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RESUMO

GONCALVES, Marcela Vicente Vieira Andrade. Seguranca Microbioldgica de polpa de
cupuacu Processada Termicamente. Rio de Janeiro, 2014. Tese (Doutorado em tecnologia
de ProcessosQuimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica, UniversidadeFederal do Rio de

Janeiro, Rio de Janeiro, 2014

Cupuacu, também conhecido como cupu, cupuassu ou cupu-do-mato, € uma das principais e
mais consumidas frutas da regido amazonica brasileira. O cupuagu é uma fruta acida, de sabor
exdtico e agradavel, rico em compostos volateis e sais minerais, pertence a familia
Sterculiacea, cuja denominacdo binomial é Theobroma grandiflorum schum. A
industrializacdo de polpas de frutas tem crescido de forma acentuada no Brasil e, tanto para o
mercado interno como para exportacdo, € usada no preparo direto de outros produtos pelo
consumidor e, principalmente, como ingrediente de industrializacdo secundaria. O padréo de
qualidade e de seguranca de polpas de frutas tem variado enormemente, ndo satisfazendo aos
requisitos sanitarios do mercado interno e implicando em rejeigdo pelo mercado externo. No
caso especifico do cupuacu, a polpa tem apresentado crescimento e potencial de ampliacéo de
producdo, sendo de grande relevancia para a regido amazbnica e com perspectivas de
expansdo para outras regides. A exemplo de outras polpas tropicais e amazonicas, 0 processo
de conservacdo por pasteurizacdo térmica é dimensionado sem levar em consideracdo as
caracteristicas e a microbiota especifica do produto. Este estudo visou caracterizar a
microbiota presente na polpa de cupuagu ao longo de uma linha de producdo por meio de
analises microbiologica, fisico-quimica, reolégica, com intuito de identificar o microrganismo
alvo para o estabelecimento do processo téermico e dimensionar 0 processo de pasteurizacdo
com base na sua termorresisténcia na polpa. Em todas as etapas de processamento nas quais
foram coletadas amostras, ndo houve multiplicacdo de coliformes a 35°C ou coliformes a
45°C, ou presenca de Salmonella spp. O pH médio foi de 3,68. Foram identificados dois
fungos termorresistentes, Aspergillus niger e Aspergillus flavus, sendo este ultimo o que
apresentou potencial de producdo de micotoxinas. Os esporos de cada isolado com um més de
idade foram submetidos a diferentes choques térmicos para selecionar a linhagem de fungo
mais termorresistente, tendo o isolado fungico selecionado resistido a 100°C/2 min e sendo
identificado como Aspergillus niger. Foram utilizados os modelos linear, de Weibull e de
Alderton e Snell para inativacdo térmica do fungo e verificou-se que o melhor ajuste ocorreu
pelo modelo de Weibull, sendo necessario um tratamento de 95°C/20,26 minutos ou a uma
temperatura maior por menos tempo, 98°C/6,83 min ou 101°C/1,12 min para reducdo da
populacdo em 5 ciclos logaritmicos. O A. niger revelou-se muito resistente, evidenciando que
o tratamento dado pela industria ndo € suficiente para garantir a destruicdo do fungo.Os
resultados demonstraram a necessidade de aprimorar as boas praticas agricolas e de
fabricacdo e implantacdo de sistemas de controle de qualidade, para minimizacdo dos riscos
associados a contaminacdo por microrganismos.

Palavras-chave: Fungo, polpa de cupuacu, termorresisténcia, inativacao, reologia.



ABSTRACT

GONCALVES, Marcela Vicente Vieira Andrade. Seguranca Microbioldgica de polpa de
cupuacu Processada Termicamente. Rio de Janeiro, 2014. Tese (Doutorado em tecnologia
de ProcessosQuimicos e Bioquimicos) - Escola de Quimica, UniversidadeFederal do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2014

Cupuacu, also known as cupu, cupuassu or cupu-do-mato is one of the leading and most
widely consumed fruit in the Brazilian Amazon region. The cupuacu is an acid fruit, with
exotic and niceflavor, rich in volatile compounds and mineral salts, and belongs to
Sterculiacea family, whose binomial name is Theobroma grandiflorum Schum. The
industrialization of fruit pulp has grown in an accentuated way in Brazil and both in the
domestic market and for export. It is used in the direct preparation of other products by
consumers and especially as an ingredient in secondary industrialization. The standards of
quality and safety of Brazilian fruit pulps have greatly varied, not meeting the health
requirements of the internal market and resulting in rejection by the foreign market. In the
specific case of cupuacu,thepulp has shown potential for growth and expansion of production,
being of great relevance for the Amazon region and with prospects for expansion to other
regions. By the example of other tropical and Amazonian pulps, the conservation process by
thermal pasteurization has been carried out without taking into account the characteristics and
the specific microbiota of the product. This study aimed to characterize the microbiota present
in the cupuacu pulp along a production line through microbiological, physic-chemical and
rheological analyses, aiming at identifying the target microorganism to establish the thermal
process and scale up the pasteurization process based in the microbial heat resistance in the
pulp. At all stages of processing in which samples were collected, there was no multiplication
of coliforms at 35 ° C or 45 ° C coliform or Salmonella spp. The average pH was 3.68. Two
heat resistant molds were identified, Aspergillus niger and Aspergillus flavus, the latest
presenting potential for mycotoxin production. The most heat resistant insulated fungus, at 1
month of age, survived at 100 °C/2 min and was identified as Aspergillus niger. The linear,
Weibull, Alderton and Snell models were used for thermal inactivation of the fungus and it
has been found that the best fit was the Weibull model, being necessary a treatment of
95°C/20,26 minutes or at a greater temperature for less time, 98°C/6,83 min or 101°C/1,12
min for 5 log cycles reduction. The A. niger proved to be very resistant, indicating that the
treatment given by the industry is not sufficient to ensure the destruction of the fungus.The
results demonstrated the need to enhance good agricultural and manufacturing practices and
the implementation of quality control systems to minimize the risks associated with
contamination by microorganisms.

Keywords: Aspergillus niger, cupuacu pulp, heat resistance, inactivation, rheology
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1- INTRODUCAO

O Brasil é o terceiro maior produtor mundial de frutas, com mais de 44 milhdes de
toneladas anuais, sendo superado pela China (193 milhdes de toneladas) e India (71 milhdes
de toneladas) (FAO, 2010) (Anuério Brasileiro de Fruticultura, 2013). O Brasil possui uma
das maiores areas cultivaveis do planeta, além de uma ampla variedade de solos e climas.
Desse modo, detém potencial para exportar praticamente todas as espécies de cultura que
agregam valor econémico (FAO, 2010), dentre as quais as frutas de clima tropical, que tém
amplo mercado e elevado valor comercial. Muitas dessas espécies frutiferas sdo nativas e
ainda ndo totalmente exploradas comercialmente. Em contraste a elevada producdo anual
brasileira, exporta-se apenas 1% do total produzido, evidenciando fraca inser¢do no mercado
internacional (FERNANDES, 2006). Desses, 53% destinam-se ao consumo nacional in
natura e 46% para a industria processadora, sendo a exportacdo constituida basicamente por
frutas frescas, (FAO, 2010; Secretaria de Estado de Agricultura e Abastecimento/PR —
DERAL, 2012). Tal conjuntura demanda esforcos de entidades publicas e privadas no
aprimoramento da fruticultura brasileira, ao longo da cadeia de producdo primaria,
processamento e comercializacdo, tanto para o mercado interno como para exportacéo.

Em nosso Pais, cultiva-se uma grande variedade de frutas. No entanto, o seu
aproveitamento é parcial, sendo ora para consumo in natura, ora para processamento,
restando uma grande parcela que se perde devido aos danos no manejo, deficiéncia no
transporte e embalagem, precos baixos no mercado e reduzida capacidade técnica e
operacional das industrias processadoras. Transcorrida a época da safra, a fruta que
esporadicamente se produz em outros periodos ndo tem a qualidade adequada a época da
colheita e os precos se multiplicam pela demanda continua.

O circulo vicioso dentro do qual se move a industrializacdo de frutas explica em boa
parte os habitos do mercado que demandam principalmente fruta fresca. A obtencao de polpas
de fruta de boa qualidade, tanto para o mercado interno, quanto para o externo, isenta
principalmente de contaminacdo microbioldgica, permitird ndo apenas prolongar o seu
periodo potencial de consumo, como também atenuar o problema da grande perda poés-
colheita.

O agronegdcio de fruticultura cresce na razdo de 5% ao ano em todo mundo e
representa uma excelente oportunidade para que o Brasil possa aumentar a sua participacdo

nesse mercado. Para tanto, é necessario incorporar e internalizar padrées de producdo e
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distribuicdo para atender essas demandas por meio de acOes, coordenadas e integradas em
rede para tornar competitivo o mercado exportador.

A despeito do crescimento consideravel nos ultimos anos do mercado de polpas
congeladas, abrangendo variedade de frutas de sabores exoticos, a inexisténcia ou a néo
conformidade a padr@es, originando produtos sem qualidade e uniformidade (BUENO et al.,
2002), limita a expansdo e sustentabilidade.

Dentre as frutas exdticas com potencial destacado, encontra-se o cupuagu (Theobroma
grandiflorumshum), um dos mais importantes frutos tipicamente amazénicos. O cupuagu €
uma fruta originaria do Sul e do Sudeste da Amazonia e é apreciado por sua polpa &cida de
sabor e aroma intenso. A parte do fruto mais aproveitada em termos comerciais ainda € a
polpa, usada in natura para elaboracdo de suco, ou como matéria-prima para fabricacdo de
produtos derivados como cremes, tortas, sorvetes, néctar, balas, geléias, licores entre outros
(YANGet al., 2003).

O processo térmico usualmente aplicado a polpas de frutas no Brasil, notadamente no
caso das frutas tropicais e amazonicas, ndo leva em consideragéo as caracteristicas especificas
das frutas e dos produtos nem a microbiota especifica deteriorante e patogénica, que pode
comprometer a seguranca e qualidade do produto.

A pesquisa de fungos termorresistentes em produtos a base de frutas torna-se nesse
sentido relevante, considerando a deterioracdo dos produtos, mas igualmente o potencial de
producdo de micotoxinas, tais como aflatoxina, ocratoxina, fumitremorgina. Tais toxinas sao
metabolitos toxicos com efeitos mutagénicos, teratogénicos e carcinogénicos sobre humanos e
animais, sendo importante ressaltar que uma Unica espécie de fungo € capaz de produzir uma
ou varias micotoxinas, sendo que estas podem ser produzidas por diferentes espécies de
fungos.

A maior parte dos fungos deteriorantes é pouco termorresistente. As poucas espécies
gue possuem a termorresisténcia como caracteristica, produzem esporos resistentes,
denominados ascosporos, que possuem uma grande resisténcia a variacao de pH, presenca de
acucares, gorduras, acidos, entre outros. Essa microbiota deteriorante € muito comum em
alimentos devido a contaminacdo principalmente pelos géneros Aspergillus, Neosartorya,
Byssochlamys, Talaromyces e Eupenicillium. Grande parte da deterioracdo em alimentos
termoprocessados, provocada por essas espécies, é devido a sobrevivéncia dos ascdsporos ao

tratamento de pasteurizacao.
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As espeécies Aspergillus niger e Aspergillus flavus estdo dentre os fungos de maior
incidéncia na deterioragdo de alimentos. S&o comumente encontrados em regides de clima
quente, com incidéncia principalmente no campo, mas também em alimentos estocados,
estando também associados ao amolecimento de frutos frescos.

O presente trabalho teve por objetivo efetuar a caracterizacao fisico-quimica, reolégica
e microbiolégica da polpa de cupuagu, verificando, em particular, a incidéncia de fungos
termorresistentes com potencial de producdo de micotoxina na polpa pasteurizada e
congelada. Assim, pretende-se contribuir para definicdo do processo térmico, visando a
garantia de sanidade e o estabelecimento de um padréo de identidade e qualidade do produto.

Este trabalho é parte integrante das iniciativas que vém sendo realizadas abrangendo a
Embrapa Agroindudstria de Alimentos, a Universidade Estadual de Campinas e a Universidade
de Santa Catarina, juntamente com o Instituto Brasileiro de Frutas (IBRAF), no sentido de se
avaliar a seguranga microbiologica de produtos a base de frutas, em particular sucos, néctares
e polpas, bem como definir processos téermicos para garantia de sanidade e otimizacdo de

qualidade dos produtos industriais.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizagdo fisico-quimica, microbioldgica e reoldgica e determinacdo das condicGes
(tempo/temperatura) da pasteurizacdo para inativacdo de fungos termorresistentes em polpa
de cupuagu.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a polpa de cupuacu proveniente de unidade processadora, concernente a
sua composic¢do quimica, comportamento reoldgico e microbiota contaminante;

e Isolar, identificar e avaliar o potencial de producdo de micotoxinas de fungos
termorresistentes contaminantes de linha processadora de polpa de cupuagu;

e Definir a cinética de inativacdo térmica do fungo de maior termorresisténcia
isolado de linha de processamento de polpa de cupuacu, definido como
microrganismo alvo do processo, e proposicdo de um modelo matematico para
descrever essa cinética;

e Determinar o binbmio tempo-temperatura para garantir a sanidade microbioldgica

da polpa de cupuagu, com base na termorresisténcia do microrganismo alvo.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CUPUACU (Theobroma grandiflorum Schum)

O Brasil possui uma grande diversidade de frutas regionais, principalmente nas regioes
Norte e Nordeste. A fruticultura brasileira corresponde, aproximadamente, a 25% do valor da
producdo agricola nacional, sendo um dos segmentos mais importantes da agricultura do pais
(FAO, 2010).Dentre as frutas tropicais nativas da Amazdnia, o cupuagu é uma das plantas
frutiferas de maior importancia, particularmente, devido a sua participagdo na composicao dos
sistemas de producdo, cultivo e extrativismo, além da grande aceitagdo e consumo de sua
polpa, tornando-o o que retne as melhores condi¢Bes de aproveitamento industrial (LANES,
2003).

Também conhecido como cupu, cupuassu ou cupu-do-mato, 0 cupuagu pertence a
familia Sterculiacea, cuja espécie é Theobroma grandiflorum schum. E uma fruta tipica da
Amazonia, sendo cultivada nos estados do Para, Maranh@o e Tocantins. Os agricultores do
Para foram os primeiros a cultivd-la de maneira planejada no inicio da década de 80.
Entretanto, observa-se também o cultivo de espécies isoladas nos estados de Sao Paulo, Bahia
e Rio de Janeiro (BASTOS et al., 2002).

Estatisticas do governo do Para, de cerca de uma década atras, apontavam que a
producdo de cupuacu estava em forte ascensdo no estado, passando de 10 milhdes em 1998
para 21,4 milhdes de frutos colhidos em 2000, representando um aumento de mais de 55% ao
ano. Em 2003, a producao atingiu 33.570 toneladas do fruto (IBGE/GCEA/LSPA, 2003). Nos
primeiros quatro meses de 2002, o estado do Amazonas exportou 50 toneladas de semente de
cupuacu para o Japdo, pais que estd investindo muito em pesquisa e produtos a base de
cupuacu (LIMITES ETICOS, 2009).

O cupuagu vem conquistando o mercado de outras regides do Brasil e despertando o
interesse de paises da Europa e da Asia, sobretudo Inglaterra, Japdo e Suécia, além dos
Estados Unidos e paises sul-americanos (Figura 1) (MEC, 2007). Como consequéncia da
demanda, espera-se uma producdo cada vez mais organizada, com maior regularidade na

oferta do produto para o setor industrial (MAIA et al., 2007).
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Maiores compradores mundiais da polpa de cupuacu brasileira

Fruto de cupuagu @

Figura 1: Mercado mundial de cupuagu.
Fonte: MINISTERIO DA EDUCAGCAO, 2007.

O cupuagu tem um grande potencial para a industrializacdo, sendo que o seu valor
econémico esta baseado na industrializacdo e comercializacdo da polpa. Apesar das sementes
constituirem cerca de 20% da massa do fruto e apresentarem alto valor nutritivo, constituem-
se, na maioria das vezes, em residuo, sendo praticamente descartadas durante o
beneficiamento do fruto. Estudos tém sido realizados para o aproveitamento de suas sementes
para o desenvolvimento de produtos analogos ao chocolate e produtos achocolatados, pois 0
cupuacu é do mesmo género do cacau (Theobroma). A partir de suas sementes fermentadas e
secas, pode-se produzir o licor do cupuacgu, com caracteristicas fisicas, quimicas, nutricionais
e sensoriais semelhantes ao licor do cacau (LOPES e PEZOA-GARCIA; VASCONCELOS,
2003). Tal aproveitamento ja € uma realidade comercial, com empresas processando
diferentes produtos a base da “manteiga” ou licor do cupuagu das sementes do cupuacu,
denominado de cupulate.

O cupuacu é uma fruta acida, de sabor exético e agradavel, rica em compostos volateis
e sais minerais. Apresenta alto teor de pectina, comparavel ao da maca, revertendo em
diferencial positivo da fruta, considerando que tal fibra dietética solivel pode promover,
conforme demonstrado em estudos, reducdo dos niveis séricos de colesterol e triglicerideos
em ratos e humanos (FIETZ e SALGADO, 1999).

O cupuacuzeiro (Figura 2) € uma arvore que atinge cerca de 20 m de altura e 45 cm de

diametro de tronco, no estado silvestre. Quando cultivada, a altura pode variar de 6 a 8 m. A
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producdo do cupuacu tem inicio no terceiro ano de cultivo, sendo bastante irregular, com
grande variacdo entre plantas e sendo ainda bastante sensivel a variacdo das condicdes
climaticas (LOCATELLI et al., 2001; REISDORFF et al., 2002). Tem periodo de frutificacdo
ocorrendo entre novembro e junho, atingindo o pico, geralmente, em fevereiro e margo. Tem
um bom desenvolvimento em regides onde a temperatura média oscila entre 21 e 27°C e a
umidade relativa do ar varia de 77-88%. E uma planta de boa adaptacio a sombra, 0 que faz
com que seja apropriada para a formacéo de consorcios com outras plantas de porte florestal
(VENTURIERE, 1993).

Figura 2. Foto ilustrativa de cupuagu (Theobroma Grandiflorum)
Fontes: Fruta Vida Retail Store. Online. Disponivel em:
<www.tryfrutavida.com/images/cupuacul2.jpg>.

O fruto (Figura 3) é do tipo drupaceo, de forma variada, extremidades arredondadas e
peso situando entre 0,5 a 4,0kg, sendo em media 1,5kg. E constituido de casca (epicarpo mais
mesocarpo), endocarpo (polpa que envolve as sementes) e sementes. O epicarpo € rigido e
lenhoso e com epiderme de coloracdo verde, a qual € recoberta por camada pulverulenta
ferruginea que se desprende facilmente com o manuseio. O endocarpo é carnoso, com aroma

pronunciado e esta fortemente aderida as sementes por fibras (CALZAVARA et al., 1984).
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Figura 3. Foto ilustrativa da fruta de cupuacu (Theobroma Grandiflorum)

Fonte: Icoaraci. Online. Disponivel em: <www.icoaraci.com.br/imagens/fotos/cupuacu.jpg>

Quando maduros, os frutos caem sem o pedunculo, exalando um cheiro caracteristico,
0 que indica sua perfeita maturacdo. Suas sementes possuem 48% de uma gordura branca
aromatica que pode ser utilizada na fabricacdo de chocolate (CAVALCANTE, 1991).0
rendimento médio dos frutos (Tabela 1), assim como na maioria das outras frutas, € variavel
de acordo com o tamanho, a procedéncia, o periodo de safra e 0 método de extracdo. O
aproveitamento do fruto inicia-se com a quebra manual da casca. Em seguida, faz-se o
despolpamento que pode ser realizado manualmente, com o auxilio de tesouras, ou
mecanicamente. O despolpamento mecanico deixa a polpa uniforme e menos viscosa e é

usado por produtores, revendedores ou inddstrias de maior porte (NAZARE et al., 1990).

