comportamento michaeliano para todos os tratamentos da Tabelal.
Segundo Toralles et al. 2014, o valor de K_é cerca de 24 mM sacarose para extrato bruto a
25°C e pH 5, que é muito préximo ao encontrado por Andjelkovié et al. (2010) para mesma
invertase de S. cerevisiae. Por outro lado, para o extrato purificado em acetona, o valor é
cerca de quatro vezes menor, 6 mM. Tal fato indica que a purificacdo melhora a afinidade
pela sacarose (Figura 2).

300
5 250 C
>
g . "
=2 -
= 200
:g 150
= 00100
% —: o,oosn
§ 100 E 0,0080
3 E pomo
§ S o,oozo
g 50 n,ooo0 4 T T )
-0,200 0,000 0,200 0400
1/sacarose(mM ! )
0
0 10 20 30 40 50 60 70

Sacarose (mM)

Figura 2. Efeito da concentra¢@o da sacarose na velocidade de hidrélise da invertase purificada

de levedura comercial. Tamp&o Mcllvaine pH 5. Temperatura: 25+0,1°C. Enzima: 1,0 mL em 3,0

mL de meio reativo. Inserido: grafico de Lineweaver-Burk. Os pontos representam a média de 3
repeticoes.

Para cada condi¢cdo de imobilizagdo apresentada na Tabela 1, observou-se um
comportamento cinético diferenciado entre enzima imobilizada e a concentracédo do
substrato ofertada com relagdo afinidade e especificidade (Tabela 2). Para adigéo de 5
gramas de gel de agarose-glioxil como suporte, a afinidade foi maior em pH 10 do que em
pH 7 quando comparados os valores K (Tabela 2). Os valores V. /K , que é chamado de
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coeficiente de especificidade, foram de cerca de 65,2 e 35,4 U.mg'.mM-', respectivamente,
indicando que a invertase imobilizada, em suporte de agarose-glioxil em pH 10, tem cerca
do dobro de especificidade do que a imobilizada em pH 7. Também nessa carga de gel foi
que observou uma cinética favoravel quando comparado com as demais cargas.

Alguns autores citam que a imobilizagdo aumenta significativamente o valor de
K, (AKGOL et al., 2001; RIBEIRO e VITOLO, 2005; ANDJELKOVIC et al., 2015). Por
exemplo, Emregul et al. (2006), trabalhando com imobilizacdo de invertase em gel de
poliacrilamida em pH 7,2, encontraram 86 mM e 166 mM para invertase livre e imobilizada,
respectivamente. Eles alegaram que o aumento de cerca de 1,92 no valor de K pode
ser devido ao limitado acesso das moléculas de sacarose ao sitio ativo da enzima
imobilizada. Tal fato pode ser a sua distribuicdo ao longo da camada do polimero utilizado
para imobilizacdo e sua modificagdo conformacional. No presente trabalho, os resultados
indicam que a técnica de imobilizagéo usada néo afeta o valor de K  quando comparados
os valores da ILC imobilizada com a ILC livre da tabela, mas sim a carga ofertada, em

miligramas de proteinas por grama gel, e, também, o pH de imobilizacdo (Tabela 1 e 2).

Parametros ILC livre Invertase imobilizada em agarose-glioxil
pH 7 7 7 10 10 10
Gel (9) 0 2,5 5,0 10 2,5 5,0 10
K = (mM) g?;:_: ?ggs 835:_: 39,6:_: 27,73 1,273 18,1 x
m , , 27 3,54 8,70 0,31 3,45
Vome)  Tet o ao% oot e 4set to0-  ssn
- 45,4 1,82 35,4 4,24 2,00 65,2 6,33
R2 0,99 0,98 0,90 0,93 0,98 0,97 0,98
Inibicao >20 mM >78 mM >58 mM >78 mM >98 mM >117 mM >98 mM

Valor + intervalo de confidéncia a p=0.05. **Significativo (p<0,01). " Nao significativo.

Tabela 2. Constante de Michaelis (Km) e velocidade maxima (Vmax) da invertase imobilizada
de levedura comercial (ILC)

41 CONCLUSAO

Nas condicdes de imobilizacao (24 horas, 25°C e 50 rpm), a ILC livre &€ mais estavel
em pH 10. Também nesse pH é maior a recuperagéo da atividade apds sua imobilizagdo
e maior o rendimento para carga ofertada de 2,8 miligramas de proteina por grama de

gel, com coeficiente de especificidade (K_/V__ ) superior aos demais. Quando comparadas

max)
com extrato bruto, pode-se afirmar que a purificagdo aumenta 3-4 vezes a afinidade pela
sacarose e 10 vezes a especificidade. Entre as imobilizadas, a afinidade € maior em pH 10,

sendo que em todas condi¢cdes observou-se comportamento michaeliano para invertase
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livre e imobilizada. Finalmente, a carga ofertada de proteina por grama de gel e o pH de
imobilizagé@o afetam a afinidade e especificidade da ILC.
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RESUMO: O processo de maturagdo de alguns
vegetais depende de muitos fatores, dentre
os principais, estdo a quantidade de luz solar
recebida, na forma de radiagdo infravermelha,
sendo a responsavel por seu crescimento, e a
quantidade de agua que absorve durante os
dias, que tem papel fundamental no processo
bioquimico para a producdo de energia pelo
vegetal. Dependendo da regido, se o cultivar
recebe pouca ou muita radiagéo solar durante os
dias e a forma como esse ¢ irrigado, determinam
seu crescimento e produgéo. Este artigo objetivou
analisar o desempenho de um irrigador solar
construido com materiais de baixo custo em uma
pequena cultura de couve-flor, implementada
em uma regido localizada a 18 km da cidade
de Abaetetuba durante os meses de marco,
abril, julho, agosto, novembro e dezembro.
Os resultados mostraram que o irrigador teve
melhor desempenho no més de julho decorrente
do equilibrio entre as temperaturas (satisfazem
uma distribuicdo Gaussiana), quantidade de
agua entregue e producdo dos pés de couve-
flor. Assim, verificou-se que o desempenho
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do irrigador solar néo é fator determinante na
producéo deste tipo de cultura nas condi¢des da
pesquisa.

PALAVRAS-CHAVE: Irrigacdo, Distribuicdo
Gaussiana, Producao Vegetal, Radiacdo Solar.

SOLAR IRRIGATOR: AN ANALYSIS OF
YOUR PERFORMANCE ACCORDING TO
A GAUSSIAN DISTRIBUTION

ABSTRACT: The process of maturation of
some plants depends on many factors, among
the main ones, are the amount of sunlight
received, in the form of infrared radiation, being
responsible for their growth, and the amount of
water absorbed during the days, which has role
in the biochemical process for the production
of energy by the vegetable. Depending on the
region, if the cultivar receives little or a lot of solar
radiation during the days and how it is irrigated,
they determine its growth and production. This
article aimed to analyze the performance of a
solar irrigator constructed with low cost materials
in a small cauliflower culture, implemented in a
region located 18 km from the city of Abaetetuba
during the months of march, april, july, august,
november and december. The results showed
that the irrigator had better performance in the
month of July due to the equilibrium between the
temperatures (satisfying a Gaussian distribution),
quantity of water delivered and production
of cauliflower feet. Thus, it was verified that
the performance of the solar irrigator is not a
determinant factor in the production of this type of
crop in the research conditions.

KEYWORDS: Irrigation, Gaussian Distribution,
Vegetables Production, Solar Radiation.
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11 INTRODUGAO

A manutencao da vida em nosso planeta esta ligada diretamente a agua, mas seu
uso intensivo tanto nas areas urbanas quanto em atividades produtivas no campo, tem
prejudicado os locais de onde séo retiradas em condi¢bes de uso, (REBOUCAS, 2003).
A poluicéo também é outro fator que muitas vezes acarreta certo custo ao seu tratamento
para o uso humano.

Pensando na economia de agua em uso doméstico ou em pequenas areas de
producao agricola foi montado a partir do trabalho de (Melo, 2016), um dispositivo que
preconiza o minimo possivel de custo em sua confecgdo e que pode servir para a irrigagéo
em pequena escala utilizando a energia abundante do sol sem necessidade do uso de
energia elétrica.

Este é o irrigador solar, usa sifées acoplados (STREETER, 1975), cuja funcéo é
liberar agua por gotejamento de maneira controlada e econdmica em pequenas hortas
com produgéo de diferentes culturas ou jardins. Trabalhos relacionados a esta tematica
podem ser vistos em (INSTALE um sistema de irrigagdo por gotejamento no jardim com
garrafas plasticas, 2011; COMO fazer irrigacao por gotejamento, c2013; Faga vocé mesmo:
sistema de gotejamento com garrafa PET, 2011). Estes objetivam oferecer um roteiro de
confeccédo de diferentes maneiras para o irrigador solar, porém este trabalho tem como foco
o desempenho do equipamento confeccionado por (Melo, 2016).

O uso de tal dispositivo se apresenta como uma alternativa simples, barata e
econbmica para a irrigacao de pequenas producdes de culturas, além de sua funcéo no
desperdicio de agua.

De acordo com (MAY; TIVELLI; VARGAS; SAMRA et al., 2007), a temperatura é o
principal fator climatico que afeta a produgéo de couve-flor. E uma cultura tipica do outono-
inverno, exigindo temperaturas amenas ou mais baixas. Durante os Gltimos anos, com o
melhoramento genético criou-se cultivares mais adaptadas a altas temperaturas, dando
condicbes para o cultivo ao longo do ano e de regides com climas mais severos.

As temperaturas registradas na pesquisa durante os meses obedecem a uma
distribuicdo Gaussiana, onde se verifica qual foi a probabilidade de em um determinado
més o irrigador atingiu seu maior gradiente, em consequéncia maior quantidade de agua
fornecida as cultivares.

O range otimo para o cultivo da couve-flor situa-se entre 16 a 25 °C, e com
temperaturas acima de 27 °C pode provocar a ndao formacdo da inflorescéncia, em
consequéncia disso baixa produgéo da cultura. O tempo médio de amadurecimento da
couve-flor varia muito, mas de uma forma geral fica entre 45 e 280 dias, apés a semeadura.
Quanto a irrigacdo, a couve-flor precisar ser aguada com frequéncia, o solo deve estar
sempre Umido, sem encharcamento. Este tipo de cultura & extremamente sensivel a falta
de agua no solo, (MAY; TIVELLI; VARGAS; SAMRA et al., 2007).
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Assim, o objetivo deste artigo foi avaliar em que més o irrigador solar teve
melhor desempenho sabendo que seu funcionamento efetivo ocorre em torno de 26°
C, considerando o valor da média e variancia mensal das maximas temperaturas. Esta
avaliagé@o se relaciona a quantidade de agua entregue e também ao numero de pés de

couve-flor produzido durante os meses.

21 METODOLOGIA

2.1 Olrrigador Solar

O irrigador solar tem como papel fundamental fornecer 4gua de modo controlado de
acordo com a variacdo da temperatura ambiente. Em sua montagem pode ser utilizados
materiais reciclaveis, como garrafas tipo (PET), de material Politereftalato de Etileno,
garrafas de vidro, tubos de borracha, capas de fios elétricos, geralmente materiais que séo
descartados, os quais tem potencial de poluidores do meio ambiente, mas aqui servem com
matéria prima para a aplicagéo pratica e econémica do dispositivo.

AFigura 1 mostra o desenho esquematico das partes constituintes do irrigador solar.
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Figura 1. Desenho esquematico do irrigador solar.
A Tabela 1 traz a descricdo de cada numero e seus respectivos nomes, 0s quais

identificam as pecgas que sdo necessarias para a confecgdo do irrigador. O processo de
montagem completa pode ser encontrado em (Melo, 2016).
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Numero

Nome

0 N o g b~ W N =

11
12
13
14
15A
15B

Recipiente primario

Funil de acoplamento ao recipiente (1)
Acoplador dos recipientes (1) e (4)
Recipiente secundario

Duto de sucgéao

Vélvula

Duto alimentador

Pressurizador ou bomba solar
Tubo de escape do ar quente
Acoplador dos recipientes (8) e (11)
Recipientes de saida

Duto gotejador ou sifao duplo
Valvula de saida do sifao (11)

Boia

Garrafa coletora (distribuidor)

Duto de saida

Tabela 1. Descricao das pecas do irrigador solar.

O funcionamento do irrigador solar esta relacionado ao processo fisico chamado

de Termohidrodindmica, uma vez que a impulséo da 4gua se d& por aquecimento do ar

de um dado recipiente para o sifao, (STREETER, 1975). O processo ocorre por sifées

que séo acionados pela pressdo do ar aquecido. Na Figura 1, a garrafa pintada de preto,

ao receber radiag@o solar sofre aquecimento, que por sua vez, transmite o calor para o

ar no seu interior. O ar aquecido se expande e exerce pressdo em seu interior. O tubo (9)

possibilita a passagem do ar quente, empurrando a agua do interior do recipiente (11). A

agua impulsionada tende a fluir pelos dutos (7) e (12). Através do duto (7), a 4gua vai para

a garrafa (4) e fica presa, enquanto que pelo duto (12) a 4gua chega a saida na forma de

gotas ou de fluxo, a Figura 2 mostra o irrigador solar j& confeccionado.
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Duto gotejador

Orificio

Pontas porosas

Figura 2. Irrigador solar evidenciando-se as partes principais.

2.2 Distribuicdo Gaussiana

De uma forma geral, a distribuicdo Gaussiana é a mais importante na teoria da
probabilidade, entende-se a variavel aleatéria X como sendo um nimero de componentes,
com distribuicdo tendendo a uma distribuicdo normal & medida que o nimero se torna muito
grande.

A densidade de probabilidade € definida por (ASSIS; NETO; MANFRON; MARTIN
et al., 2004):

fx(x)z\/% , (1)

sendo p a média ou esperancga e 0?2 a variancia. A esperanga y de uma variavel X

que siga o modelo Gaussiano assume qualquer valor compreendido entre —®© <m > «. A
variancia de uma variavel aleatéria X s6 pode ter valores acima de zero, isto é 02> 0.y e
02 sdo parametros do modelo Gaussiano.

A distribuicdo normal, também assim chamada tem muitas aplicagbes, sendo
muito utilizada na aproximacgéo para distribuicdo de valores continuos que exibem um
comportamento muito particular quando visualizamos a distribuicéo de frequéncias de seus
valores, como os valores de temperaturas durantes as horas do dia, por exemplo, um dos
objetos deste trabalho. Sendo assim, devemos assegurar que os valores de probabilidades
sejam determinados com bastante precisao.

A curva Gaussiana (ou curva Normal) depende apenas dos parametros p e 072,
graficamente é representado segundo a Figura 3.
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Figura 3. Um exemplo da curva de distribuicdo Gaussiana.

Neste trabalho a variavel aleatéria X refere-se aos valores de temperatura T e a
densidade de frequéncias a f(f), Equagéo 2.

1 {%][ll*p)/c]:

fr(’):ﬁé’ . (2)

O calculo direto das probabilidades requer uma matematica mais avangada, porém
o problema pode ser facilmente contornado, basta considerar que a variavel aleatéria T
com distribuicdo normal que tem média p e desvio padréo o, utiliza-se a Equacéo 3.

[—p
/ =—) 3
. (3

que é chamada de distribuicdo normal reduzida, em outras palavras, tem uma
distribuicdo de normal com média 0 e variancia 1.

Como os valores de temperatura séo aleatérios e continuos, o processo estocastico
Gaussiano oferece mais respostas, se tratando das distribuicdes de probabilidades para
este tipo pesquisa realizada.

2.3 Materiais e Métodos

Os testes com o irrigador solar foram realizados durante os meses de marco, abril,
julho, agosto, novembro e dezembro do ano de 2018. Os meses foram escolhidos desta
forma, pois a cultura de couve-flor, (MAY; TIVELLI; VARGAS; SAMRA et al., 2007) leva em
torno 45 a 280 dias para amadurecer e representam diferentes estagcdes do ano, onde no
outono os meses de marco e abril, no inverno os meses de julho e agosto e na primavera
0s meses de novembro e dezembro.

A éarea escolhida para os testes fica localizada a 18 km do Instituto Federal do
Para (IFPA) campus Abaetetuba, ROD PA 252 RD 151 km 17, vila Cupuagu. Em um local
destinado a horta de plantio de hortali¢cas. A area tem dimensdes de 6 m de extenséo por
2 m de largura e as cultivares la semeadas foram espagadas de (0,45 x 0,45) m com o
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irrigador solar posicionado como mostrado na Figura 4. Pelas informagdes da area e suas
dimensdes foram semeadas 56 pés de couve-flor.

Figura 4. Desenho esquematico do arranjo das cultivares e o irrigador solar.

Os dados de temperatura maxima e minima da localidade foram retirados do banco
de dados do Instituto Nacional de Meteorologia (INMET), eles podem ser visitados em
(Instituto Nacional de Meteorologia, 2019). Das temperaturas, apenas dos primeiros 30
dias de cada més foram utilizados, tudo isto para facilitar o tratamento das informagdes, o
dia 31 do més julho, por exemplo, foi descartado.

O trabalho teve como foco avaliar em que més o irrigador teve melhor desempenho,
haja vista que seu funcionamento efetivo ocorre em torno 26 °C, e o ar dentro da garrafa
preta precisa ser aquecido para poder realizar trabalho e impulsionar a agua para fora
dos recipientes de gotejamento. A partir dessas informacdes foram comparados o seu
desempenho decorrente da variagéo de temperatura com a quantidade de dgua despendida
e a producéao de couve-flor por més.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

Esta secéo foi dividida em duas partes, a saber: a primeira traz os valores de minima
e maxima temperatura para cada um dos meses e a segunda exibe as densidades de
probabilidades para certa faixa temperaturas, verificando valores de melhor desempenho
do irrigador solar com um comparativo entre densidades de probabilidades, indicando o
més com melhor desempenho do irrigador com a quantidade de agua despendida e a
producao da cultura de couve-flor.

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 16 m



3.1 As Variacdes de Temperatura na Regiao da Pesquisa

As Figuras 5, 6, 7, 8, 9 e 10 mostram os valores de temperaturas maximas e minimas
respectivamente para os meses de marco, abril, julho, agosto, novembro e dezembro.

Dessas, observemos que o comportamento das temperaturas minima e maxima
sdo praticamente idénticas nos dias variando em torno de 1,5 °C entre ambas. A média
de temperaturas para cada més fica em torno dos 26,5 °C, com exce¢do do més de
agosto, o qual a média fica por volta dos 29 °C. Estas médias de temperaturas séo ideais
para o funcionamento do irrigador solar, como dito antes seu funcionamento é proximo
da temperatura do 26 °C e acima desta temperatura fornece mais agua para a cultura,
melhorando seu funcionamento.

Os meses de margo e abril acompanham a estacdo do outono, com temperaturas
ndo muito elevadas, porém nem muito baixas. Os meses de novembro e dezembro também
seguem a estacdo da primavera, mas com um inicio de dezembro com caracteristicas de
verdo. O més de julho apresenta alguns dias com caracteristicas de inverso, com baixas
temperaturas e um clima mais ameno, contudo o més de agosto, Figura 8, apresenta altas
temperaturas até aproximadamente o dia 16, quando na verdade deveria acompanhar
as temperaturas mais baixas. Essas pequenas diferengas nas temperaturas refletiu no
funcionamento do irrigador.

280 Temperatura na regido da horta - Temperatura na regido da horta
27,5 32
27,0 31
O 25 o
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5 260 5
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Figura 5. Temperaturas do més de margo. Figura 8. Temperaturas do més de agosto.
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Figura 9. Temperaturas do més de novembro.
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Figura 10. Temperaturas do més de
dezembro.

3.2 Desempenho do Irrigador Versus Agua Despendida e Producio da Cultura

A Figura 11 mostra a distribuicdo de probabilidades em relacdo as médias e
variancias das temperaturas maximas para os meses de margo, abril, julho, agosto,
novembro e dezembro. Nao compilamos os dados das distribuicdes de probabilidades para

as minimas temperaturas, pois apenas dois meses ficaram com médias um pouco acima

da temperatura ideal de funcionamento do irrigador solar, portanto seria inviavel a andlise

apenas contabilizando dois meses e a pesquisa nao teria base para as discussoes.
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Distribuigdo Gaussiana de temperaturas maximas na regido da horta
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Figura 11. Distribuicdo de probabilidades das temperaturas maximas para os meses margo,
abril, julho, agosto, novembro e dezembro.
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Para analisar o desempenho do irrigador determinamos as probabilidades em

duas situagdes: a primeira de a temperatura ser acima que 27 °C, pois foi importante

analisar essas probabilidades, ja que acima de 27 °C a producéo de couve-flor poderia

ser prejudicada por nao formar a inflorescéncia, em virtude disto a produg@o nao seria

relevante. A segunda de as temperaturas estarem entre 25 °C e 27 °C, importante também

analisar, uma vez que o desempenho do irrigado solar se fixou em torno de 26 °C, além

disso, a média das temperaturas dos meses, com excecdo do més de agosto, Figura 8,

foram proximas deste valor, Tabela 2.

