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Prefdcio

O Programa de Pés-Graduacio em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos (PCTA) da
Universidade Federal do Espirito Santo (Ufes) foi criado em 2010 no Centro de Cién-
cias Agrarias e Engenharias (CCAE), em Alegre. Foi o primeiro programa de pds-
-graduacio nessa area de conhecimento no estado do Espirito Santo. Apds dez anos
de atividades dedicadas a pesquisas, os docentes e discentes tém a satisfacio de apre-
sentar o primeiro volume da obra Tépicos especiais em ciéncia e tecnologia de alimentos.

Esta publicacio apresenta aos estudantes de graduacio e pés-graduacio e aos
profissionais envolvidos na cadeia produtiva de alimentos uma coletanea de assun-
tos atuais sobre engenharia, ciéncia e tecnologia de alimentos. Sao abordados temas
relacionados a: processamento ndo térmico dos alimentos (capitulos 1, 2, 3 e 4); qui-
mica de alimentos (capitulos 5, 6, 7 e 8); biotecnologia (capitulos 9 e 10); qualidade
nutricional de alimentos (capitulos 11 e 12); andlise sensorial (capitulo 13); engenha-
ria e tecnologia de alimentos (capitulos 14, 15, 16 e 17); estatistica aplicada a ciéncia
e tecnologia de alimentos (capitulo 18).

O conteudo desses capitulos é resultado de uma extensa revisdo bibliografica
empreendida por professores, discentes e ex-alunos do PCTA, com participacdo de
estudantes do curso de Engenharia de Alimentos do CCAE, e também por outros
convidados com vasta experiéncia profissional nos temas aqui desenvolvidos.

Esta é uma modesta contribuicio, j4 que os topicos abordados sio desafiadores e
de grande extensio, sendo impossivel abrangé-los em toda sua extensio em um tnico
volume. N3o obstante, a contribuicio deste livro é reunir de forma simples, clara e
objetiva assuntos que vém sendo investigados em pesquisas inovadoras na area de

alimentos, de modo a suprir a escassez de material na literatura brasileira dessa area.



Agradecemos ao CCAE e a Ufes pelo apoio institucional e especialmente aos
autores dos capitulos pelo empenho e dedicagido em produzir textos relevantes sobre

a cadeia produtiva de alimentos.

Os organizadores



Capitulo 1

Ultrassom na sanitizacdo
de frutas e hortalicas

Patricia Campos Bernardes
Denes Kaic Alves do Rosario
Syllas Borburema Silva Oliveira

Ana Lucia Almeida Duarte
Introducao

O consumo de frutas e hortalicas tem se destacado nos ultimos anos devido a cres-
cente busca por hiabitos mais saudaveis. No entanto, sem os cuidados corretos de
sanitizacio, a saide dos consumidores pode ser comprometida, havendo inclusive
relatos de doencas veiculadas por alimentos (DVAs) apds o consumo de frutas e
hortalicas. Devido ao grande risco de ocorrer contaminacio por microrganismos
patogénicos e deterioradores durante a cadeia produtiva, o controle microbiolégico
torna-se fundamental.

A operacio de lavagem associada a sanitiza¢do é considerada a etapa critica para
areducio do nimero de microrganismos em alimentos. A sanitiza¢ao tem como obje-
tivo destruir microrganismos patogénicos e reduzir os deterioradores. Porém, com
o uso de alguns compostos quimicos, tradicionalmente utilizados, se consegue redu-
zir no maximo de dois a trés ciclos logaritmicos desses microrganismos. Essa baixa

reducido pode ocorrer devido a dificuldade de os sanitizantes atingirem as células



microbianas que estdo protegidas pelas irregularidades e estruturas da superficie do
alimento. Sendo assim, buscam-se métodos mais eficientes na descontaminacao de
superficies dos alimentos a fim de garantir uma melhora na inocuidade destes.

Os sanitizantes a base de cloro sdo os mais utilizados pela industria alimenticia
por sua ampla facilidade de uso, baixo custo, atividade antimicrobiana e dissolu¢ao
completa em dgua (ALLENDE; MCEVOY; LUO, 2008; SELMA et al., 2008; NAS-
CIMENTO; SILVA, 2010; SHEN et al., 2012). No entanto, hd um grande interesse
em substitui-los devido ao seu limitado efeito de reducio microbiana, que varia de
um a dois ciclos logaritmicos dependendo do alimento e das condi¢des de aplicacio.
Além disso, os compostos clorados podem formar produtos téxicos quando em con-
tato com matéria organica em estdgio final de decomposicio, que sio os trihalome-
tanos (ANDRADE, 2008).

O ultrassom é uma tecnologia que vem crescendo entre os métodos alternati-
vos disponiveis para sanitizacio na industria de alimentos. Uma das aplicacbes que
tém sido estudadas é seu efeito na remocio de particulas aderidas as superficies e na
inativacdo de microrganismos dos alimentos. Alguns estudos vém mostrando que a
associacao dessa tecnologia a outros sanitizantes pode proporcionar uma maior redu-
¢3o da contaminacio microbiana. E, por ser um tratamento no térmico, espera-se

que nio altere as propriedades nutricionais, sensoriais e fisico-quimicas do alimento.
1. Microrganismos patogénicos veiculados por frutas e hortalicas

O consumo de alimentos mais préximos do estado in natura e com o minimo de pro-
cessamento tem se tornado uma opcio para pessoas que buscam um estilo de vida
mais saudavel. Concomitantemente ao aumento no consumo de frutas e hortalicas,
aincidéncia das DV As também é cada vez maior, e esse dado é preocupante quando
se observa o aumento da ocorréncia na populacio em faixa de risco, como idosos e
individuos imunodeprimidos.