Tabela 1. Rendimento médio do fruto do cupuacu (polpa, casca e semente) e suas respectivas

porcentagens
Fruto do cupuacu Porcentagem
Polpa 35%
casca 45%
semente 20%

Fonte: NAZARE et al. (1990).
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As frutas, de modo geral, por conterem uma variedade de vitaminas e minerais
essenciais, sempre foram consideradas como alimentos reguladores do metabolismo. Do
ponto de vista das propriedades funcionais fisioldgicas, esses alimentos tém sido altamente
recomendados pela sua riqueza em vitamina C, carotendides, substancias fendlicas,
substancias sulfuradas, glicosideos indélicos, fruto-oligossacarideos, dentre muitos outros
(SGARBIERI e PACHECO, 1999). No caso do cupuagu, conforme salientado, a presencga de
sais minerais e pectina determina as propriedades nutricionais e funcionais da fruta.

As sementes, cujo numero médio é de aproximadamente 32 unidades (podendo variar
de 9-62 unidades) por fruto, sdo superpostas em cinco fileiras verticais e envolvidas por uma
polpa branco-amarelada, delicadamente fibrosa, de sabor acidulado e de cheiro agradavel.
Essas sementes tém dimensdes varidveis, com medias de 2,6cm de comprimento, 2,3cm de
largura e 0,9cm de espessura. Sua composicdo fisico-quimica esta apresentada na Tabela 2
(LOPES, 2000).

Tabela 2. Composicéo fisico-quimica média das sementes de cupuagu

Composicao fisico-quimica Semente (%0)
Umidade 5,87

Proteina 9,82

Lipidios 60,25

Fibras 4,12

Cinzas 2,35

Outros compostos 17,59
Energia (Kcal/100g) 651,89

Fonte: LOPES, (2000).

As sementes do cupuagu sao muito ricas em gordura (57% da massa seca), com uma
digestibilidade de 91,1% em seres humanos. Determinacdes visando a fabricacdo de chocolate
(ou cupulate) mostraram que de cada 100kg de sementes frescas de cupuagu, podem-se obter
45,5kg de sementes secas, 42,8kg de sementes torradas e 31,2kg de améndoas sem casca. A
prensagem dessas améndoas pode produzir 13,5kg de manteiga de cupuacu. As cascas do
fruto tém grande utilidade como adubo; possuem 0,72% de nitrogénio, 0,04% de fésforo e 1,5

% de potéassio em relacdo a massa seca (CRUZ, 2007).
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De acordo com Calzavara (1994), as trés principais variedades de cupuagu s&o:
cupuacu redondo, o fruto possui extremidades arredondadas, sendo a mais comum na regido
Norte; cupuagu mamorana, no qual os frutos apresentam-se com a extremidade comprida
parecendo um bico ou ponta, produzindo frutos de maior tamanho e massa, o qual vegeta
espontaneamente ao longo dos rios; e cupuagu mamau, sendo a variedade encontrada na
localidade de Pacajas, municipio de Cametd, no rio Tocantins-PA, cuja caracteristica do fruto

€ ndo possuir sementes.

3.2 IMPORTANCIA ECONOMICA DO CUPUACU

O Brasil é um pais de clima tropical, que se destaca pela sua grande biodiversidade
onde se encontram inimeras frutas com potencial de exportagdo no mercado internacional,
devido ao seu exotico sabor e elevado valor nutricional. O Brasil é considerado um dos
principais paises produtores de frutas e um dos maiores exportadores, sendo sua producao
vendida, especialmente, nos Estados Unidos e em paises da Europa (EMBRAPA, 2009).

A importéncia econdmica do cupuacu esta associada principalmente a sua polpa e
sementes, usados para consumo natural e fins industriais. A polpa, de aroma e sabor muito
apreciados, € utilizada para sucos, refrescos, sorvetes, doces, compotas, licores, iogurtes,
concentrados, polpas desidratadas e aromatizantes (VELHO et al., 1990). O cupuacu, por
apresentar alto teor de pectina e por ser naturalmente acido, favorece a fabricacdo de néctar,
doce e geléias (CAVALCANTE, 1991).

Embora tradicionalmente aproveitado pelas populac@es nativas da regido Amazonica,
0 cupuacu vem ultimamente sendo objeto de exploracdo comercial sistematica e em larga
escala. O mercado do cupuacgu vai sendo conquistado a medida que o produto penetra em
outras regifes que ndo a de sua origem. Como produto novo, praticamente desconhecido fora
da Amazénia até ha bem pouco tempo, tem condicGes de consolidar um amplo mercado a
depender, dentre outros fatores, da sua confiabilidade, higiene e garantia de oferta (OYAMA,
1996).

As sementes de cupuacu contém um teor de proteina consideravel, 9 a 12%, e
apresentam possibilidade de uso ndo somente para a producdo de um produto analogo ao
chocolate, conforme anteriormente abordado, mas principalmente como um alimento
alternativo com boas qualidades nutricionais, principalmente quando se considera que a

farinha desengordurada obtida a partir dessas sementes, que possuem cerca de 60% de
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lipidios, pode alcancar teores de proteina superiores a 26% (LOPES, 2000; MATTIETTO,
2001).

A partir das semelhancas entre essas frutas, varios pesquisadores fizeram experiéncias
com 0 cupuagu, usando um processo idéntico ao aplicado ao cacau para a producdo de
chocolate na fabricacdo do cupulate, tais como: fermentacdo, secagem e torracdo, para entdo
elaborar produtos similares ao chocolate (ao leite, branco, em pé e amargo) (LOPES, 2000).
O produto apresenta valores nutritivos superiores aos do chocolate de cacau, o que favorece a
disputa do cupuagu no amplo mercado dos produtos alimenticios destinados ao publico

infantil (NAZARE, 1997), bem como pelo apelo de satide ao publico consumidor em geral.

3.3 CARACTERISTICAS DA POLPA DE CUPUACU

De acordo com o Regulamento Técnico Geral para Fixacdo dos Padrbes de Identidade
e Qualidade, a polpa de fruta é definida como produto ndo fermentado, ndo concentrado, nao
diluido, obtido por esmagamento das partes comestiveis de frutas carnosas por processos
tecnoldgicos adequados, com um teor minimo de solidos totais. A polpa de fruta devera ser
obtida de frutas frescas, sas e maduras, com caracteristicas fisicas, quimicas e organolépticas
do fruto (BRASIL, 2000).

As polpas de frutas podem ser consideradas uma dispersdo de particulas sélidas
insoluveis (polpa) em solucdo aquosa contendo solidos soluveis (principalmente agucares e
acidos organicos), sendo que sua estabilidade a sedimentacdo depende das condicBes de
processamento. Os principais fatores que podem afetar a estabilidade das polpas de frutas sao:
distribuicdo do tamanho e forma das particulas e teor de solidos e soliveis (NINDO et al.,
2007).

O mercado de polpas de frutas congeladas tem crescido e apresenta um grande
potencial mercadologico (DANTAS et al., 2012). Esse setor da agroindustria encontra-se
disseminado em todos os estados do Brasil, sendo um importante segmento da cadeia
produtiva. Essa atividade agroindustrial € um negocio com boa rentabilidade, pois é uma
maneira pratica de aproveitar e armazenar o excesso de frutas produzidas na safra, quando
geralmente baixam de preco, passando a ser comercializado na entressafra. Além disso, a
polpa possibilita o aproveitamento de frutas que ndo atendem ao padrdo de comercializacdo
da fruta in natura. O crescimento da industria fruticola no pais é resultado, em grande parte,

da producdo de polpas de frutas congeladas em fabricas de pequeno porte, muitas vezes
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implantadas com o intuito de melhorar a renda familiar de pequenos produtores rurais ou
aproveitar a matéria-prima ndo utilizada e frequentemente desperdicada (TEIXEIRA, 2008).
A Tabela 3 apresenta a composicao fisico-quimica aproximada da polpa de cupuagu.

Tabela 3. Composicéo fisico-quimica aproximada da polpa de cupuagu

Composicdo Fisico-quimica Valores
pH 32-3,6
Acidez titulavel (%) 2,0-2,15
Umidade (%) 84,9-89,0
Acucares redutores (%) 2,8-3,0
Acucares ndo-redutores (%) 4,0-58
Amido (%) 0,96
Gordura (%) 0,48 -2,35
Proteina (%) 0,53-1,92

Fonte: OLIVEIRA (1997).

A polpa ou puré de cupuacu deverd obedecer as caracteristicas sensoriais (cor, sabor,

aroma e acidez), acido ascérbico e °Brix, como apresentado na Tabela 4 (BRASIL, 2000).

Tabela 4. Caracteristicas e composicao da polpa de cupuacu

Caracteristicas Composicao

Cor Branco ou branco amarelado
Sabor Levemente acido

Aroma Proprio, caracteristico de cupuacgu
Sélidos soltveis em °Brix, a 20°C Minimo de 9°Brix

Acido ascorbico Minimo de 0,18g/100g

Acidez &cido citrico Minimo de 1,5g/100 g

Fonte: Brasil (2000)

Estudando a composicdo quimica da polpa de cupuacu, Rogezet et al. (2004)
constataram, conforme apresentado na Tabela 5, teores elevados de fésforo e de potassio,

sendo esse Gltimo importante no controle do balanco de sais nos tecidos humanos.
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Composicdo quimica

Polpa de cupuacu

Mn 0,21 (+/- 0,048)
Cu 0,258 (+/- 0,059)
Zn 0,532 (+/- 0,024)
Fe 0,432 (+/- 0,042)
P 15,73 (+/- 0,48)
Mg 13,07 (+/- 1,94)
K 34,27 (+- 4,27)
Ca 5,57 (+/- 0,85)
Na 2,56 (+/- 0,20)

Fonte: Rogezet et al. (2004)

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria-ANVISA (BRASIL, 2001) estabelece

padrdes microbiologicos para polpas de frutas dispostas para comercializacdo apenas para

coliformes a 45°C e Salmonella sp. Contudo, a ocorréncia desses grupos em polpa de cupuacu

€ pouco provavel em virtude de sua elevada acidez.

3.4 FLUXOGRAMA DO PROCESSO PRODUTIVO DA POLPA DE CUPUACU

O fluxograma com as etapas do processo produtivo para a obtencdo de polpa de

cupuacu congelada é apresentado na Figura 4, tendo sido adaptado de ABREU

(1997),0LIVEIRA JUNIOR e COSTA (2003):

Cultivo

m==) | Colheita |m=s)

Transporte ﬁ Recepcdo e Pesagem

Despolpamento

h Quebra e Descascamento h Lavagem h

l

l

Selecéo

et al.

Pasteurizacdo

—

Envasamento da polpa

—

Congelamento Répido | =)

Armazenamento

Figura 4. Fluxograma do processo produtivo para obten¢éo da polpa de cupuagu.
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As Vérias etapas apresentadas serdo descritas a seguir.

3.4.1 Cultivo

Em cultivos racionais, o porte do cupuaguzeiro varia de 4 a 8m de altura atingindo até
18m. Recomenda-se seu cultivo em regides que vado de clima subimido ao superumido a 1800
mm, bem distribuidos e com temperatura média anual superior a 22°C (CALZAVARA, 1987).

As principais pragas relacionadas com o cultivo do cupuagu sdo: “vassoura de bruxa”
e “broca-do-fruto” e o controle fitossanitario deve ser feito de forma adequada, realizando as
praticas culturais adequadas, adotando recomendacdes técnicas nas fases pré e pos-colheita
(ABREU et al., 1997; OLIVEIRA JUNIOR e COSTA, 2003).

3.4.2 Colheita

O fruto quando maduro desprende-se da planta, sendo colhido no chdo e
acondicionado em caixas resistentes ou sacos. A colheita deve ser feita sempre no inicio da
manha, evitando a permanéncia do fruto caido no campo por muito tempo, para ndo ocorrer a
deterioracdo causada por ataque de fungos, ocasionando com isso, a perda da massa do fruto,
e riscos de contaminacao por fungos micotoxigénicos. O tempo decorrido entre a colheita e o
processamento deve ser o menor possivel. No caso da necessidade de armazenamento antes
do processamento, os frutos devem ser mantidos em local preferencialmente refrigerado ou,
pelo menos, sombreado e arejado, evitando-se amontoamento (ABREU et al., 1997;
OLIVEIRA JUNIOR e COSTA, 2003).

3.4.3 Transporte

A forma como a fruta é levada para a industria influencia muito na preservacao da sua
qualidade, além disso, fatores como tempo e temperatura devem ser controlados. O transporte
deve ser feito no menor prazo possivel (INTEC, 2005). Segundo Martins (2008), devido a sua
perecibilidade, o transporte do cupuacu in natura a longas distancias ndo € usual. Sendo
assim, o congelamento da polpa é uma opcdo viavel para evitar perdas de producédo. A polpa
de cupuacu, obtida por despolpamento manual ou mecanico, pode ser acondicionada em sacos

plasticos de 1 a 2 kg e congelada até sua comercializagdo ou utilizagio (ARAGAO, 1992).
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Os fatores tempo e temperatura devem ser controlados, de forma adequada, de modo a
evitar perdas e fermentacio do fruto (ABREU et al. 1997; OLIVEIRA JUNIOR e COSTA,
2003).

3.4.4 Recepcao e pesagem

As frutas passam por uma pré-selecdo, onde se separam as estragadas ou em estégio de
maturacdo avancado, daquelas com maturacdo apropriada. Deve-se verificar a qualidade da
matéria-prima e efetuar a pesagem do material (ABREU et al., 1997; OLIVEIRA JUNIOR e
COSTA, 2003).Logo depois, devem ser pesadas para obter o volume real de frutas
processadas (RAMOS et al., 2006).

3.4.5 Selecéo

Nesta fase, as frutas sdo expostas sobre mesas ou esteiras apropriadas onde sao
avaliadas quanto a maturacdo, firmeza, machucaduras, defeitos causados por fungos, roedores
e insetos. Séo retiradas todas aquelas que venham a comprometer a qualidade do produto final
(FAZI0, 2006).

3.4.6 Lavagem

Como a matéria-prima tende a chegar a industria com uma carga de microrganismos,
sujidades, e principalmente terra adquiridos durante a colheita e transporte, é necessario que
se tenha um controle de eliminacdo dos mesmos. A lavagem tem como objetivo reduzir o
namero de microrganismos iniciais a um minimo aceitavel, e ainda permitir melhor
visualizacdo das frutas durante a selecdo. Esta operacdo € considerada uma das mais
importantes no processamento (INTEC, 2005). A &gua utilizada deve ser de boa qualidade, e
clorada com cerca de 8ppm a 12ppm de cloro livre (ABREU et al., 1997; OLIVEIRA
JUNIOR e COSTA, 2003).
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3.4.7 Quebra e descascamento

O utensilio utilizado para a quebra do fruto e a superficie do local de quebra deve ser
de aco-inoxidavel e devidamente esterilizado. A polpa no interior do fruto sadio se apresenta
sem contaminacdo, porém, ao ficar exposta ao ambiente podera se contaminar se 0s cuidados
nessa fase, tais como lavagem, quebra, retirada da polpa e higiene pessoal, ambiental e
maquinas de trabalho, forem inadequados (ABREU et al., 1997; OLIVEIRA JUNIOR e
COSTA, 2003).

3.4.8 Despolpamento

O despolpamento pode ser manual ou mecanico e consiste em separar a polpa das
sementes. O manual é feito cortando-se a polpa com tesouras ou facas, separando-a das
sementes e placenta. A forma manual ndo é recomendavel no processamento com fim
comercial, pois torna a polpa muito exposta a contaminacdo. O despolpamento mecénico é
feito com maquinas denominadas despolpadeiras, fabricadas em aco inoxidavel, constituidas
de um cilindro, peneira movel e um eixo giratério com paletas, acionado por motor elétrico,
gque movimenta a polpa com as sementes no cilindro (RAMOS et al., 2006)

De acordo com Abreu et al. (1997) e Oliveira Junior e Costa (2003), a polpa extraida é
liberada na parte inferior do equipamento. As sementes sdo descartadas na extremidade do
cilindro perfurado. Para realizar o despolpamento mecéanico, deve-se retirar a placenta antes
de colocar-se a massa de polpa na despolpadeira. Por ser fibrosa, a placenta ao ser misturada a
polpa afeta a sua aparéncia, depreciando o seu valor. Além disso, sua presenca no
despolpamento mecanico traz prejuizos ao processo por causar obstrucdo na passagem da
polpa através da peneira. Apesar de ser mais eficiente, esse procedimento acarreta a
incorporacdo de ar na polpa, o0 que pode afetar sua qualidade sensorial e nutricional durante o

armazenamento.
3.4.9 Pasteurizacao
Nesta etapa, a polpa passa por um processo de elevacdo da temperatura/tempo, o qual

permite preservar as principais caracteristicas (cor, sabor e aroma tipicos) da fruta original,

além de contribuir para a melhoria das caracteristicas de conservagdo do produto (redugéo de
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carga microbioldgica) (INTEC, 2005). A polpa é pasteurizada e o resfriamento da mesma é
feito no proprio equipamento de pasteurizacdo. Em geral, a polpa é aquecida a 90°C (+ou-
2°C) por um periodo de 60 segundos, ou 0 minimo necessario para a destruicdo de
microrganismos contaminantes. A pasteurizacdo também auxilia na inativacdo das enzimas
presentes na polpa (ABREU et al., 1997; OLIVEIRA JUNIOR e COSTA, 2003).

3.4.10 Envasamento da polpa

De acordo com Abreu et al. (1997); Oliveira Janior e Costa (2003), o envasamento da
polpa consiste no enchimento das embalagens com a polpa, por maquina dosadora. A
quantidade de polpa por embalagem é variavel; a dosadora deve ser previamente regulada
para enchimento das embalagens na quantidade desejada. A polpa é normalmente
acondicionada em sacos de polietileno. O envasamento pode ser feito em maquinas manuais,
semiautomaticas ou automaticas. No processo semiautomatico, o enchimento das embalagens
é automatico, ficando por conta do operador o reabastecimento do tanque de equilibrio,
fechamento e acomodacdo das embalagens. No processo manual, os procedimentos sdo
comandados por um operador que aciona os dispositivos responsaveis por essa operacdo. No
envasamento automatico, a polpa é succionada e elevada desde o reservatério da
despolpadeira até o tanque de equilibrio da envasadora. A partir dai, 0 processo se da por acao
de ar comprimido, que injeta o produto na embalagem em dosagens precisas, concluindo-se o

envasamento com fechamento termosoldavel da embalagem tipo sacola.

3.4.11 Congelamento rapido

Os frutos sdo bastante pereciveis, sendo praticamente invidvel o seu transporte in
natura para longas distancias. Com isso, o congelamento de polpa de fruta tornou-se uma
opcao viavel para evitar perdas de producdo, pois preserva as caracteristicas originais da fruta
fresca possibilitando, inclusive, sua comercializacdo nos periodos de entressafra
(VENTURIERE, 1993).

A polpa recém-embalada deve ser imediatamente congelada em tlneis ou camaras de
congelamento rapido. Quanto mais rapido o congelamento, melhor € a qualidade da polpa
apos ser descongelada, mantendo suas caracteristicas originais. Quando o congelamento é

lento, como acontece nos freezers domeésticos, a polpa ao ser descongelada libera uma grande
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quantidade de suco, devido a ruptura das células causada por cristais de gelo (ABREU et al.,
1997; OLIVEIRA JUNIOR e COSTA, 2003).

3.4.12 Armazenamento

As polpas que sofreram o processo de congelamento devem ser armazenadas em

cameras frigorificas a temperatura de, aproximadamente, -20°C (RAMOS et al., 2006).

3.5 PROCESSAMENTO TERMICO DA POLPA DE CUPUACU

Um dos métodos mais utilizados na preservacdo dos alimentos embalados tem sido o
processamento térmico. O conceito de processamento térmico € baseado no aquecimento de
alimentos por um determinado periodo de tempo a uma certa temperatura, visando a obtengéo
de um produto seguro (AFAGHI et al., 2001).