Meses P(t > 27) P(25 <t<27)
Mar 10,20 89,68
Abr 45,62 54,38
Jul 30,50 69,50
Ago 79,10 13,26
Nov 53,59 42,97
Dez 36,69 45,69

Tabela 2. Valores das probabilidades em (%) para temperaturas entre 25 e 27 °C e acima de
27°C para os meses de margo, abril, julho, agosto, novembro e dezembro.
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Na Tabela 2, sdo apresentados os valores de probabilidades para os seis meses.
Observemos que no més de margo a probabilidade de termos temperaturas acima de 27
°C foi de aproximadamente 10 %, e entre 25 °C e 27 °C, cerca de 90 %, indicando que
o funcionamento do irrigador solar foi limitado a temperaturas abaixo de 27 °C e acima
de 25 °C. Isto pode fazer mais sentido verificando a Figura 11, onde para uma média
aproximadamente de 26,5 °C ha uma frequéncia de temperaturas de 5 valores, além de
uma pequena variancia em relagdo a média, e na Tabela 3, onde a quantidade de agua
entregue foi muito inferior ao més de agosto, por exemplo, que teve maior entrega de
agua entre todos os meses pesquisados, foi 0 séxtuplo de consumo, decorrente das altas
temperaturas. Por outro lado, verificou-se que o0 més de margo teve uma boa producao de
couve-flor, 40 de um total de 56 pés.

Meses Desempenho Quantidade de agua (litros) Producao (pés)
Margo Bom 490 40
Abril Muito Bom 973 44
Julho Excelente 784 49
Agosto Razoavel 3021 23
Novembro Bom 1310 31
Dezembro Bom 572 37

Tabela 3. Dados coletados durante os meses de pesquisa.

Portanto, para o més de margo, o irrigador foi considerado com desempenho
bom, uma vez que despendeu pouca agua comparado aos demais meses e produziu
relativamente bem, Tabela 3. Acreditamos que o irrigador solar aqueceu de forma discreta
ao ponto de néo fornecer muita agua, tornando-se relativamente insuficiente para que os
pés de cultivares crescessem adequadamente.

Para o més de agosto, de acordo com a Tabela 2 foi 0 que mais proporcionou em
termos de temperatura, agua para as cultivares através do irrigador solar. Observemos que
as probabilidades de termos temperaturas acima de 27 °C foi de aproximadamente 80 %, e
entre 25 °C e 27 °C, cerca de 13 %, indicando que o irrigador solar, do tempo que passou
funcionando, boa parte foi com temperaturas acima de 27 °C e funcionou de forma bem
discreta, proximo da temperatura de seu inicio de funcionamento, 26 °C.

Na Figura 11, é possivel observar que a média de temperaturas para o més de
agosto ficou em torno dos 29,5 °C aproximadamente, tendo uma grande dispersé@o quando
comparado aos outros meses. Na Tabela 3 vemos que o irrigador forneceu muita agua
comparado ao més de margo, por exemplo, em temos de funcionamento, o irrigador foi
muito bem, mas em temos de producgéo foi o que teve a pior classificacdo. Acreditamos que
com as altas temperaturas, embora tenha tido bastante agua entregue pelo irrigador, uma
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vez que seu funcionamento é potencializado por essas temperaturas, a producdo néo foi
satisfatéria, com 23 pés de um total de 56. Vale ressaltar que a quantidade de 4gua entregue
pelo irrigador por elevadas temperaturas pode ser prejudicada pela simples evaporacgao.
Além disso, a maturagdo das cultivares para essas temperaturas foram prejudicadas pela
nao formacao da inflorescéncia, (MAY; TIVELLI; VARGAS; SAMRA et al., 2007).

Assim, para o més de agosto, o irrigador foi considerado com desempenho razoavel,
pois forneceu bastante agua comparado aos demais meses, contudo comparativamente a
producao nao foi tdo bem este més. Acreditamos que o irrigador solar aqueceu bastante ao
ponto de fornecer muita agua, mas foi insuficiente para que os pés de cultivares crescessem
adequadamente.

O més de Julho, Tabela 2, diferente dos outros meses, teve chance de
aproximadamente 30 % das temperaturas estarem acima de 27 °C e cerca de 70 % entre o
range de 25 °C e 27 °C. Isto mostra que o irrigador funcionou de forma satisfatoria para as
duas faixas de temperaturas consideradas na pesquisa. Isto pode ser verificado com uma
média de temperatura de 26,7 °C, e variancia bem pequena em torno de 0,5 °C, segundo
a Figura 11.

Na Tabela 3 verifica-se que a quantidade de agua entregue pelo irrigador solar foi
um quarto a mais que no més de marco, e a produgéo foi classificada como a melhor
comparada aos demais meses com 49 de um total de 56 pés de couve-flor.

Portanto, para o més de julho, o irrigador foi considerado com desempenho
excelente, uma vez que forneceu relativamente um pouco a mais de agua comparado ao
demais meses e produziu muito bem, Tabela 3. O irrigador solar aqueceu de forma ideal
para seu funcionamento propriamente dito ao ponto de fornecer 1/4 de agua a mais que o
més com menor desperdicio (margo), tornando-se excelente em seu funcionamento bem
(equilibrado) e com uma producgédo acima da média.

41 CONCLUSOES

Um descritivo do irrigador solar foi feito com a inteng&o de possibilitar uma alternativa
para o desperdicio da agua em pequenas producdes de hortalicas e sobre tudo utilizando
a energia proveniente do sol, sem o uso de energia elétrica. Esse teve seu funcionamento
potencializado no més de agosto, prejudicado no més de margo e equilibrado no més
de julho, nos demais meses nao tivemos consideraveis altera¢cdes nas Gaussianas de
distribuicdo de temperatura.

Concluimos entéo, que o desempenho do irrigador solar ndo é fator determinante
na producao deste tipo de cultura nas condi¢cdes da pesquisa, embora tenha despendido
bastante &gua no més de agosto ndo produziu o suficiente, comparado ao més de julho que

forneceu trés vezes e meia a menos, e produziu mais da metade das cultivares.
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RESUMO: Os microrganismos isolados de
ambientes aquaticos apresentam potencial
biotecnoldgico significativo. O aumento no
consumo de peixes pela populagdo mundial
gera residuos provenientes do processo de
evisceragdo, provocando danos ambientais.
Sendo assim, esse trabalho teve por objetivo
isolar e identificar microrganismos encontrados
no trato digestivo do peixe Curimbata.
Inicialmente, os residuos do trato digestivo foram
gentilmente doados pelo Prof. Luiz Gustavo
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Silva/UFSJ e colocado em solugdo salina e
inoculado em meio &gar nutriente. As col6nias
crescidas foram identificadas pelo teste de Gram
e pelo crescimento em meios seletivos. Dentre
as colonias isoladas (Bl1, BI2, BI3, LE1, BE2),
foram identificadas quatro bactérias (BI1 e BE2
Gram-positivas e BI2 e BI3 Gram-negativas) e
uma levedura. As bactérias BI1 e BE2 indicaram
serem estafilococus positivo para coagulase, ja a
bactéria BI3 indicou estafilococus negativo para
coagulase. A levedura LE1 indicou ser capaz
de fermentar lactose. Em relagéo a atividade
enzimatica, BI1, BI3 e LE1 apresentaram
atividade tanasica, todos os microrganismos
apresentaram atividade celulolitica e apenas a
LE1 apresentou atividade para fenoloxidase.
Conclui-se que, o isolamento de microrganismos
a partir de residuos da industria pesqueira
mostrou-se uma alternativa sustentavel e a
obtencao de enzimas de interesse biotecnolégico
promissora para aplicagao industrial.

PALAVRAS-CHAVE: Residuos de
enzimas industriais, testes bioquimicos.

peixe,

ISOLATION OF MICROORGANISMS
OF BIOTECHNOLOGICAL INTEREST
FROM PROCHILODUS LINEATUS FISH
RESIDUES

ABSTRACT: Microorganisms isolated from
aquatic  environments  present  significant
biotechnological potential. The increase in fish
consumption by the world population generates
residues from the evisceration process, causing
environmental damages. Therefore, this work
aimed to isolate and identify microorganisms
found in residues of Prochilodus lineatus
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fish (Curimbaté fish), kindly donated by Prof. Dr, Luiz Gustavo Martins da Silva (Federal
university of Sdo Jodo del-Rei/Brazil). These were morphologically identified as intestine and
stomach and placed in saline solution and inoculated in nutrient agar medium. The colonies
grown were identified by the Gram test and growth in selective media. Among the isolated
colonies (BI1, BI2, BI3, LE1, BE2), four bacteria (BI1 and BE2 Gram-positive and BI2 and
BI3 Gram-negative) were identified and one yeast. The bacteria Bl1 and BE2 indicated to
be staphylococci positive for coagulase, whereas the BI3 bacterium indicated staphylococci
negative for coagulase. LE1 yeast indicated to be capable of fermenting lactose. In relation
to the enzymatic activity, BI1, BI3 and LE1 presented tanase activity, all microorganisms
presented cellulolytic activity and only LE1 showed activity for phenoloxidase. It is concluded
that the isolation of microorganisms from fishery residues has proved to be a sustainable
alternative and the obtainment of enzymes of biotechnological interest promising for industrial

application.

KEYWORDS: Fish residues, microorganism isolation, enzymatic activity, biochemical
identification.

INTRODUCAO

O Brasil possui um potencial significativo para a piscicultura, devido a vasta extensao
territorial que dispde de aproximadamente 13% das &aguas doces do planeta, pelas
condig¢des naturais e pelo clima favoravel para o desenvolvimento de uma diversidade de
espécies aquaticas, disponibilidade de infraestrutura de apoio e outras condi¢des (Souza
et al., 2013).

Cada vez mais os peixes sdo introduzidos na dieta da populagéo e isso gera um
aumento da producéo e do consumo. Esse aumento esta diretamente relacionado a geragcéo
de residuos proveniente principalmente do processamento do peixe para consumo, sua
evisceragao, com 6nus ambiental (FAO, 2012).

O sistema digestivo dos peixes é considerado como uma fonte promissora para o
isolamento de microrganismos com atividade enzimatica de interesse industrial, a utilizacdo
de enzimas digestivas como catalisadores de processos industriais € de fundamental
importancia para a obtencao de produtos de alta qualidade e de maior valor agregado através
da utilizacéo de tecnologias limpas, e em sintonia com as necessidades tecnolégicas, de
mercado e de preservacdo ambiental que norteiam os processos produtivos internacionais
(Buller, 2004). Os Curimbatas (Prochiloduslineatus) sdo peixes abundantes e correspondem
a maior parte da biomassa ictioldgica dos grandes corpos de agua. Sao peixes detritivoros,
alimentam-se de restos orgéanicos, como sedimentos organicos e vegetais (Castro&Vari,
2011).

As enzimas apresentam caracteristicas que se destacam quando comparadas aos
catalizadores quimicos devido a sua especificidade pelo substrato ou por uma reacéo
bioquimica (Monteiro&Silva, 2009). O setor industrial sofre constante pressdo para

utilizacao de processos que beneficiam o meio ambiente, tornando assim seu produto mais
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competitivo. Com isso, 0 uso de enzimas nos diferentes segmentos da industria tem sido
amplamente estudado (Monteiro&Silva, 2009; Bom et al., 2008).

Entre as enzimas de interesse industrial produzidas por bactérias e avaliadas neste
estudo estdo as celulases utilizadas na degradacao de biomassa ligocelulosica, as tanases
que hidrolisam ésteres e ligagbes laterais de taninos hidrolisaveis e as fenoloxidases que
degradam lignina, estas de grande interesse para o uso em biorrefinarias.

Este trabalho teve como objetivo isolar microrganismos do sistema digestivo de
peixes Prochiloduslineatus e expressao das enzimas tanase, celulase e fenoloxidase pelos
mesmos.

MATERIAL E METODOS

Isolamento e cultivo de bactérias do estdmago e intestino do peixe Curimbata

Os 6rgaos do peixe Curimbatéa foram conservados em solugéo salina 0,85%. A partir
desta solucao, foram realizadas diluicdes seriadas decimais. De cada diluigédo, retirou-se
100ul e transferiu-se para placas de Petri contendo meio Agar Nutriente, contendo 3 g.L
de extrato de carne, 5 g.L' de peptona e 15 g.L' de agar. As placas foram incubadas por 5
dias a 36°C. Apds o crescimento das bactérias, as coldnias foram selecionadas, isoladas e
repicadas para placas de Petri contendo 0 mesmo meio.

Teste de Gram

Para avaliar grande grupo as bactérias isoladas pertenciam, foi realizado o teste
de coloragdo de Gram. Primeiramente foi preparado um esfregagco em uma lamina de
vidro com uma porc¢éo de bactérias e uma gota de agua destilada, apds secar a lamina foi
passada no bico Bunsen para fixagdo da amostra. Foram adicionadas algumas gotas de
cristal violeta por 1 minuto e depois lavou-se com agua destilada. Em seguida adicionou-se
solugéo de lugol por 1:30 minutos e depois lavou-se com agua destilada. Rapidamente a
lamina foi lavada com alcool absoluto e posteriormente com agua destilada. Adicionou-se
corante safranina por 30 segundos e lavou-se novamente com agua destilada. As laminas
foram secadas com cuidado para ndo remover o esfregaco e examinadas em microscépio
otico.

Crescimento em meios seletivos

Para a caracterizacdo bioquimica das bactérias isoladas, as mesmas foram
crescidas em meios sintéticos seletivos. O primeiro meio avaliado foi o Agar Eosina [10
g.L"" de peptona de carne, 3 g.L' de lactose, 2 g.L" de fosfato dipotéssico, 0,4 g.L' de
eosina ', 0,065 g.L' de azul de metileno, 5 g.L' de sacarose e 15 g.L™" de agar]. O segundo
meio foi o Agar Manitol [10 g.L"' de protease peptona n° 3, 1 g.L-' de extrato de carne, 10
g.L"" de D-manitol, 75 g.L"' de cloreto de sédio, 0,02 g.L-" de vermelho de fenol e 15 g.L"
de agar]. O terceiro meio testado foi o Simmons Citrate [0,20 g.L' de sulfato de magnésio,
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1 g.L" de di-hidrogenofosfato de aménio, 1 g.L"'de fosfato dipotassico, 5 g.L" cloreto de
sodio, 2 g.L'de citrato de sodio e 0,08 g.L' de azul de bromotimol]. Apés 5 dias inoculadas
a 36°C, foi analisado a fermentacao de cada coldnia nos meios em estudado.

Testes qualitativos da atividade enzimatica dos microrganismos isolados

Para avaliar a atividade da enzima tanase, os microrganismos foram inoculados em
meio sintético enriquecido com 1% éacido tanico [3,0 g.L"' NaNO,, 1,0 g.L' (NH,),SO,, 0,5
g.L" MgSO,, 0,5 g.L'KCI, 10 mg.L" FeSO,.7H,0, 10 g.L" acido tanico, 30 g.L" agar], por
5 dias a 36°C . Apos este periodo mediu-se o diametro dos halos castanhos formados em
voltas das coldnias, indicando a degradacéo do acido tanico (NADAF, GHOSH, 2011).

Para realizar a avaliagdo qualitativa da atividade da celulase, os microrganismos
isolados foram transferidos com o auxilio de uma algca para o meio sintético descrito
anteriormente enriquecido com 1% de carboximetilcelulose (Bortolazzo, 2011). Para a
visualizagdo do halo de hidrélise, a superficie da placa foi coberta com uma solucdo de
vermelho congo 0.1% por 30 minutos, em seguida o excesso foi descartado e a placa foi
lavada com uma solucao de NaCl 1,0M,. Os halos transltcidos formados, que indicam a
atividade da celulase, foram medidos com auxilio de um paquimetro.

Para avaliar a produ¢éo da enzima fenoloxidase, os microrganismos isolados foram
incubados em meio agar malte acrescido de 0,5% de acido galico [30 g.L'de agar malte, 5
g.L" &cido galico; 30 g.L" &gar], durante 5 dias a 36°C. Decorrido este periodo, mediu-se o
diametro dos halos de cor ambar formados em volta da colénia, que comprovam a agéo da
fenoloxidase (Conceicao et al.,2005).

Para a determinacdo enzimatica extracelular por difusdo radial em meio so6lido,
avaliou-se a relacdo direta entre o didmetro médio do halo de degradacdo e o didmetro
médio da colbnia expressa como indice enzimatico (IE). Segundo Lealem&Gashe (1994)
para considerar um micro-organismo bom produtor de enzimas extracelular o indice
enzimatico deve ser maior ou igual a 2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

ApOs a etapa de isolamento e cultivo dos microrganismos, foram obtidas colénias de
cinco cepas diferentes. Estas foram identificadas com os seguintes cédigos: Bl1 (bactéria
1 isolada do intestino), BI2 (bactéria 2 isolada do intestino), BI3 (bactéria 3 isolada do
intestino), LE1 (levedura 1 isolada do estémago) e BE2 (bactéria 2 isolada do estémago).
Na Figura 1 encontram-se as col6nias isoladas dos 6rgdos do peixe Curimbatd e seus
respectivos codigos.
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Figura 1. Cepas de microrganimos isolados do intestino e estbmago do peixe Curimbata

Apbs a preparacao dos esfregagos, as amostras foram observadas em microscopio
optico com aumento de 1000X. Na Figura 2 € possivel observar as imagens obtidas por
microscopia e na Tabela 1 os resultados encontrados.

Figura 2.Visualizagdo microscopica da coloragdo de Gram dos microrganismos isolados.
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Microrganismo Coloracao Classificacao

Bl Roxo Bactéria Gram Positivo
BI2 Vermelho Bactéria Gram Negativo
BI3 Vermelho Bactéria Gram Negativo
LE1 - Levedura

BE2 Roxo Bactéria Gram Positiva

Tabela 1. Resultado do teste de coloracdo de Gram para os microrganismos isolados

Por meio da coloracdo de Gram, foi possivel dividir as coldnias encontradas
em dois grandes grupos, as Gram-positivas e as Gram-negativas. Observou-se uma
heterogeneidade entre as bactérias, visto que duas pertencem as Gram-positivas (Bl1 e
BE2) e duas as Gram-negativas (BI2 e BI3). Ao realizar esse teste também foi possivel
determinar que a coldnia LE1, devido a estrutura morfolégica e o tamanho das suas células,
trata-se de uma levedura.

Teste de identificacao bioquimica

Na Figura 3, observa-se o crescimento em meio Agar Eosina/Lactose, na Figura 4 o
crescimento em meio Simmons Citrate e na Figura 5 o crescimento em meio Agar Manitol.

Figura 3. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estbmago do peixe Curimbata
apos 5 dias de incubacdo em meio Agar Eosina/Lactose
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Figura 4. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estbmago do peixe Curimbata
apos 5 dias de incubacdo em meio Simmons Citrate

Figura 5. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estbmago do peixe Curimbata
ap6s 5 dias de incubagdo em meio Agar Manitol

A Tabela 2 apresenta a capacidade de crescimento dos microrganismos isolados
nos meios sélidos seletivos estudados.

Bl BlI2 BI3 LE1 BE2

Agar Eosina/Lactose - - - + -
Simmons Citrate - - - - -

Agar Manitol + - + - +

Tabela 2. Relagéo do crescimento das cepas isoladas nos meios seletivos, sendo (+) presenga
de colbnias e (-) auséncia de coldnias.
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Em relacdo a bactéria Bl1, pode-se observar o seu crescimento em meio agar
manitol com mudanca da coloragdo do meio para amarelo, esse resultado indica que
a mesma pertence ao grupo de estafilococus com resultado positivo para o teste de
coagulases (Figura 5). Os estafilococus podem ser divididos em dois grandes grupos, os
que produzem as enzimas coagulases e 0s que ndo produzem, as enzimas coagulases
sé@o extracelulares e coagulam o sangue (Andrade et al., 2011). As mesmas observacbes
podem ser feitas com a bactéria BE2, que apresentou crescimento equivalente neste meio,
além disso, essas duas bactérias sdo Gram positivas e suas colénias possuem crescimento
e coloragdo semelhantes em meio agar nutriente, sendo bem provavel que se tratam de
bactérias da mesma espécie (Tabela 1). A bactéria BI3 também apresentou crescimento no
meio Agar Manitol, porém apresentou coloragéo rosa, mostrando pertencer ao grupo de
estafilococus com resultado negativo para a enzima coagulase.

Segundo mostrado na Figura 3, a levedura LE1 apresentou um bom crescimento
no meio agar Eosina/Lactose, mostrando seu potencial em utilizar lactose como fonte
de carbono. Sendo que leveduras fermentadoras da lactose possuem a capacidade de
promover a fermentacéo alcodlica. Segundo Embal6 (2014), as mesmas poderao pertencer
aos géneros de Kluyveromyces, Debaryomyces, Yarrowia, Candida e Saccharomyces.

Observa-se que a bactéria BI2 ndo teve um crescimento visivel em nenhum dos
meios seletivos estudados (Tabela 2). Da mesma forma, todas as colbnias isoladas néo
apresentaram crescimento no meio Simmons Citrate. O &gar citrato de Simmons é utilizado
na identificagdo de bactérias, principalmente as enterobactérias Gram-negativas, que o
citrato utilizam como fonte de carbono. As bactérias da familia Enterobacteriaceae séo
bastante conhecidas, alguns pertencem a microbiota normal dos intestinos de seres
humanos e animais como a Escherichia coli, outras como habitantes do solo ou da 4gua e
outros podem estar implicados em varios processos patogénicos, incluindo, por exemplo,
os géneros Salmonella, Proteus, Shigella e Yersinia (ACUMEDIA, 2011).

O crescimento em meios seletivos assim como o teste de Gram possibilita conhecer
algumas particularidades dos microrganismos como seu género, fontes de nutrientes e
divisdo em grandes grupos. Porém s6 por meio de técnicas de biologia molecular é possivel
identificar as espécies das col6nias isoladas.

Ensaios da atividade enzimatica dos microrganismos isolados

ApO6s a incubagéo das cepas isoladas no meio sintético enriquecido com &cido tanico
foi possivel observar a formacado de halos de coloragdo castanha nas colénias BI1, BI3 e
LE1, como pode ser visto na Figura 6. A formacgéao de halos de hidrolise pelos microrganimos
isolados indica a degradacao do acido tanico e consequentemente a producéo extracelular
da enzima tanase.
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Figura 6. Linhagem de microrganismos isolados do intestino e estbmago do peixe Curimbata
apo6s 5 dias de incubagdo em meio sintético contendo 1% éacido tanico (m/m).

Ja na incubacdo das cepas isoladas no meio sintético enriquecido com 1% de
carboximetilcelulase foi possivel observar a formagéo de halos de descoloracdo da solugcéo
vermelho congo 0,1% nas colénias BI1, BI2, BI3, LE1 e BE2, conforme observado na
Figura 7. A formacgéo de halos claros no meio com coloragéo vermelha indica a degradacao

da celulose, como Unica fonte de carbono.

Figura 7. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estbmago do peixe Curimbata
apos 5 dias de incubagdo em meio sintético contendo 1% CMC (m/m).

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 17 “



A formacgéo de halos de coloragdo ambar indica a producao da enzima, conforme
mostrado na Figura 8 a Unica cepa que apresentou a formagéo do halo foi a LE1.

Figura 8. Linhagens dos microrganismos isolados do intestino e estbmago do peixe Curimbata
ap6s 5 dias de incubagdo em meio sintético contendo 0,5% de &cido galico.

Os indices enzimaticos obtidos nos experimentos podem ser verificados na Tabela 3.

Colbnia Atividade tanase Atividade celulase Atividade fenoloxidase
Bl 1,5 3,72 -
BI2 - 1,5 -
BI3 1,25 6,25 -
LE1 - 8,5 -
BE2 1,6 6,25 2,8

Tabela 3. indices enzimaticos encontrados para os microrganismos isoladas do intestino e
estdmago do peixe Curimbata

Segundo Lealem&Gashe (1994) para considerar um microrganismo bom produtor
de enzimas extracelulares o seu indice enzimatico (IE) deve ser maior ou igual a 2.
Nenhuma das cepas apresentou este indice para a atividade tanasica, no entanto a cepa
que apresentou maior |E foi a levedura isolada do estdbmago do peixe (LE1) seguida da BI1,
apresentando um potencial para producéo desta enzima.

Todas as cepas isoladas apresentaram um bom rendimento para producao da enzima
celulase, com destaque para os microrganismos BI3, LE1 e BE2, que foram capazes de
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produzir um IE (Indice Enzimatico) maior que 2,0 (Lealem&Gashe, 1994). Microrganismos
degradores de celulose sdo considerados de grande interesse industrial, especialmente
para as industrias de papel e celulose e etanol de segunda geracéo.

O indice enzimético apresentado pela levedura LE1 foi > 2,0, mostrando dessa
forma o seu alto potencial para producdo dessa enzima. A obtencédo de microrganismos
produtores de fenoloxidase é de interesse industrial, devido a sua capacidade de hidrolisar
compostos fenodlicos presentes em efluentes lignoliticos provenientes, principalmente, da
indUstria téxtil e de papel e celulose (Junior, 2010).

CONCLUSOES

Os microrganismos estudados apresentaram caracteristicas interessantes do ponto
de vista biotecnologico. A levedura LE1 foi capaz de fermentar lactose em meio sélido, além
de apresentar um potencial para a producéo das enzimas tanase, celulase e fenoloxidase,
nos ensaios enzimaticos qualitativos realizados. Da mesma forma, as bactérias Bl1 (Gram
positivo) e BI3 (Gram negativo) tiveram um resultado positivo na produgéo da enzima
tanase. Por outro lado, todas as bactérias isoladas (Bl1, BI2, BI3 e BE2) mostraram ser
promissores na producado da enzima celulase. Sendo assim, conclui-se que, o isolamento
de microrganismos a partir de residuos provenientes da industria pesqueira mostrou-se
ser uma alternativa sustentavel para a produg¢édo de enzimas de interesse biotecnoldgico,
uma vez que apos a utilizacéo destes, os mesmos seriam descartados de forma correta,
causando um menor dano ambiental. As enzimas estudadas neste trabalho possuem
aplicagcbes em diversos processos biotecnolégicos como, por exemplo, degradacdo de
materiais lignocelulésicos para a producao de biocombustiveis, tratamentos de efluentes,

industria alimenticia e sintese de compostos quimicos de interesse industrial.
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LEVANTAMENTO DA INCIDENCIA DE DOENCAS
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RESUMO: A cultura do Acgai vem sendo
recentemente alvo constante de doencgas,
que, encontrando condigbes favoraveis ao
seu desenvolvimento, sdo capazes de causar
danos irreversiveis quando manifestadas nos
primeiros meses do cultivo. Neste sentido, o
trabalho teve como objetivo avaliar as doencas
de maior incidéncia dentre trés mais comuns no
cultivo do acai (BRS PARA) e o nativo, na vila de
Pacaja e Guajara, municipio de Cameta/PA. As
avaliacdes foram realizadas em campo, por meio
de diagnose visual, em 04 areas distintas sendo
(A1 Terra firme cultivar BRS PARA, sistema de
cultivo consorciado com banana e irrigado por
micro aspersédo, A2 area de terra firme sistema
solteiro cultivar BRS PARA com sistema de
irrigacdo por gotejamento, A3 Véarzea acaizal
nativo com manejo cultural (desbaste), A4 varzea
acaizal nativo com manejo cultural (desbaste),
onde foram selecionadas 20 amostras de plantas
em cada area de forma aleatoria para avaliagao.
Constatou-se que a doenga de maior ocorréncia
foi antracnose (Colletotrichum gloeosporoides),
estando presente em todas as 04 areas
pesquisadas, atingindo o valor maximo de
37,5%, causando reducao de area foliar e queda
prematura de folhas.
PALAVRAS-CHAVE:

Fitossanidade, Espécie
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regional, Agricultura familiar, Sustentabilidade.

ABSTRACT: The culture of Agai has recently been a constant target of diseases, which,
finding favorable conditions for its development, are capable of causing irreversible damage
when manifested in the first months of cultivation. In this sense, the work aimed to evaluate
the diseases with the highest incidence among the three most common in the cultivation of
acai (BRS PARA) and the native, in the village of Pacaja and Guajara, municipality of Cameta
/ PA. The evaluations were carried out in the field, by means of visual diagnosis, in 04 different
areas, being (A1 Terra seca cultivar BRS PARA, cultivation system intercropped with banana
and irrigated by micro sprinkler, A2 area of terra forma single system cultivate BRS PARA
with drip irrigation, A3 Véarzea acaizal nativo with cultural management (thinning), A4 varzea
acaizal nativo with cultural management (thinning), where 20 samples of plants were selected
in each area at random for evaluation. greatest occurrence was anthracnose (Colletotrichum
gloeosporoides), being present in all 04 areas surveyed, reaching a maximum value of 37.5%,
causing reduction of leaf area and premature leaf fall.

KEYWORDS: Plant health, Regional species, Family farming, Sustainability.

11 INTRODUGAO

O municipio de Cameta, localizado no Nordeste Paraense, destaca-se como um
dos consideraveis produtores de acgai do Estado do Para. A cultura do Acai vem sendo
recentemente alvo constante de doencas, que, encontrando condicdes favoraveis ao seu
desenvolvimento, sdo capazes de causar danos irreversiveis quando manifestadas nos
primeiros meses do cultivo. Neste sentido, o trabalho teve como objetivo avaliar as doengas
de maior incidéncia dentre trés mais comuns no cultivo do acai (BRS PARA) e o nativo,
na vila de Pacaja e Guajara, municipio de Cameta/PA. As avaliagbes foram realizadas em
campo, por meio de diagnose visual, em 04 areas distintas sendo (A1 Terra firme cultivar
BRS PARA, sistema de cultivo consorciado com banana e irrigado por micro aspersao,
A2 area de terra firme sistema solteiro cultivar BRS PARA com sistema de irrigacéo por
gotejamento, A3 Varzea acaizal nativo com manejo cultural (desbaste), A4 varzea acaizal
nativo com manejo cultural (desbaste), onde foram selecionadas 20 amostras de plantas
em cada area de forma aleatéria para avaliacdo. Constatou-se que a doenga de maior
ocorréncia foi antracnose (Colletotrichum gloeosporoides), estando presente em todas as
04 areas pesquisadas, atingindo o valor maximo de 37,5%, causando reducéo de area
foliar e queda prematura de folhas. Encontrou-se também, a presencga da helmintosporiose
como sendo a 2% doenca de mais ocorréncia com percentual de (11,25%) nas areas de
pesquisa, e a fumagina foi diagnosticada apenas em areas de varzea, porém com menor
incidéncia apenas (10%). Com a pesquisa foi possivel conhecer a principal doenga de maior
incidéncia nos acaizais tanto de terra firme como de area de varzea que foram avaliados,
entender o nivel de danos que estas causam, bem como a forma de controle adotada pelos

agricultores.
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21 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizado na zona rural, mas especificamente na comunidades da Vila
de Pacaja e Guajara de Nazaré, localizada na BR 422, Transcameta-Limoeiro no municipio
de Cametéa com latitude: 02°14’40”S, Longitude: 49°29’45”W, altitude 150m. No periodo de
26 de abril de 2019, em quatro areas sendo duas de terra firme e duas de areas de varzeas,
onde foram feitas coletas de amostras de acaizeiros que apresentavam caracteristicas de
sintomas de doencas e as mesmas foram comparadas com sintomas mencionadas através
de literaturas consultadas como o manual de fitopatologia.

As avaliag6es foram realizadas em campo, por meio de diagnose visual, em quatro
areas distintas de cultivo de agai: Area 1 (A1), Area 2 (A2), Area 3 (A3), area 4 (A4), com
idade de seis meses, um ano, e mais de dez anos respectivamente, onde foram coletadas
vintes amostras aleatérias de cada area. Em duas areas de acaizais sdo cultivadas a
cultivar BRS PARA e duas agais nativos.

A pesquisa teve a finalidade de saber as incidéncias de doencas que geralmente
sdo encontradas nos agaizais da regido e que causam danos econémicos na cultura se
nao forem controlados, sendo as doencas a Antracnose (Colletotrichum gloeosporoides),
Helmintosporiose (Drechslera sp). Fumagina (Capnodium elaeophilum).

O levantamento feito nos acaizais foi com auxilio de planilha onde foram anotadas
os sinais e sintomas, feitos registros fotograficos e coletados a parte da planta atacada pela
doenca. Posteriormente os dados foram analisados e expostos em graficos com auxilio
de planilhas do Microsoft Excel e em seguida foram expostas em percentual para fazer a
comparacao das propriedades em relacdo as doencas de forma a facilitar o entendimento.

3|1 RESULTADOS/DISCUSSOES

A diagnose visual serviu para identificar as doencas no cultivo da cultura do agai.
Os resultados referentes a ocorréncia das doencas nas areas de acai encontram-se na
Tabela 1.

Cultura Doencas

Antracnose (Colletotrichum gloeosporoides)
(Eut erpgg; Ier acea) Helmintosporiose (Drechslera sp).

Fumagina (Capnodium elaeophilum)

Tabela 1. Doencas diagnosticadas em cultivo de Agai (Euterpe oleracea), na Vila de Pacaja e
Guajara no municipio de Cameta.

Fonte: Autores
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Observou-se que todas as quatro areas apresentaram a incidéncia de antracnose
superior a 19% (Gréfico 1), sendo a area A1 com a maior incidéncia (70 %) e as areas A2,
A3 (30 %) e A4 (20 %) os menores valores de incidéncia da doenca.

Os principais sintomas da Antracnose (Colletotrichum gloeosporoides), visualizados
nos acaizais, séo lesbes com Pontuacdes necroticas de centro esbranquicado (Figura
1A), estes sintomas séo tipicos da Antracnose conforme descrito por Feich et al. (1997);
Feichtenberger (2001); Siviero et al. (2002).

Antracnose (Colletotrichum gloeosporoides)
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Grafico 1. Percentual de incidéncia de Antracnose (Colletotrichum gloeosporoides), em quatro
areas de cultivo de agai nas vilas de Pacaja e Guajara no municipio de Cameta-PA.

Na area A1 os sintomas da antracnose eram bastante evidentes, varias plantas se
encontravam em estagio avangcado de deterioragdo na area foliar, (Figura 1). Entretanto,
nas areas A2, A3 e A4 as plantas apresentavam sintomas de antracnose em estagio pouco
avancado. Nestas areas possivelmente foi observado resisténcia e/ou tolerancia a infecgéo
da parte foliar do Agai a Colletotrichum gloeosporoides.

Observa-se em campo e também confirmar-se com os dados obtidos com os
agricultores, que a Colletotrichum gloeosporoides esta reduzindo a area foliar dos acgaizeiros
com idade de 6 meses a 1 ano, cultivado em terra firme. Este fato é justificado por manejo
inadequado nas areas de cultivo de acgai em terra firme da regido. Alguns problemas
foram levantados, sendo possiveis agravantes da antracnose na regido: a utilizagdo de
instrumentos (enxada, foice e facdo) contaminados nos tratos culturais; plantio de mudas
ja vinda de viveiros contaminadas; permanéncia de plantas doentes nas areas.
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Figura 1. Sintomas das doengas, lesbes com Pontuacdes necroéticas de centro esbranquicado
causados pela Antracnose (Colletotrichum gloeosporoides); na parte adaxial das folhas.

Helmintosporiose (Drechslera sp).
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Gréfico 3. Percentual de incidéncia de Helmintosporiose (Drechslera sp), em trés areas de
cultivo de acai das quatro areas de pesquisa nas Vilas de Pacaja e Guajara no municipio
Cameta — PA.

A incidéncia da doenca Helmintosporiose (Drechslera sp), foi a segunda doenga
mais recorrentes nos agaizais de acordo com a diagnose visual, observou-se sua incidéncia
tanto nas areas de terra firme como na area de varzea sendo diagnostica partir do manual
de fitopatologia através da sintomatologia presente nas folhas (Figura 3) como a mancha-
foliar que provoca danos significativos em plantios jovens, que além de prejudicar o estado
fitossanitario das plantas, nos casos mais severos, esse patdbgeno pode provocar a morte
das plantas.
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Figura 2. Principais sintomas da doenca. (areas A2, A3 e A4): lesdes necréticas de cor palha
apresenta formatado eliptico com bordas bem definidas, nas folhas.

Fumagina (Capnodium elaeophilum)
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Grafico 2. Percentual de incidéncia de Fumagina (Capnodium elaeophilum), em duas areas das
quatro areas pesquisada de cultivo de Acai nas vilas Pacaja e Gajara no municipio de Cameta
- PA.

Entre as doencas diagnosticadas nas quatro areas de cultivo de agai analisadas,
a fumagina foi a terceira mais importante, com incidéncias de (30%) na area A3 sendo o
maior indice de incidéncia. Na area A4 foi apenas registrado o percentual de (10%) sendo
considerado o menor indice desta doenga. Nas areas A1 e A2 ndo houveram registros da
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doenca fumagina, sendo, portanto, consideradas areas livres de infestacdo de fumagina,
porém ndo isentando das demais doencas como a antracnose e a helmintosporiose,
entretanto esta baixa infestagdo pode ser atribuida ao periodo seco em que foi realizada as
avaliagbes, todavia, os dados indicam para um elevado potencial de infestagdo na época
chuvosa, onde o clima estara mais Umido e propicio ao desenvolvimento da doenca.

Mesmo em baixa infestacdo, a doenca possui potencial para causar danos
econdmicos aos agricultores, pois se espalha na forma de uma crosta espessa e negra
cobrindo total ou parcialmente por toda a area da folha e em alguns casos também os
frutos (Figura 2), prejudicando a planta por reduzir a area fotossintética, a respiracao, a
transpiracédo e por tornar os frutos com aparéncia pouco aceitavel no mercado. Geralmente,
formigas, cochonilhas e pulgdes estdo associados a presenca de fumagina nas plantas
(LEMOS FILHO & PAIVA, 2006).

O controle da fumagina é realizado indiretamente, através do controle de insetos
(cochonilhas, pulgbes e moscas) que liberam uma secre¢do agucarada, que serve de
alimento para a fumagina. A fumagina pode ser controlada mediante a aplicagéo de 6leo
mineral ou inseticida (dimetoato) nas folhas infestadas pelos insetos (FACHINELLO &
NACHTIGAI, 2011).

A indicagéo de inseticida para a Cultura do Agai ainda ndo ha registro no MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento). Portanto cabe pesquisa para o
desenvolvimento e registro.

¥

.

Figura 3. Principais sintomas da doenca. (areas A3 e A4): Crescimento fungico superficial,
castanho escuro ou preto, nas folhas e no caule.
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Antracnose Helmintosporiose Fumagina Livres
(Colletotrichum (Drechslera sp) (Capnodium
gloeosporoides) elaeophilum).

41 CONCLUSAO

As areas avaliadas apresentam significativas percentagem de incidéncia de
doencas Antracnose (37,5%), Helmintosporiose (11,25%) e fumagina (10%) necessitando
de manejo para eliminar as plantas contaminadas e evitar a propagacao para as demais
plantas sadias, pois na pesquisa realizada das 80 amostras coletadas a qual equivale ao
total de porcentagem de (100%), foram diagnosticadas a contaminagéo de (58,75%) das
amostras.

A Antracnose (Colletotrichum gloeosporoide) é a doenca que mais causa prejuizos
aos agricultores na fase inicial do cultivo, causando perda das areas foliares e morte de
plantas. Estando associada a utilizacdo de mudas contaminadas em viveiro e a utilizacdo
de instrumentos cortantes (enxada, foice e facao) contaminados nas praticas culturais.

A incidéncia da Helmintosporiose (11, 25%) é preocupante nas areas de cultivo,
pelo fato de os agricultores desconhecerem sua existéncia como doenga e ndo tomarem
medidas de controle pois é a segunda doenca de maiores incidéncias em trés areas, em
quanto que a fumagina aparece nos gréaficos apés analise dos dados como a terceira
doenga com uma incidéncia bem menor de apenas (10%). A antracnose apresentou maior
indice de incidéncia nas plantas de agai, causando prejuizos, apesar de seu efeito ndo ter
sido contabilizados pelos agricultores.

A cultura do Acai ainda € uma cultura carentes de literatura pois € recente sua
introducdo na economia como cultura de potencial econémico o que ainda tornar um
desafio para nos da regido Amazdnica desenvolver e elaborar pesquisa com embasamento
tedrico pois somente a Embrapa desenvolve pesquisas voltada a cultura do agai.
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RESUMO: Nanoparticulas de amido
quimicamente  derivatizadas  podem  ser
obtidas por processo de gelatinizagdo com
dimetilsulféxido (DMSO) e tratamento com
acidos policarboxilicos e catalisador, no entanto
o solvente DMSO ¢é relativamente toxico.
Neste trabalho, o DMSO foi substituido por
dioctilsulfossucionato de sddio com objetivo de
se obter nanoparticulas de amido de mandioca
esterificadas com &cido tartarico. O amido
gelatinizado com dioctilsulfossucionato de sédio
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e tratado com o &cido orgénico na presenca
de catalisador resultou em um material que
apresentou banda de absorcdo FTIR em
1730cm™, indicando a ocorrencia de reagdo de
esterificacdo e difractograma caracteristico de
estrutura amorfa, cujo tamanho de particula foi
inferior a 1000 nm. Usando dioctilsulfossucionato
de sodio como solvente e catalisador dimetilamina
piridina foi possivel esterificar o amido de
mandioca gelatinizado com acido tartarico e,
apos precipitagdo com etanol nanoparticulas de
amido tartarato foram obtidas em estado amorfo.
PALAVRAS-CHAVE: Amido, &cido organico,
dioctilsulfossucionato de sodio, nanoparticulas.

ESTERIFIED CASSAVA STARCH
NANOPARTICLES

ABSTRACT: Chemically derivatized starch
nanoparticles can be obtained by gelatinization
process with dimethylsulfoxide (DMSO) and
treatment with polycarboxylic acids and catalyst,
however the DMSO solvent is relatively toxic.
In this work, DMSO was replaced by sodium
dioctylsulfosucionate in order to obtain cassava
starch nanoparticles esterified with tartaric
acid. The starch gelatinized with sodium
dioctylsulfosucionate and treated with organic
acid in the presence of catalyst resulted in a
material that presented an FTIR absorption
band in 1730cm”, indicating the occurrence of
an esterification reaction, and a diffractogram
characteristic of amorphous, whose particle
size was less than 1000 nm. The use of
sodium dioctylsulfosucionate as a solvent and
the dimethylamine pyridine as catalyst, it was
possible to esterify cassava starch gelatinized
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with tartaric acid and, after precipitation with ethanol, nanoparticles of tartrate starch were
obtained in an amorphous state.
KEYWORDS: Starch, organic acid, sodium dioctyl sulfosuccinate, nanoparticles.

INTRODUCAO

Existe um crescente interesse na utilizacdo do amido para aplicagbes no setor
de embalagens. No entanto, esta promissora alternativa, apresenta limitacées devido a
fragilidade, o envelhecimento e a hidrofilicidade do amido. Estudos de modificagdo quimica
do amido e da obtencgéo de compésitos pela adigcdo de cargas em escala micro e nanométrica
tém sido realizados para melhorar tais propriedades. Os “nanocompoésitos” sao formados
pela “matriz” que se encontra em maior proporcao e pelo “composito” (CHIN et al., 2012).
O amido apresenta trés grupos hidroxila em cada molécula de glicose os quais possibilitam
a incorporacdo de grupos funcionais através de modificacdo quimica. Nanoparticulas de
amido quimicamente modificadas contribuem com fun¢bes especificas e expandem o seu
campo de aplicagdo. O objetivo deste trabalho foi produzir e caracterizar nanoparticulas
de fécula de mandioca modificada quimicamente através de esterificacdo utilizando como
solvente o dioctilsulfossucionato de sédio e como catalisador a 2-dimetilamina piridina
(DMAP). O dioctilsulfossucionato de sodio € permitido como estabilizante pela Agencia
Nacional de Vigilancia Sanitaria através da RDC n° 5, de 15 de janeiro de 2007 (BRASIL,
2007).