O tratamento térmico é um dos meétodos mais importantes para a preservacao de
alimentos, mas um aquecimento excessivo pode produzir uma perda de valor nutricional e
alteracdo das caracteristicas sensoriais dos alimentos. Os métodos mais usuais de preservacao
de néctares, polpas e sucos de frutas que utilizam tratamento térmico séo a pasteurizacao e a
esterilizacdo comercial, sendo nesse caso o pH o fator determinante da intensidade do
tratamento a ser empregado para que se alcance a esterilidade comercial do produto embalado
assepticamente (DOMINGUES, 2003).

Ha a ocorréncia de microrganismos denominados terméfilos com temperatura minima
de crescimento ao redor de 45°C, 6tima entre 50°C e 60°C e maxima de 70°C ou acima. Entre
0s microrganismos terméfilos podem ser encontrados cianobactérias, tiobacilos, algas,
bacilos, clostridios e principalmente, fungos termorresistentes (FRANCO e LANDGRAF,
1996).

Os processamentos térmicos mais comuns sdo: branqueamento, esterilizacdo e
pasteurizacdo. O brangueamento é freqiientemente aplicado aos tecidos alimenticios antes do
congelamento, secagem ou enlatamento. A Esterilizacdo Comercial é o processo que visa a
inativacdo de microrganismos ou de seus esporos que sob as condicdes de estocagem
poderiam crescer e deteriorar o alimento, ou causar danos a saude. A maioria dos alimentos

estéreis comercialmente € embalado sob condicdes anaerébicas (TOLEDO, 1991).
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A pasteurizagdo € um tratamento térmico que, quando aplicado as polpas de frutas,
tem como principais objetivos a destruicdo de células vegetativas de microrganismos
deteriorantes e a inativagcdo enziméatica. A microflora de produtos acidos é relativamente
restrita, apresentando microrganismos de menor resisténcia térmica, provocando alteracdes
minimas sobre o valor nutritivo e caracteristicas sensoriais dos produtos (FELLOWS, 1994).
Essa técnica é amplamente associada com outros métodos de preservacdo, tais como:
refrigeracdo, congelamento, concentracdo, embalagens herméticas e conservantes quimicos
(DOMINGUES, 2003).

A relacdo tempo-temperatura utilizada na pasteurizagdo depende da resisténcia térmica
do microrganismo deteriorador que deve ser destruido, da sensibilidade do produto e da
necessidade de inativacdo enziméatica. Métodos envolvendo altas temperaturas e curto tempo
(HTST) séo preferidos por causarem menor dano ao produto (MARTINS, 2008). Geralmente,
para inativar as enzimas Sdo necessarios tratamentos em que as temperaturas de processo
variam por volta de 90°C. As principais enzimas que devem ser inativadas em polpas e sucos
de frutas sdo a poligalacturonase (PG), pectinesterase (PE), polifenoloxidase e peroxidase
(TOCCHINI et al., 1995). Variesmann (2008) ressalta a importancia de enzimas hidroliticas
na polpa do cupuacu devido a sua acdo sobre os polissacarideos da parede celular.

Esta técnica € uma das etapas do processamento de frutas que mais se desenvolveu nos
ualtimos anos em termos de tecnologia. A pasteurizacdo de uma polpa ou puré de fruta é,
geralmente, feita em trocadores de calor de dois tipos: superficie raspada e tubular. O trocador
de superficie raspada é ideal para trabalhar com produtos mais espessos, viscosos, como é 0
caso das polpas, ou que tenham particulas em suspensdo, ja que o raspador impede que 0
produto fique aderido as paredes do equipamento, realizando uma troca de calor mais
homogénea (TEIXEIRA, 2006). O efeito da temperatura contribui para a alteracdo da cor e
para 0 escurecimento ndao enzimatico (Reacéo de Maillard) (LESZKOWIAT et al., 1990). De
acordo com Silva (1999), a polpa de acerola sofre significativa mudanca de cor, de vermelho

para amarelo-alaranjado, quando submetida & pasteurizacio térmica (95 C/25 segundos).

3.6 PRINCIPAIS GRUPOS DE FUNGOS DETERIORANTES EM FRUTAS

Alguns microrganismos presentes podem ser causadores de alteraces bioguimicas, o
que pode ser prejudicial e resultar na “deterioragdo microbiana”, com alteragdes de cor, odor,

sabor, textura e aspecto do alimento. Essas alteragBes sdo consequéncias da atividade
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metabdlica natural dos microrganismos (TOURNAS, 1994). Os grupos mais relevantes de
fungos deteriorantes atuantes em alimentos sdo os xerofilicos, os toxigénicos e o0s
termorresistentes, sendo esses 0s principais responsaveis por perigos biolégicos e quimicos
nos alimentos, devido a producdo de micotoxinas por algumas espécies (SALAVESSA,
2009).

Segundo Pitt (1996), fungos xerofilicos desenvolvem-se em atividade de agua (Aa)
abaixo de 0,85, ainda que ndo em toda condicdo de pH, temperatura, potencial redox e outros
fatores de crescimento, sendo definidos como xerofilicos moderados, ndo requerendo
condi¢cBes especiais para crescimento. Neste grupo, acham-se as espécies xerofilicas de
Eurotium (espécie Aspergillus glaucus), Penicillium, Aspergillus (principalmente a série de
Aspergillus restrictus) e, as linhagens de Wallemia sebi, entre outros. A contaminagdo dos
alimentos pelos microrganismos xerofilicos deve ser evitada, ainda que as condi¢es impegam
0 crescimento, visto que podem sobreviver por longos periodos, contagiando outros alimentos
(FRISVAD et al., 2005).

Os fungos toxigénicos comegaram a ser estudados a partir da descoberta da aflatoxina,
em 1960, quando admitiu-se a capacidade de muitos fungos, de origem alimentar, em
produzir micotoxinas. Essas representam um sério risco para a saide humana e animal (PITT
e HOCKING, 1997), dependendo das espécies envolvidas, tém-se casos de intoxinacao
variados. Os dados permitem constatar que a mesma toxina pode ser secretada por uma
variedade de fungos distintos, como por exemplo, a patulina, produzida por Aspergillus
clavatus, A. terreus, Penicillium expansum e P. griseofulvum(YOSHISAWA, 2001).Além
disso, alguns fungos sdo capazes de sintetizar varias toxinas diferentes, como Aspergillus
flavus, por exemplo, que produz acido ciclopiazdnico, aflatoxinas, acido aspergilico.

Os alimentos mais sujeitos a decomposicdo por fungos termorresistentes sdo as frutas
e seus derivados, ja que a principal fonte de contaminacdo das frutas € o solo, onde esses
fungos estdo presentes. O crescimento visivel do fungo, a producdo de acido e odor
desagradavel, a desintegracdo da fruta e dissolucdo do amido e pectina no meio sdo efeitos
causados nas frutas e seus derivados, pelos fungos. As transformacbes causadas nesses
produtos sdo averiguadas pelo desenvolvimento de fungos na parte superior das embalagens,
onde sdo favorecidos pela presenca de oxigénio residual, promovendo estufamento das
embalagens de sucos e deterioracdo visivel em recipientes transparentes (PIECKOVA e
SAMSON, 2000). Para Keller et al (2005), a identificacdo e a determinacdo da micobiota

contaminante e de suas caracteristicas fisiologicas, nutricionais e toxigenas revestem-se de
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grande importancia para o estabelecimento e a analise do risco de exposi¢cdo do homem e dos
animais a estes fungos e suas potenciais micotoxinas, para prevencao dos varios problemas

para a saude inerentes ao consumo de alimentos e de racdo contaminada (BAPTISTA, 2004).

3.6.1 Fungos filamentosos

Avalia-se que existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos no mundo, mas
somente 69 mil espécies foram descritas (SOUZA et al., 2012). Dada a capacidade em utilizar
substratos distintos, eles sdo capazes de contaminar e deteriorar incontaveis produtos
utilizados pelo homem, tais como tecidos, couro, petroleo e seus derivados, dentre outros.
Portanto, varios procedimentos como agquecimento, secagem, uso de irradiacdo ou de aditivos
quimicos, congelamento, enlatamento, sdo aplicados para proteger os alimentos dos fungos e
também das bactérias (ALEXOPOULOQOUS, 1996).

Os fungos possuem habitats relativamente diversos. Alguns sdo aquaticos (vivem
principalmente em agua doce, embora também sejam conhecidos alguns fungos marinhos). A
maioria, no entanto, vive em habitats terrestres, no solo, mas principalmente onde ha matéria
organica em abundancia, ja que, diferentemente das plantas, precisam de uma fonte externa de
alimento (MUELLER e SCHMIT, 2007). E relevante citar que um grande nimero de fungos é
parasita de plantas terrestres, sendo responsaveis pela maioria das doencas de vegetais
economicamente importantes. Nas florestas tropicais, uma simples folha esta sujeita a invasao
de milhares de esporos de fungos, e estes podem se desenvolver na superficie dos 6rgdos das
plantas ou penetrar nos tecidos (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006). Com relacdo a nutricdo, os
fungos fazem absorcdo do alimento, acumulam glicogénio como material de reserva e tém
forma de vida diversificada como saprobiontes, comensal, simbiontes e parasitas
(SALEEMULLAH et al., 2006).

Os fungos filamentosos microscépicos sdo predominantemente pluricelulares;
apresentam micélio aéreo, possuem reproducdo sexuada e/ou assexuada. Sua estrutura
morfologica fundamental é a hifa, que geralmente cresce em conjunto, ao longo de uma
superficie, que pode ser uni ou multinucleada, septada ou cenocitica, sendo que o seu
conjunto constitui 0 que denominamos de micélio, que pode ser facilmente visualizado sem o
auxilio de um  microscopio (WILLIAMS et al, 2006). Seus esporos
(conidios e blastoconidios) e 0s esporos sexuais sdo oriundos da especializacdo de seu micélio

em drgdos ou sistemas reprodutivos podendo ser enddgeno ou exdgeno (LACAZ et al., 2002).
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Esporos produzidos no interior de um saco fechado (asco) sdo denominados ascOsporos,
enquanto aqueles produzidos na extremidade de uma estrutura claviforme (basidio) sdo
denominados basidiésporos (VANDENBERGHE et al., 2000). Quando amadurecem, 0s
ascos sofrem uma ruptura por onde séo liberados os ascdsporos. Estes Gltimos possuem
parede, e sdo geralmente ornamentados e refrateis. Os ascos de alguns destes fungos sao
recobertos por um grande corpo de frutificacdo que leva o nome geral de ascocarpo. As
espécies termorresistentes, usualmente produzem dois tipos diferentes de ascocarpos: o
cleistotécio (membrana rigida, esférica, de parede lisa e completamente fechada) ou o
gimnotécio (parede formada por um emaranhado de hifas) (PITT e HOCKING, 1985).

Segundo Kang et al (2004), o crescimento de um microrganismo, assim como a
formacdo de um produto, ocorre como resposta as condi¢cbes ambientais, e deste modo é
essencial a compreensao da relagdo que existe entre a regulacdo do metabolismo microbiano e
seu ambiente fisico e quimico. Os fungos sdo capazes de crescer em todos os tipos de
alimentos, resultando em varios tipos de alteracdes (deterioracbes) nos mesmos, como por
exemplo: off-flavours, toxinas, descoloracdo, apodrecimento e formacdo de propagulos
alergénicos ou patogénicos. A deterioracdo de propriedades sensoriais € frequentemente
devido a producdo de exoenzimas durante o crescimento, que podem continuar sua atividade
independente da destruicdo ou remocdo do micélio, ocasionando completa desintegracdo da
textura do alimento (TOURNAS, 1994).

Por possuirem baixa resisténcia térmica, os fungos genericamente podem ser eliminados
pela pasteurizacdo, destruindo conidios e hifas. Entretanto, uma pequena classe de fungos
filamentosos apresentam uma elevada resisténcia térmica, decorrente da presenca de esporos
sexuados, tais como Aspergillus, Byssoclamys, Neosartorya, Talaromyces, entre outros. Estes
esporos podem permanecer em estado de dorméncia em restos de frutas apodrecidas e no solo,
necessitando de uma ativacdo térmica para germinarem, o0 que € propiciado pelos
processamentos térmicos comerciais (TOURNAS e TRAXLER, 1994). Mislivec et al. (2001)
relataram que o crescimento de fungos e leveduras pode ser manifestado por pontos de
podriddo, bem como pela presenca de esporos. O fato de ndo se observar crescimento visual
ndo significa que o produto ndo esteja contaminado por esses microrganismos.

Nas industrias, a causa da contaminacdo por fungos termorresistentes pode ser devido a
contaminacdo inicial, manuseio e estocagem impropria dos produtos. Também pode ser
decorréncia de tratamento térmico inadequado, como por exemplo, a pasteurizacao de frutas e

derivados comumente efetuada por 3 minutos a 90 C, enquanto que poucos sucos de frutas
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sofrem tratamento em intervalo de tempo menor, a temperaturas variando entre 80°C e
90'C(TOURNAS, 1994; HOCKING e PITT, 1984).Segundo Baglioni (1998), a variacéo entre
linhagens de fungos termorresistentes, a influéncia da natureza do meio de aquecimento e a
adicdo de conservantes sdo os principais fatores que afetam a resisténcia térmica de fungos
filamentosos termorresistentes. Embora as frutas e seus produtos processados sejam 0s mais
relacionados a deterioragdes por esses fungos, existem relatos provando que hortalicas e suas
conservas, leite e derivados também podem ser deteriorados por eles (MARCOS FILHO,
2005).

Os esporos das linhagens de Aspergillus sdo geralmente reportados como possuidores
de pequena resisténcia térmica, como por exemplo, de 5 minutos a 60°C. Todavia, ja se tém
estudos de linhagens de Aspergillus niger, produtora de conidiésporos, com um valor D de
85°C por 60 minutos, sendo essas consideradas como microrganismos emergentes € como
tais, deficientes de estudos (SPLITTSTOESSER e SPLITTSTOESSER, 1977).

Os fungos do género Byssochlamys sp sdo caracterizados pela auséncia de cleistotécio
ou qualquer outro corpo que envolva o0s ascos durante o seu desenvolvimento. O B. nivea tem
em seu ciclo de vida duas formas de reproducdo: assexuada ou estagio imperfeito (anamorfo),
denominando-se Paecilomyces niveus, produzindo conidios, e sexuada ou estagio perfeito
(teleomorfico), que produzird os ascosporos (esporos) (EICHER e LUDWIG, 2002).

Os ascos em fungos do género Neosartorya spsdo produzidos em ascocarpos
(cleistotécio), dando a coldnia uma aparéncia granular. Dentro do género Neosartorya, a unica
espécie significante e reconhecida como deterioradora de alimentos € Neosartorya fischeri,
que se caracteriza por apresentar col6nias de cor branca creme em Agar Extrato de Malte
(MEA) (SPLITTSTOESSER et al., 1993).

Talaromyces é um género de fungos filamentosos deteriorante de frutas e produtos
derivados comumente encontrado em suco de polpas comerciais congeladas de morango
(SALOMAO, 2002). A espécie mais comumente isolada de alimentos &cidos
termoprocessados € o Talaromyces macrosporus. No meio CYA (Cyzapeck yeast extract
Agar) a 25°C, observa-se um micélio amarelo brilhante, com formacdo ocasional de
exsudados avermelhados (BEUCHAT e PITT, 2001).

Segundo Tournas (1994), o fungo Eupenicillium brefeldianum é o principal
microrganismo responsavel pela deterioracdo de sucos em alguns paises da Africa. Aragdo
(1989) demonstrou em seus estudos com suco de morango que a espécie de maior incidéncia

se tratava de Eupenicillium com capacidade de resisténcia térmica maior do que a citada por
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outros autores. Suas caracteristicas de crescimento em CYA sdo de crescimento répido e
denso, com micélio amarelo e pouco formacdo de exsudado sem cor, sendo Sseu reverso
usualmente &mbar (PITT e HOCKING 1985).

3.6.2 Genero Aspergillus

A denominagdo Aspergillus, oriundo do latim é devido a aparéncia do conidi6foro
(cabeca aspergilar, que ¢ um globo perfurado contendo uma esponja) semelhante ao
instrumento usado para aspergir agua benta (KLICH e PITT, 1988; BUCKINGAHAM e
LEE, 2004).Trata-se do género mais comum de fungos filamentosos, além de ser um dos mais
bem estudados,foi descrito hd quase 300 anos e é considerado um dos fungos filamentosos
mais conhecidos, uma vez que compreende fungos utilizados para producdo de compostos
bioguimicos (p. ex. &cido citrico por Aspergillus niger), alimentos fermentados (p. ex. molho
de soja por Aspergillus oryzae), e enzimas (p. ex. amilases por A. niger). Por outro lado, as
espécies de Aspergillus sdo também conhecidas por estarem entre 0S mais toxicos
deteriorantes de alimentos e ragdes (p. ex. A. flavus) (PERRONE et al., 2007).

Compreende mais de 200 espécies, entretanto somente 30 destas sdo bem definidas e
facilmente distinguiveis. Possuem ampla distribuicdo mundial estando presente na superficie,
no ar e na agua, tanto em organismos vegetais quanto em animais e também estdo associadas
com a deterioracdo de materiais vegetais e alimentos, em especial nas regides de clima
tropical e subtropical. H& espécies patogénicas para 0 homem, para 0s animais e ha aquelas
que durante seu metabolismo produzem toxinas (ROSA et al., 2002; PARK e MEHRAD,
2009).

3.6.2.1 Aspergillus Niger

A espécie Aspergillus niger € reportada, dentre os fungos filamentosos, como a de
maior incidéncia em deterioracdo de alimentos. Essa espécie é facilmente encontrada em
regibes de clima quente, tanto no campo, como em alimentos estocados. Frutas como
morango e maracuja, que sdo de plantas rasteiras, e as que sdao colhidas no solo, como o
cupuacu, sdo as mais susceptiveis a deterioracdo de seus produtos apds 0 processamento
(SANTOS, 2007).Segundo Mclellan e Padilla-Zakour (2005) é preciso realizar o controle da

matéria prima, de forma que ela seja a menos contaminada possivel, pois a contaminagdo
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inicial de sucos e produtos de frutas por fungos filamentosos termorresistentes serd baixa,
quando for realizada uma lavagem eficiente da casca do produto, onde se concentra a maioria
dos bolores oriundos do contato do produto com o solo, aléem disso, assegurar-se que 0
tratamento aplicado ao alimento serd suficiente para reducdo da contaminacdo para niveis
Seguros.

Esta espécie produz tipicamente o “aspergillum” ou “cabeca aspergillar”, que consiste
de uma haste (estipede) asseptada que termina em uma vesicula, sobre a qual nascem as
células conidiogénicas (fidlides e métulas). A estrutura inteira, incluindo a cabeca aspergilar, a
haste (ou estipede) e a célula pé, é chamada de conidiéforo (SANTOS, 2007). Seus
conidiésporos sdo longos (400-3000um), lisos, hialinos, tornam-se escuros no apice e
terminam em uma vesicula globosa. A métula e as filiades cobrem a vesicula inteira e seus
conidios s&o marrons ou pretos, globosos, asperos, com 4-5um (BENNETT, 2010). A
anatomia da cabeca aspergilar, forma da estrutura anamorfica que caracteriza 0 género esta

apresentada na Figura 5.
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Figura 5. Morfologia representativa de espécies do género
Aspergillus niger (ROSA et al., 2002)

As colbnias de Aspergillus niger, em meio de cultura para identificacdo CYA, cobrem
toda a superficie da placa de Petri. Macroscopicamente, se caracteriza no inicio do
crescimento por uma colbnia branca que se torna marrom escura ou preta apos o
desenvolvimento dos conidios e o reverso da coldnia se caracteriza por uma cor palida, creme

ou amarelada (SAMSOM, 2007). Em razdo da coloracdo preta de seus esporos estes
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apresentam, aparentemente, resisténcia a luz solar e a luz UV, o que torna sua eliminacdo em
alguns ambientes dificultada, requerem uma temperatura minima para crescimento de 6-8°C,
maxima de 45-47°C e 6tima de 35-37°C (PITT e HOCKING,1985).