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizados fécula de mandioca comercial do mercado local,
Dioctilsulfossucionato de soédio (ALDRICH, 97%), 2-dimetilamina piridina (DMAP)
(ALDRICH, 99%), alcool etilico absoluto (99,5%) (SYNTH) e acido tartarico (SYNTH, P.A.).
A 4,8 g de fécula de mandioca (0,03 mol de glicose) foram adicionados 130,4 ml de solvente,
Dioctilsulfossucionato de sédio, 8g de acido tartarico e 0,6ml de DMAP como catalisador. A
fécula de mandioca foi adicionada do solvente até dissolugéo e na sequéncia, sob agitacéo
magnética, do acido tartarico . Esta mistura foi aquecida até 95°C e adicionada adicionada
a DMAP. A reacéo foi realizada 95°C durante 6 horas. A mistura da reagéo foi lavada duas
vezes, com total de 220 mL de alcool etilico absoluto. As nanoparticulas obtidas foram
separadas do solvente por centrifugagdo, em 4000 rpm por 30 minutos e secas a 60 °C
durante 24 horas (CHIN et al 2012). Visando caracterizar os nanocristais foram realizadas
analises de Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) em aparelho SHIMADZU (Care 600),
regido de 4000 a 400cm’; Difragdo de Raios-X (DRX), equipamento XRD-6000 Shimadzu
e Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), aparelho LEO 440i e detector de elétrons
secundarios SPUTTER COATER — POLARON; Microscopia de Forca Atdbmica (AFM) em
microscépio Shimadz (SPM 9700), modo dindmico usando cantilevers, NT-MDT Co e
software Gwyddion.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A fécula nativa de mandioca néo apresenta banda de absor¢éo de grupo éster no
espectro FTIR (ALMEIDA, 2016). O espectro FTIR da fécula modificado com &cido tartarico
(Figura 1) apresentou um pequeno pico em 1730 cm™ que corresponde a deformacgéao axial
C=0 do grupo éster, confirmando a ocorréncia da esterificacdo da fécula de mandioca.
Segundo Huang et al (2007) e lurckevicz et al (2017) no espectro de infravermelho do amido
de mandioca nativo verifica-se as bandas em 3200 a 3600 cm, referente a deformacgéo
axial de O-H, a banda, em 2935 cm-1, atribui-se ao estiramento C-H e em 1157 cm™ a
ligacéo glicosidica a-1,4 C-O-C. As bandas em 1460, 1248, 857 cm™' estdo relacionadas as
vibragbes do grupamento CH,, e em 1644 cm™ pode ser atribuida a agua ligada ao amido.
Bandas situadas em 1157, 1108, 1082 e 928 cm' estéo relacionadas ao alongamento C-O
e C-C.
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Figura 1 - Espectro de infravermelho das nanoparticulas de tartarato de amido

A literarura informa que a fécula nativa de mandioca pode apresensentar padroes
de cristalinidade tipos A (Zobel 1998) com picos (2q) em 15,3°; 17,1°; 18,2°; and 23,5° ou
C, que se diferencia do tipo A por apresentar um pequeno pico em 5,6° (ALMEIDA, 2016).
No difractograma da fécula modificada (Figura 2) ndo forma os picos caracteristicos dos
padrées tipo A ou C,, a curva ficou achatada, indicando a caracteristica amorfa do material
obtido. Porém, se observaram dois pequenos picos, um em 17° e outro em 25° (2q), sendo
que o primeiro corresponde a amido retrogradado (XIAO et al, 2012).

As nano particulas de amido quando obtidas por processo de hidrolise acida sao
de carater cristalino e apresentam difractograma similar ao do amido nativo (Le Corre;
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Angellier-Coussy, 2014) enquanto as obtidas através de processo de gelatinizagédo/
modificacdo quimica seguido de precipitacéo (nanoprecipita¢gdo) com solvente a estrutura
cristalina original é destruida obtendo-se material amorfo (Ql; LOU; LU, 2019). Nas
micrografias MEV foi observado material agregado em forma de “placa” (Figura 3a, 50x), a
ampliacdo do mesmo campo mostra espécie de alguns pequenos granulos contidos numa
“pasta” (Figura 3b, 10000x) similar ao relatado por Qi; Lou e Lu (2019) na obtencédo de
nanoparticulas pelo processo de gelatinizagdo-precipitacdo. A microfotografia de forca
atébmica (Figura 4, 1 ym x 1uym x 60 nm) mostra agregados de particulas menores 1000 nm,
provavelmente entre 400 a 600 nm, comprovando a obtencao das nanoparticulas.
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Figura 2 - Padréo de difracdo (difratograma) das nanoparticulas de tartarato de amido
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a) Micrografia com 50x de ampliagéo. b) Micrografia com 10.000 x de ampliagdo.

Figura 3 - Microfotografias das nanoparticulas de tartarato de amido
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Figura 4 — Imagem 3D obtida por AFM das nanoparticulas de tartarato de amido (1.0 x 1.0 ym)

CONCLUSAO

Usando como solvente dioctilsulfossucionato de sodio e catalisador dimetilamina
piridina foi possivel esterificar o amido de mandioca gelatinizado com &cido tartarico e apds
precipitacdo com etanol foram obtidas nanoparticulas de amido tartarato em estado amorfo.
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RESUMO: A magca é um alimento altamente
suscetivel a contaminacdo fingica, e é no
periodo pés-colheita que ocorrem as doencgas
mais graves que levam a deterioragao dos frutos.
Essas doencas sdo responsaveis por grandes
perdas econ6micas na produgdo desta fruta.
Esta revisdo objetivou apresentar uma viséo
geral sobre as principais doencas flngicas da
maca e a importancia da micotoxina patulina,
aléem de entender sua evolugdo durante o
armazenamento poés-colheita e avaliar o risco
associado a contaminagdo por patulina nos
subprodutos da maca. Embora a pratica de
processar frutas mofadas seja evitada em varios
paises, frutas deterioradas ainda podem ser
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incorporadas a linha de processo e com isso, a presenca de fungos toxigénicos e micotoxinas,
principalmente, a patulina em macés e seus subprodutos representam um potencial risco a
salde, principalmente para criangas, uma vez que esta fruta é amplamente consumida por
esta classe de consumidores. Penicillium expansum é o principal patbgeno da maca com
capacidade de sintetizar a micotoxina patulina, e a mesma tém sido detectada em macgés e
varios alimentos a base da fruta. O controle da contaminagéo por patulina ainda representa
um desafio para a indUstria da magé, uma vez que apesar de algumas técnicas comuns de
processamento ter a capacidade de reduzir a concentracéo desta micotoxina, estas ndo séo
suficientes para garantir a seguranca alimentar. Com isso, & necessario investir em praticas
de controle que impecam a doenca fungica no armazenamento pés colheita, e além disso,
estudos envolvendo o monitoramento da patulina em magas e seus subprodutos devem ser
continuos pois & um assunto de extrema importancia para a saude publica, visando, portanto,
a obtencéo de produtos de qualidade.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos toxigénicos, micotoxinas, Penicillium sp., pos-colheita,
qualidade de alimentos.

PATULIN AND PROBLEMS IN THE APPLE INDUSTRY: AN OVERVIEW

ABSTRACT: Apple is a food highly susceptible to fungal contamination, and it is in the
post-harvest period that the most serious diseases with fruit deterioration incidence. These
diseases are responsible for great economic losses in the production of this fruit. This review
aimed to provide an overview of the main fungal diseases of the apple and importance of
mycotoxin patulin. In addition to understanding its evolution during post-harvest storage and
assessing the risk associated with patulin contamination in apple by-products. Although the
practice of processing moldy fruits is avoided in several countries, deteriorated fruits can
still be incorporated into the process line and with this, the presence of toxigenic fungi and
mycotoxins, especially patulin in apples and their by-products represent a potential health
risk, mainly for children, as this fruit is widely used in this class of consumers. Penicillium
expansum is the main pathogen in apples with the ability to synthesize patulin mycotoxin
and it has been detected in apples and several foods based in apples. The control of patulin
contamination still represents a challenge for the apple industry, since although some common
processing techniques have the ability to reduce the concentration of this mycotoxin, these are
not sufficient to guarantee food safety. As a result, it is necessary to invest in control practices
that prevent fungal disease in post-harvest storage, and furthermore, studies involving patulin
survey in apples and their by-products should be continuous as it is an extremely important
issue for public health, therefore, aiming at obtaining quality products.

KEYWORDS: Toxigenic fungi, mycotoxins, Penicillium sp., postharvest, food quality food.

11 INTRODUGAO

A maca é uma cultura que tem apresentado importancia crescente no Brasil, tanto no
mercado interno como no mercado internacional. Fatores como a producéo de variedades
modernas, regides com condi¢des climaticas favoraveis, bem como preocupa¢des com

produtividade e conservagdo, transformaram o pais em um grande produtor mundial
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(BRACKMANN et al., 2009; BOTH et al., 2014; ANESE et al., 2020). De acordo com dados
da FAOSTAT (2019), o Brasil contou com aproximadamente 33 mil hectares destinadas a
essa cultura em 2018, com uma producgdo estimada em 1,2 milhdo de toneladas. Dentro
desta perspectiva, a produg¢édo nacional esta distribuida principalmente no Rio Grande do
Sul (46,0%) e Santa Catarina (50,9%) que respondem por 96,9% da producao brasileira
(MAPA, 2019), em que 91% dos pomares sdo formados com as cultivares “Gala” (46%) e
“Fuji” (45%) (IGLESIAS et al., 2012).

Como acontece com a maioria das produgbes agricolas, existe uma fracdo da
safra de macga que acaba ndo sendo comercializada in natura no mercado. Essa fragéo
corresponde a frutos que ndo atendem aos padrdes de qualidade para a comercializagéo
direta e, portanto, sdo destinados a elaboragdo, principalmente de sucos, que séo
exportados na forma de concentrado da fruta (PATRIARCA, 2019). Frutos destinados a
comercializagdo imediata e a exportacdo sdo aqueles que apresentam melhor qualidade
em termos de aparéncia, como coloracdo uniforme, formato caracteristico, auséncia de
podridées e danos mecéanicos (CRUZ et al., 2018; BRUZONE, 2019). Embora a pratica
de processar frutas mofadas seja evitada em varios paises, frutas danificadas ainda
podem ser incorporadas a linha de processo, especialmente quando a deterioragdo dos
fungos ¢é incipiente ou ndo é detectavel pelo controle de qualidade padrao realizado pela
industria de macga. A porcentagem de frutas destinadas a industrializagdo varia entre os
paises, além de depender de varios fatores, como demanda interna por frutas frescas,
comércio de exportagao, preferéncias do consumidor por diferentes cultivares, entre outros
(PATRIARCA, 2019).

A maca é um alimento altamente suscetivel a contaminacao fungica, e é no periodo
pbs-colheita que ocorrem as doencas mais graves, decorrentes de fungos, que levam a sua
deterioracdo. Essas doencas séo responsaveis por perdas econdmicas significativas na
producdo de magés, estimadas em uma faixa de 30 a 40% nos paises em desenvolvimento,
chegando a 60% em casos mais extremos (KHOL et al.,, 2018; NAETS et al., 2018).
Além disso, outro aspecto negativo de grande importdncia da contaminacéo fangica é
o risco da presenga de micotoxinas nos frutos. Quando espécies micotoxigénicas dos
géneros Penicillium, Alternaria ou Fusarium, que s&0 0s principais agentes causadores
da deterioragao, infectam os frutos, o risco potencial de contaminagdo com micotoxinas
é alto, podendo se intensificar se estas espécies forem capazes de crescer durante o
armazenamento sob refrigeracdo (WELKE et al., 2009). A incidéncia de podriddo durante
0 armazenamento é a principal causa de perdas de macgé no Brasil, o0 que pode afetar
diretamente na qualidade do fruto (BOTH et al., 2014).

As industrias de concentrado de maca geralmente processam durante todo o ano, o
que exige manter a fruta em camaras refrigeradas por varios meses. No caso de magas, o
armazenamento a frio associado a atmosfera controlada pode se estender de 9 a 12 meses,

dependendo da variedade da maca e do destino da fruta. Varios patégenos que colonizam o
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interior da maca sao capazes de sintetizar micotoxinas durante o armazenamento. Embora
algumas etapas de processamento da fruta tenham demonstrado reduzir a concentragcéo
de micotoxinas, quando estas estdo altamente contaminadas, niveis detectaveis desses
contaminantes podem ser encontrados nos produtos finais (OTEIZA et al., 2017).

A patulina é a principal micotoxina que afeta a macgé e seus subprodutos, e seu
principal produtor € o P. expansum. Esta por sua vez, € um composto cronico e altamente
toxico, cuja genotoxicidade, teratogenicidade e imunotoxicidade foram comprovadas em
estudos com animais (PUEL et., 2010). A presenca de fungos toxigénicos e patulina em
macas e seus produtos constitui um potencial risco a saude, principalmente para criangas,
pois esta fruta € amplamente consumida por esta faixa etaria de consumidores.

Tendo em vista que a fracdo de magds de menor qualidade & conduzida a
processos industriais para agregacédo de valor econdmico, é de suma importancia que
se tenha conhecimento sobre a qualidade da matéria-prima para fins de processamento.
Sabe-se que fungos toxigénicos e micotoxinas sdo compreendidos dentro do grupo dos
contaminantes mais importantes em alimentos, devido ao seu impacto negativo sobre a
saude publica, seguranca alimentar e economia de muitos paises. Portanto, esta revisédo
tem como objetivo apresentar uma visdo geral sobre as principais doengas fungicas da
macé e a importancia da micotoxina patulina, além de compreender sua evolugéo durante
0 armazenamento pos-colheita e avaliar o risco associado a contaminagéo por patulina dos

produtos da magca.

21 DOENCAS FUNGICAS DA MACA

As frutas, de um modo geral, apresentam a caracteristica de serem alimentos
de facil deterioragédo, devido, principalmente, a quantidade de agua livre, o que afeta
diretamente a conservagéo e o uso prolongado da fruta. No periodo pds-colheita e durante
o transporte e armazenamento desses produtos agricolas, a presenga de fungos pode ser
influenciada por muitos fatores, dentre eles, nivel de umidade, temperatura, aeracéo e
tempo de armazenamento (DI MASI et al., 2011).

A maioria das frutas apresentam alta acidez, com pH variando entre 2,5 e 5,0. Esta
faixa de pH é considerada um dos mais importantes fatores na determinagéo dos tipos de
micro-organismos capazes de causar deterioragdo nesta classe de alimentos. Os fungos
capazes de tolerar essa faixa de pH, sdo os principais micro-organismos deteriorantes de
frutas e de produtos derivados de frutas. As frutas tornam-se mais susceptiveis a invaséo
de fungos durante o processo de maturagéo, pois o pH dos tecidos vegetais aumenta, a
casca torna-se mais macia, carboidratos sollveis sao formados e as barreiras de defesa
enfraguecem (STINSON et al., 1981).

Atualmente, ha varios patégenos fungicos identificados como agentes causadores
de doencas da maca. Segundo Shen et al. (2018) diversos patdogenos séo relatados em
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todo o mundo e muitos fatores afetam a composicdo da microbiota da maga, tais como
as diferencas geogréficas de cada pais, o que inclui as condi¢des climaticas, praticas
agricolas, cultivares e ambiente pds-colheita. A maioria dos fungos inicia a colonizagédo
quando hé ferimentos ou danos fisicos na epiderme do fruto, causados por insetos ou aves
no campo ou por manipulagédo inadequada durante a p6s-colheita.

Penicillium expansum, o agente causador da podridao azul ou mofo azul, € um
dos fungos mais frequentemente relatados. Outros comuns séo Botrytis cinérea (podridao
cinzenta), Monilinia fructigena e outras Monilinia spp. (podriddo parda), Colletotrichum spp.
(podriddo amarga), Mucor spp. € Rhizopus spp. Esses patdbgenos oportunistas podem
infectar o fruto tanto na fase de pré-colheita quanto na pés-colheita (WENNEKER et al.,
2016; KOHL et al., 2018). Embora alguns desses fungos também possam causar danos no
interior da fruta, eles sdo mais frequentemente associados a lesdes externas.

Uma categoria diferente de patdégenos da macgé inclui espécies pertencentes a
géneros como Alternaria, Cladosporium e Fusarium (TOURNAS et al., 2009; RAJ et al.,
2013). Esses fungos se desenvolvem no interior da fruta causando podriddo no nucleo
mofado. Os patdgenos podem infectar os frutos na pré-colheita, quando esporos de fungos
conseguem ter acesso a flores senescentes e permanecem em estado inativo sem causar
sintomas até a colheita ou mesmo ap6s a colheita. De acordo com Gao et al. (2013) a
infeccdo pode ocorrer em qualquer estagio do desenvolvimento do fruto.

O fato de algumas espécies deteriorantes terem a capacidade de crescer
relativamente rapido em temperaturas de refrigeracdo, explica que a incidéncia e a
severidade da doenga aumentam com o periodo de armazenamento em camaras frias,
tanto em atmosfera refrigerada quanto controlada (DI MAZI et al., 2011). A populagéo de
fungos estabelecida na superficie da maca, com capacidade de colonizar o fruto, seja
por mecanismos de infecgdo ou como patdgenos oportunistas, através de ferimentos na
epiderme, depende dos estagios de desenvolvimento do fruto, tipo de cultivo (orgénico
versus convencional), aplicagdo de fungicidas ou métodos alternativos de preservacgao,
desinfecgdo da superficie apds a colheita, entre outros fatores (KHOL et al., 2018; NAETS
etal., 2018; SHEN et al., 2018). Essas populacdes fungicas sofrem mudangas significativas
desde a colheita até o final do periodo p6s-colheita. Segundo Patriarca, (2019) um fator
chave na evolugéo dessa populagédo é a duragédo do periodo de armazenamento e suas
caracteristicas ambientais. O armazenamento pés-colheita pode se estender de alguns
meses a cerca de 12 meses, dependendo da variedade de macgas e do destino pretendido.
As temperaturas nas quais os frutos sdo mantidos, geralmente na faixa de -2 a 5 °C,
selecionam fungos psicrotréficos sobre aqueles que ndo conseguem se adaptar para
sobreviver ou crescer em baixas temperaturas.
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31 PATULINA

A patulina vem sendo empregada como indicador da qualidade nos frutos e
produtos de maga (MOSS, 2008). Quimicamente, a patulina € uma lactona de nome
quimico (4-hidroxi-4H-furo[3,2-c]pirano-2 (6H)-ona (Figura 1). E uma micotoxina da classe
hidroxifuropiranona, chamada clavicina, claviformina ou expansina, apresenta férmula
empirica C,H,O, e seu peso molecular € de 154,12 Da. Apresenta estabilidade em acidos
diluidos e é resistente a temperatura de 125 °C na faixa de pH entre 3,5 e 5,5, ocorrendo o
inverso em solucgdes alcalinas e compostos sulfurosos, representados por metabissulfito e

radicais sulfidrilas, quando diminui a sua atividade biolégica (SCUSSEL, 1998).
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Figura 1. Estrutura quimica da molécula da patulina.

Esta micotoxina é produzida por mais de 60 espécies de fungos e cerca de 30
géneros, dentre eles Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys, sendo o P. expansum o
principal produtor (GOKMEN & ACAR, 1998; IOl et al., 2017). Esta espécie € um fungo
psicotréfico e ja foi encontrado em macas, cerejas, péssegos, nectarinas, peras, damascos
e uvas. E considerado responsavel por 70 a 80% da deterioragdo de frutas armazenadas,
em especial de magés (CALDAS et al., 2008). Como consequéncia, magas e seus produtos
derivados séo a principal fonte de patulina na dieta humana.

A atividade de agua exerce forte influéncia sobre o desenvolvimento dos micro-
organismos que causam degradacao do alimento. Em geral, o valor 6timo de atividade de
agua para os fungos crescerem ¢ diferente do valor 6timo da atividade de agua em que o
nivel maximo de formagéo de micotoxinas é observado. Segundo Magan e Olsen (2004) a
faixa de temperatura para o crescimento e produgao de patulina por P. expansum é 0 — 24
°C e a atividade de agua maxima é de 0,99.

Estudos mostram que o armazenamento das frutas a baixas temperaturas ndo é
suficiente para prevenir a formacgéo de micotoxinas, pois o P. expansum & capaz de crescer
e produzir patulina em temperaturas menores que 5 °C (PATRIARCA, 2019). Relaciona-se
0 aparecimento do P. expansum nas frutas com a diminuicdo da temperatura e presenca
das fontes de carbono como a frutose, glicose, sacarose e acido malico (CALDAS et al.,
2008). Com isso, autores concluem que o armazenamento de frutas a baixa temperatura
néo é suficiente nem para inibir o crescimento deste fungo, tampouco para evitar produg¢éo
da toxina (WELKE et al., 2009).
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Normalmente a patulina é encontrada em altas concentragdes na parte da fruta onde
h& presenca de esporos (93 a 95% de toda toxina) e devido a sua hidrossolubilidade se
difunde para outras partes sadias do fruto (BAERT et al., 2006). Portanto, a patulina pode
ser detectada em frutas visivelmente sadias. Doores (1983) afirma que embora a patulina
possa estar presente em magés aparentemente sadias destinadas ao consumo direto, ela &
normalmente encontrada em niveis mais elevados em frutos de baixa qualidade destinados
a transformacéo em suco, sidra, purés e geleias. Por esta razéo, recomenda-se a retirada
da podridéo e do tecido sadio proximo, para preveng¢do da contaminacdo pela patulina
(EMBRAPA, 2014).

Desde 1941, a patulina tem sido objeto de estudo, primeiramente por sua agéo
como antibiético e depois por suas propriedades toxicas e carcinogénicas. Segundo
estudos conduzidos por loi et al. (2017) e Zbyrovska et al. (2016) a patulina € um composto
crénico e altamente toxico, cuja genotoxicidade, teratogenicidade e imunotoxicidade foram
comprovadas em animais. Sintomas agudos, como disturbios gastrointestinais, nduseas e
vomitos, foram observados em humanos. Embora nenhuma informacgéo esteja disponivel
sobre os efeitos da exposi¢do a longo prazo em humanos, sua presenga em alimentos é
limitada em muitos paises como medida preventiva (CUNHA et al., 2014). Sua atividade
carcinogénica é atribuida a insaturacéo a, B, junto com uma dupla ligagdo conjugada
externa, unida na posicao 4 do anel lactona (MOAKE et al., 2005). A Agéncia Internacional
para Pesquisa em Cancer (International Agency for Research on Cancer —1ARC) classifica
a patulina como carcinégeno do grupo 3 - confirmado carcinbgeno animal com relevancia
desconhecida para seres humanos (IARC, 2020). A dose de letalidade — DL50 para
camundongos varia de 5 a 30 mg kg™ de peso corpéreo (BOONZAAIJER et al., 2005).

41 LEG!SLAC,‘AO E AS IMPLICA(}()ES DA CONTAMINAQAO POR PATULINA
EM INDUSTRIAS DE PROCESSAMENTO DE MACAS

A contaminag¢é@o de derivados de frutas com micotoxinas geralmente resulta do
uso de frutas de baixa qualidade durante o processamento (SYDENHAM et al, 1997) e
com isso, o risco de fungos micotoxigénicos é de extrema relevancia para as industrias
de processamento de magas. A infecgdo por P. expansum em magés destinadas para a
industrializacdo é mantida sob vigilancia ha muitos anos por meio de medidas de controle
de qualidade, geralmente por inspecdo visual dos frutos incorporados ao processo
(ZHONG et al., 2018). Além disso, devido aos riscos para salde, organizagdes nacionais
e internacionais estabeleceram limites maximos de micotoxinas em alimentos, a fim de
garantir a seguranca dos mesmos (GONZALEZ et al., 2010). A legislagdo sobre micotoxinas
varia de acordo com o pais, sendo que o nivel aceitavel é diferente para cada tipo de
alimento (Tabela 1).

No Brasil, a Resolugédo n’ 7, de 18 de fevereiro de 2011, cita os limites maximos
toleraveis de micotoxinas estabelecidos pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
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Sanitaria). Segundo esta RDC, o limite maximo toleravel para patulina em suco de maca
e polpa de maga é de 50 pug L' (ANVISA, 2011). Paises da Europa e Estados Unidos
também estabelecem niveis maximos para contetdo de patulina em derivados de maga.
A Comissdo Europeia estabeleceu limites mais baixos para produtos sélidos de macga,
incluindo compota e puré (25 pg kg'), e regulamentos ainda mais rigorosos séo aplicados
para alimentos para bebés e criangas (10 ug kg') (EUROPEAN COMMUNITY, 2006).

Os niveis maximos tolerados das micotoxinas que vem sendo impostos pelas
legislagbes nacionais e internacionais estimula paises exportadores, como o Brasil,
a pesquisarem a qualidade micotoxicologica dos seus produtos, a fim de se tornarem
competitivos no mercado internacional e de fornecerem alimentos seguros. Além disso,
aumentam a necessidade do desenvolvimento de novos métodos de quantificagdo
e otimizacdo daqueles ja existentes, uma vez que resultados n&o confidveis de um
determinado laboratério podem acarretar problemas graves de seguranca do alimento, e,
como consequéncia, impedimento de exportagdes (JESTOI, 2008).

Na Tabela 1, encontram-se os valores dos limites maximos tolerados para patulina
nos diferentes produtos derivados de maga segundo o Regulamento (CE) n.° 1881/2006 da
Comissao Europeia, regulamento este que, fixa os teores maximos de certas micotoxinas
presentes em determinados géneros alimenticios, juntamente com os limites fixados pela

ANVISA e FDA.
Orgao Produtos LMT (ug kg ou pg L)
Sucos de frutas e néctar de frutas, em
particular suco de magé e ingredientes para 50
outras bebidas
Concentrados de sucos de frutas apos
reconstituidos conforme instrugéo do 50
fabricante
Bebidas alcodlicas, sidra e outros drinques
Unido fermentados derivados de maga ou contendo 50
Europeia suco de maga
Produtos sélidos de magé, incluindo
compotas, puré de maga para consumo 25
direto
Suco de magé e produtos soélidos de macga
incluindo compotas e puré de maga, para 10
criancas
Outros - alimentos para bebés (baby food) 10
Suco de maca 50
ANVISA —
Polpa de maca 50
FDA Suco de maga e derivados 50

Tabela 1. Limites maximos tolerados (LMTs) para patulina em produtos de macas estabelecidos
pela Unido Europeia, ANVISA e FDA.
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De acordo com loi et al. (2017) o cumprimento desses requisitos depende de
uma gestdo integrada em toda a cadeia de processamento de alimentos, sele¢do e
manuseio adequados de frutas na colheita em combinacdo com condi¢cdes adequadas de
armazenamento, sdo, portanto, fatores-chave na reducéo da patulina nos produtos finais.
A presséo sobre as industrias, particularmente as que exportam ou comercializam em
mercados de alto padrdo de qualidade, levou a desenvolver estratégias para prevenir e
controlar a presenca dessa toxina nos produtos da maca.

Os niveis de patulina podem ser consideravelmente reduzidos através dos estagios
de processamento na produgdo de concentrado de maca (WELKE et al., 2009). A maior
reducao foi observada ap06s a pasteurizacdo, em que a perda de patulina foi de 39,6%. A
pasta de maga resultante da moagem apresentou altos niveis de contaminagéo, indicando
que a patulina foi retida nos sélidos. Da mesma forma, o contetudo de patulina foi reduzido
durante a produgéo de puré de maga, principalmente durante a polpag¢do, em que os niveis
diminuiram de 80% da contaminagédo original para 29% (JANOTOVA et al., 2011). No
entanto, ainda assim varios estudos relataram concentracdes de patulina em sucos e outros
subprodutos da maca acima dos limites estabelecidos pelas agéncias reguladoras (BAERT
et al., 2006; MARIN et al., 2011; HARRIS et al., 2016; IOl et al., 2017; OTEIZA et al., 2017).
Uma pesquisa realizada por Dias et al. (2019) mostrou que as concentra¢des de patulina
em macas e sucos de macga comercializados na cidade de Santa Maria, Brasil, estavam,
em geral, acima do LMT estabelecido. Esse fato deve ser um alerta para a populagéo,
especialmente nos casos em que essas frutas ou sucos sdo empregados nas dietas de
criangas, um dos grupos mais afetados. Além disso, séo necessarias mais informagoes
sobre a incidéncia nos paises em desenvolvimento com acesso limitado a tecnologia, onde
o processamento mofado de frutas é uma pratica regular (PATRIARCA, 2019).

51 PATULINA E O ARMAZENAMENTO POS-COLHEITA

O aumento da exigéncia na qualidade, somado a concentrada produgcédo de macga
em um curto periodo do ano, faz necessario o uso do armazenamento para fornecer ao
mercado consumidor um produto de qualidade por um maior periodo de tempo. A atmosfera
controlada (AC) é uma das técnicas mais utilizadas no armazenamento de macas
(BRACKMANN et al., 2009; WEBER et al., 2015; ANESE et al., 2020). No entanto, mesmo
em AC ocorrem perdas durante um armazenamento prolongado, em fungdo da presenca
de etileno no ambiente de armazenamento. Essas perdas referem-se especialmente a
ocorréncia de disturbios fisiologicos e podridées (WATKINS, 2010).

Li e Xiao (2008) afirmaram que o armazenamento em atmosfera controlada é uma
das principais estratégias para reduzir a contaminacao por patulina e aumentar a vida Gtil de
magds. Segundo estudos de Morales et al. (2007) ndo foi encontrada diferenga na produgao
de patulina em relagdo a fatores como: condigcbes de AC, tempo de armazenamento,
fungicida e maturacdo. Os autores concluiram que o fator mais importante & o tempo de
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exposicao dos frutos em temperatura ambiente. Outro estudo evidenciou uma relacéo
proporcional entre o tempo de armazenamento das macgas antes do processamento e a
concentracdo de patulina nos sucos, particularmente em armazenamento em atmosfera
controlada (BAERT et al., 2012).

Técnicas complementares a AC estdo sendo bastante estudadas nos ultimos anos,
tais como atmosfera controlada dinamica (ACD) envolvendo quociente respiratorio (QR)
e fluorescéncia de clorofila (FC) (DELONG et al., 2007; BOTH et al., 2014; ANESE et al.,
2020). Entretanto, sdo recentes os estudos que relacionam essas novas estratégias de
armazenamento com a presenca de patulina em macas, além da relagdo com a presenca ou
nao do inibidor de etileno 1-metilciclopropeno (1-MCP) (SANTOS et al., 2018). Os resultados
publicados por esses autores evidenciaram que nenhuma das técnicas de armazenamento
estudada (AC, ACD-QR e ACD-FC) foi capaz de evitar a presenga desta micotoxina, tanto
em magcas ‘Galaxy’ quanto em ‘Fuji kiku’. As condi¢cbes de armazenamento (AC, ACD-FC
e ACD-QR 1,3) de macas ‘Galaxy’ sem a aplicagcdo do 1-MCP se mostraram mais eficazes
em reduzir as concentragbes da micotoxina, pois os frutos apresentaram patulina em
concentragdes inferiores ao LMT de 50 pyg kg''. Entretanto, os dados encontrados nas
condi¢des de armazenamento com a aplicagdo do 1-MCP, mostraram que a aplicagdo do
1-MCP aumentou consideravelmente a producéo de patulina, em que todos os valores de
contaminagéo encontrados foram acima do LMT.

Santos et al. (2018) ainda reportaram que os valores encontrados na contaminacao
de patulina foram abaixo do LMT para magés ‘Fuiji kiku’. Neste estudo, néo foi detectada a
presenca de patulina nas macgéas sadias, tanto ‘Galaxy’ quanto ‘Fuji Kiku’. Isto mostra que
magcéas com podridao contaminadas com patulina, armazenadas nas mesmas camaras, nao
contaminaram as macas sadias de um mesmo tratamento. Ou seja, todas as diferentes
formas de armazenamento a atmosfera controlada foram eficientes em prevenir a

contaminagao de patulina em magas sadias.

61 CONCLUSAO

A cultura da magé é suscetivel a véarias doengas fungicas, onde algumas delas
iniciam no pomar, porém muitas aumentam na poés-colheita, principalmente durante
o0 armazenamento a frio sendo nesse periodo que a presenca de espécies toxigénicas
representam um alto risco devido a produg¢édo de micotoxinas nas frutas e nos subprodutos
processados. Com isso, o controle da contaminagdo por patulina ainda representa
um desafio para a indUstria da macd, uma vez que algumas técnicas comuns de
processamento tem a capacidade de reduzir a concentrag@o desta micotoxina, estas ndo
sédo suficientes para garantir a seguranca alimentar, uma vez que esses compostos toxicos
séo frequentemente detectados em alimentos a base de maca. Nesse sentido, as criancas

correm mais risco de exposicao a patulina, pois o0 consumo de produtos de macéa é maior
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nesta classe em comparacédo aos adultos. Portanto, € necessario investir em praticas de
controle que impecam a doenga flingica no armazenamento pos colheita, e além disso,
estudos envolvendo o monitoramento da patulina em macas e seus subprodutos devem
ser continuos pois é um assunto de extrema importancia para a saude publica, visando a
obtencéo de produtos de qualidade.
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RESUMO: Trata-se de uma pesquisa de mercado
que teve como objetivo analisar a aceitabilidade
de uma embalagem de alimentos feita a partir
de residuos agroindustriais. Através de um
questionario online foram feitas perguntas acerca
da embalagem, no qual os resultados obtidos
foram aceitaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Residuo Agroindustrial,
Meio Ambiente, Inovagéo.

MARKET RESEARCH: FOOD PACKAGING
MADE FROM BANANA FLOWER AND
COCONUT FIBER, COATED WITH BEE
WAX AND ESSENTIAL ESSENTIAL OIL
FROM ORGANIC
ABSTRACT: This is a market survey that aimed
to analyze the acceptability of food packaging
made from agro-industrial waste. Through an
online questionnaire, questions were asked about
the packaging, in which the results obtained were

acceptable.
KEYWORDS: Agroindustrial waste, Environment,
Innovation.

11 INTRODUGAO

Com a modernizacao do setor alimenticio,
em reflexo da era p6s-moderna, as embalagens
ganharam fungbes que vao além de conter,
proteger e viabilizar o transporte dos produtos,
elas se tornaram ponto chave no papel de
atrair o consumidor, assumindo caracteristicas
inovadoras, pratica e de
ambiental (COLLARO, 2015).

responsabilidade
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Em virtude disso o vigente trabalho teve como objetivo estudar a aceitacdo de uma
proposta de embalagem ativa e ecoldgica fabricada com fibra de coco, flor de bananeira,
utilizando cera de abelha como impermeabilizante, 6leos essenciais de alecrim e

Orégano para acondicionar torradas. O trabalho se justifica com o propésito de
agregar valor a uma biomassa pouco utilizada para fins industriais utilizando materiais
e aditivos naturais que proporcionam a sua impermeabilidade, acdo antifungica e
aromatizacao do produto nela contido (SANTOS, 2014).

21 MATERIAL E METODOS

Utilizou-se a plataforma Google “Forms” para o desenvolvimento do questionario e
aplicagado da pesquisa de mercado. O publico-alvo da pesquisa foram pessoas com idades
que variam de 18 a 70 anos.

Questdes iniciais foram elaboradas com o objetivo de possibilitar o conhecimento
do perfil de consumo dos entrevistados. Em seguida, foram feitas perguntas especificas,
utilizando recursos de imagens e textos para ilustrar termos técnicos a fim de tornar a
coleta de dados mais uniforme, dando assim, credibilidade as respostas obtidas.

As perguntas utilizadas foram: “Qual caracteristica da embalagem do produto chama
mais a sua atencao?”, “Vocé encontra facilmente no mercado embalagens ecoldgicas na
area alimenticia?”, “Vocé pagaria mais caro em um produto s6 por sua embalagem ser
diferenciada?” e “Vocé compraria uma torrada acondicionada em uma embalagem feita a

partir de residuos agroindustriais?”.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com base nos dados obtidos no questionario online, a faixa etaria em que se
encontra o publico participante esté entre os jovens, onde estes possuem maior peso no
mercado consumidor em virtude de 87,9 % dos entrevistados possuirem entre 18 a 28 anos
de idade. Outra informacéo importante levantada sobre o publico é o sexo, uma vez que
existem diferengas no comportamento dos consumidores se mulheres ou homens.

Na presente pesquisa, 67,2 % dos entrevistados eram do sexo feminino. Segundo
Aquino e Philippi (2002), a praticidade, rapidez e durabilidade, contribui para a aceitacéo
do produto nos habitos alimentares da familia. Para Gouveia (2006), entre as mulheres
destaca-se uma maior preocupag¢do com a leitura de rétulos, atragéo pela embalagem,

dentre outros, diferente dos homens que néo se preocupam com o que estdo consumindo.

3.1 Perfil das respostas sobre embalagem

Na questéo a respeito de qual caracteristica presente na embalagem chama mais a
atencé@o do consumidor, 44 % dos entrevistados afirmaram que a informagéao sobre o pro-
duto € o fator mais importante presente na embalagem (Figura 1). Segundo Abre (2018),
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uma das fun¢des mais importantes da embalagem é informar o consumidor por meio de
textos e desenhos apresentados em seu rotulo.

Qual caracteristica da embalagem do produto chama mais a sua atengdo?
116 respostas

® Cores

@ Desenhos

@ Informagies sobre o produto
@ Formato

Figura 1: Resposta dos entrevistados sobre a caracteristica que mais chama a atengéo do
consumidor no momento da compra.

Fonte: Autores.

Quando questionados sobre a facilidade de se encontrar embalagens ecoldgicas no
setor alimenticio, 88,8% dos entrevistados responderam negativamente a esta pergunta,
conforme dados apresentados na (Figura 2). Sabe-se da importancia deste tema e desta
conscientizacdo da populacdo pela procura desse tipo de material, uma vez que as
embalagens plasticas possuem grande potencial de geracao de lixo e poluicdo ambiental
(BRASIL, 2018; SACHS, 2005).

Vocé encontra facilmente no mercado embalagens
ecologicas no setor de alimentos?

116 respostas

® Sim
@® Nio

Figura 2: Resposta dos entrevistados sobre facilidade em encontrar embalagens ecologicas em
alimentos.

Fonte: Autores.
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Quando questionados acerca da intencéo de investimento em um produto cujo valor
fosse acrescido devido ao uso de embalagens diferenciadas, mais da metade (54 %) dos
entrevistados responderam que talvez comprariam (Figura 3).

Vocé pagaria mais caro em um produto so por sua embalagem ser

diferenciada?
116 respostas

® Sim
@ NEo
@ Talvez

Figura 3: Resposta dos entrevistados sobre a inten¢cdo de compra de embalagens
diferenciadas.

Fonte: Autores.

Por fim, foi levantado junto aos entrevistados a seguinte questao: “Vocé compraria
uma torrada acondicionada em uma embalagem feita a partir de residuos agroindustriais 7",
foram obtidos mais de 50% dos votos favoraveis a tematica principal do projeto (Figura 4).

Vocé compraria uma torrada acondicionada em uma embalagem feita a

partir de residuos agroindustriais?
116 respostas

@ Sim
@ Nio
@ Talvez

Figura 4: Resposta dos entrevistados sobre a intencao de compra de uma torrada
acondicionada em uma embalagem oriunda de residuos agroindustriais.

Fonte: Autores.
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41 CONCLUSAO

Percebeu-se que o produto pautado recebeu um alto grau de aceitagdo dentro
da populagéo participante da pesquisa, o que torna favoravel o desenvolvimento de um
projeto neste sentido, a fim de diminuir os impactos ambientais gerados por polimeros
convencionais, dando um novo destino ao que outrora era visto como “lixo”. Além disso,
salientou uma zona de investimento para o setor que busca a reducéo do impacto ambiental

gerado pelo descarte de produtos de baixo interesse pelo mercado.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi realizar
a analise reolégica do azeite de bocaiuva e do
azeite de oliva tipo extra virgem, utilizando um
viscosimetro Brookfield, modelo DV-II+PRO,
utilizando um adaptador de pequenas amostras
e o spindle SC4-31 acoplado a um banho
termostatico. A geometria utilizada foi a de
cilindros concéntricos. As leituras de viscosidade
foram realizadas na faixa de temperatura entre
20 a 60°C com taxa de deformagdo mantida a
50 s'. Analisou-se também o comportamento da
viscosidade com variagdo da taxa de deformacéo
na faixa de 0 a 60 s, nas temperaturas de 25
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e 60°C. Também foi verificado a influéncia da
taxa de deformacéo (0 a 60 s') sobre a tenséo
de cisalhamento nas condi¢des de 25 e 60°C. O
efeito da temperatura na viscosidade, analisado
pela equacdo de Arrhenius. Os resultados
obtidos indicaram diminuicdo da viscosidade
com o aumento da temperatura. Os valores de
viscosidade obtidos para o azeite de bocaiuva
foram maiores em todas as temperaturas e taxas
de deformagdes analisadas, quando comparados
com o azeite de oliva extra virgem. Os valores
obtidos para a energia de ativagéo (Ea) foram
27,52 e 28,80 kd.mol' para o éleo da polpa de
bocaiuva e azeite de oliva, respectivamente.
A relacdo entre a tensdo de cisalhamento em
funcdo da taxa de deformagdo, apresentou
uma linearidade entre elas, caracterizando um
comportamento Newtoniano.
PALAVRAS-CHAVE: Viscosidade, Newtoniano,
energia de ativagao.

RHEOLOGICAL ANALYSIS OF BOCAIUVA
OIL (Acrocomia aculeata) AND OLIVE OIL
EXTRA VIRGIN

ABSTRACT: The objective of this study was to
rheological analysis of oil bocaiuva and olive oil
extra virgin, using a Brookfield viscometer, DV-II
+ PRO model, using a small sample adapter and
spindle coupled to SC4-31 a thermostatic bath.
The geometry used was the concentric cylinders.
Viscosity measurements were carried out in the
temperature range of 20 to 60°C with shear rate
maintained at 50 s'. It was also analyzed the
behavior of viscosity with varying the shear rate
in the range from 0 to 60 s-1, at temperatures of
25 to 60°C. Also there is the influence of shear
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rate (0 to 60 s™) on shear stress conditions at 25 to 60°C. And the effect of temperature on
viscosity, described by the Arrhenius equation. The results obtained indicated a decrease in
viscosity with increasing temperature. The viscosity values obtained for oil bocaiuva were
higher at all temperatures and shear rates analyzed compared to olive oil extra virgin. The
values obtained for the activation energy (Ea) were 27.52 and 28.80 kd.mol for oil bocaiuva
and olive oil, respectively. The relationship between the shear stress versus shear rate,
showed a linearity between them featuring a Newtonian behavior.

KEYWORDS: Viscosity, Newtonian, activation energy.