E um fungo comumente encontrado no ar, no solo e em vegetais, sendo um
deteriorador que, algumas vezes pode incorrer em danos a saude humana e animal, devido a
producdo de micotoxinas, essa habilidade somada a capacidade do mesmo em crescer em
condicBes desfavoraveis e deteriorar produtos, torna este bolor um importante microrganismo
a ser eliminado em alimentos processados. Neste caso, € preciso ressaltar que, apesar de
inesperada, algumas linhagens podem apresentar resisténcias térmicas extremamente altas tais
como:

- Aspergillus niger, isolado por Silva (2006) como o fungo filamentoso mais termorresistente
em 50 amostras de 1L de néctar de manga processado termicamente, foi capaz de sobreviver a
choque térmico de 100°C/15 minutos;

- A. tamarii e A. flavus, isolados por Obeta e Ugwuanyi (1995) a partir de sucos de manga,
laranja e tomate processados termicamente, foram capazes de sobreviver ao choque térmico
de 75°C por 30 minutos.

- A linhagem Aspergillus sp. WR1, isolada por Splittstoesser e Splittstoesser (1977), foi capaz
de sobreviver a choques térmicos de 85°C/60 minutos em sucos de uva, maca e tomate.

A classificagdo e principais caracteristicas do Aspergillus niger, organizados por

Couri, 1993 sdo apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6. Principais caracteristicas do Aspergillus niger

Classificacdo Principais caracteristicas

Reino Fungi

Divisdo Eumycota Tipicamente micelial, algumas vezes unicelular.
Subdivisdo Deuteromycotina Talo micelial e septado ou unicelular; reproducao

sexual ausente, mas a parasexual pode ocorrer.

Classe Hyphomycetes Formas miceliais estéreis ou produzindo conidios
em hifas separadas ou agregadas na ausénciade

conidiomata.

Ordem Moniliales Micélio hialino, contendo conidiéforos livres, que

se projetam do micélio de forma irregular.

Familia Moniliaceae Os conidiéforos sdo solitarios livres, que se
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projetam do micélio de forma irregular.

Género Aspergillus

Micélio septado. Conidiéforo ereto com terminais
globosos dos quais emergem fialides com conidios
arredondados unicelular e de coloragdo negra,

esverdeada ou amarela.

Espécie A. niger

Conidios globulosos de aspecto rugoso, com
equinulagdes verdadeiras, coloracdo negra,

medindo em torno de 4 a 5 um de diametro.

Fonte: COURI, (1993)

3.6.2.2 Aspergillus flavus

Este fungo pertence ao Reino Fungi, Divisdo Ascomycota, a classe Ascomycetes, a

ordem Eurotiales e a familia Trichomaceae (KIRK et al., 2008). As hifas vegetativas septadas

déo origem aos conidiéforos de A. flavus e A. parasiticus. As fidlides surgem ou diretamente

de uma vesicula globosa (condicdo unisseriada) ou da métula que envolve a superficie da

vesicula (condicéo bisseriada). A cabeca conidial, compreendida por vesicula, métula, fialides

e cadeias de conidios, a seriacdo € mais variavel (BENNETT, 2010). Este género é

amplamente distribuido pelo mundo, sendo conhecido por produzir conidios em cabeca do
tipo escovao (Figura 6) (PITT e HOCKING, 1997).

Conidicforo

Figura 6. Morfologia representativa de espécies do género Aspergillus flavus

Fonte: KOZAKIEWICZ, (1989)
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Macroscopicamente, o género Aspergillus caracteriza-se pelo desenvolvimento de
colonias coloridas e brilhantes. As colbnias de A. flavus sdo caracteristicamente verdes a
amarelo-oliva, embora eventualmente possam apresentar coloragcdo amarelo puro, tornando-se
acinzentadas com a idade (GEISEN, 2000).

O desenvolvimento do A. flavus ¢é beneficiado quando este se encontra em temperatura
acima de 25°C (temperatura 6tima 35°C) e umidade relativa entre 80 e 90%, definindo-o
como fungo de armazenamento, sendo essas condicdes abidticas, inapropriadas para regides
tropicais, como Brasil, além disso, a insuficiéncia de CO, e O, facilita o crescimento de
bolores favorecendo a contaminacdo dos gréos (LEE, 2004).Em substratos ricos em amido,
como o milho, ndo sdo tdo frequentes, mas ainda assim, produzem micotoxina, no entanto,
desenvolvem-se bem em substratos oleaginosos aumentando o nivel de producdo da mesma
(CASTRO et al., 1995).

3.6.3 Micotoxinas

Ha algumas décadas, o reconhecimento de um determinado género ou espécie de
fungo era considerado desnecessario. Contudo, o que modificou a atitude do homem frente a
contaminacdo fungica dos alimentos e deu uma nova dimensdo a micologia alimentar foi a
descoberta de que muitos fungos contaminantes de alimentos s@o capazes de produzir uma
grande variedade de substancias toxicas (GEORGINNA e PAYNE, 2009).

A contaminagdo por fungos é importante ndo apenas sob o ponto de vista sensorial,
mas também pelo risco que representa para o consumidor. Os fungos que sdo produtores de
toxinas sdo tidos como toxigénicos; cerca de 400 micotoxinas ja foram isoladas (ZINEDINE
et al., 2009). A palavra micotoxina deriva do termo grego mikes (fungo) e do latim toxicum
(veneno), ou seja, toxina produzida por fungos em condi¢cdes especificas. Ndo sdo todos 0s
fungos que a produzem, de forma que a simples presenca de fungos em um alimento ndo quer
dizer necessariamente que as toxinas tenham sido ou venham a ser produzidas
(YOSHISAWA, 2001). Por outro lado, a inexisténcia de sinais visiveis de emboloramento
também ndo deve ser interpretada como auséncia de toxinas, pois estas podem permanecer em
um alimento mesmo depois que o fungo que a produziu tenha desaparecido do produto

processado (OLIVER et al., 2008). As toxinas de maior risco e ocorréncia em alimentos séo
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as aflatoxinas, ocratoxinas, zearalenona, tricotocenos, fumonisinas, patulina, &cido
ciclopiazonico e micotoxinas tremorgénicas (RODRIGUEZ-AMAYA e SABINO, 2002).

O género Aspergillus estdo entre os mais importantes fungos produtores de
micotoxinas (PITT e HOCKING, 2009).Algumas delas permanecem restritas ao micélio
fungico, enquanto que a maior parte é secretada no substrato. Sabe-se que a maioria é bastante
resistente aos tratamentos quimicos e fisicos e, uma vez presentes nos alimentos, sofrem
pouca alteracdo durante o processamento e estocagem (YOSHISAWA, 2001). Devido a
importancia relacionada a pesquisa desta tese, serd dada maior énfase a ocratoxina A (OTA),
fumonisina, patulina, DON e aflatoxinas (AFs).

e A ocratoxina A (OTA) foi descrita pela primeira vez em 1965 como metabdlito do
Aspergillus ochraceus. Logo ap6s, foi confirmada como metabélito de diferentes espécies de
Aspergillus (A. niger, A. sulphureus, A. alliaceus, entre outros) e Penicillium (P. verrucosum)
conhecidas por colonizar um grande nimero de produtos e € considerada uma preocupacao
para saude humana (BRERA et al., 2011). Em paises da America do Sul, a presenca de cepas
de Aspergillus da secdo Nigri (aspergillus negros) produtora de OTA tem sido constantemente
relatada (ASTORECA et al., 2009). A OTA possui um aomo de cloro como grupo
substituinte em sua estrutura quimica, contribuindo para a caracteristica toxica (SCUSSEL,
2000). As especies ocratoxigénicas tém sido observadas em regides de clima temperado e
tropical, sendo encontradas no solo e em matérias organicas (NUNES, 2008). Por apresentar
uma molécula bastante estavel, essa micotoxina ndo € degradada durante o processamento,
podendo permanecer em uma grande quantidade de alimentos (MURILLO-ARBIZU et al.,
2010). A Ocratoxina A é a mais toxica e € produzida em grandes quantidades e
frequentemente encontrada como um contaminante natural de alimentos e racBes. Tem
recebido consideravel atencdo desde 1993, quando a International Agency for Research on
Cancer (IARC) a classificou como possivel carcinbgeno para o homem (MATEO et al.,
2007).

e As fumonisinas, descobertas em 1988, constituem um grupo de micotoxinas
estruturalmente relacionadas, produzidas por espécies do género Aspergillus, Fusarium,
principalmente Fusarium verticillioides (= F. moniliforme) e F. proliferatum, fungos
amplamente distribuidos na natureza, principalmente em regibes de clima tropical e
subtropical (DIAZ e BOERMANS, 1994).0s membros pertencentes a este género sdo
economicamente importantes uma vez que sdo patogénicos para

plantas, causando, todos 0s anos, vastos prejuizos, nomeadamente em culturas de milho e de
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sorgo, sendo um importante patégeno de cerais em todas as suas fases de desenvolvimento,
incluindo o periodo apds a colheita quando os grdos sdo armazenadas (JURGENSON et al.,
2002).S80 compostos fortemente polares, soluveis em &gua, e insollveis em solventes
orgénicos, o que tem dificultado seu estudo. Ndo absorvem luz visivel ou ultravioleta,
portanto ndo sdo fluorescente, requerendo derivacdo quimica para sua deteccdo (MURPHY,
1996). O conhecimento cientifico sobre as fumonisinas é relativamente menor, quando
comparado as aflatoxinas, embora sua ocorréncia seja também bastante frequente (LI et al.,
2000).

¢ A patulina é um metab6lito secundario produzida por algumas espécies de fungos
dos géneros Aspergillus, Penicillium e Byssochlamysem frutas como macas e produtos
derivados de macds, mas também pode estar presente em outros vegetais, produtos
alimenticios e em outras frutas tais como, laranja, damasco, péssego, tomate e seus
respectivos produtos derivados (MAHFOUD et al., 2002). Ha uma preocupagdo muito grande
com os niveis de patulina em alimentos acidos, como sucos de frutas, sendo fundamental sua
diminuicdo frente ao riscos que podem levar ao consumidor. O fungo desenvolve-se em partes
da fruta danificadas mecanicamente ou por pragas, onde se observa o apodrecimento; todavia,
pode ser detectada em frutas visivelmente sadias (JACKSON et al., 2003). E soltGvel em agua,
possui forte atividade antibidtica contra varias bactérias Gram-positivas, Gram-negativas,
inclusive Mycobacterium tuberculosis, além de possuir atividade antifungica (SORENSON et
al., 1985). Entretanto, ndo pode ser usada para tratamento devido aos seus efeitos toxicos.
Ensaios em animais, demonstraram propriedades mutagénicas, carcinogénicas e teratogénicas
(LA et al., 2000).

e Desoxinivalenol (DON) é uma micotoxina, pertencente ao grupo dos tricotecenos. E
produzida principalmente pelos fungos do género Fusarium, que sdo comumente encontrados
nas areas temperadas da Europa. Ocorre predominantemente em graos, como trigo, cevada,
aveia, centeio e milho, e menos frequentemente no arroz, sorgo. Cereais de grdo podem
tornar-se contaminado tanto no campo quanto durante o armazenamento. DON é
qguimicamente estavel e resistentes ao processamento térmico (SIROT et al, 2013; STREIT et
al, 2012).

¢ Aflatoxina: a designacdo do nome aflatoxina vem de seu principal agente produtor
(Aspergillus flavustoxina) (MALLMANN, 2007). Sdo metabolitos secundarios produzidos
por Aspergillus flavus, A. parasiticus e eventualmente A. nomius (KARAMI-OSBOO et al.,

2012). Apenas 50% das cepas da espécie A. flavus produzem aflatoxinas, sendo que produzem
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somente as do tipo B1 e B2, dentre os isolados aflatoxigénicos alguns chegam a produzir até
106 ug/kg (KLICH e PITT, 1988; COTTY et al., 1994; YU et al, 2004). ApoOs serem
extraidas as aflatoxinas sdo fotossensiveis, sofrendo deteriorizacdo quando expostas ao ar, a
luz visivel e ultravioleta (KLISCH, 2007). A destruicdo parcial acontece a medida que
temperaturas elevadas sdo mantidas por um prolongado periodo de tempo, na presenca de
umidade, como por exemplo, durante a autoclavagem ou cozimento em forno (MARASAS e
NELSON, 1987). S& o grupo de micotoxinas mais relatadas em alimentos, sendo
hepatotoxicas, apresentando carater mutagénico, carcinogénico e teratogénico (LIU e WU,
2010; IARC, 2002; BINDER, 2007). No Brasil, dentre as varias micotoxinas, as aflatoxinas
sd0 as Unicas cujos niveis maximos em alimentos estdo preditos na legislacdo, definidos na
Portaria n°® 183de 1996, do Ministério da Agricultura e Pecuéria, em 4ug/kg para o
somatorio das aflatoxinas B1l, B2, G1 e G2 em amendoim, milho e produtos derivados
(BRASIL, 1996). Este limite assemelha-se aos estabelecidos por outros paises e recomendado
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e pela Organizagdo para Alimentacdo e
Agricultura (FAO) (JECFA, 1998).

3.7. CINETICA DE INATIVACAO TERMICA DE MICRORGANISMOS

Muitos estudos tém sido realizados para minimizar a perda ou destruicdo da qualidade
sensorial do alimento, relativos a sabor, cor e/ou textura, durante 0 processamento ou
estocagem. Modelos cinéticos que descrevem a taxa de destruicdo e suas dependéncias em
relacdo a fatores, como a temperatura, devem ser determinados (LENZ e LUND, 1980;
SALOMAO, 2003). As razdes para a determinacdo de tais modelos cinéticos podem ser
classificados em trés categorias: i) teste de validade comercial, para prever a vida de prateleira
durante a estocagem (LEE et al., 1977); ii) melhoria de produtos e processos, para minimizar
a perda de um fator de qualidade existente em um produto associado a um processo (LUND,
1973) e iii) desenvolvimento de novos processos para elaboracdo e otimizacdo de novos
produtos por meio do planejamento de novos processos e/ou de métodos para embalagem.Nos
alimentos, a inativacdo térmica de esporos termorresistentes normalmente segue uma cinética
de reacdo de primeira ordem, isto €, a taxa de destruicdo em temperatura constante é
diretamente proporcional ao nimero de esporos sobreviventes presentes (SILVA et al.,1999).

A maioria dos microrganismos apresenta uma taxa de inativacdo térmica logaritmica,

ou seja, quando se plota o logaritmo do nimero de sobreviventes versus tempo de
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aquecimento, a uma dada temperatura, obtém-se uma linha reta (KING Jr. et al., 1979). Os
fungos termorresistentes, quando analisados por meio deste tipo de grafico, mostram uma
curva de inativacdo térmica nio logaritmica, onde ¢ possivel a visualizacdo de um “ombro”
inicial, representando uma maior lentiddo de morte por parte dos esporos, seguido de uma
taxa de morte acelerada, que da a curva um aspecto logaritmico e por fim apresentando uma
“cauda” (tail) onde os ascOsporos mais resistentes passam a demorar mais tempo para
apresentar completa inativacdo. Esse comportamento, segundo teorias, pode se dar por
substancias protetoras (acUcares, acidos), ou por conformacdo de proteinas, com presenca ou
nao de certos peptideos capazes de fornecer termorresisténcia (KING Jr. et al., 1979; BAYNE
e MICHENER, 1979; ARAGAO, 1985; KING e HALBROOK, 1987; KING Jr. e
WHITEHAND 1990; KOTZEKIDOU 1997; BAGLIONI 1998).

Plotando-se o grafico em escala monologaritmica da concentracdo de esporos em
funcdo do tempo de tratamento térmico, sera obtida uma reta, cuja tangente da inclinacéo
representa o valor D (tempo de reducdo decimal do microrganismo a uma determinada
temperatura em minutos). E importante ressaltar que o tratamento térmico adequado a um
determinado produto esté relacionado e é comumente expresso em fungéo do valor "D"; desse
modo, para tratamentos de pasteurizacao, é utilizado o tratamento 5D que corresponde a uma
diminuicdo da carga microbiana do microrganismo alvo em 5 ciclos logaritmicos. Ja para
tratamentos de esterilizacao, esse valor se modifica para 12D (CAMARGO et al., 1984).

O parametro z significa uma constante de resisténcia térmica em graus centigrados
para a curva de TDT (tempo de reducdo da populacdo microbiana para meios desejados em
uma temperatura definida) atravessar um ciclo logaritmico, ou também o namero de graus
centigrados que se deve aumentar a temperatura para que o tempo de morte pelo calor (F ou
TDT) seja reduzido em dez vezes (TOLEDO, 1991). A maioria dos alimentos ndo é aquecida
a uma temperatura constante, estando submetido a uma variacdo de temperatura, quando a
temperatura aumenta, também aumenta a taxa de inativacao, reduzindo o tempo de reducéo
decimal. Para a maioria das células vegetativas e esporos hd uma relacdo razoavelmente linear
entre o logaritmo do valor D e a temperatura; com isso, a inclinacdo da curva de valores F ou
acurva TDT x Temperatura é representado pelo parametro z.

Em estudo de Katan (1985), enfocando o fungo T. flavus, observou-se rapida
destruicdo de 9 linhagens, com inativacdo de 10° ascésporos em 20 minutos de aguecimento a
80°C. Ja Scott e Bernard (1987), trabalhando com suco de macd, observaram que as

resisténcias térmicas de T. flavus e N. fischeri eram comparaveis a de B. fulva, obtendo para T.
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flavus um D igual a 200 minutos a 80°C, enquanto para N. fischeri o valor D foi de
aproximadamente 4,6 minutos a 85°C. Os autores King e Halbrook (1987) verificaram que o
tempo para reducdo de 3 ciclos logaritmicos na populacdo inicial de T. flavus, em meio
sintético pH 5,0, variava entre 97 e 236 minutos a 80°C; 32 a 36 minutos a 85°C e 5 a 12
minutos a 90°C.

Nos alimentos, ao contrario do que é observado nos processos fermentativos, o tipo e a
concentracdo de nutrientes ndo sdo constantes e previamente conhecidos e, em geral, ndo séo
limitantes. Portanto, faz-se necessario o uso de modelos matematicos definidos para avaliar a
seguranca e a qualidade dos alimentos (WHITING; BUCHANAN, 1997).

ALDERTON e SNELL (1970) propuseram um dos modelos cinéticos de primeira
ordem para linearizacdo da curva ndo logaritmica de sobrevivéncia. A linearizacdo da curva

de sobreviventes é procedida a partir da equagéo 1:
a
(logN,-log N) =kt +C (1)

em que No = Concentragdo inicial de ascosporos/mL; N = Concentracdo de sobreviventes/

mL (apds um tratamento térmico de t minutos); a = parametro para linearizacéo (expoente); K

= Constante de taxa de morte (coeficiente angular da curva linearizada) (min-l); C =
Coeficiente linear da curva linearizada; t = (min).

O valor de “a” ¢ o inverso do coeficiente angular da curva log (logNo — logN) versus
log t, sendo calculado para 0 menor tratamento térmico e pode ser aplicado na linearizacédo
das demais curvas. Se a taxa de morte segue a equacdo 1 e se ndo ocorrerem erros

experimentais, “C” seria zero. Sendo assim o valor de “l/k” ¢ derivado da equacao 2:
1k = t/ (logN, - logN ) 2)
A equacdo 2 ¢ similar a equacdo da curva logaritmica, quando a= 1
D=t/ (log N_- log N)(3)

Segundo Baglioni (1998), por analogia das equacdes 2 e 3, “I/’k” é um parametro
equivalente a “D”.

Para a aplicacdo do Modelo Linear assume-se que a inativacdo de muitos
microrganismos a uma temperatura constante segue uma cinética de 12 ordem, que se baseia
na seguinte equagao:

logS(t) =—t/D (t=0)(4)
S(t) = N/No t = tempo (min); D = tempo de reducéo decimal (min).
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De acordo com este modelo, todas as células da populacdo tém igual probabilidade de
morte (BUZRUL et al, 2005; BUZRUL e ALPAS, 2007). Um gréfico entre log S(t) versus
tempo (min) seré linear e a partir dele pode-se determinar o valor D.

O modelo de Weibull, entre tantos, assume que a populagdo de células ou esporos
temorresisténcias diferentes e a curva de sobrevivéncia é uma forma cumulativa da
distribuicdo letal. Em termos de curva de sobrevivéncia, uma forma cumulativa da
distribuicdo de Weibull pode ser descrito pela Equacéo 5.

S(t)= exp (~(t/ o)) ()
LogS(t)= -1/2,303(t/0)" (6)

em que:

S(t)= N/Np; t = tempo (min); a. ¢ B sdo parametros da distribui¢do. a ¢ denominado parametro
de escala, cuja unidade é minuto ou segundo, e B parametro de forma,utilizado como indice de
comportamento.Porém, varios autores (BUZRUL e ALPAS, 2007; BUZRUL e ALPAS,
2004;BUZRUL et al., 2005; PELEG, 1999) preferem escrever a Equacéo 6 da seguinte forma
(Equacao 7):

LogS(t) = -b.t" (7)
em que:
n = Be b= 1/2,303a™ (min * ou s™)

O modelo representado na Eq. 7 apresenta como principal vantagem a simplicidade e é
suficientemente robusto para descrever curvas de sobrevivéncia que apresentem ombro
(cbncavo), em que n > 1, e curvas com cauda (convexas), onde n < 1. A curva concava (n > 1)
indica que o acumulo dos danos as células levam ao aumento de sua sensibilidade e a curva
convexa (n < 1) mostra maior resisténcia ou habilidade do microrganismo de se adaptar a um
tratamento estressante. Quando n= 1, o modelo é linear (BUZRUL e ALPAS, 2007; ALBERT
e MAFART, 2005; CHEN e HOOVER, 2004; MARTINUS e BOEKEL, 2002). E em muitos
outros casos ainda, as curvas de inativacdo de certos microrganismos apresentam tanto a fase
lag inicial, quanto a “cauda” final, formando uma sigmoide (TOLEDO, 1991).

No modelo de Weibull, t; é 0 tempo necessario para reduzir 1 ciclo log da populacéo
microbiana. O valor t;, referente a equacédo 5, é andlogo ao valor Dno modelo linear; ty pode
ser determinado pela Equacéo 8.

tg=(d/b)*" (8)
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Em que: d = n° de reducdes na populagdo inicial.Valores de d maiores que 2

determinam o tempo cumulativo do processo.

3.8 COMPORTAMENTO REOLOGICO DA POLPA DE FRUTA

Reologia é a ciéncia que estuda a deformagdo e o escoamento de materiais, ou seja, 0
modo como o0s materiais respondem a aplicagdio de uma tensdo ou deformacdo. O
conhecimento das propriedades reolégicas de alimentos é muito importante para o projeto de
tubulacgdes e equipamentos, no controle de qualidade, no desenvolvimento de novos produtos,
na aceitabilidade por parte do consumidor, bem como em um melhor entendimento do
comportamento estrutural dos produtos (STEFFE, 1996).

As propriedades reoldgicas dos alimentos séo estudadas por varias razdes: controle de
qualidade, avaliacdo sensorial, estudo da estrutura e aplicagdes a engenharia de processos
(RAO, 1999; BEZERRA, 2000). O aumento da concorréncia e a pressao dos custos forcam as
industrias a buscarem métodos rapidos para controlar a qualidade e identificar as propriedades
de novos produtos durante o seu desenvolvimento. As informacGes sobre 0 comportamento
reoldgico dos fluidos permitem o calculo pratico para situagbes importantes como:
bombeamento, troca de calor, estocagem, filtracdo e separacdo de solidos (VIDAL et al.,
2006).

Para que cada etapa do processo seja economicamente vidvel, é fundamental o
conhecimento das propriedades fisicas e quimicas da polpa de fruta submetida aos processos
de industrializacdo. Dentre essas propriedades, o comportamento reolégico ocupa posicao de
grande destaque (VRIESMANN e PETKOWICZ, 2009).

Os fluidos podem ser classificados em newtonianos ou nao-newtonianos. Fluidos
newtonianos sdo aqueles em que a tensdo cisalhante € diretamente proporcional a taxa de
cisalhamento. Todo o fluido cuja relacdo entre a tensdo cisalhante e a taxa de cisalhamento
ndo é constante é denominado nao-newtoniano, considerando-se a temperatura e a pressao
constantes e o escoamento laminar. Esses fluidos sdo classificados conforme o aspecto da
curva de escoamento e a correlagdo com alguma equacdo ou modelo matematico (CABRAL
et al., 2007). A maioria dos alimentos fluidos ndo segue o simples modelo reolégico
newtoniano. Geralmente, apresentam propriedades reoldgicas dependentes da tensdo aplicada,
podendo depender também da duracédo do cisalhamento (GONCALVES e LANNES, 2010).

Numerosas equacdes empiricas tém sido propostas para elaborar modelos matematicos

das relacbes observadas entre a tensdo cisalhante e a taxa de cisalhamento para fluidos
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(GONGCALVES e LANNES, 2010). Dentre eles, tém-se os modelos de Newton da
viscosidade, de Ostwald de Waele e o de Herschel-Bulkley.
Ostwald de Waele (Lei da poténcia) propds a equacdo 9 para ajustar dados

experimentais de tenséo e taxa de cisalhamento.

T=xy" 9
em que T é a tensdo de cisalhamento (Pa), k é o indice de consisténcia do fluido (Pa.s"), y" é

a taxa de cisalhamento (s™) e n é o indice de comportamento do fluido (admensional).

No caso dos fluidos newtonianos, o indice de comportamento do fluido tem valor
unitario, portanto, a equacdo 9 pode ser simplificada, sendo k o valor da propria viscosidade
do fluido (1), conforme apresentado na equacéo 10.

T=1y" (10)

A dependéncia da viscosidade de solugbes newtonianas com a temperatura e,
geralmente, expressa conforme a relacdo de Arrhenius (GRANJEIRO et al., 2007), mostrada
na equacdo 11. A mesma pode ser utilizada para representar os dados experimentais de

viscosidade, possibilitando a determinacéo dos parametros E; e To.

n = o exp(Eo/RT)(11)
em que 1o € um parametro da equacéo; E.¢ a energia de ativagdo do escoamento (kJ.mol™); R
a constante dos gases ideais (8,314.10° kJ.mol™*.K™) e T é a temperatura absoluta (K).

Muitas pesquisas evidenciam a influéncia de fatores como concentracao e temperatura
nos parametros reoldgicos de diversos produtos, sendo a relacdo de Arrhenius geralmente
utilizada para descrever o efeito da temperatura na viscosidade dos alimentos liquidos (RAO,
1999).

Todo material apresenta uma resposta a uma forca externa entre as duas extremidades
do comportamento ideal: um sélido elastico e um liquido viscoso. O primeiro € descrito pela
lei de Hooke, enquanto que um liquido viscoso ideal obedece a lei de Newton. No entanto, a
maior parte dos alimentos comporta-se como um material viscoelastico; ou seja, dependendo
da tensdo aplicada e da escala de tempo, um corpo solido pode apresentar propriedades da
fase liquida e um material liquido pode mostrar propriedades de um corpo sélido (AHMED e
RAMASWAMY, 2004).

Segundo Egawa (2007), os fluidosndo-newtonianos podem ser classificados em dois
grupos: dependentes (tixotropicos e reopéticos) e independentes do tempo (pseudoplasticos,

plasticos e plasticos de Bingham (Figura 7). Para um fluido de Bingham, certa tensdo deve ser
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aplicada antes que o escoamento seja induzido (tenséo critica). Alguns exemplos de fluidos
alimenticios que representam esse comportamento s&o: molhos de tomate, maionese, clara de
ovo batida e margarina (SCHRAMN, 2006). A maioria dos alimentos se enquadra nessa
classificagéo.

Curvas de fluxo Curvas de viscosidade
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3) Fluido dilatante Liquidos néo-Newtonianos

(4) Fluido pléstico

Figura 7. Curvas de escoamento de diferentes tipos de fluidos - Adaptado de SCHRAMM (2006),citado por
VRIESMANN (2008).

O comportamento viscoelastico de alimentos vem sendo largamente estudado em
redmetros que cisalham a amostra (forca tangencial), enquanto que parametros reolégicos em
tracdo ou compressdo (forca normal) vém sendo cada vez mais utilizados na caracterizacao da
textura de produtos alimenticios. Alem disso, é possivel a caracterizacdo do produto a baixas
ou altas deformacGes independentemente do tipo de forca aplicada (PELEGRINE et al.,
2002).

A viscosidade aparente de polpas de frutas pode ser influenciada por inimeros fatores,
tais como distribuicdo de tamanho de particulas, formato das particulas, quantidade de solidos
insoluveis e sollveis e variaveis de processo. Polpas de frutas, como tomate, manga, acerola,
caja, graviola, meldo e morango, foram caracterizadas na literatura como sendo fluidos
pseudoplasticos com tensdo residual (BHATTACHARYA,1999; FREITAS, 2002). A
viscosidade aparente diminui a medida que a taxa de deformacéo e o tempo de cisalhamento
aumentam, devido a orientacdo das moléculas na direcdo do escoamento e a quebra de
agregados, que tornam a resisténcia ao movimento cada vez menor (Figura 8) (BARNES et
al., 1989).
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Figura 8. Efeito do cisalhamento sobre o comportamento de particulas e agregados (SATO, 2002).

Em estudos realizados relacionando o carater pseudoplastico das amostras com o teor
de polpa em suspensdo, Freitas (2002) observou que amostras com maior teor de polpa em
suspensdo apresentaram baixo indice de comportamento de escoamento e tensdo de
cisalhamento inicial.

Pelos estudos realizados para determinar as propriedades de escoamento da polpa de
cupuacu, Ferreira et al. (2008) observaram que a viscosidade aparente decresce com o
aumento da taxa de deformacdo indicando um comportamento pseudoplastico para a polpa,

devido ao maior alinhamento das particulas na direcdo da tensao aplicada.
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4.0 MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

O fruto in natura e as polpas de cupuacu foram adquiridos da empresa processadora de
fruto de cupuacu no estado do Para. Foram utilizados frutos e polpas da safra de 2010 que,
apos serem processadas na prépria empresa, foram enviadas para a Embrapa Agroindustria de
Alimentos, no Rio de Janeiro-RJ.

As etapas do processamento sdo mostradas na Figura 9. Duas amostras foram retiradas
ao final das etapas de Recepcédo, de Homogeneizagéo da Polpa, da Pasteurizacéo, do Envase e
do Armazenamento e colocadas em sacos estéreis (Whirl-Pak®). Em seguida, foram
imediatamente levadas ao processo de congelamento em camaras frias da propria empresa (-
40°C), sendo somente removidas 24 horas ap0s e acondicionadas em caixas térmicas para o
transporte em direcdo a Embrapa Agroindustria de Alimentos, no Rio de Janeiro-RJ.

Na Tabela 7, estéo representados os codigos das amostras.

Tabela 7- Amostras de frutos in natura e polpas congeladas de cupuagu com suas respectivas

codificacOes

Etapas do processamento Codificagédo

Frutos in natura F

Polpa homogeneizada

Polpa pasteurizada

H
P
Polpa envasada E
Polpa congelada armazenada (meia-vida de seis A

meses)

Polpa pasteurizada na Embrapa PEMB




Figura 9. Fluxograma do processamento do fruto cupuacu para obtencédo de polpa.

Recepcéo Etapa F
i B
(a4gua clorada a 100 ppm) Lavagem
i B
Ouebra manual dos frutos
1
casca Desnolpamento
4 1
Polpa Semente
Homogeneizacdo da polpa Etapa H
80 °C/15s Pasteurizacdo Etapa P
I
Envase Etapa E
Congelamento a -40°C l
Armazenamento (-20°C) Etapa A
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As amostras das polpas e do fruto chegaram a Embrapa Agroindustria de Alimentos e

foram utilizadas a medida que as variadas analises foram realizadas.

4.2 METODOLOGIA

4.2.1 Caracterizacao Fisico-Quimica

Para as analises de caracterizacdo fisico-quimica da polpa pasteurizada. (umidade,

cinzas, nitrogénio total, extrato etéreo, acidez, solidos soliveis e pH) foi utilizada a

metodologia preconizada pela AOAC (2010).

4.2.2 Caracterizacao Reoldgica

O comportamento da viscosidade e da tensdo de cisalhamento (estado estacionario) de

todas as amostras e controles das polpas de cupuacu, foi medido em um rebmetro com tensdo

controlada (AR-G2, existente no Laboratorio de Propriedades Fisicas da Escola de Quimica
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da UFRJ), sendo os dados obtidos analisados pelo software TA Orquestrator acoplado ao

redmetro.

4.2.2.1 Avaliagdo do comportamento de viscosidade e tensdo de cisalhamento das polpas de
cupuagu mediante testes em condicGes estacionarias

Foram realizados testes em estado estacionario, para avaliar o comportamento de
escoamento das amostras (H, P, E, A e PEMB), mediante a obtencdo dos parametros de
tensdo de cisalhamento e de viscosidade aparente. Todas as amostras foram homogeneizadas
manualmente na propria embalagem durante 30s. A geometria utilizada para essas medicoes
foram cilindros concéntricos com raios interno e externo de 14 e 15 mm, respectivamente. A
altura imersa do cilindro foi 42 mm, com gap de5920 um. A programacdo utilizada do
equipamento foi: temperaturas de25, 40, 60, 80 e 95 °C e taxa de cisalhamento de 0 a 200 s™.

4.2.3 Anélises Microbiologicas

As analises microbioldgicas foram realizadas de acordo com a RDC n°.12 (BRASIL,
2001), seguindo-se a metodologia do APHA (2010).

Para as cinco etapas de processamento (F, H, P, E e A), foram realizadas analises em
triplicata de coliformes a 35°C e 45°C, pela técnica do nimero mais provavel (KORNACKI e
JOHNSON, 2001), deteccdo de Salmonella sp (Compendium de Métodos Microbiolégicos,
2006), contagem de fungos filamentosos e leveduras (BEUCHAT e COUSIN, 2001) e

contagem padrdo de bactérias aerobicas mesofilas (MORTON, 2001).

4.2.4 Ensaio para Determinacéo da Termorresisténcia

4.2.4.1 Determinacdo do tempo de subida de temperatura

Como descrito por Baglioni (1998) e Rocha (2002), inseriu-se um termopar em tubo
com tampa rosqueavel (16 x 150 mm) preenchido com amostra (9 mL de polpa de cupuagu +
1 mL de agua estéril) e, entdo, este foi submetido ao banho termostatico, acionando-se ao
mesmo tempo um crondmetro. Quando a amostra atingiu a temperatura determinada, iniciou-

se o registro do tempo de subida da temperatura para iniciar o tratamento térmico.
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4.2.4.2 Andlise de Fungos Termorresistentes

Para enumeracgdo dos fungos termorresistentes, utilizou-se 0 método de plaqueamento
(PITT et al., 1992), j& que ele recupera maior quantidade de esporos quando comparado ao
meétodo de incubacdo direta (BEUCHAT; PITT, 1992). Foram utilizadas para essa analise as
etapas do processamento F, H, P, E e A.

Foram transferidos assepticamente 100g das polpas, provenientes das varias etapas de
processamento, para saco estéril (Whirl-Pak®). O pH do sistema foi aferido e ajustado
quando necessario, para que fosse alcancado um valor final de 3,5. A amostra foi colocada em
banho-maria a 80°C por 30 minutos e em seguida em banho de gelo por 15 minutos. Apés o
choque térmico, foram adicionados a amostra, 100 mL de meio Agar Batata Dextrose (BDA),
adicionado de cloranfenicol a 2 g/L e acido tartarico 10% m/v. O volume total da amostra,
acrescido do meio BDA, foi vertido em 8 placas de 90x15 mm ou 4 placas de 120x20 mm.
Ap6s a solidificacdo do meio, as placas foram vedadas com Parafilm® M, armazenadas em
sacos plasticos, para evitar ressecamento, e incubadas por 30 dias a 30°C. Apds esse periodo,
foi realizada a leitura das placas.

Apos 3 meses de armazenamento na Embrapa Agroindustria de Alimentos, foi
realizada uma analise complementar de isolamento de fungos termorresistentes presentes na
polpa de cupuacu, para cada uma das etapas F (fruto), H (homogeneizacéo), P (pasteurizacéo)

e E (envase).
4.2.4.3 Isolamento e identificacdo de fungos termorresistentes

Para enumeracdo dos fungos, utilizou-se 0 método de deteccdo e enumeracdo de
esporos de fungos termorresistentes, de acordo com HOCKING; PITT, (1984). Foram
transferidos assepticamente 100g da polpa, provenientes das varias etapas de processamento,
para saco plastico estéril (Whirl-Pak®). Ap6s a etapa de isolamento, conforme item 4.2.4.2 foi
realizado a purificacdo e identificacdo dos fungos, as col6nias foram inoculadas em placas
contendo 25 mL de BDA e incubadas a 30°C por 7 dias.

Os fungos isolados foram identificados baseando-se na taxonomia classica, por meio
do estudo morfoldgico (macroscopico e microscopico) em trés meios diferentes: CYA (Agar
Czapeck Extrato de Levedura), MEA (Agar Extrato de Malte) e G25N (Agar Glicerol Nitrato
25%) (PITT e HOCKING, 1985).
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Para o estudo macroscopico, foram observados a superficie e o0 reverso da colbnia,
quanto ao diametro, cor dos conidios e micélio, textura, presenca de exsudados e pigmentos
soluveis. As estruturas microscopicas (conidiéforos, células conidiogénicas e conidios) foram
comparadas as apresentadas com critérios adotados por RAPER e FENNELL (1965), KLICH
e PITT (1988), PITT (2000), KLICH (2002), ABARCA et al. (2004); SAMSON e VARGA
(2007).

4.2.4.4 Preparo da suspensdo de ascOsporos

Garrafas de Roux contendo 200mL de BDA (PITT, 1979) foram inoculadas com
0,5mL de suspensdo previamente preparada de cada cepa de fungo termorresistente
proveniente das etapas F, H, P, E e A. Para a preparacdo dessa suspensdo, transferiu-se, com
uma alca de platina estéril, um fragmento de fungo para um tubo de tampa rosqueavel 13 x
100mm contendo 2mL de solucdo 0,05 % de Tween 80 (solucdo dispersante), seguido de
agitacao.

Apos 30 dias de incubacdo a 30°C, foram transferidos para cada garrafa, 30 ml de 4gua
destilada estéril e, com auxilio de uma bagueta estéril, fez-se a raspagem da superficie de
crescimento do fungo. A suspenséao foi filtrada em um sistema estéril de funil e camadas de

gaze, colocada em garrafas com tampa rosqueavel e armazenada sob refrigeracao a -4°C.

4.2.4.5 Selecdo do isolado mais termorresistente

Os esporos de cada isolado foram submetidos a diferentes tratamentos térmicos
variando entre 80°C/20 min e 100°C/3 min, em que, para cada isolado, foi utilizado tubo com
tampa de rosca com 9 ml de polpa de cupuacu das etapas de processamento F, H, P, E e A,
previamente esterilizada, sendo cada tubo inoculado com 1mL da suspensdo de ascAsporos e
entdo colocados em banho-maria.

Os tratamentos térmicos foram aplicados em banhos termoestaticos de acordo com a
relacdo tempo/temperatura especificada na Tabela 8, sendo o tempo de tratamento iniciado
ap0s o tempo de subida de cada temperatura. Apos esse tratamento, cada tubo foi misturado a
30 ml de meio BDA, distribuido em placas de Petri. Apds solidificacdo da mistura, as placas
foram incubadas a 30° C, de 7 a 21 dias, pois o crescimento de fungo ap0s esse periodo seria

indicativo de resisténcia ao tratamento térmico.
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Tabela 8. Tratamentos Térmicos aplicados aos Fungos Isolados

Temperatura ('C) Tempo (min)
80 20
85 15
90 10
95 5
95 10
98 5
98 10
99 5
100 2
100 3
101 -

Fonte: FERREIRA et al., 2011

4.2.5 Ensaio com a Cepa de Fungo mais termorresistente

4.2.5.1 Producdo e coleta de ascosporos

A cepa do fungo selecionada foi inoculada em 5 garrafas de Roux contendo 200 ml de
MEA e incubadas a 30°C por 30 dias. Apds o periodo de incubagdo, os ascésporos de cada
garrafa foram coletados utilizando-se 30 ml de agua estéril. A suspensdo resultante foi filtrada
em sistema estéril de funil revestido com gaze para remover os fragmentos de hifas. Esses
fragmentos foram submetidos a ultrasom entre temperatura de 0 a —4°C, com incrementos de
1 min até a obtencdo de ascosporos livres, de forma que a concentracdo final, contada em

Camara de Neubauer, fosse aproximadamente 10" UFC/mL.