11 INTRODUCAO

Abocaiuva (Acrocomia aculeata (Jacq) Lodd) € uma palmeira que pertence a familia
Arecaceae. Estd amplamente distribuida em quase todo o Brasil, sendo abundante no Mato
Grosso do Sul e Mato Grosso e oeste do Estado de S&o Paulo. Comumente conhecida
como bocaiuva, macauba, coco-babao, bacalva, mocajuba, macaiba é encontrada nas
regides tropicais, sendo abundante no cerrado brasileiro (HIANE et al., 2006; LORENZI,
2006).

De acordo com Mariano (2014), os frutos da bocaiuva fornecem dois tipos de 6leos
economicamente importantes: o azeite (proveniente da polpa) e o 6leo da castanha.

O 6leo da castanha da bocaiuva é composto principalmente por acidos graxos
saturados (aproximadamente 71%), em especial o acido laurico, que confere ao 6leo
maior ponto de fusdo e maior estabilidade. O segundo &cido graxo predominante no éleo
da castanha da bocaiuva é o &cido oléico (monoinsaturado). Quando cuidadosamente
extraido, o 6leo da castanha pode apresentar qualidades e caracteristicas de acidez e
transparéncia semelhantes a dos 6leos refinados industrialmente (LORENZI, 2006). Ja a
polpa da bocaiuva é composta em sua maior parte por acidos graxos insaturados, sendo
0 acido oléico o de maior incidéncia, correspondendo a cerca de 53% do total de acidos
graxos (MARIANO, 2014).

Os métodos usuais de extracdo de 6leos vegetais podem ocorrer por prensagem
mecénica ou com uso de solventes. Métodos mais avancados empregam o uso de fluidos
supercriticos e enzimas.

Como a utilizagdo do 6leo da bocaiuva vem sendo relatada nas areas medicinal,
alimenticio, cosméticos, entre outros (NUCCI, 2007; AMARAL, 2007), seria importante a
obtencgéo de informagdes a respeito do comportamento reoldgico.

Segundo Barros (2008), na area alimentar, a reologia caracteriza como sendo o
estudo da deformacgéo da matéria prima, dos produtos intermediarios e dos produtos finais
na industria de alimentos.

O comportamento reologico de Odleos vegetais e de seus derivados analisa
importantes propriedades como a viscosidade, que corresponde a resisténcia de um liquido
ao fluxo induzido por uma tensdo aplicada (MOTHE, 2009). O conhecimento e controle
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das propriedades reol6gicas na formulagdo de produtos industrializados fornecem dados
auxiliares que podem ser utilizados nos processos de estocagem e aplicagéo de grande
variedade de 0leos vegetais e seus derivados, como por exemplo, para fins alimenticios,
lubrificantes, carburantes, entre outros. Além do comportamento durante o transporte,
a analise reolbgica fornece dados de viscosidade em condigbes especificas de analise
(MELO, 2010).

Poucos trabalhos foram encontrados referente aos 6leos vegetais provenientes do
bioma cerrado. Alguns estudos sobre o éleo extraidos da polpa e da améndoa da bocaiuva,
do buriti e do pequi. Alguns avaliaram os métodos de extracdo (ALVES et al., 2012;
NUNES, 2013); outros autores avaliaram as propriedades fisicas e quimicas (ZANATTA,
2015; AQUINO et al., 2012; RIBEIRO, 2010; AMARAL, 2007). Também foram encontrados
estudos sobre microencapsulagdo de 6leos (LESCANO, 2013) e aplicagbes em cosméticos
(PIANOVSKI, 2008).

As informacdes sobre o comportamento reoldgico na literatura a respeito de 6leos
vegetais provenientes de frutos do cerrado foram muito escassas. Mariano (2014) estudou
métodos de fracionamento de gorduras soélidas, a partir de 6leo de pequi e da macauba.
Também analisou 0 comportamento reoldgico de ambas as amostras utilizando um reémetro
oscilatorio da marca Thermo Scientific.

Desse modo, o objetivo principal foi caracterizar o comportamento reologico do
azeite extraido da polpa de bocaiuva e comparar com o azeite de oliva tipo extra virgem,

submetidos a diferentes temperaturas e taxas de deformagéo.

21 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

O azeite de bocaiuva prensada a frio sem nenhum tratamento adicional, foi fornecido
pelo grupo GEPPAC (Grupo de Estudos em Produtos e Processados Agroindustriais do
Cerrado) - UFGD. E o azeite de oliva tipo extra virgem (marca importada de Portugal) foi
adquirido no comércio local da cidade de Dourados — Mato Grosso do Sul. As analises
foram realizadas nas dependéncias dos laboratérios da Universidade Federal da Grande
Dourados/MS.

2.2 Preparo das amostras

A amostra do azeite de bocaiuva foi mantida sob refrigeracéo (~7°C) em um vidro
ambar. Devido ao estado fisico solido apresentado sob temperatura de refrigeragdo, uma
quantidade de amostra suficiente era mantida sob temperatura ambiente momentos antes
das analises até que retornasse ao estado liquido. E a amostra comercial de azeite de oliva
extra virgem, em torno de 10 mL, foi mantida a temperatura ambiente, em um local arejado.
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2.3 Métodos

2.3.1 Medidas de Viscosidade

As leituras para determinacdo das medidas reoldgicas foram realizadas em um
viscosimetro digital Brooklfield, modelo DV-11+ PRO, utilizando o dispositivo de pequenas
amostras 13RP, camara de amostras SC -*R e do spindle SC4-31 selecionado apds testes
preliminares acoplado a um banho termostatizado com circulagao forcada de agua, modelo
TC-550 da marca Brookfield.

Inicialmente, as medidas de viscosidade foram obtidas em temperaturas entre 20
a 60°C, e taxa de deformacéo fixa de 50 s para ambas as amostras. Na segunda etapa
foram realizadas medidas utilizando taxas de deformacao entre 0 a 60 s, nas condigbes
de 25 e 60°C. A taxa de deformacdo maxima foi escolhida em fung¢éo da recomendacéao
do fabricante em relagéo ao spindle SC4-31 que estabelece valores entre 0 a 68 s Foram
obtidos dados de leitura, na ordem crescente de taxa de deformacao e retornando na ordem
decrescente para analisar o tipo do comportamento de escoamento.

As leituras foram realizadas em triplicata, sendo utilizada uma nova amostra para
cada repeticdo. Para permitir o equilibrio de temperatura, as amostras foram deixadas
em repouso durante 10 minutos na camara de amostras SC -*R, antes do inicio de cada
experimento.

A partir dos resultados obtidos foram analisados graficamente o comportamento
da viscosidade das amostras com a variagdo de temperatura entre 20 a 60°C a 50 s
e o comportamento da viscosidade com a variagao da taxa de deformacédo submetida a
temperaturas de 25 e 60°C.

2.3.2 Efeito da temperatura

A influéncia da temperatura sobre a viscosidade aparente foi analisada utilizando-
se a Equacdo de Arrhenius (Equagéo 1). As temperaturas em graus Celsius (°C) foram
convertidas para Kelvin (K) e em seguida calculados o inverso da temperatura (K). O
logaritmo natural da viscosidade aparente (mPa.s) em func¢do do inverso da temperatura
(K") foram plotados em um grafico através do programa Microsoft Office Excel (2010). E a
partir da regresséo linear foram obtidos os valores de Energia de ativacéo (Ea).

N = nNg exp [—%] (1)

onde:

n - Viscosidade aparente (mPa s);
n, - Constante (mPa s);

Ea - Energia de ativacéao (kJ/g mol);
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R - Constante universal dos gases (kJ/ mol K);

T — Temperatura (K).

2.3.3 Andlise Estatistica

Os resultados do teste de aceitagcdo foram avaliados mediante analise de variancia

(ANOVA) e teste de comparacao de médias (Tukey 5% de significancia), utilizando-se o
software STATISTICA® 8.0.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 representa o comportamento da viscosidade de ambas as amostras em

funcé@o da temperatura analisados em um intervalo entre 20 a 60°C, submetidos a taxa de

deformacéo de 50 s™'.
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Figura 1. Viscosidade do 6leo azeite de bocaiuva e do azeite de oliva tipo extra virgem (20 a

60°C, 50s™).

A Figura 1 indica que os valores da viscosidade do azeite de bocaiuva foram

superiores em comparagao com o azeite de oliva, independente da temperatura submetida.

Essa diferenca pode ser atribuida aos valores de acidos graxos saturados superiores

encontrados na literatura para o azeite de bocaiuva quando comparado ao azeite de oliva

extra virgem.
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Mariano (2014) estudou o fracionamento do o6leo de bocaiuva e de pequi,
apresentando a composi¢do percentual de acidos graxos para os 6leos integros e suas
fracBes. A porcentagem de acidos graxos saturados encontrada para o azeite de bocaiuva
foi de 26,17% e a de insaturados, 73,84%. Custédio (2009) analisou amostras comerciais
de azeite extra virgem provenientes de varias regides de Portugal e encontrou valores
entre 13,43 a 15,89% de &cidos graxos saturados. Dessa forma, verifica-se que o teor de
acidos graxos presentes no azeite de bocaiuva € maior em relagdo ao azeite extra virgem
comercial.

A partir dos dados obtidos pode se observar um declinio nos valores da viscosidade
para uma taxa de deformacéo fixa de 50 s™' a medida que ocorre o aumento da temperatura,
fato que foi observado também por Freitas et al. (1998) para o 6leo de palma bruto.

Segundo Kahn et al.,, (1990) e Forster e Ferrier (1979), a viscosidade de éleos
vegetais comestiveis diminui a medida que a temperatura do meio aumenta, isso ocorre
devido a um movimento térmico maior entre as moléculas, reduzindo assim a viscosidade.

De acordo com Hassan e Hobani (1998), o aumento da temperatura e,
consequentemente, a energia térmica conduz ao aumento das distancias moleculares
devido a uma reducgéo das forgcas moleculares. Além disso, com o0 aumento da temperatura,
a tensdo de cisalhamento é maior, fazendo com que um rearranjo das particulas em
direcOes paralelas e a sua quebra em particulas menores. Essas particulas podem fluir
mais facilmente, devido a diminui¢cdo das intera¢des de particula-particula, resultando na
diminuicéo da viscosidade.

Haminiuk et al. (2006) cita que isso ocorre devido a associacdo de forca de
cisalhamento com a temperatura, provocando a reorganizacdo das particulas em uma
direcdo paralela a for¢ca de cisalhamento, além disso, pode ocorrer a quebra das particulas
em particulas menores, resultando em uma maior fluidez, ocasionando assim a diminuicéo
da viscosidade aparente.

A Figura 2 apresenta os valores de viscosidade submetidos a uma temperatura de
25°C, com taxas de deformagéo entre 10 a 60 s™.
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Figura 2. Viscosidade em funcéo da taxa de deformacgéo (10 a 60 s') para o azeite de oliva
extra virgem e o azeite de bocaiuva a 25°C.

A Figura 2 representa a influéncia da taxa de deformagdo na viscosidade das
amostras a uma temperatura fixa de 25°C. Pode-se observar que para o azeite de bocauva,
como nao houve influéncia significativa da taxa de deformacgéo na viscosidade a partir de 10
s, apresentando o comportamento de um fluido Newtoniano. J& a viscosidade do azeite de
oliva diminuiu entre as faixas de 0 a 25 s™'. E a partir de 30 s™!, como os valores obtidos para
a viscosidade foram constantes, ndo houve alteracdo da viscosidade, o comportamento
tem caracteristica de um fluido Newtoniano.

Comportamento semelhante foi observado no estudo de Brock et al.,(2008), onde foi
analisado a viscosidade em fungéo da taxa de cisalhamento para o 6leo de milho a 20 °C.
Os autores observaram uma variagao significativa nos valores de viscosidade para taxas de
deformacéo inferiores a 5 s e concluiram que o 6leo de milho apresentou comportamento
ndo Newtoniano para esta faixa analisada ( < 5 s'). E observaram também que a partir
de 5 s, como nao houve alteragédo da viscosidade, concluiram que o comportamento foi
Newtoniano.

Mariano (2014), obteve medidas de viscosidade do azeite de bocaiuva e pequi a
20°C, com uma geometria tipo placa-placa utilizando um reémetro oscilatério da marca
Thermo Scientific. As viscosidades encontradas para o 6leo da polpa de bocaiuva e de
pequi foram 137,91 e 95,14 mPa.s, respectivamente. Enquanto o experimento realizado por
Melo (2010) foram encontrados (46,33 e 56,05 mPa.s, respectivamente) para os mesmos
6leos, submetidos a uma temperatura de 25°C e taxa de deformacédo entre 0 a 70 s,
que foram valores proximos aos resultados obtidos neste trabalho. Melo (2010) efetuou as
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medidas utilizando também o viscosimetro da marca Brookfield e o spindle SC4-31, como
no presente trabalho.

A Figura 3 apresenta os valores de viscosidade submetidos a uma temperatura de
60°C, com taxas de deformagéo entre 10 a 60 s™
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Figura 3. Viscosidade em funcéo da taxa de deformacgéo (10 a 60 s') para o azeite de oliva
extra virgem e o azeite de bocaiuva a 60°C.

A Figura 3 representa a influéncia da taxa de deformacdo na viscosidade das
amostras a uma temperatura fixa de 60°C. Observa-se que houve variacdo significativa
para os valores da viscosidade de ambas as amostras a taxas de deformacao até 40 s™,
indicando um comportamento ndo Newtoniano. A partir de valores superiores a 40 s, o
comportamento foi Newtoniano, ndo ocorrendo uma variagao significativa nos valores de
viscosidade obtidos.

As variacOes da viscosidade observadas na Figura 2 e 3 quando submetidas a
condicbes determinadas de taxas de deformacéo e respectivas temperaturas merecem
uma analise posterior.

As Figuras 4 e 5 a seguir, mostram a relacdo entre a tensé@o de cisalhamento em
funcé@o da taxa de deformacédo, a uma temperatura fixa de 25°C e 60°C para ambas as
amostras. Pode-se observar que essa relacao & diretamente proporcional, pelo fato de
que quanto maior a taxa de deformacdo, maior também sera a tensé@o de cisalhamento.
Segundo Fellows (2006) quando ha uma linearidade entre a tensdo de cisalhamento e a
taxa de deformacao partindo-se da origem do grafico, o fluido é considerado newtoniano.
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O mesmo comportamento foi encontrado nos estudos encontrados na literatura para
alguns 6leos vegetais (CONCEICAO et al., 2005; COSTA, 2015; TEIXEIRA, 2013).
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Figura 4.Tensdo de cisalhamento em fungéo da taxa de deformacgéo para o 6leo da polpa de
bocaiuva e para o azeite de oliva tipo extra virgem a 25°C.
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Figura 5. Tenséo de cisalhamento em funcdo da taxa de deformacéo para o 6leo da polpa de
bocaiuva e para o azeite de oliva tipo extra virgem a 60°C.
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A partir da andlise das Figuras 4 e 5, observa-se 0 mesmo comportamento para
ambas amostras, submetidos a 25 ou 60°C, ou seja, ocorre uma linearidade entre
a tensdo de cisalhamento e a taxa de deformagéo, partindo dos valores da origem do
gréfico, concluindo que ambas as amostras apresentaram comportamento Newtoniano nas
condicbes estudadas.

Verificou-se que na condi¢cdo de menor temperatura (25°C), quanto maior for a taxa
de deformacgéo aplicada, maior sera a tensé@o de cisalhamento requerida para o 6leo da
polpa de bocaiuva em relagéo ao azeite de oliva extra virgem. O mesmo comportamento
ocorreu na condicdo de maior temperatura (60°C), porém os maiores valores de tenséao
foram obtidos a 25°C. Pode-se concluir que os resultados estdo coerentes, pois os valores
da viscosidade obtidos para o 6leo da polpa de bocaiuva foram superiores em ambas
as temperaturas analisadas, quando comparados com o azeite de oliva extra virgem.
Observa-se na Figura 4, que foi requerida uma maior tensdo de cisalhamento (40 N.m? )
para que houvesse a deformagé@o da amostra (por exemplo & 60 s'), enquanto na Figura 5
foi necessaria uma tenséo de cisalhamento de 12 N.m? para que a amostra se deformasse

na mesma taxa analisada (60s™).

Viscosidade (mPa.s)

T(°C) Azeite de Bocaiuva Azeite de oliva extra virgem
20 80,56a 63,14b
25 72 41a 52,97b
30 60,64a 44 21b
35 50,38a 36,40b
40 38,55a 30,27b
45 34 06a 26,16b
50 28,76a 22 41b
55 24 54a 19,11b
60 2148a 17,55b

Valores médios das analises feitas em triplicata. Médias seguidas pela mesma letra (a - b), na
mesma coluna e para os dois 6leos (Azeite de bocaiuva e azeite de oliva extra virgem) néo
diferem significativamente pelo teste de Tukey(p<0,05).

Tabela 1. Viscosidade do azeite de bocaiuva e azeite de oliva extra virgem (20 a 60°C, 50s™).
Os resultados do ajuste da equacgéo de Arrhenius aos dados de viscosidade sédo

apresentados pela Figura 6 e a Tabela 2 mostra os valores estimados de energia de
ativacéo (Ea) para ambas as amostras.
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Energia de ativacéo (kJ.mol") Coeficiente de correlacéo (R?)

Azeite de Bocaiuva 27,52 0,9949
Azeite de Oliva 28,80 0,9992
Azeite de Bocaiuva *E ok

(Literatura)

Azeite de Oliva (Literatura) 27,78 0,9983M

(1) CANCIAM, 2010. **- Nao foram encontrados na literatura dados correlacionados nas
condicOes de analise.

Tabela 2. Energia de ativagéo (E,) e coeficiente de correlagéo (R?) do azeite de bocaiuva e
azeite de oliva extra virgem.

No bioma do cerrado frutos como pequi, apresentam valores proximos ao
encontrados no presente trabalho, no experimento de Justi (2012) obteve uma energia de
ativagéo de 20,3 kJ.mol".

Valores da energia de ativagéo (Ea) e do paradmetro coeficiente de correlagdo para
0s azeites de bocaiuva foi pesquisado na literatura para comparacao, entretanto néao foi
encontrado.
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Figura 6. Efeito da temperatura sobre a viscosidade aparente do 6leo da polpa de bocaiuva e
do azeite de oliva extra virgem (50 s).

Investigacao Cientifica no Campo da Engenharia e da Tecnologia de Alimentos 3 Capitulo 22 m



Analisando a Figura 6, observa-se que a equacéo de Arrhenius se ajustou bem
aos dados de viscosidade obtidos experimentalmente sob as diferentes temperaturas
analisadas.

A energia de ativagé@o (E,) encontrada para o azeite de bocaiuva e para o azeite
de oliva foi de 27,52 kd.mol" e 28,80 kJ.mol' respectivamente, obtendo um coeficiente
de determinacéo (R?) de 0,9992 para o azeite de oliva e 0,9949 para o 6leo da polpa de
bocaiuva.

Analisando a Figura 6, verifica-se que o azeite de oliva tipo extra virgem apresenta a
maior energia de ativacéo, enquanto que o azeite de bocaiuva apresenta a menor energia
de ativacéo.

Os valores da energia de ativacéo indicam o grau de sensibilidade da viscosidade
frente a alteragdes de temperatura. Assim, quanto maior for a energia de ativagdo, menor
serd a sensibilidade da viscosidade em relacdo a temperatura. Portanto, analisando
os valores obtidos para a energia de ativag@o, o azeite de bocaiuva apresentou maior
sensibilidade da viscosidade em relacdo a mudanca de temperatura, comparado ao azeite
de oliva e coerente com os resultados obtidos anteriormente. De acordo com Haminiuk et
al., (2006), a medida que a temperatura aumenta, o liquido flui mais facilmente devido a
maior energia de ativacdo em altas temperaturas.

41 CONCLUSAO

Pode se concluir, 0 azeite de oliva extra virgem apresentou valores de viscosidade
inferiores em relagcdo ao do azeite de bocaiuva nas temperaturas entre 20 a 60°C.

A energia de ativagé@o (E,) encontrada para o azeite de bocaiuva e para o azeite
de oliva foi de 27,52kJ.mol"' e 28,80kJ.mol" respectivamente, indicando que o azeite
de oliva apresentou uma menor sensibilidade da viscosidade em relacdo a mudancga de
temperatura, comparado ao azeite de bocaiuva.

Foi possivel caracterizar o comportamento como newtoniano para ambos os 6leos,
nas condi¢bes estudadas, devido a linearidade apresentada entre a tenséo de cisalhamento
e a taxa de deformacgéo.
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RESUMO: A salmonelose e campilobacteriose
s&o zoonoses globais, podendo estas infecgbes
assemelhar-se entre si. Asalmonelose é azoonose
com maior proliferagdo mundial, podendo resultar
em bacteremia, quadros diarreicos, infec¢cdes no
sistema nervoso central e em outros sitios, como
no baco e trato genital, sendo estas complica¢des
relacionadas majoritariamente aos pacientes
imunocomprometidos. As campilobacterioses
sé@o geralmente autolimitantes, podendo causar
febre, dores abdominais, mialgia, dentre outros
sintomas. Em pacientes imunodeprimidos,
entretanto, a C. jejuni pode causar: colite
aguda, hepatite, Sindrome de Guillain Barré
(GBS) e outras patologias, sendo que esta
sindrome apresenta como causa mais comum o
Campylobacter spp. Em pacientes portadores de
HIV, pode causar bacteremia, artrite, peritonite e
aborto, por exemplo. Pode haver, porém, casos
assintomaticos, assim como a salmonelose,
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sendo assim mais dificiimente notificadas,
sendo extremamente importantes para a saude
publica. Finalmente, infecgdo por Campylobacter
spp., bem como por Salmonella spp., € uma
zoonose de distribuicdo mundial, contudo,
por conta do baixo indice de notificagdes de
campilobacteriose no Brasil, devido a ocorréncia
de casos assintomaticos, ha uma dificuldade na
aplicacao de politicas para agregar medidas de
controle deste género bacteriano, ndo havendo
fiscalizacdo para Campylobacter spp., de
maneira que seria altamente relevante haver uma
maior ateng@o a esses microrganismos, devido
ao potencial de provocar diversos problemas a
saude, sobretudo a dos imunossuprimidos.