4.2.5.2 Determinacéo das condicdes 6timas de ativacdo dos ascOsporos

Para a determinacdo das condicdes Gtimas de ativacdo dos ascdsporos foi usada a
temperatura de 85°C (BEUCHAT, 1989 apud BAGLIONI, 1998) e os tempos 0 (controle), 5,
10, 15, 20 e 25 minutos. A relacdo tempo/temperatura que obteve a maior recuperacdo dos
ascésporos foi considerada a condicdo 6tima para ativacdo dos mesmos. Tubos TDT (Thermal

Death Treatment) estéreis (em duplicata) foram preenchidos com 1,8 mL de polpa de cupuagu
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estéril e inoculados com 0,2 ml da suspensdo de ascosporos preparadas, em seguida foi feita
uma homogeneizagéo. Os tubos TDT foram selados em macgarico O/acetileno e colocados em
banho termostéatico ajustado a 85° C para receber os tratamentos térmicos. O tempo de subida
até a temperatura desejada foi determinado previamente. Em cada tempo de aquecimento
definido, os tubos foram retirados do banho e resfriados em banho de gelo imediatamente.
Seguidamente, os tubos foram abertos assepticamente e, apds diluicdo serial, fez-se o
plagueamento em profundidade em Agar Extrato de Malte (duplicata).

As placas foram incubadas a 30° C e as leituras feitas a partir do terceiro até o sétimo

dia de incubacdo. A contagem foi expressa em UFC/ml.

4.2.5.3 Determinacdo da termorresisténcia dos ascosporos do isolado fangico mais

termorresistente

Para o ensaio da termorresisténcia, foram utilizadas as temperaturas de 95°C, 98°C,
101°C com diferentes tempos de aquecimento (Tabela 9), usando-se 0 método do TDT selado
(PITT, 1979). Os tubos foram preparados conforme item 4.2.5.1 e colocados em banho
termostéatico, ajustados nas temperaturas definidas, considerando-se o tempo de subida da
temperatura pré definido até a temperatura avaliada. As variacGes de temperatura foram
baseadas no valor z estimado (z=5°C) (KOTZEKIDOU, 1997; SPLITTSTOESSER et al.,
1989) e no limite de sobrevivéncia dos fungos. O tempo de permanéncia em cada temperatura
foi calculado e baseou-se na “curva fantasma” (Equagao 11).

Log D, — Log Dy =-1/z (T,-Ty) (11
Tabela 9: Ensaio da termorresisténcia utilizando as temperaturas e tempos de aguecimento

em polpa de cupuacu

Temperatura (C) | Tratamento térmico Tempo de aquecimento (min)
95°C 1D 3,98
2D 7,96
3D 11,94
4D 15,92
sD 19,90
98°C 1D 1,51
2D 3,02
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3D 4,52
4D 6,04
oD 7,95
101°C 1D 0,38
2D 0,76
3D 1,14
4D 1,52
sD 1,90

Apds tratamento térmico, os tubos foram resfriados e abertos assepticamente, sofrendo
5 diluigbes decimais sucessivas e posterior plagueamento em profundidade em MEA
(triplicata). Depois do meio homogeneizado e solidificado, as placas foram incubadas a 30°C.
A leitura do nimero de coldnias formadas foi feita do terceiro até o setimo dia de incubacéo e
expressa em UFC/mL.

Com o numero de sobreviventes e o tempo de aquecimento foram construidas as
curvas de sobrevivéncia térmica para cada temperatura. Geralmente estas curvas ndo seguem
um comportamento linear. Em consequéncia, diferentes modelos matematicos foram
propostos para descrever as curvas ndo-lineares, tais como modelo logistico (COLE et al.,
1993; ANDERSON et al., 1996), equacdo de Gompertz modificada (LINTON et al., 1995);
modelo de Weibull (FERNANDES et al., 1999; PELEG, 1999). Outra alternativa seria a
linearizacdo das curvas de sobrevivéncia utilizando a equacdo de Alderton e Snell (1970),
conforme utilizado por King Junior; Whitehand (1990), Kotzekidou (1997), Rajashekhara et
al. (1996), Rajashekhara et al. (2000), Salomé&o et al. (2004), Slongo et al. (2005), Salomdo et
al. (2007); Slongo e Aragao (2007); Ferreira et al. (2011).

Neste trabalho, optou-se por utilizar os Modelos linear, de Aldertone Snell e de
Weibull. O modelo de Weibull tem descrito bem as curvas de inativacdo ndo-lineares de
diversos microrganismos em varias condicdes experimentais (MAFART et al., 2002;
MARTINUS e VAN BOEKEL, 2002; BUZRUL e ALPAS, 2004; BUZRUL et al., 2005;
ALBERT e MAFART, 2004; PERIAGO et al., 2004; BUZRUL e ALPAS, 2007; CHEN,
2007; ARAGAO et al., 2007; HUANG, 2009; SANT’ANA et al., 2009) e o linear tem sido
utilizado em alguns trabalhos como modelo comparativo (HUANG, 2009; CHEN,2007;
BUZRUL e ALPAS, 2007; CHEN e HOOVER, 2004) nas curvas de sobrevivéncia de fungos
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termorresistentes. Os parametros cinéticos dos modelos foram ajustados pelo método
estatistico dos minimos quadrados.

O tempo de tratamento térmico foi determinado pelo modelo que melhor se ajustar a
curva de sobrevivéncia do microrganismo alvo, no caso deste estudo, aos ascosporos de

Aspergillus niger.

4.2.6 Andlise do Potencial de Producdo de Micotoxinas

Os fungos termorresistentes isolados foram analisados quanto ao potencial de
producdo de micotoxinas. Para tanto, 0 DNA gendmico dos fungos foi isolado usando o kit
comercial DNeasy (Qiagen, Alemanha). A concentragdo do DNA isolado foi determinada
pela leitura em espectrofotdmetro a 260nm. Em seguida, o DNA isolado foi usado como
molde para a reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) usando os oligonucleotideos
iniciadores (primers) para a amplificacdo de sequéncias especificas das proteinas da via de
biossintese de aflatoxina (Tabela 10) (SHAPIRA et al., 1996; KUSUMOTO
et al, 1998, YU et al, 2000; SWEENEY et al, 2000; O'BRIAN
et al., 2003; YU et al., 2004). Na Tabela 11, estdo apresentados os oligonucleotideos
iniciadores para a detecgcdo de outras micotoxinas importantes para a avaliacdo da seguranca

dos fungos termorresistentes isolados.

Tabela 10. Genes-alvo das proteinas das vias de sintese de cada micotoxina.

Micotoxina Gene-alvo Referéncias

Yu et al., 2000; Sweeney et al.,

Aflatoxina _ 2000; O"Brian et al., 2003; Yu et
afLR; ord-1 al.. 2004,
Desoxinivalenol (DON) Cluster TRI Ward et al., 2002
Proctor et al., 2003; Lorenzzetti et
Fumonisina al., 2006.
Cluster FUM
Ocratoxina A PKS Khoury e Atoui, 2010.

Patulina idh Dombrink-Kurtzman, 2007.
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Tabela 11. Oligonucleotideos iniciadores (primers) usados na detec¢do dos genes que

codificam as proteinas-chave das vias de sintese de cada micotoxina.

Micotoxina Sensi Anti-sensi Amplicom
DON 1 TCGCAGACCCCGGTATCTC | CGGGTTCCGGGAAGA 67 bp
TTT
DON 2 GAACCCATTCCTCTCTCGT | CTTCGAACGGAATTG 74 bp
TACA GTTTTCT
DON 3 AGAGGCTCCCAGACTTGC | AGCCATACACCCCGT 68 bp
AA GACA
PATULINAL | TCATCGCGGCCACACAT | CAGCGGTCGAATTTA 66 bp
TGGAGAT
PATULINA2 | CACATGGAAGGCGAGACT | TGACTAGCTCAACGA 73 bp
GA AGCCCATA
PATULINA3 | GGTCCCTGGGAACTCTATT | CCGCTTCAGAGGAAC 75 bp
CAAA CTTCA
OCHRA1 CCATGGTGCTTACGTGCCT | TTGGTGTAAGCCGAT 65 bp
AT CTGGAA
OCHRA2 CCTGTCGGCGCCAATC GGAAATTGGCCCCAT 73 bp
TGAT
OCHRA3 CGAGATGGTTTTGTATAGG | TTTGTGTGGTATTCCT 84 bp
CATGA CGAGATCA
FUM1 CGACTGCAAAGCCCCTTTC | GTCTAATCGGTCAAA 77 bp
AGGAACAATTC
FUM2 CACAAATACACAGTCTGAT | GAGCTCCGGGTCCAA 85 bp
CATAAGAAAAG GACA
FUM3 AAGATACGGATCCAGGAG | CTCCATAGCGTTTTCT 122 bp
ACGTAA GCTATCTG

A PCR foi conduzida de acordo com a seguinte programacao (termociclagem): 95°C —
5min; 40 ciclos: 95°C — 1min, 60°C — 30s, 72°C — 30s; 72°C — 1min. Apds o término das
amplificacdes, o produto da PCR (amplicom) de cada par de primers foi analisado através de

eletroforese horizontal em gel de agarose 1,5% a 100mV e 100mA. Em seguida, as bandas
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(amplicons) foram visualizados no fotodocumentador-UV (Vilbert, Biosystems, Estados

Unidos), localizado na Embrapa Agroindustria de Alimentos.
4.2.7 Avaliacdo do Bindmio Tempo-Temperatura da Pasteurizacio de Polpa de Cupuacgu

A amostra de polpa de cupuagu da safra de 2010, da etapa do processamento (H), foi
pasteurizada em trocador de superficie raspada (com dois sistemas de aquecimento e um de
resfriamento) (Figura 10) a 80°C por 15s (Tabela 12). Entdo, a amostra foi armazenada em

vidros e congelada para posterior avaliacdo da presenca ou nao de fungos termorresistentes.

Figura 10. Pasteurizador Armfield FT25D SSHE com sistema acoplado,

utilizado na planta piloto da Embrapa Agroindustria de Alimentos.

Tabela 12. Calculos dos ajustes de pasteurizacdo

) Diametro da Tubulagéo
Comprimento da Secéo (cm) (cm) Volume da Secéo (L)
cm

210.00 1.00 0.16

Volume medido | Tempo medido
Vazao (L/h) Tempo de retencéo (S)
em Proveta (mL) (s)

500.00 45.47 39.58 15.00
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5.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES FiSICO-QUIMICAS

Os resultados da caracterizacdo fisico-quimica podem ser observados na Tabela 13.
Como o padrao de identidade e de qualidade estabelecido pela legislacéo para polpa de frutas
(BRASIL, 2000) define apenas resultados de pH, acidez e solidos sollveis, s6 foi possivel

comparar os resultados obtidos com as referéncias da legislagdo nessas trés analises.

Tabela 13. Caracterizacdo fisico-quimica de polpa de cupuacu congelada

Polpa de Cupuacu Padr&o de Identidade e
Caracterizago Fisico- Avaliada Qualidade de Polpa de
Quimica (média+desvio-padrao) * Cupuagu™*
Umidade g/100g 84,47 +0,19 -
pH 3,68 +0,01 2,60
Cinzas g/100g 0,83 £0,01 -
Acidez em acido citrico 1,81 +0,01 1,50
9/100g
Sélidos soltveis ° Brix 13 +0,00 9,00
Extrato etério g/100g 1,2 £0,25 -
Nitrogénio total/ proteina 1,2 £0,01 -
9/100g
Atividade de agua (aw) 0,97 £0,01 -

*Resultado das médias e DP das analises em triplicata
**\alores minimos

De acordo com os resultados expressos na Tabela 12, observou-se que a polpa de
cupuacu apresentou teor de sélidos soltveis de 13 °Brix, encontrando-se dentro dos padrdes
estabelecidos pelo regulamento técnico para fixacdo dos Padrdes de ldentidade e Qualidade
(minimo de 9 °Brix, para valores de sélidos sollveis totais). Este resultado foi
significativamente semelhante ao encontrado por Matos et al. (2008), de 13,44 a 13,79 °Brix.

Os salidos soltveis s&o utilizados como uma medida indireta de agtcares em frutos, indicando
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0 seu grau de maturidade e a quantidade de s6lidos ou compostos sollveis em agua que se
encontram dissolvidos no suco ou na polpa. A sua medicdo ndo representa o exato teor de
acucares, devido as outras substancias dissolvidas, recebendo influéncia da quantidade de
chuvas durante a safra e de outros fatores climaticos, além da variedade da planta, do tipo de
solo e do estadio de maturacdo (CHITARRA e CHITARRA, 2005).

Quando comparado com os dados do presente estudo, Hernandez e Garcia (2000)
obtiveram valores maiores de 14,4 °Brix. J4& Canuto et al. (2010) e Nazaré (1997)
encontraram valores menores de 12 e 10,80 °Brix, respectivamente. Elevados teores de
solidos soluveis na matéria-prima implicam em menor necessidade de adi¢do de acUcares na
preparacdo de néctares, menor tempo de evaporacao da agua, menor gasto de energia e maior
rendimento do produto, resultando em maior economia no processamento (MATOS, 2007).

O valor de pH (3,68) encontrado neste trabalho foi semelhante ao obtido por Schwanet
al. (2000), Bueno et al. (2002), Costa et al. (2003) e Canuto et al. (2010), os quais, ao
estudarem polpa de cupuagu, encontraram valor de pH de 3,3. Matos et al., 2008, encontraram
valores proximos, variando na faixa de 2,98 a 3,08. Todas as polpas avaliadas estavam de
acordo com a legislacdo em vigor, cujo valor minimo de pH estipulado é de 2,6 (BRASIL,
2000). Desse modo, a polpa de cupuacu pode ser classificada como muito &cida, segundo
classificagdo que se baseia no pH minimo para a multiplicacdo da grande maioria das
bactérias (4,00) (JAY, 2005), contribuindo, assim, para uma baixa contagem microbiana
quando associado a boa qualidade da matéria prima empregada (FREIRE
et al.,2009).

De acordo com a legislacdo nacional (BRASIL, 2000), a polpa de cupuacu deve
apresentar valor minimo de 1,50% de &cido citrico. Dessa forma, o resultado encontrado no
presente estudo, 1,81 %, encontra-se de acordo com 0s padrdes propostos pela legislacéo,
assim como no resultado obtido por Bueno et al (2002), correspondente a um valor de acidez
de 1,90%. Diferindo do encontrado por Matos et al. (2008) com valores de 2,92 a 3,23 %. A
acidez titulavel € um importante parametro na apreciacdo do estado de conservacdo de um
produto alimenticio, durante o amadurecimento, geralmente ocorre uma diminuicdo da acidez
e modificacdo da proporcdo entre os diversos acidos encontrados nos frutos (MACEDO,
2001).

O valor de atividade de 4gua na polpa de cupuacu (0,97) foi similar ao descrito por
Costa et al. (2003). Algumas bactérias ndo se desenvolvem em Aw < 0,91 e muitos fungos
filamentosos ndo se multiplicam em Aw inferiores a 0,80 (UBOLDI-EIROA, 1996).
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Entretanto, essa atividade de &gua depende da concentracdo de sélidos soliveis (°Brix) do
produto (SOUZA FILHO et al., 1999). As frutas com atividade de agua superior a 0,98 séo
mais susceptiveis a deterioracdo por bactérias, fungos filamentosos e leveduras (ABREU et
al. 2003). Todos os alimentos, independente de sua origem, apresentam uma microbiota
natural extremamente variavel, concentrada principalmente na regido superficial. Por
influenciar na multiplicagdo, resisténcia, sobrevivéncia e na atividade metabdlica dos
microrganismos, a menor atividade de agua provoca um aumento na estabilidade e na
seguranca dos alimentos.

Em trabalhos anteriores, Taco (2006), Nazare (1997) e Ribeiro
et al. (1992) relataram valores entre 0,6 a 1,0% para cinzas. Esses resultados estdo em
conformidade ao encontrado neste trabalho (0,83). Entretanto, para outras polpas de frutas
tipicas desta regido do Brasil, cacau e acai, a FAO (2010) encontrou valores mais elevados de
1,2% e 1,5%, respectivamente. Esse parametro permite avaliar a quantidade de minerais,
provenientes do solo e que estejam presentes no fruto; essas ndo dependem da época do ano,
mas dos cuidados com a matéria-prima durante as operacGes de colheita, transporte e
recepcdo na indastria. O quantitativo de compostos minerais existentes nos alimentos que
derivam da completa incineracdo de seus constituintes organicos, resultando apenas nos
constituintes inorganicos, corresponde a cinzas. Nesse contexto, as substancias inorganicas
em seu teor, originadas de vegetais submetidos a analise quimica, indicam a riqueza da
amostra no tocante a elementos minerais como: calcio magnésio, potassio entre outros
(NOGUEIRA et al., 1996).

5.2 DETERMINACAO DAS CURVAS DE ESCOAMENTO E DA VISCOSIDADE DA
POLPA DE CUPUACU

Na Figura 11, sdo apresentadas as curvas de viscosidade aparente da polpa de cupuagu
provenientes das etapas do processamento industrial (H, P, E e A) e da pasteurizacdo
realizada na Embrapa Agroindlstria de Alimentos (PEMB). As analises reoldgicas foram
realizadas a temperaturas de 25, 45, 60, 80 e 95° C. Tais condicGes foram selecionadas pois
representam temperaturas comuns de descongelamento de polpas de fruta (HAMINIUK et al.,
2006) e temperaturas minimas de pasteurizacdo (PELAIS; ROGEZ; PENA, 2008).

Observa-se neste trabalho uma diminuicdo da viscosidade aparente com o aumento da

taxa de cisalhamento nas polpas provenientes de todas as etapas estudadas. Entretanto, a
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amostra PEMB apresentou uma diminui¢cdo mais acentuada da viscosidade aparente quando
comparada com as outras amostras. I1sso se deve ao fato da mesma ter sido peneirada antes de
passar pelo processo de pasteurizacdo, diminuindo a area superficial das particulas pequenas,
facilitando o escoamento. Resultados semelhantes foram observados por Tanglertpaibul e Rao
(1987), que analisaram amostras obtidas com menores aberturas da peneira (e teoricamente
com menor distribuicdo do tamanho de particulas) levando a menores valores de viscosidade.
Ou autores concluiram que a viscosidade de concentrados de tomate pode ser afetada de
maneiras distintas, tais como aumento da viscosidade devido a elevada area superficial das
particulas pequenas e diminuicdo, da viscosidade pela exclusdo das particulas grandes, que
também sdo responsaveis pelo aumento da viscosidade.

Foi observado que as curvas de viscosidade aparente, em relacdo a temperatura nas
amostras de cupuacgu estudadas, descreveram um comportamento pseudoplastico. Esse tipo de
fluido ndo-Newtoniano diminui a viscosidade aparente com o aumento da temperatura. De
fato, 0 comportamento reologico comumente verificado em fluidos alimenticios, como polpas
e sucos de frutas, é aquele de fluidos pseudoplasticos (VRIESMANN, 2008).