PALAVRAS-CHAVE: Campilobacteriose,
Salmonelose, Zoonose, Fiscalizagao, Legislacao.

HUMAN HEALTH: IS CORRECT HAVE
INSPECTION FOR Salmonella spp. WHILE
THERE IS NOT FOR Campylobacter spp.?

ABSTRACT: Salmonellosis and
campylobacteriosis are global zoonoses,
these infections can resemble each other. The
salmonelllosis is the most proliferated zoonosis
worldwide, may resulting in bacteremia, diarrheal
condictions, infections in central nervous
system and other sites, such as spleen and
genital tract, being these complications mostly
associated to immunosuppressed patients. The
campylobacteriosis is usually self-limiting, may
cause fever, abdominal pain, myalgia, among
others symptoms. However, in imunodepressed
patients, C. jejuni can cause: acute colitis, Guillain
Barré Syndrome (GBS) and other pathologies,
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having the Camapylobacter spp as the most common cause to the last disease presented.
In patients with HIV, it may cause bacteremia, arthritis, peritonitis and abortion for example.
Although, may there be asymptomatic cases, as salmonellosis, therefore, presenting
more difficult to be reported, being extremely important for public health. Finally, infection
by Campylobacter spp., as well as Salmonella spp., is a worldwide zoonosis distribution,
however, due to the low rate of campylobacteriosis in Brazil, as a result of the occurrences
of asymptomatic cases, there is a difficulty in the application of policies to aggregate control
measures of this bacterial genus, with no inspection for Campylobacter spp., so it would be
highly relevant to pay more attention to these microorganisms, due to the potential to cause
several health problems, especially for the immunosuppressed.

KEYWORDS: Campilobacteriois, Salmonelosis, Zoonosis, Inspection, Legislation.

11 INTRODUGAO

A Salmonella é um género bacteriano, sendo uma das quatro principais causas
de doencgas diarreicas e o de maior relevancia da familia Enterobacteriaceae. Mesmo
a Salmonella sp. causando em sua maioria, quadros leves, pode mesmo desenvolver
doencgas que resultam na morte dos infectados. Sua infeccdo pode causar salmonelose
nao tifoide, que é a mais comum e a febre tifoide, que é causada pela Salmonella entérica,
sorotipo Typhi, que € uma infec¢do aguda de distribuicdo mundial, gerando sintomas como
febre alta, bradicardia relativa, falta de apetite, dor abdominal, obstipacdo intestinal e
esplenomegalia. (WHO, 2018; MINISTERIO DA SAUDE, 2011; MINISTERIO DA SAUDE,
2008).

As bactérias do género Salmonella sédo bacilos que ndo esporulam, gram-negativos
geralmente moveis, ja que a maioria das espécies possuem flagelos peritriquios. Tém a
capacidade de formar acido e fermentam diversos carboidratos, como maltose, manitol,
manose, ramnose, xilose e arabinose, sendo que a maioria das espécies de importancia
clinica ndo sdo fermentadores de lactose, apesar de ser possivel a obtengcédo desta
propriedade através de transferéncia plasmidial. Possuem como temperatura 6tima para
crescimento cerca de 37°C, podendo sua temperatura para crescimento variar de 5 a 45°C
e pH por volta de 4 a 9, com pH ideal de 7 (MINISTERIO DA SAUDE, 2011; MOURA et al.,
2007). Além dessas caracteristicas, sdo bactérias catalase positiva, oxidase negativa, indol,
Vermelho de Metila (VM), melonato, Voges Proskauer (VP), uréia negativa e produtoras de
gas sulfidrico por acao da enzima cisteina desulfidrase que reduz o enxofre. Ademais, séo
aptas a realizar descarboxilagéo de ornitina e lisina, reduzir nitrato a nitrito e algumas ainda
utilizam o citrato como fonte Unica de carbono, variando de acordo com o sorovar e/ou
subespécie (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

As bactérias pertencentes ao género Campylobacter séo agentes de enterocolites
humanas, sendo a maioria das camplobacterioses causadas pelas espécies C. jejuni e
C. coli. O género bacteriano é formado bacilos espiralados gram-negativos e movem-
se por meio de um flagelo que pode corresponder ao dobro ou triplo do comprimento do
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espirilo. A morfologia, porém, pode variar segundo o tempo de cultivo, observando-se
bactérias similares a “asa de gaivota” e cocoide quando em culturas mais envelhecidas,
correspondendo a uma forma néo cultivavel, estas bactérias ndo esporulam. Sua obtencéo
de energia € quimiorganotrofico, por meio de componentes intermediarios do ciclo do acido
tricarboxilico e/ou aminoacidos. Apresentam caracteristicas metabolicas em comum, como
a microaerofilia e capnofilia, multiplicando-se com baixa taxa de oxigénio (sendo 5% a
concentragéo 6tima) e presenca de CO, (proximo de 10%) e majoritariamente redutoras de
nitrato e positivas para a enzima citocromo-oxidase. Por outro lado, existem particularidades
entre as espécies, sendo possivel a diferenciacdo de espécies semelhantes entre si, como
a C. colie C. lari, a partir de testes bioquimicos, ja que a C. lari ndo tem a capacidade de
hidrolisar indoxil acetato, porém cresce na presenca de acido nalidixico (cerca de 30 ug),
diferentemente da C. coli. Ademais, as espécies C. jejuni, C. lari e C. coli sdo designadas
como termoéfilas, uma vez que seu crescimento ocorre na faixa de temperatura variante
entre 30°C e 47°C, sendo a temperatura 6tima equivalente a 42° C (MINISTERIO DA
SAUDE, 2011).

Neste capitulo, serda abordada as formas de transmiss&o, quadro clinico e a
importancia da fiscalizagao/legislacao, tendo como base a relagéo entre a campilobacteriose
e a salmonelose nao tifoide.

21 FORMAS DE TRANSMISSAO

A Salmonella spp. podem ser transmitida por meio da ingestao de 4gua contaminada
pela bactéria, bem como mediante o consumo de alimentos contaminados, podendo ser os
alimentos de origem animal ou n&o. Infec¢é@o por Salmonella em humanos sao relacionadas
as espécies S. enterica e S. bongori (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Comumente, a transmissao do género Campylobacter ocorre através da ingestao
de agua contaminada, consumo de leite ndo pasteurizado e alimentos de origem animal
contaminados, além de ser também transmitido também pelo contato com fezes de animais
contaminados (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Cepas de Campylobacter presentes na carne de frango podem frequentemente ter
ligacdo com casos de campilobacteriose humana, além disso, tanto o manuseio quanto
a preparacgéo e consumo de frango e produtos derivados do mesmo contaminados s&o
tidos como a principal fonte de infecgbes humanas em paises desenvolvidos. A diversidade
genotipica entre as cepas, porém, demonstram que existem outras fontes além desta para
a infeccdo em humanos, podendo tanto aves como ndo aves de fazenda, contribuir para
esta doenca. Entretanto, a contaminagéo por meio da ingestdo de aguas superficiais, leite
cru e a criagcdo de aves em granjas representam também fatores de risco para a infeccéo
por C. jejuni em humanos (BRONOWSKI et al., 2014; GUNTER KLEIN, 2017; KAAKOUSH
et. al., 2015; STINGL et al., 2012).
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Em regides como a Escandinavia, sdo comuns surtos por veiculagéo hidrica, sendo
o Campylobacter representante de 29% dos surtos que possui a etiologia conhecida em um
periodo de 15 anos. Ademais nos ultimos anos, o leite ndo ou mal pasteurizado tém sido
alguns dos novos reservatorios para a ocorréncia de surtos desta bactéria, uma vez que o
crescente consumo dos mesmos resultou em um aumento de surtos de campilobacteriose
associada ao leite, sobretudo em paises desenvolvidos (GUZMAN-HERRADOR et al.,
2015, HAURI et al., 2013; GOULD et al., 2013).

31 QUADROS CLIiNICOS

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (WHO, do inglés World Health
Organization), cerca de 600 milhdes, ou seja, quase uma a cada dez pessoas adoecem
pela ingestédo de alimento contaminado, além disso, 0 nUmero de mortes causadas pela
infecgcéo por alimento contaminado esta préximo de 420 mil, tanto por agentes infecciosos,
como bactérias, virus, prions e parasitos, quanto por substancias quimicas. Destacando-
se, dentre outras bactérias, as do género Salmonella e Campylobacter, juntamente com a
Escherichia coli enterohemorragica, pelo fato de estarem entre os patégenos alimentares
mais comuns, afetando milhdes de pessoas por ano, podendo, por vezes, resultar em
casos graves ou mesmo fatais (WHO, 2020).

A salmonelose é uma infecgéo gastrointestinal, desenvolvendo febre baixa, vémitos,
dores abdominais e diarréias, raramente levando a morte dos infectados (geralmente por
ovos crus, aves e carne bovina contaminada). Levando aos sintomas de 12 a 36 horas
apds a infecgédo, podendo durar até 72 horas aproximadamente. Infeccdes pelo género
Salmonella sao comuns e em geral, ndo necessitam de tratamento com antibi6ticos, ja
que a mesma dura de dois a trés dias (SHINOHARA et al., 2008). Além disso, atualmente,
existe grande apreensdo devido ao aumento de sorotipos deste género resistentes ao
tratamento com antibiéticos que haviam obtido bons resultados clinicos, porém, tém
adquirido a multirresisténcia (D’AOUST, 1994). Apds a ingestao de alimento contaminado,
a Salmonella spp. atravessa a camada do epitélio intestinal e chegam a lamina proépria para
proliferar-se, onde a Salmonella enterica sorovar Typhi ndo € restrita a lamina, causando
a febre tifdide e as outras bactérias deste género causadoras de enterocolite, por outro
lado, permanecem limitadas a lamina, raramente causando infeccdo sistémica. Com a
fagocitose promovida por macréfagos e monécitos, ocorre a hiperatividade do sistema
reticuloendotelial, resultando na resposta inflamatéria. A diarréia aquosa € provocada pelo
aumento da secrecdo de 4gua e eletrdlitos, decorrentes do estimulo de adenilciclase, que
por sua vez, foram causadas pela liberagéo de prostaglandinas (SHINOHARA et al., 2008;
HAIMOVICH et al., 2006).

Em decorréncia da campilobacteriose, ocorre a colonizagdo da bactéria no ileo e
c6lon humano pelo Campylobacter jejuni, podendo afetar fungdes do trato gastrointestinal,

como a absorgéo e secrecdo. Este quadro evolui a campilobacteriose intestinal, que esta
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relacionada a dor abdominal, febre, mal estar e diarreias aquosas que podem regularmente
conter sangue, havendo eritema e hemorragia ha mucosa na qual a coldnia est4 instalada.
(WASSENAAR et al., 1999; POLY et al., 2008; GUNTER KLEIN, 2017).

Além das espécies de Campylobacterserem capazes de causar infecgdes associadas
a diversas condi¢cdes gastrointestinais, dentre elas doencas intestinais inflamatorias,
esOfago de Barret e o cancer colorretal, além de condi¢cdes que podem afetar outros 6rgéos,
ou mesmo, todo 0 organismo, como bacteremia, meningite, abcessos cerebrais, infeccbes
pulmonares e ainda, artrite reativa em alguns casos (KAAKOUSH et al., 2015).

Além disso, mesmo ap0s a recuperagdo, pode haver sequela em alguns pacientes,
tendo o Campylobacter a capacidade de danificar at¢é mesmo o sistema nervoso e
articulagcbes do paciente, podendo este apresentar patologias, dentre elas: Sindrome de
Guillain- Barré, Encefalite de Bickerstaff Sindrome de Miller- Fisher (sistema nervoso);
artrite reativa (articulacdes). Ainda, existe a suspeita/pressuposto que o desenvolvimento
de doencas inflamatorias intestinais, tais como a sindrome do intestino irritdvel, doenca
de Crohn e colite ulcerativa estdo relacionadas as infecgbes geradas pelo género
Campylobacter spp. (KEITHLIN et al., 2014).

41 EPIDEMIOLOGIA DAS INFECCOES

O género Campylobacter geralmente causa infeccbes de maneira esporadica e por
isso, dificilmente é investigado como fonte da doenca. Por outro lado, estudos tém revelado
um crescimento nos surtos de gastroenterite causados por tal bactéria, ao passo que ha um
decréscimo nos surtos infecciosos causados por outros agentes patogénicos, tais como a
Salmonella. (GORMLEY et al., 2011).

Alguns alimentos como, carne de frango e derivados foram identificados como fontes
de surto de campilobacterioses (SCOTT et al., 2015; FARMER et al., 2012).

No sul do Brasil, uma pesquisa realizou analises em amostras de frango, detectando
um total de 70% (35 de 50) das amostras com contaminagdo por Campylobacter
termotolerante (POZZA et al. 2020). J&4 em outro estudo, foi realizada andlise utilizando
Pulsed Field Gel Electrophoresis technique (PFGE), o estudo isolou 58% do Campilobacter
presente nas fezes de aves (DA SILVA et al.,, 2016). Estudo realizado no Par4, isolou
bactérias deste género de aproximadamente 97% de cloaca de aves (CHAVES et al., 2010),
ainda em outra pesquisa, em 17 de 20 aviarios estudados, correspondendo a 61 das 100
amostras (61%) das fezes de frango analisadas, foram isolados Campylobacter sp. Dentre
estes aviarios, seis foram positivos para Campylobacter em todas as amostras (DA SILVA
et al., 2014). Em uma fazenda no Rio Grande do Sul, foi encontrada contaminagéo de 81%
das aves (KUANA et al., 2008). Em Santa Catarina, entretanto, um estudo demonstrou que
apenas 6,2% da populacdo adulta poderia estar infectada durante o periodo da pesquisa,
apresentando casos assintomaticos de campilobacteriose (TOSIN; MACHADO, 1995).
A baixa ocorréncia da infeccdo pode ter ocorrido devido as condigbes que as amostras
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foram mantidas para analise, outra explicagdo para este caso poderia ser que em paises
em desenvolvimento, ocorre maior exposi¢cao de criangas ao Campylobacter, reduzindo o
risco de campilobacteriose quando adulto, por conta da produgéo de anticorpos especificos
contra ele (DA SILVA et al., 2016).

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention — CDC, a C. jejuni,
anualmente, alcanca cerca de 2,4 milhdes de casos, sendo considerada uma das causas
mais comuns de enterite bacteriana esporadica, acreditando-se, portanto, que nos Estados
Unidos as infec¢des causadas pela mesma sejam mais freqientes do que as por Shigella
e Salmonella juntas (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

Em 2006 na Alemanha, a incidéncia anual de casos de campilobacteriose foi de
63/100.000, proporcional a cerca de 52.000 casos (44% de todas as infeccoes intestinais
relatadas causadas por bactérias), havendo um aumento anual de aproximadamente
79/100.000, correspondendo cerca de 71.000 (71% das infecgfes intestinais bacterianas
notificadas) novos casos até 2014, na Alemanha, segundo relatério estatistico do Instituto
Robert Koch. Todavia, é razoavel hipotetizar que tanto na Alemanha, quanto em outros
paises, o numero real de casos de campilobacteriose é consideravelmente maior (STINGL
et al., 2012).

Ademais, foi observado um aumento sucessivo no numero de surtos de infecg¢édo por
Campylobacter (CRIM et al., 2015; TAM et al., 2012). Os niveis de incidéncia desta doenca
representam apenas parte da real soma de infectados, isso ocorre devido ao reduzido/
limitado nimero de notificacdes de tal infecgdo (GUNTER KLEIN, 2017).

Ainda, os casos diarreia resultantes da campilobacteriose foram considerados, por
estudos, significativamente subestimados, ja que o patdégeno foi o mais constantemente
detectado entre diversas bactérias causadoras de gastroenterites em criangas (PLATTS-
MILLS; KOSEK, 2014).

Além disso, nos Estados Unidos e Reino Unido, a frequéncia de casos estimados de
campilobacteriose sdo semelhantes a de salmonellose (MINISTERIO DA SAUDE, 2011).

51 CONSIDERACOES FINAIS

Evidenciou, que embora o indice de notificagbes para campilobacteriose nao
correspondam ao real nUmero de casos de infeccGes causados por Campylobacter sp., por
conta de altas quantidades de casos assintomaticos, os nUmeros ainda sdo alarmantes.

No Brasil, &€ notavel que a contaminagéo de alimentos, sobretudo, de aves, € uma
realidade muito relevante, apresentando altos indices de contaminacéo, por outro lado, ndo
existem muitos estudos focando na epidemiologia da infec¢cdo por Campylobacter em si,
no pais. Além disso, em decorréncia dos casos assintomaticos causados pela infeccéo, as
notificacdes para a campilobacteriose séo reduzidas.
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Esta infeccdo ainda toma propor¢gdes mundiais, tendo em vista que a frequéncia
de doencgas geradas pelo Campylobacter, nos Estados Unidos, é superior a freqiiéncia
somada dos casos por Shigella e Salmonella.

Além disso, a campilobacteriose pode apresentar sintomatologia, ou até mesmo
resultar em quadros clinicos graves em pacientes imunodeficientes, como bacteremia
e meningite, além de poder deixar sequelas nos individuos que anteriormente foram
infectados por Campylobacter sp., ou mesmo resultar na morte do infectado.

Levando em consideragdo os dados citados, demonstra-se necessidade de
fiscalizagdo mais criteriosa para Campylobacter spp., sendo, portanto, de extrema
importancia que este género bacteriano também componha a Legislagédo de Alimentos,
para que haja um melhor controle sobre microrganismos patogénicos em alimentos,
promovendo, assim, mais segurang¢a aos consumidores.
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RESUMO: O objetivo deste trabalho foi aplicar
o simulador Aspen Hysys 8.6 para descrever
0 processo de fracionamento do destilado
da desodorizagdo do 6leo de soja (DDOS)
em colunas em contracorrente em multiplos
estagios, utilizando CO, supercritico como
solvente, com condi¢des operacionais a 70°C, a
pressdes de 260 e 350 bar, e S/F de 3 e 32. A
composicéo do DDOS foi baseada em dados da
literatura consistindo do sistema complexo: acido
palmitico, acido oleico, acido linoleico, a-tocoferol,
esqualeno e estigmasterol. As propriedades
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termofisicas de cada um dos compostos foram
preditas empregando métodos de contribuicdo
de grupos. Foi utilizada a equagéo de Soave-
Redlich-Kwong para descrever as condicdes de
equilibrio de fases. O fluxograma do processo
consiste de uma coluna de multiestagios, que
representa o extrator supercritico, e quatro
tanques flash, para a separagdo do CO, dos
produtos de topo e fundo e para a separacgdo
da corrente de subprodutos. Foram utilizados
os seguintes dispositivos auxiliares: valvulas de
expanséo, trocadores de calor e compressores
relacionados ao reciclo do CO,. Os resultados
das simulagbes indicam a possiblidade de
obtencao de extratos com diferentes teores de
constituintes de produtos naturais de alto valor
agregado. Dentre os resultados destaca-se a
simulagdo com uma coluna com 10 estagios a
350 bar e S/F=3, com um produto de topo apo6s
a separagéo flash do CO, contendo o maior teor
de acido linoleico 78,39%, acompanhado de
9,8% de acido oleico, 2% de a-tocoferol, 3,4% de
esqualeno e com baixos teores de estigmasterol,
0,5%.

PALAVRAS-CHAVE: Soja, DDOS,
fracionamento, simulagéo, CO, supercritico

SIMULATION OF SOYBEAN
OIL REFINING BY-PRODUCT
FRACTIONATION

ABSTRACT: The purpose of this work was to
apply the simulator Aspen Hysys 8.6 to describe
the fractionation of soybean oil deodorizer
distillates (SODD) in multistage countercurrent
columns using supercritical CO, as solvente
at 70°C and 260 e 350 bar, and S/F=3, 32.
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The composition of DDOS was based on data from the literature consisting of the complex
system: palmitic acid, oleic acid, linoleic acid, a-tocopherol, squalene and stigmasterol. The
thermophysical properties of each of the compounds were predicted using group contribution
methods. The Soave-Redlich-Kwong equation was used to describe the phase equilibrium
conditions. The process flowchart consists of a multistage column, which represents the
superecritical extractor, and four flash tanks, for the separation of CO, from the top and bottom
products and for the separation of the by-product stream. The following auxiliary devices were
used: expansion valves, heat exchangers and compressors related to CO, recycling. The
results of the simulations indicate the possibility of obtaining extracts with different levels of
constituents of natural products with high added value. Among the results, we highlight the
simulation with a 10 stages column at 350 bar and S/F=3, with a top product after the flash
separation of CO, containing the highest content of linoleic acid 78.39%, accompanied by
9.8% of oleic acid, 2% a-tocopherol, 3.4% squalene and with low levels of stigmasterol, 0.5%.
KEYWORDS: Soybean, SODD, fractionation, simulation, supercritical CO.,.

11 INTRODUCAO

A desacidificac@o e a desodorizagdo séo importantes etapas do processo de refino
fisico de 6leos vegetais. O processo de desodorizagéo industrial aplica o esgotamento com
vapor do 6leo vegetal produzindo um subproduto no topo da coluna de destilagdo com alto
valor agregado, denominado destilado da desodorizagéo (DD). Os DD sé&o constituidos
predominantemente de &cidos graxos livres, tocoferdis, esterdis e esqualeno. Nestes
processos a temperatura do sistema chega em torno de 200°C a pressdes de 3 mbar.