Ferreira et al. (2008) avaliaram o comportamento reoldgico de polpa de cupuagu, em
que o comportamento pseudoplastico foi observado, sendo 0 modelo de Ostwald-de Waele
(Lei da Poténcia) o que melhor se ajustou aos dados experimentais. O mesmo efeito de
pseudoplasticidade em polpa de cupuacu foi observado por Cabral et al., (2002) e por

Guimardes e Mascigrande (2011), ao estudarem a reologia de polpa de acai.
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Figura 11. Comportamento das curvas de viscosidade aparente (Pa.s) das amostras provenientes das etapas de
processamento da polpa de cupuacu. Todas as amostras em uma temperatura fixa. # Viscosidade PEMB Pa.s;

B'viscosidade E Pa.c 4/iscosidade H Pa.s; ““ Viscosidade P Pa.s; " Viscosidade A Pa.s.

De acordo com Queiroz (1998) e Silva (2000), a temperatura afeta a viscosidade de
polpa de frutas, pois esse comportamento pode ser explicado pelo maior alinhamento das
particulas na direcdo da tensdo aplicada. Rao e Palomino (1974) e Garcia et al. (1974),
analisando o comportamento de polpas de frutas tropicais (goiaba, manga, banana e mamao),
observaram que todas as amostras apresentaram esse padrdo de comportamento. E ainda,
Lopes (2005), analisando o comportamento reoldgico da polpa de pitanga, observou um
decréscimo da viscosidade aparente com o aumento da temperatura e da taxa de cisalhamento.

A temperatura € um dos fatores que mais afeta a viscosidade das polpas de frutas, ja
gque a maioria destas apresenta-se na forma de sélidos dispersos em meios liquidos. Um
aumento na temperatura, neste caso, faz com que a viscosidade na fase liquida diminua,
aumentando amobilidade das particulas em suspensdo, diminuindo conseqiientemente a

viscosidade da polpa. De maneira geral, a viscosidade aparente de purés de frutas diminui
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moderadamente com o aumento da temperatura, enquanto que a de sucos clarificados
apresenta um declinio mais intenso (SANCHEZ et al., 2002).

Observa-se pela Figura 11 que na etapa de Envase (E), as temperaturas de 60 e 80°C, o
conjunto de pontos apresentou uma distribuicdo um pouco dispersa, sendo 0 mesmo
comportamento observado por Ferreira et al. (2002) ao estudar a polpa de caju, nas
temperaturas de 10 e 60°C. Os autores atribuiram esse comportamento atipico a fibras longas
presentes na polpa, as quais ndo teriam sido fragmentadas durante o despolpamento e que se
entrelacariam durante a deformacdo, dificultando o escoamento do material.

Na Tabela 14 e Figura 12, sdo mostrados 0s pontos experimentais e as curvas de ajuste
ao modelo de Ostwald-de-Waelle (Lei da Poténcia) para todos os tratamentos em todas as
temperaturas testadas.

Tabela 14. Estimativas dos parametros do modelo Ostwald-de-Waelle (Lei da Poténcia) para

polpa de cupuagu
A [P | E | H | PEMB
25°C
K 45,27 54,54 28,05 86,51 1,87
n -0,95 -1,00 -0,87 -1,04 -0,47
R® 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
45°C
17,05 42,24 32,94 21,91 2,03
n -1,04 -1,04 -1,05 -1,15 -0,59
R® 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
60°C
42,76 62,88 117,95 78,78 2,57
n -0,92 -0,95 -1,02 -0,93 -0,47
R’ 0,99 0,99 0,99 0,99 0,97
80°C
48,52 42,85 211,73 92,54 4,34
n -0,84 -0,89 -0,84 -1,04 -0,64
R’ 0,99 0,99 0,99 0,99 0,99
95°C
28,26 21,10 56,55 21,46 2,26
n -1,05 -1,08 -0,78 -1,24 -0,75
R 0,99 0,99 0,99 0,99 0,98

K= indice de consisténcia do fluido; n= indice de comportamento do fluido

Os valores de “n” estdo abaixo da unidade, comprovando o carater pseudoplastico,
segundo Steffe (1996). Esse comportamento foi encontrado também por Ferreira et al. (2002)
em polpa de goiaba e por Cabral et al. (2002) em polpa de cupuacu. Os valores de R?
encontrados mostram o0 bom ajuste do modelo estudado. Os pardmetros foram

estatisticamente significativos, considerando um nivel de significancia de 5%. A amostra
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PEMB forneceu os menores valores de viscosidade, esse fato pode ser justificado pela
pequena presenca de fibras apresentando também, menores valores de “n” e “k”.

Na Figura 12, sdo mostradas as curvas de ajuste ao modelo de Ostwald-de-Waelle (Lei
da Poténcia) para a amostra PEMB em todas as temperaturas testadas.
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Model: V74=k*V73*n
y=(2,25884)*x**(-, 7482)
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Figura 12.Curva de escoamento da amostra PEMB nas diferentes temperaturas em funcéo
da viscosidade e taxa de cisalhamento. (A) 25°C; (B) 45°C; (C) 60°C; (D) 80°C e (E) 95°C.

5.3. ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbiologicas realizadas nas amostras dos frutos e polpas de cupuacu
estdo de acordo com o padrdo da legislacdo brasileira vigente, descritos na Tabela 15, para
polpas de frutas, no tocante a fungos filamentosos e leveduras, coliformes 35°C e 45°C e
Salmonella spp, isso era esperado, uma vez que a casca preserva a integridade do fruto,
formando uma barreira e impedindo a entrada de microrganismos, por ser uma estrutura rigida
e espessa.

A IN n° 1 do Ministério da Agricultura (BRASIL, 2000) estabelece para a polpa de
fruta in natura o limite maximo de 5x10°UFC.g* para contagem de fungos filamentosos e
leveduras e de 2x10° UFC.g™* para polpa tratada quimicamente e/ou que tenha sofrido
tratamento térmico. A contagem de coliformes a35 e 45°C (de origem fecal) ndo deve exceder
a 1,0 NMP.g* e Salmonella sp deve estar ausente em 25g da polpa.Por meio da avaliacio
microbiolégica do produto, assim como pela pesquisa de microrganismos patogénicos e de
indicadores de contaminacédo fecal, sera possivel estimar sua vida de prateleira, constatar ou

ndo a existéncia de riscos a satde publica advindos do seu consumo (JAY, 2005).
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Tabela 15. Resultados das analises microbioldgicas realizadas na polpa de cupuagu

Etapas de Processamento
Anélises F H P E A Limites
Microbioldgicas Estabelecidos
Fungos <10 3,3x10 | 8,3x10 | 8,5x10 | 9,8x10 | 5x10° (in natura)
Filamentosos e 2x10°%(processada
Leveduras )
(UFClg)*
Coliformes a 35 <3 <3 <3 <3 <3 1,0
°C (NMP/qg)
Coliformes a 45 <3 <3 <3 <3 <3 1,0
°C (NMP/qg)
Salmonellasp. - - - - - -

*Estimado contagem < 25 colonias e>250 colbnias. (-) auséncia em 25 g.

Em todas as etapas de processamento nas quais foram coletadas amostras, ndo houve
multiplicacdo de coliformes a 35°C ou a 45°C, ou presenca de Salmonella spp. Bueno et al.
(2002) realizaram uma analise da qualidade microbioldgica de 15 marcas de polpas de frutas
congeladas, incluindo cupuacu, concluindo que todas as amostras atenderam a legislacéo
vigente. A baixa contagem microbiana em polpa de frutas pode ser atribuida a boa qualidade
da matéria-prima empregada na fabricacdo do produto e da destruicdo de microrganismos
promovida pela pasteurizacdo, resfriamento e congelamento subsequentes (FAZIO et al.,
2006).Rabelo et al. (1998) analisando 35 amostras de polpas de frutas congeladas no estado
do Ceard, observaram que 94% apresentavam niveis inferiores a 3 NMP de coliformes totais
a 45°C/100mL e quanto aos 6% das amostras restantes, 0 NMP de coliformes totais a 45°C
variou de 75 a 2400 e de 3 a 93.As polpas de frutas tém como caracteristicas gerais, alta
atividade de agua (>0,95), potencial de 6xido reducdo elevado e pH baixo, sendo a acidez um
fator de inibicdo da microbiota deteriorante, o cupuacu obedece tais caracteristicas de frutas
acidas, apresentando acidez elevada e baixo pH (faixa de pH situa-se entre 2,0 e 4,0) na
polpa), o que restringe a flora microbiana capaz de se desenvolver com maior facilidade no
meio (FREIRE et al., 2009).

A parte das caracteristicas intrinsecas, os resultados obtidos, mostraram também boas

condigdes higiénico-sanitarias no processamento da polpa de cupuacu indicando a adequada
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aplicacdo das boas préticas de fabricacdo (BPF). Resultados semelhantes foram reportados
por Santos et al. (2004) e Freire et al. (2009) em polpas congeladas de cupuagu.

Em relacdo ao tempo de armazenamento, todas as etapas permaneceram estaveis
microbiologicamente, apresentando auséncia de coliformes fecais (< 3NMP/ mL) e de
Salmonella durante os 3 meses de armazenamento, de acordo com os padrdes microbioldgicos
estabelecidos para a polpa de fruta: coliformes fecais, méaximo de 10%g e Salmonella, ausente
em 25g. Em seus estudos, Alexandre et al.(2004), obtiveram resultados semelhantes, porém
para o tempo de armazenamento de 5 meses.

Os valores obtidos neste trabalho para fungos filamentosos e leveduras mostraram que
as polpas homogeneizadas, pasteurizadas e envasadas estdo de acordo com o padrdo maximo
estabelecido. Segundo Franco e Landgraf (2003), baixas contagens de fungos filamentosos e
leveduras séo consideradas normais (ndo significativas) em alimentos frescos e congelados.
Quando em indices elevados nos alimentos, podem ser causados por condi¢des higiénicas
insatisfatorias de equipamentos, falhas no processamento e/ou na estocagem, contaminacgao
excessiva na matéria-prima, entre outros fatores, além do aspecto deteriorante, que pode levar
inclusive a rejeicdo do produto, e risco a saude publica devido a possivel producéo de
micotoxinas por algumas espécies de fungos filamentosos (SIQUEIRA, 1995).

Os resultados obtidos por Santos et al. (2004) igualmente atenderam aos padrdes
legais estabelecidos pelo Ministério da Agricultura e do Abastecimento, tendo obtido
contagens de bolores e leveduras inferiores a 10 UFC.g ‘para polpa de cupuacu congelada. Ja
Costa et al. (2003) encontraram contagens equivalentes a 1,1x10° UFC.g™*, em niveis de
fungos filamentosos e leveduras proximos aqueles verificados por Freire et al. (2009). Por
outro lado, Nascimento et al. (1999), ao analisarem o perfil microbiologico de polpas
produzidas e comercializadas na cidade de Sdo Luis — MA, constataram que 100% das
amostras apresentaram contaminacdo elevada por fungos filamentosos e leveduras,
apresentando contagens entre 1,0 x 10% 1,1 x 10°UFC.g™.

Santos et al. (2008), relataram que 89,8% de diferentes polpas de frutas, incluindo
cupuacu, apresentaram contaminacdo por fungos filamentosos e leveduras, sendo que as
contagens variaram de <10 até 6,2 x 10:UFC.g: Dados semelhantes foram obtidos por
Hoffmann et al. (1997), Feitosa et al. (1999), Leite et al. (2000) e Lima et al. (2001), quando
analisaram a qualidade microbioldgica de polpas comercializadas nos Estados de Sdo Paulo,
Paraiba, Pernambuco, Bahia e Ceard, e observaram contagens de fungos filamentosos e

leveduras entre <10 e 7,8 x 10:UFC.g-. Tal fato pode ser parcialmente atribuido ao elevado
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teor de carboidratos normalmente presentes nas polpas de frutas, além do seu carater acido
das polpas. Embora o baixo pH favoreca o desenvolvimento desses microrganismos, ndo
houve uma relacdo direta entre o pH e uma maior ou menor contagem de fungos filamentosos

e leveduras nas polpas de diferentes frutas.

5.4 ENSAIO PARA DETERMINACAO DA TERMORRESISTENCIA

5.4.1 Anédlise de Fungos Termorresistentes

As andlises de fungos termorresistentes, realizadas para as polpas de cupuacu,
mostraram que os fungos estudados cresceram, nas placas obtendo-se um nimero incontavel
de colbnias, indicativo de que a pasteurizacdo aplicada pela inddstria ndo foi eficiente. Essas
placas foram provenientes das etapas de processamento referentes a homogeinizacdo (H); a
pasteurizacdo (P) e envase (E). A Figura 14 apresenta o crescimento para as polpas de
cupuacu em Agar.
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Figura 13. Crescimento de fungo termorresistente na polpa de cupuagu proveniente das

etapas de processamento: (a) homogeinizacéo; (b) pasteurizagio e (c) envase

A origem da contaminacdo da polpa de cupuacu com fungos termorresistentes pode
estar associada a contaminacdo inicial das frutas destinadas a produgdo, principalmente, com
fungos originarios do solo, facilmente introduzidos na manipulagéo para o processamento da
polpa, uma vez que o cupuacu é normalmente recolhido do chdo e levado para o
processamento na industria. Quadro semelhante foi constatado por Pitt e Hocking (1985), em

seus estudos sobre o0 maracuja, que tambem apresenta grande suscetibilidade de contaminacéo
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por ser diretamente recolhido e destinado ao processamento apds cair no solo. Outros
trabalhos estudam esse tipo de contaminacdo, tais como, Neosarthorya fischeri, isolado de
morangos enlatados (MCEVOY e STUART, 1970), de suco concentrado de abacaxi e de
maracuja congelados (TOURNAS e TRAXLER, 1994).

Baglioni (1998) relatou que os fungos termorresistentes sdo importantes, pois, além de
sobreviverem ao tratamento térmico por pasteuriza¢do, possuem grande relevancia quando se
considera a pré-contaminacdo da matéria prima, visto que podem aparecer na planta de
processo por falta de procedimentos adequados de higienizacdo. Além disso, constitui-se em
uma das causas principais de deterioracdo a recontaminacdo do produto por fungos pos-
processo, especialmente no que diz respeito a contaminacdo durante o envase. Estes
contaminantes podem causar mudancas organolépticas e favorecer o desenvolvimento de
outros microrganismos por aumentarem o pH do produto e produzirem &cidos.

Analises subsequentes foram realizadas apds trés meses de validade comercial, 0s
resultados encontrados estdo apresentados na Figura 15. Foi observado que ndo houve

diminuicdo da contaminacdo apds esse periodo de congelamento da polpa (-18°C).
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Figura 14. Crescimento de fungo termorresistente da polpa de cupuagu apds trés meses de validade

comercial, provenientes das etapas de processamento: (a) homogeinizagdo; (b) pasteurizacdo e (c) envase.

Olliver e Rendle (1934) verificaram o crescimento de Byssochlamys em alimentos
estocados em uma faixa entre -12 a -7°C e observaram que 0 mesmo era inibido, ndo
significando, no entanto a morte do microrganismo. Beuchat e Toledo (1977) mostraram que

ndo houve crescimento de B. nivea em sucos e néctares de frutas estocados a 7°C e que a
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estocagem de ascdosporos a 7 e - 30°C teve um efeito letal. Eckardt e Arhens (1978) estudaram
a sobrevivéncia de fungos termorresistentes em agua destilada a -18°C, por um periodo de 34
semanas, e observaram a permanéncia, relativamente constante, do nimero de ascOsporos.
Esses resultados indicam que, embora a inativagdo dos ascOsporos ndo possa ser assegurada, 0
crescimento de Byssochlamys spp e Neosartorya spp pode ser controlado estocando-os em
temperaturas reduzidas (TOURNAS, 1994).

Na analise realizada com a polpa de cupuagu proveniente da etapa de processamento
(PEMB) devidamente pasteurizada em planta piloto 1l da Embrapa Agroindustria de
Alimentos, ndo houve crescimento do fungo termorresistente (Figura 15). Essa observacdo
mostra que 0 mesmo procedimento utilizado (80°C/15s) pela industria fornecedora da polpa
de cupuacu nao foi eficiente, provavelmente devido a limpeza e a sanitizacdo ineficiente dos

equipamentos e utensilios.

Figura 15. Polpa do cupuagu pasteurizada na Embrapa sem crescimento aparente de fungo

Gumerato (1995) isolou o fungo Neosartotya fischeri presente em polpa de maca,
sendo que o mesmo microrganismo foi isolado na matéria prima, e no concentrado de magé,
mesmo depois deste ultimo produto ter passado por processos térmicos da pasteurizagdo e
concentracdo, demonstrando potencial de resisténcia térmica do isolado. Segundo Mislivecet
al. (2001), o crescimento de fungos filamentosos e leveduras pode ser manifestado por pontos

de podriddo, bem como, presenca de esporos. Os autores afirmam, ainda, que o fato de ndo se
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observar crescimento visual, ndo significa que o produto ndo esteja contaminado por estes
microrganismos.

Os estudos sobre incidéncia de fungos termorresistentes evidenciam que o solo é a
principal fonte de contaminagdo. Assim sendo, frutas e vegetais que tém contato direto com o
solo, como o cupuagu, sdo particularmente mais susceptiveis a contaminacdo por esses
microrganismos. Portanto, constata-se que deve ser utilizada a matéria-prima ndo apodrecida
ou lesionada e deve-se controlar o tempo de exposicdo das frutas a temperatura ambiente,
além de ser recomendavel uma rigorosa selecdo e sanitizagdo dos frutos (MORALES et al.,
2007).

5.4.2 Isolamento e identificacdo de fungos termorresistentes

Foram isoladas, de amostras de polpa de cupuacu (de todas as etapas de
processamento), oito cepas de fungos filamentosos. Dentre essas cepas, duas foram
identificadas como sendo Aspergillus e seis ndo identificadas (consideradas néo
termorresistentes por ndo resistirem aos tratamentos térmicos superiores a 80°C/20 minutos).
Esses fungos foram analisados macro e microscopicamente e identificados como Aspergillus
niger e Aspergillus flavus (Figura 16).




Figura 16.(a). Aspergillus flavus(b). Aspergillus niger

Considerando a importancia da etapa de tratamento térmico na possivel destruicdo dos
fungos durante o processamento da polpa de cupuagu, tornou-se relevante a busca por um
isolado de maior termorresisténcia, para que a partir dele, parametros cinéticos fossem obtidos
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e usados para assegurar a inocuidade do produto final. A linhagem de Aspergillus niger,

isolada da polpa de cupuacu, apresentou capacidade de resisténcia térmica de 100°C/2min

durante os choques seletivos(Tabelas 16 e 17), sendo considerada a mais termorresistente

quando comparada com a linhagem de Aspergillus flavus(95°C/5min) isolada da mesma

polpa.

Tabela 16. Sobrevivéncia dos 2 fungos isolados submetidos a diferentes tratamentos térmicos

nas condicdes do experimento

Tratamento Térmico

Sobrevivéncia (%)

A. niger A. flavus

80°C /20min 100 100

85°C /15min 98,3 57,4

90°C /10min 80,1 11,7

95°C /05min 62,8 2,1

95°C /10min 35,7 -

98°C /05min 20,1 -

98°C /10min 9,7 -
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99°C /05min 5,3 -
100°C /02min 2,1 -
100°C /03min - -

Tabela 17. Limite de sobrevivéncia dos fungos filamentosos na polpa de cupuacu

Fungos Termorresistentes Condicdes Limites
Aspergillus niger 100°C/2min
Aspergillus flavus 95°C/05min

N&o é muito comum encontrar espécies de Aspergillus que sejam termorresitentes. No
entanto, em pesquisa realizada por Ugwuanyi e Obeta (1999), constatou-se a incidéncia de
fungos termorresistentes em aproximadamente 17% das amostras de manga in natura, dentre
os quais, Aspergillus flavus. SILVA (2006) também isolou Aspergillus flavus de néctar de
manga processado termicamente, que foi capaz de sobreviver a uma temperatura de 100°C por
15 minutos. Resultados semelhantes foram obtidos por Splittstoesser e Splittstoesser (1977),
na qual estudaram a resisténcia térmica de linhagens de Aspergillus sp, constataram a

sobrevivéncia em suco de uva da linhagem Aspergillus 400 WR1, a 85°C por até 60 minutos.