A separacao com fluidos supercriticos sdo um grupo de processos de separacdo o
qual aplica um fluido no estado supercritico como agente de separagdo da mesma forma
que outros processos de separagcdo, como a extracdo liquido-liquido ou absorcédo. No
processo de separagdo em contracorrente, o0 composto ou componente se distribui entre
0 solvente (fase extrato) e o liquido (fase rafinado), onde flui em contracorrente através
do equipamento de separacé@o. Dentre as vantagens da operacédo em contracorrente para
uma separacédo estdo: a reducdo da quantidade de solvente necesséria e possibilidade da
obtencéo de altas concentragdes de extrato no solvente e baixa concentra¢do residual no
rafinado, em comparag@o com o processo em um Unico estagio (Brunner, 2009; Brunner e
Machado, 2012).

A tecnologia supercritica, empregando CO, como solvente, em colunas de
multiestagios em contracorrente, apresenta-se como um processo de separagdo importante
para o fracionamento de destilados da desodorizacdo, evitando a degradacéo dos
compostos termosensiveis, onde a temperatura do processo de fracionamento é definida
pela temperatura critica do solvente, que para o CO, é de 31°C, assim a altas pressoes e
temperatura em torno de 65°C ocorre o fracionamento (Brunner, 2009).

Os simuladores de processos comerciais, como o Aspen Hysys, apresentam-se
como a opgdo, para estudos de viabilidade econdmica destes processos, pois podem
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reproduzir os processos industriais baseados nos modelos rigorosos de transferéncia de
massa e de equilibrio de fases que descrevem os diversos equipamentos relacionados aos
processos de separagéo, contribuindo para diminuir o niumero de medidas experimentais
em plantas piloto, que sédo de custo elevado.

O processo de fracionamento do destilado da desodorizacao do 6leo de palma (DDOP
ou PFAD) foi investigado por Brunner e Machado (2012) em uma coluna empacotada (17,5
mm de diametro e 7000 mm de altura) em contracorrente, empregando CO, supercritico
como solvente, a pressdes entre 260 e 290 bar e temperatura de 373 K. A anadlise da
separacéo foi baseada nos dados experimentais de equilibrio de fases (seletividade) e de
hidrodindmica (densidade das fases coexistentes liquido-gas e capacidade hidrulica da
coluna) a fim otimizar os parametros para as melhores condi¢cdes de operagéo da coluna.
Os dados do processo, razédo solvente/alimentacdo (S/F), razéo de refluxo e composigao
das correntes de alimentagé@o e produtos assim como os dados de equilibrio do sistema
multicomponente (acidos palmitico, oleico, linoleico e a-tocoferol) foram utilizados para
o calculo do nimero de estagios. Os resultados mostraram que o acido palmitico foi
enriquecido do teor inicial de 52,51% na alimentagéo para 74,39% no extrato, enquanto
os acidos oleico+linoleico foram enriquecidos de 46,27% na alimentacéo para 59,0% no
rafinado, demonstrando que a extragéo supercritica em contracorrente, usando CO, como
solvente, € viavel para o fracionamento e enriquecimento de acidos graxos do PFAD.

O CO, superecritico foi aplicado por Fornari et al. (2008) para fracionar o éleo de oliva,
o destilado da desodorizagdo do 6leo de girassol, e um subproduto obtido ap6s destilagéo,
esterificacéo e transesterificacdo do destilado da desodorizagéo do éleo de oliva visando
investigar o comportamento de alguns pardmetros como a desacidificagéo e a recuperacao
de compostos presentes em menores porcentagens (esqualeno, tocoferdis e fitosterois).
Foi empregada uma coluna empacotada com altura de 3000 mm, construida em acgo
inoxidavel, preenchida com anéis Fenske. Para o processo de desacidificacéo, as extra¢des
foram realizadas na temperatura de 40°C, pressdes de 180, 234 e 250 bar e razdo massica
solvente/alimentacao (S/F) igual a 20. Dentre os resultados obtidos destaca-se a producéo
de um rafinado com uma alta concentracao de esqualeno a partir do destilado esterificado
da desodorizacdo do 6leo de oliva, chegando a 90% em massa. Estes processos foram
simulados pelos autores utilizando um programa computacional académico desenvolvido
em FORTRAN. O programa utiliza como pacote termodinamico, para descrever o equilibrio
de fases, o modelo (equacao de estado) preditivo de contribuicdo de grupos CG-EOS.
Segundo os autores, as simulagdes reproduziram o comportamento dos experimentos em
coluna em contracorrentes para os diferentes sistemas (Fornari et al., 2008; Vazquez et
al., 2009).

Este trabalho teve como objetivo descrever uma metodologia para o projeto
do processo de fracionamento do destilado da desodorizagdo do 6leo de soja (DDOS)

em colunas em contracorrente em mdltiplos estagios, utilizando CO, supercritico como
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solvente, empregando o simulador Aspen Hysys (ASPEN ONE, 2006) com condi¢cbes
operacionais iniciais entre 200 e 300 bar e 70°C, a fim de determinar pardmetros importantes
para a otimizagao do processo, dentre eles razao massica solvente/alimentacao (S/F) nas
condi¢cbes operacionais, composi¢do dos produtos, perfil de concentracéo, temperatura e
pressao ao longo da coluna e fator de separagéo.

21 METODOS E PROCEDIMENTOS

O projeto de fracionamento do destilado da desodoriza¢ao do 6leo de soja (DDOS),
empregando o CO, como solvente, simulado neste trabalho, esta baseado na composig&o do
DDOS e nas condi¢des utilizadas por Araujo et al. (2001), para a simulag¢do termodinamica
da separagdo em um Unico estagio, através da predicdo do coeficiente de distribuicéo
(K=y/x) da mistura multicomponente, definindo quais os componentes possuem maior ou
menor tendéncia de se enriquecer na fase vapor ou liquida. Quando K, > 1, o componente
€ enriquecido preferencialmente no extrato e para K, < 1 no rafinado (Machado, 1998).
Os autores utilizaram para a simulagédo da separacgéo, a predigdo do equilibrio de fases
do sistema multicomponente DDOS/CO,, empregando a equagéo de estado de Peng-
Robinson, com as regras de mistura de van der Waals com dois parametros de interacao
binaria. A matriz de parametros de interacé@o, necessarias para a predicado do equilibrio de
fases do sistema multicomponente, foi obtida a partir do ajuste de dados experimentais da
literatura de equilibrio dos subsistemas binarios entre os constituintes do DDOS e o CO,,
empregando o programa EDEFLASH (Araujo, 1997; Araljo e Meireles, 2001). Foi utilizada
a composi¢ao de um DDOS produzido no Brasil e, as condi¢cdes operacionais (P, T) para a
analise da separacao foram definidas considerando as medidas experimentais de equilibrio
de fases do sistema DDOS/CO, publicados por Stold e Brunner (1998).

As condi¢cbes operacionais iniciais utilizadas nas simulagdes do fracionamento do
destilado da desodorizacado do 6leo de soja (DDOS), desenvolvidos neste trabalho e a
composicéo da alimentagao estao apresentadas na Tabela 1.

A elaboracdo de um fluxograma de processo utilizando o simulador Aspen Hysys
(ASPEN ONE, 2006) segue de maneira geral as seguintes etapas: selecao das substancias
que representam a alimentacéo na base de dados do simulador ou cadastro das substancias
através da formula molecular, massa molar, densidade e de suas propriedades termofisicas,
utilizando a opgao “componentes hipotéticos”; selecdo do pacote termodindmico para
calcular as propriedades de mistura (densidade das fases, entalpias) e o equilibrio de
fases do sistema multicomponente nas diferentes correntes; selecdo dos equipamentos
para representar a operacao unitaria; selecao dos dispositivos auxiliares (compressores,
trocadores de calor, etc.) e, especificacdes das condi¢des operacionais e composi¢éo das
correntes de alimentacgéo.
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O pacote termodinamico selecionado para calcular o equilibrio das fases coexistentes
e de outras propriedades de mistura, do sistema multicomponente DDOS/CO2 supercritico,
nas diferentes etapas do processo simulado neste trabalho, foi a equacéo de estado Soave-
Redlich-Kwong com as regras de mistura Redlich-Kwong-Aspen, com dois parametros de
interagdo binaria K; e |, (independentes da temperatura), através da opgéo de interface do
simulador Aspen Hysys com o programa Aspen Properties, pertencente também ao pacote
ASPEN ONE 2006.

O simulador Aspen Hysys ndo possui uma base de parametros de interagdo binéaria
para as equacodes de estado, dos sistemas binarios envolvendo constituintes de 6leos
vegetais com dioxido de carbono. Assim, visando estabelecer uma base de dados de
parametros de interagdo binaria entre diversos componentes dos 6leos vegetais e seus
subprodutos em CO,, dados experimentais de equilibrio entre a fase liquida e a fase
gasosa dos sistemas binarios foram correlacionados previamente, empregando com as
equacgdes de Soave-Redlich-Kwong (SRK) e de Peng-Robinson (PR) combinadas com
diferentes regras de mistura (Vargens, 2011). Na Tabela 2 sdo apresentados os valores
das propriedades termofisicas dos compostos puros e os pardmetros de interacdo binéaria
utilizados neste trabalho.

Simulacdes 1 e 2 Simulacdes 3 e 4
Alimentacgéo (F)=100 kg/h Alimentagéao (F)=100 kg/h
P= 260 bar P= 350 bar
-(I;Z;gocs;igéo S/F=3 -(;rzgoiigéo S/F=3
ac. oleico= 14,67% S/F=32 ac. oleico=14,67% S/F=32
ac. linoleico= 36,43% Namero de | linoleico= 36,43% Namero de
ac. palmitico= 17,36% estagios = 10 | & palmitico= 17,36% Estagios = 10
a-tocoferol= 8,95% gl0s = a-tocoferol= 8,95% glos =
esqualeno= 4,63% esqualeno= 4,63%
estigmasterol= 17,96% estigmasterol= 17,96%
Tabela 1 - CondigcGes operacionais iniciais das simulagcoes
Substancia M (g/mol) Tb (K) T. (K) P, (bar) W () K, I
Acido Oleico 282,47 632,05 796,342 12,422 0,9245¢  0,10445 0,03994
Acido Linoleico 280,45 627,05 796,03° 12,402 0,7767¢  0,05612  0,01452
Acido Palmitico 256,43 624,15 780,38° 14,67° 1,0104°  0,14990 0,04700
a-tocoferol 430,69 725,25 897,04° 8,202 1,368° 0,10658  0,05496
Estigmasterol 412,00 665,05 848,84¢ 9,212 1,0549¢  0,23402  0,00522
Esqualeno 410,73 674,35 838,06° 6,532 1,3985°  0,07276  0,10706

Tabela 2 - Propriedades termofisicas dos componentes puros e parametros de interagdo
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Os fluxogramas do processo de fracionamento de correntes liquidas em colunas em
contracorrente, empregando o didxido de carbono como solvente, foram implantados no
Aspen Hysys selecionando o equipamento denominado “Absorvedor”, ou seja, uma coluna
de absorcdo para representar a coluna em contracorrente. O procedimento de calculo
dos balancos de massa e energia dos simuladores de processo para todas as operagdes
unitarias, é o método rigoroso conhecido como MESH:

- M equagbes — balango Material para cada componente ( C equagdes para cada
estagio)

- E equacdes — relacdo de Equilibrio para cada componente baseado nos
k=coeficiente de distribui¢éo (C equagbes para cada estagio)

- S equagdes — Soma das fragdes molares (uma para cada estagio)
- H equagdbes — balancgo de energia (H=entalpia) (uma para cada estagio)

O projeto do processo completo consiste de uma coluna de absorgao de multiestagios
em contracorrente com 10 estagios, que representa o extrator supercritico, e quatro vasos
flash, para a separagéo do CO, dos produtos de topo (extrato) e fundo (rafinado) e para a
separacgéo de correntes de subprodutos do CO,. Foram utilizados os seguintes dispositivos
auxiliares: valvulas de expanséo, trocadores de calor e compressores para as etapas
relacionadas ao reciclo do CO,. O fluxograma do processo implantado no Aspen Hysys
esta apresentado na Figura 1.

Foram utilizados para interpretagéo dos resultados das simulagdes, os parametros de
processo (em base livre de CO,) descritos na literatura, para interpretagéo de experimentos
em colunas em contracorrente de multiplos estagios, empregando di6éxido de carbono
supercritico como solvente, descritos a seguir:

Teor de 6leo solubilizado no solvente (vapour phase loading):

VPL 1000

- Solvente(5)

F= fluxo de alimentacao (g/h)
R= fluxo de rafinado (g/h)

S= fluxo de solvente (make up+reciclo) (g/h)

Fator de separacgéo:

massa do comp. extrato(E)
massa do comp (F)

a(%) =

massa dos outros comp (E)
massa dos outros comp (F)
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31 RESULTADOS E DISCUSSOES

A configuracéo do fluxograma obtido para descrever o processo de fracionamento
do DDOS empregando CO, supercritico como solvente, para as diferentes condi¢es
operacionais descritas na Tabela 1, esta apresentada na Figura 1. Foi incluido no fluxograma
0 processo de separagéo do solvente (CO,) por despressurizacdo das correntes de extrato
e rafinado empregando um conjunto de vasos flash. Na etapa de reciclo de solvente foi
necessaria a implantagédo de duas configuragdes a fim de obter uma maior recuperagéo do
diéxido de carbono, denominadas Planta com reciclo A e Planta com reciclo B (Figuras 2
e 3).

3 VLV-100 !

DDOS

co2

T-100
4 VLV-101 6

Figura 1 - Fluxograma do processo de fracionamento do DDOS para as simulacdes 1 a 4

Na Tabela 3 estdo apresentados os resultados da simulagéo 4 para a relagdo S/
F=3, do processo de fracionamento do destilado da desodorizagéo do 6leo de soja (DDOS)
em coluna contracorrente, empregando o Aspen Hysys. Foram realizadas simulagdes para
outras relacdes S/F (5, 8, 10, 20) as quais ndo apresentaram diferencgas significativas dos
resultados apresentados neste trabalho.

Nas Tabelas 4 e 5 estdo apresentados os resultados da etapa de separacdo do
solvente (CO,), para a simulagéo 4, com as plantas com reciclo de CO, A e B. Estas tabelas
foram utilizadas na determinagé@o dos pardmetros para a andlise das simulacdes (em base
livre de CO,), conforme equagbes apresentadas no item 3.

Na Tabela 6 estdo apresentadas as condigbes operacionais e as relagoes S/F
utilizadas, como também os resultados dos balancos de massa e os parametros utilizados
para a interpretacao do processo de separagao, para todas as simulagdes.

As simulagbes do processo de fracionamento do DDOS empregando CO,

supercritico, em uma coluna de 10 estagios sugerem que os acidos graxos e o esqualeno
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apresentam a tendéncia de se deslocar para fase leve (extrato) e que os compostos
tocoferol e estigmasterol para fase pesada (rafinado). Estes resultados estdo de acordo
com os valores experimentais do coeficiente de distribuicao obtidos por Stold e Brunner
(1998), utilizando diferentes composi¢coes para o DDOS (TS1 e TS2) e também reproduzido
através das simulagdes termodinamicas desenvolvidas por Aravjo et al. (2001), para a
mesma composi¢cao do DDOS utilizada neste trabalho (TCRR), ou seja, para o esqualeno
houve o aumento da tendéncia de se deslocar para a fase vapor com o aumento da pressao
e que 0s componentes pesados a-tocoferol e estigmasterol permaneceram na fase liquida
para toda a faixa de pressao enquanto que os acidos graxos com valores de coeficiente de
distribuicdo proximo de 1, aumentando levemente com o incremento da pressé@o e que o
acido linoleico possui a maior tendéncia de se deslocar para a fase vapor.
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Figura 2 - Fluxograma do processo de fracionamento do DDOS (com reciclo de CO,) para as
simulagdes 1 a 4 (PLANTA com reciclo A)
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Figura 3 - Fluxograma do processo de fracionamento do DDOS (com reciclo de CO,) para a
simulacéo 4 (PLANTA com reciclo B)
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As simulacdes do fracionamento do DDOS com o Aspen Hysys, para as condi¢des
de pressao, temperatura, composicao, relacdo S/F e nUmero de estdgios (10) produziram
correntes de saida (misturas) com composi¢cdes bem diferentes, com destaque para as
simulagdes 2 e 4. A 350 bar e S/F=3 a simulagéo 4 (planta com reciclo A) conduziu aos
seguintes resultados: de 100 kg de alimentacéo foi obtido 9,37 kg com 78,39% de acido
linoleico, acompanhado de 9,8% de acido oleico, 2% de a-tocoferol, 3,4% de esqualeno
e somente 0,5% de estigmasterol. Os resultados da simulacdo 2 a 260 bar e S/F=3
apresentaram uma corrente de 1,76 kg de acido linoleico a 68,5%, acompanhado de 11%
de acido oleico, 11% de acido palmitico, 2% de a-tocoferol, 4,4% de esqualeno e 2,4% de
estigmasterol.

Extrator SC
qurentes 9e Correntes de Produtos
Alimentacao
DDOS Co, Extrato (3) Rafinado (4)
T(°C) 70 70 T(°C) 67,83 62,06
P(kPa) 35000 35000 P(kPa) 35000 35000
Vazéao (kg/h) 100 300 Vazao (kg/h) 253,2 146,8
Substéncia Substéancia
(fracao massica) (fracao massica)
CoO, 0,0 1,00 CO, 0,95297 0,40006
Ac. Oleico 0,1467 0,0 Ac. Oleico 0,00460 0,09197
Ac. Linoleico 0,3643 0,0 Ac. Linoleico 0,03686 0,18453
Ac. Palmitico 0,1736 0,0 Ac. Palmitico 0,00278 0,11344
a-Tocoferol 0,0895 0,0 a-Tocoferol 0,00095 0,05930
Esqualeno 0,0463 0,0 Esqualeno 0,00159 0,02878
Estigmasterol 0,1796 0,0 Estigmasterol 0,00023 0,12191
Tabela 3 — Fracionamento do DDOS (simulagao 4)
Vaso FLASH (V-102)
Corrente Corrente
(10) (11) (12)
T (°C) 60 T (°C) 60 60
P(kPa) 150 P (kPa) 150 150
Vazio (kg/h) 147,8 Vazio (kg/h) 135,8 11,95
Substancia
(fracdo massica)
Co, 1,0 0,00411
Ac.Oleico 0,0 0,09748
Ac. Linoleico 0,0 0,78068
Ac. Palmitico 0,0 0,05880
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a-Tocoferol 0,0 0,02022
Esqualeno 0,0 0,03381
Estigmasterol 0,0 0,00489
Tabela 4 — Recuperagéo do CO, para a simulagé&o 4 (planta com reciclo A)
Vaso FLASH (V-103)
Corrente Corrente
(14) (15) (16)
T (°C) 60 T (°C) 60 60
P(kPa) 150 P (kPa) 150 150
Vazao (kg/h) 101,8 Vazao (kg/h) 13,38 88,42
Substancia
(fracdo massica)
CO, 1,0 0,00368
Ac.Oleico 0,0 0,15273
Ac. Linoleico 0,0 0,30646
Ac. Palmitico 0,0 0,18838
a-Tocoferol 0,0 0,09849
Esqualeno 0,0 0,04779
Tabela 5 - Recuperagéo do CO, para a simulagéo 4 (planta com reciclo B)
Fluxo (kg/h) Simulacdo 1 Simulacdo 2 Simulacdao3 Simulacao 4
P (bar) 260 260 350 350
T (°C) 70 70 70 70
Alimentagao (F) 100 100 100 100
Solvente (S) 3200 300 3200 300
Produto de Topo (E) 423,1 39,85 132,3 253,2
Produto de Fundo (R) 2877 360,2 3168 146,8
E* (base livre) 23,1 2,576 2,863 11,95
R* (base livre) 77,27 97,80 97,50 88,42
E(%) ( ac. Linoléico) 47,90 68,49 40,44 78,39
Estigmasterol no Refinado (%) 19,52 18,37 17,59 17,97
Ac. linoleico no Extrato* (kg/h) 11,06 1,76 1,16 9,37
Estigmasterol no Refinado* (kg/h) 14,19 18,37 17,59 17,97
Fator de separagéo (ac. Linoleico) 1,604 3,79 1,19 6,34
VPL (g de DDOS/kg CO,) 7,19 8,55 0,90 39,36

*base livre de solvente

Tabela 6 - Parametros do Processo de Fracionamento do DDOS
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41 CONCLUSOES

Neste trabalho estudou-se o processo de fracionamento do destilado da
desodorizagdo do 6leo de soja (DDOS) com o simulador de processos Aspen Hysys,
empregando o procedimento rigoroso MESH para o calculo dos balangos de massa e
energia. A equacao de estado SRK com as regras de mistura Redlich-Kwong-Aspen, com
dois parametros de interacdo binéria, foi utilizada como o pacote termodindmico para o
célculo do equilibrio de fases a altas pressdes e quase todas as propriedades necessarias
para o balanco de energia.

Os resultados das simulagcbes estdo de acordo com os valores experimentais
do coeficiente de distribuicdo obtidos por Stold e Brunner (1998), utilizando diferentes
composicoes parao DDOS (TS1 e TS2) os quais foram reproduzidos através das simulagbes
termodindmicas desenvolvidas por Araujo et al. (2001), para a mesma composi¢cao do
DDOS utilizada neste trabalho (TCRR).

A metodologia aplicada neste trabalho, empregando o simulador Aspen Hysys, para
o processo de fracionamento do DDOS apresentou resultados que indicam a possibilidade
de obtencao de extratos com diferentes teores de constituintes de produtos naturais de alto
valor agregado necessario para diferentes aplicagdes industriais.
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