5.4.3 Ativacao 6tima dos ascosporos

Os resultados dos ensaios de ativacdo Otima dos ascésporos do isolado mais
termorresistente a 80°C, estdo demonstrados nas Tabelas 18 e na Figura 17 (curva de
ativacdo). A Tabela 17 exibe o numero de ascOsporos recuperados por cada choque e a
percentagem de ascosporos ativados (em polpa de cupuagu), tomando-se como referéncia a
contagem direta original de ascosporos (1,9. 10’'UFC/mL), efetuada em Camara de Neubauer
com 30 dias de incubacdo. A condicdo de temperatura de 80°C por 15 minutos resultou no
melhor tratamento para ativacdo (maior % de recuperacdo de ascosporos), conforme pode ser
observado na Tabela 17. Os ascosporos produzidos por fungos termorresistentes
desenvolvem, com o tempo, uma dorméncia que s6 pode ser quebrada com um tratamento
térmico subletal que ira permitir a germinacéo e o crescimento, em condicGes favoraveis. Esse
tratamento € chamado de ativacdo (SPLITTSTOESSER et al., 1993).
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Tabela 18. Recuperacédo dos ascdsporos (30 dias) e porcentagem de ativacdo do isolado mais
termorresistente em polpa de cupuagu a 80°C

Tratamento Térmico UFC/mL % de ascdsporos ativados
80°C/05 min 0,35.10’ 19,0
80°C/10 min 0,74 .10’ 36,8
80°C/15 min 1,10 . 10’ 57,8
80°C/20 min 0,20. 10’ 11,5
80°C/25 min 0,07 . 10’ 3,6
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Figura 17. Curva de ativagdo do isolado fiingico de maior termorresisténcia a 80°C

5.4.4 Resisténcia térmica do isolado mais termorresistente

Os dados experimentais apresentados na Tabela 19 foram levados em consideracao

para obtencao da curva experimental de sobrevivéncia térmica para cada temperatura (Figura

18). As analises foram feitas em triplicata.

Tabela 19. Contagem do nimero de sobreviventes com o tempo de aquecimento em polpa de

cupuagu
Temperatura | Tratamento térmico Tempo de Média do Desvio- padrdo
(C) aquecimento ndmero de

(min)

sobreviventes
(UFC/mL)
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95°C 1D 3,98 5,40E+05 4,04E+04
2D 7,96 2,90E+05 2,00E+04
3D 11,94 7,27E+04 6,03E+03
4D 15,92 3,13E+03 4,04E+02
5D 19,9 7,83E+01 2,52E+00
98°C 1D 1,51 4 01E+05 2,00E+04
2D 3,02 2,17E+04 2,08E+03
3D 4,52 8,03E+03 4 51E+02
4D 6,04 2,50E+02 3,00E+01
5D 7,55 7,97E+01 2,52E+00
101°C 1D 0,38 2,07E+04 4 04E+03
2D 0,76 1,43E+03 2,52E+02
3D 1,14 1,40E+02 3,61E+01
4D 1,52 2,00E+01 1,73E+00
5D 1,9 1,23E+01 2,52E+00
6 -
[ ]
5 -
& i
4 1 i
@ 101°C
=] 3
i’ 37 = 982C
o []
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Figura 18. Curva de sobrevivéncia térmica do Aspergillus niger

Na Figura 18, observa-se uma ndo linearidade nas curvas com temperaturas mais
brandas (95 e 98°C). Com o aumento da temperatura (101°C), a curva torna-se mais

linear.Varios autores observaram esse fenbmeno e constataram que as altas temperaturas
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mascaram a ndo linearidade das curvas, sendo necesséria a utilizacdo de temperaturas mais
baixas para evidenciar este fendmeno (BAGLIONI, 1998; SALOMAO, 2002; SALOMAO,
2004). Aragdo (1989) relata que uma explicacdo para a ndo linearidade das curvas de
sobreviventes de ascos de Byssochlamys nivea seria o fato de que os ascosporos encontram-se
dentro de ascos integros, e que a destruicdo destes ascosporos ndo seria uniforme, indicando
que a forma mais correta para o célculo dos pardmetros de esterilizacdo seria a aplicacdo do
método de linearizacdo de Alderton e Snell (1970).A Figura 20 mostra as curvas de
sobrevivéncia de ascosporos de A. niger em polpa de cupuagu ajustada para os modelos

linear, de Weibull e de Alderton e Snell.

1 O Observado 101°C
— Modelo Linear (101°C)
----- Modelo Weibull (101°C)

2 \ —— Modelo Alderton-Snell (101°C)
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©  Observado 98°C
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°
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Figura 19. Curvas de sobrevivéncia de ascosporos de A. niger estimadas pelos modelos de

Weibull, linear e de Alderton e Snell em polpa de cupuacu a 95, 98 e 101°C.

Os coeficientes de determinagdo (R e a média quadrética dos erros (MQg) sdo
apresentados na Tabela 20. Os modelos apresentaram residuos com distribuicdo normal. Os
resultados descritos na Tabela 19 evidenciam que o modelo que melhor se ajustou as curvas
de sobrevivéncia de ascosporos de A. niger em polpa de cupuacu foi o modelo de Weibull,
pois apresentou maiores coeficientes de determinacdo e menores MQE. O mesmo foi
encontrado por outros autores ao estudarem a inativagdo de microrganismos (FERREIRA,
2009; HUANG, 2009; CHEN, 2007 e HOOVER, 2004). A curva de sobrevivéncia de A. niger
em polpa de cupuacu a 95°C mostrou 0 mesmo ajuste nos trés modelos. Resultados
semelhantes foram observados por Ferreira (2009), que verificou 0 mesmo ajuste para o

modelo linear e de Weibull em relacdo a temperatura de 98°C em néctar de abacaxi.
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Tabela 20. Coeficiente de determinagdo (R?) e média quadrética dos erros (MQg) dos
modelos de Weibull,de Alderton e Snell e Linear ajustados a curva de sobrevivéncia de
ascosporos de A. niger em polpa de cupuagu

Ascosporos de A. niger em polpa de cupuagu

Modelo de Weibull Modelo de Alderton | Modelo Linear
e Snell
R® MQe R’MQg R* MQeg
Temperaturas
95°C 0,95 0,15 0,95 0,16 0,95 0,15
98°C 0,98 0,04 0,97 0,11 0,95 0,15
101°C 0,99 0,02 0,88 0,57 0,79 0,98

Os parametros (b) e (n) do modelo de Weibull, o pardmetro (D) do modelo linear e o
parametro (a) do modelo de Alderton e Snell encontram-se na Tabela 19. Esses parametros
foram estatisticamente significativos (p< 5%) para todos os modelos estudados, apresentando
baixo desvio-padrdo, mostrando assim repetitividade dos experimentos. A Tabela 21 mostra
que o parametro de forma (n) foi maior que 1 para a temperatura de 95°C e inferior a 1 para as
temperaturas de 98 e 101°C. Para a primeira temperatura, observou-se um modelo cdncavo,
com formacdo de ombros (Figura 21), caracterizado pela lenta diminui¢cdo do ndmero de
sobreviventes, seguido de uma taxa de morte acelerada a medida que a temperatura de
inativacdo aumenta. A fase “lag” ou “ombro” diminui, ficando a curva semelhante a uma reta.
Para as outras temperaturas estudadas, obtivemos curvas convexas com formacédo de cauda,
indicando maior resisténcia ou habilidade do microrganismo de se adaptar a um tratamento
estressante (Figuras 22 e 23) (BUZRUL e ALPAS, 2007).0s valores do parametro de forma
(n) do modelo de Weibull seguiram um mesmo comportamento: diminuiram com a elevacédo

da temperatura. Essas analises foram feitas em triplicata.
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Tabela 21. Parametros dos modelos de Weibull, de Alderton e Snell e Linear na inativacéo de

ascosporos em polpa de cupuagu a 95, 98 e 101°C

Ascosporos de A. niger em polpa de cupuagu
Modelo de Weibull Modelo de Alderton e | Modelo Linear
Snell
n+DP b+DP at+ DP D+ DP
Temperatura
95°C 1,09+ 0,1 0,194 0,05 0,25+ 0,01 4,01+ 0,12
p-level 0,000 0,002 0,000 0,000
98°C 0,73+ 0,03 1,23+ 0,07 0,69+ 0,03 1,294+ 0,03
p-level 0,000 0,000 0,000 0,000
101°C 0,46+ 0,01 4,75+ 0,04 3,08+ 0,27 0,26+ 0,01
p-level 0,000 0,000 0,000 0,000

Com base nos valores de b e n (Tabela 21), foram determinados os valores de t; e ts,
segundo a equacao (8). Na Tabela 22, encontram-se os valores de t; e ts referentes ao modelo
de Weibull, bem como o valor de D e 5D, referentes ao modelo linear. Obtivemos um Dgsec de
0,38 e um t; de 4,60. Gumerato (1995), ao tratar dos parametros cinéticos para N. fischeri,
selecionado como bolor mais termorresistente em polpa de macé, encontrou na temperatura de
93°C valor D=0,4 minuto, Masson (2004), para suco de abacaxi, um D a 98°C de 5,51
minutos e Ferreira (2009), também estudando suco de abacaxi, um D a 98°C de 2,69 minutos.

O modelo que melhor se ajustou as curvas de sobrevivéncia de ascdsporos de A. niger
foi o modelo de Weibull. Segundo o Food and Drug Administration (FDA, 2001), para
garantia do processo de pasteurizacdo faz-se necessario um tratamento térmico que garanta
uma reducdo de 5 ciclos logaritmicos na populacdo do microrganismo alvo, sendo desse
modo, necessarios para inativacdo do fungo A. niger em polpa de cupuacu: 95°C/20,26 min
ou 98°C/6,83 min ou 101°C/1,12 min.
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Tabela 22. Valores de t; e ts (Modelo de Weibull), D e 5D (Modelo linear) determinados para
a inativacdo de ascosporos de A. niger

Ascosporos de A. niger em polpa de cupuagu
Modelo de Weibull Modelo Linear
t; (min)  ts(min) D (min) 5D(min)
Temperaturas
95°C 4,60 20,26 0,38 1,9
98°C 0,75 6,83 151 7,55
101°C 0,03 1,12 3,98 19,9

O modelo de ALDERTON e SNELL (1970) também apresenta particulares na sua
interpretacdo. A partir dele pode-se também obter o coeficiente térmico “z” para o fungo mais
termorresistente. Contudo, torna-se necessaria a constru¢cdo de uma curva Log K versus

Temperatura, conforme mostrado na Figura 20.
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Figura 20. Curva para o calculo do valor de “z” de Alderton e Snell (1970) do A. Niger

Neste trabalho, foram utilizados os valores corrigidos do modelo citado presentes na
Tabela 23. De acordo com os dados experimentais, 0s parametros cinéticos obtidos foram z =

5,46°C € Dgsoc = 3,98min. O valor de “z” encontrado se insere na faixa compreendida entre

4,0 e 6,0 para fungos termorresistentes (KOTZEKIDOU, 1997).
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ROCHA (2002), avaliando suco de manga, obteve um valor Dggec = 12,5 s € um valor
de z = 4,79°C para fungo do género Penicilillium. Estudo realizado por Gressoni Jr (2002)
avaliou a resisténcia térmica de Byssochlamys nivea em suco de laranja integral pasteurizado,
encontrando valores Dggec = 2,03min e z = 19,56°C.

As Tabelas 23 e 24 e a Figura 24 mostram as diferencas nos tempos de tratamento
térmico encontrados neste estudo e no aplicado pela industria. Nota-se, entdo, que o tempo de
tratamento térmico efetivamente empregado pela industria é cerca de 15 vezes menor,
considerando o valor tedrico, e 16 vezes menor, quando comparado com o corrigido, ao
requerido para inativagdo do fungo termorresistente encontrado em polpa de cupuagu
envasado assepticamente. O fungo isolado das amostras de polpa de cupuacu revelou-se
extremamente resistente, com base na grande diferenga quando comparado o tratamento
térmico necessario para sua destruicdo com o que € empregado na industria, significando que
0 tratamento térmico atualmente realizado pela industria ndo € suficiente para garantir a

destruicéo do fungo.

Tabela 23. Comparagédo entre os valores de “D” teodrico e corrigido

D F
Tedrico Corrigido Tedrico Corrigido
Temperatura “Curva Alderton e Snell “Curva Alderton e Snell
Fantasma” (1970) Fantasma” (1970)
95°C 3,98 4,07 19,90 20,35
98°C 1,51 1,43 7,55 7,15
101°C 0,38 0,32 1,90 1,60
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Tabela 24. Comparacgéo entre Dgs e Fgs, considerando o tratamento térmico industrial

Pardmetros Cinéticos Tratamento térmico dado pela industria
Dgsec 15s
Fosec 758
Industrial
bt
Y H Corrigido
[N
M Tedrico
0 5 10 15 20 25
t (min)

Figura 23. Grafico comparativo entre os tratamentos térmicos dados
pela indistria e o baseado no fungo A. niger

5.5 POTENCIAL DE PRODUCAO DE AFLATOXINA

O potencial micotoxigénico depende da cepa, bem como da composicao fisica e
quimica da matriz colonizada pelo fungo e de fatores ambientais, podendo causar alteracGes
biologicas bastante prejudiciais ao homem (PAPP et al., 2002). Mais de 20 espécies de
Aspergillus produzem micotoxinas,sendo as mais comuns as da divisdo flavi, que incluem trés
espécies:A. flavus, A. parasiticus, A. nomius (SALEEMULLAH et al., 2006).0s resultados
obtidos nesse trabalho mostraram para ambas as linhas que ndo houve amplificacdo dos genes
da via de biossintese de aflatoxinas quando foram conduzidas as reagdes usando 0s primers

aflR e ord-1. Os fungos identificados como Aspergillus flavus apresentaram as bandas
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caracteristicas, confirmando o potencial para a producdo de aflatoxina e, como esperado, o
mesmo n&o foi verificado por parte do Aspergillus niger.

(-

Figura 24. Eletroforese em gel de agarose de analise potencial aflatoxigénicos usando
primers AFLR (1 e lider da banda 8-Low Mass; 2 - A. flavus, 3 - A. niger, 4 - tenséo

1,5 - 1 6 tensdo-deformacéo 2, 7-deformacéo 2 ).

A exposicdo humana as micotoxinas por alimentos contaminados € questdo de saude
publica no mundo todo. Essa contaminacdo pode acontecer no campo, antes ou apds a
colheita, durante o transporte e o armazenamento do produto (CALDAS et al., 2002). No
entanto, nem todos os fungos produzem toxinas, além disso, nem todas as espécies de fungos
toxigénicos produzem toxinas, de forma que a simples presenca de fungos em um alimento
ndo implica que essas tenham sido ou venham a ser produzidas, mas sim a possibilidade de
contaminacdo (PITT, 2006). Por outro lado, a auséncia destes fungos ndo garante que o
alimento esteja livre de toxinas, pois esses compostos persistem por um longo tempo, mesmo
apos o fungo ter perdido sua viabilidade. Algumas micotoxinas sdo relativamente
termorresistentes e podem se apresentar ativas, mesmo ap0s 0 processamento térmico, sendo
mais sensiveis ao tratamento quimico (YOSHISAWA, 2001).
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5.5.1 Potencial de producdo das micotoxinas: Desoxinivalenol (DON), Fumonisina,
Ocratoxina e Patulina

Apb6s as reacdes de amplificacdo (PCR), ndo foram detectadas as bandas
caracteristicas para as sequéncias especificas dos genes das vias de biossintese de
desoxinivalenol, fumonisina, ocratoxina e patulina, indicando que os fungos termorresistentes

isolados ndo apresentam potencial de producdo para tais micotoxinas.
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6.0 CONCLUSAO

Ao efetuar uma analise em relacdo aos padrdes de identidade e qualidade fixados pela
legislacdo, pode-se concluir que as amostras apresentaram conformidade no tocante as suas
caracteristicas fisico-quimicas. A efetiva implantacdo das Boas Praticas de Fabricagdo, aliada
as caracteristicas inerentes da polpa de cupuagu e ao processo de pasteurizacao, foi suficiente
para garantir a auséncia de bactérias do grupo coliformes e Salmonella spp. da polpa nas
varias etapas de processamento e durante o periodo de armazenamento.

Para a polpa de cupuagu, a viscosidade diminui com o aumento da temperatura até
95°C, quando se verificou que o indice de comportamento do fluido é menor quel(um),
indicando o comportamento pseudoplastico da polpa. Com o aumento da temperatura,
observou-se um aumento no indice de comportamento (n) e uma diminui¢cdo no parametro
coeficiente de consisténcia (K), indicando que a polpa perde pseudoplasticidade e fica menos
viscosa a medida que a temperatura aumenta, facilitando o escoamento e a troca de calor
durante o processamento.

Neste trabalho, foram isoladas duas cepas de fungos, confirmadas como
termorresistentes: Aspergillus niger e Aspergillus flavus, comumente reportados como
deteriorantes. Apesar de ndo existirem relatos na literatura de linhagens de Aspergillus niger
com elevado grau de termorresisténcia, a partir de polpa de cupuacu, foi isolada uma cepa
com resisténcia térmica ao tratamento a 100°C/02 minutos, sendo essa uma linhagem
diferenciada. A incidéncia das espécies termorresistentes no processo de fabricacdo de polpa
de cupuacu foi evidenciada em todas as etapas de processamento.

Os fungos identificados como Aspergillus flavus apresentaram as bandas
caracteristicas, confirmando o potencial para a producdo de aflatoxina e, como esperado, 0
mesmo ndo foi verificado por parte do Aspergillus niger. A presenca da aflatoxina reflete ndo
somente em perdas econdmicas, principalmente as inddstrias que exportam seus produtos a
paises que controlamos niveis dessa micotoxina, mas, sobretudo, um risco a saude publica.

Ao se utilizar os modelos linear, de Weibull e de Alderton e Snell para inativacdo
térmica de ascosporos do fungo mais termorresistente isolado da linha de processamento da
polpa de cupuacu, verificou-se que o melhor ajuste ocorreu pelo modelo de Weibull. O A.
niger revelou-se muito resistente, evidenciando que o tratamento dado pela industria ndo é

suficiente para garantir a destruicdo do fungo, sendo necesséario, de acordo com a
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caracterizacdo cinética, um tratamento de 95°C/20,26 minutos ou a uma temperatura maior

por menos tempo, 98°C/6,83 min ou 101°C/1,12 min.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Com a finalizagdo dos experimentos e andlise dos dados, a formacdo cientifica mostra que

ainda existem muitas perguntas a serem respondidas em trabalhos futuros.

Como principais sugestdes, temos:

e Auvaliacdo de parametros reoldgicos em condicdes oscilatérias a fim de conhecer sua
influéncia sobre o comportamento da polpa de cupuagu;

e Estimar os pardmetros microbiolégicos de crescimento utilizando outros modelos
matematicos e testar a eficiéncia destes modelos na estimativa de cada parametro
separadamente;

e Estudo sobre a estabilidade da aflatoxina durante o processamento industrial da polpa
de cupuacu;

e Avaliacdo da situacdo micoldgica e micotoxicoldgica das polpas de cupuagu
produzidas na regido Norte;

e Validar o processo térmico em linha piloto, com base nos parametros cinéticos de
termorresisténcia do microrganismo alvo e nas propriedades termofisicas da polpa de

cupuacu.
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Model: V35=k*/34*n
y=(62,8771)*x**(-,954)
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Model: V47=k*V46**n

y=(211,733)*x**(- 83531)
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Model:V32=k*V31*n

y=(117,954)*x**(-1,0223)
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Model: V68=k*V67**n
Y=(28,2589)*x**(-1,0464)
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Model: V65=k*V64**n
y=(21,105)*x**(-1,0796)
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Model: V50=k*V49**n
y=(42,8546)*x**(- 89953)
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Model: V53=k*V52*n
y=(48,5224)*x**(- 84334)
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Viscosidade 95°C(E)
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Model: V62=k*V61*n
Y=(56,5492)*x**(-,782)
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Model: V56=k*V55**n
y=(92,545)*x**(-1,0367)
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Model: V71=k*V70**n
y=(21,4604)*x**(-1,2366)
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