Listeria monocytogenes, Salmonella, Escherichia coli, alguns tipos de virus e
protozodrios sio os microrganismos mais envolvidos em DV As, sendo que os
vegetais, principalmente os consumidos crus, fazem parte dos alimentos que vei-
culam esses patoégenos (ABADIAS et al., 2008). No Brasil, dados da vigilancia epi-

demioldégica mostram que, entre 2009 e 2018, as hortaligas estiveram em décimo
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lugar na relacio dos alimentos envolvidos em DV As, com 63 surtos alimentares,
e Salmonella estava em segundo lugar entre os agentes etioldgicos identificados,
com 11,2 %, totalizando 227 casos (BRASIL, 2019). Nos Estados Unidos, uma a
cada seis pessoas é vitima de doencas veiculadas por alimentos por ano, e Salmo-
nella também é a bactéria mais associada aos surtos. Estima-se que hd anualmente
cerca de 1,35 milho de casos de salmonelose e aproximadamente 420 casos sao
fatais (CDC, 2019).

Os microrganismos patogénicos conseguem se manter vidveis por varios dias
na superficie de frutas e hortalicas, e essa sobrevivéncia pode variar conforme o tipo
de microrganismo e a localizacio no tecido vegetal (BARTZ et al., 2015).

O biofilme é uma forma de microrganismos manterem-se vidveis em super-
ficie de alimentos. Constitui-se de um arranjo de microrganismos em uma matriz
exopolissacaridica associada a superficies, de forma irreversivel, e essa condicio
dificulta o efeito sanitizante dos compostos quimicos (ZOTTOLA; SASAHARA,
1994; ANDRADE, 2008). De acordo com Morris e Monier (2003), entre 30 % e
80 % da populacio total de bactérias na superficie de uma hortalica sdo decorren-
tes de biofilmes.

Patégenos podem se transportar para regides internas de frutas e hortalicas,
por meio de dgua externa ou locomocao independente, através de aberturas, como
estomatos, hidatddios, lenticelas e injurias, na superficie. Além disso, podem colo-
nizar essas regides, onde estdo protegidos de fatores ambientais e acdo de sanitizan-
tes (OLAIMAT; HOLLEY, 2012; FDA, 2017; BARTZ et al., 2015).

Diversos fatores contribuem para a internalizacdo de bactérias. Alguns micror-
ganismos, como fungos, quando presentes, podem causar ruptura no tecido dos fru-
tos, o que facilita a penetrac¢io de bactérias (RICHARDS; BEUCHAT, 2005). E fatores
de viruléncia, como fimbrias, potencializam a interacdo entre o patégeno e os vege-
tais (BARAK et al., 2005).

2. Sanitizacao de frutas e hortalicas
Para garantia da seguranca e qualidade de vegetais ap6ds a colheita, por um determi-
nado periodo de vida ttil, a sanitizacdao é um dos pontos mais importantes da linha

de producio ou processamento de frutas e hortalicas (ULIANA et al., 2015).
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A operacio de lavagem associada ao uso de solucdes sanitizantes é considerada a
unica etapa na qual pode ser alcancada a reducdo no nimero de microrganismos dete-
rioradores e patogénicos, contribuindo assim para a obtencio de produtos microbio-
logicamente seguros (RUIZ-CRUZ et al., 2007; ALLENDE; MCEVOY; LUO, 2008).

Os sanitizantes sio agentes, geralmente quimicos, que visam a reducio da carga
microbiana inicial e a eliminacdo de patégenos (NASCIMENTO; SILVA, 2010). Os
sanitizantes mais usados na industria de alimentos s3o compostos a base de cloro,

iodo, perdxido de hidrogénio, dcido peracético e quaternario de amoénio.
2.1. Compostos clorados

Sanitizantes a base de cloro ou de compostos clorados sio os mais utilizados pela
inddstria alimenticia, gracas ao seu ficil manuseio, baixo custo, atividade antimicro-
biana e completa dissolucio em dgua (NASCIMENTO; SILVA, 2010).

Além de liberar oxigénio, que combina com os componentes do protoplasma
celular, o cloro pode interagir com proteinas de membrana celular e oxidar as liga-
¢Oes sulfidrilicas de enzimas importantes, acdes que afetam o metabolismo dos
microrganismos.

O 4cido hipocloroso (HCIO), produto resultante da hidrélise da substancia
clorada, é o principal responsavel pela acao oxidante e sanitizante dos compostos
clorados, pois é a forma de cloro livre disponivel que proporciona ampla destrui-
¢do de microrganismos (PARISH et al., 2003). Nesse sentido, compostos clorados
sdo mais efetivos em valores de pH mais baixos, nos quais hd maior concentracio
de 4cido hipocloroso.

Outro composto clorado muito utilizado pela industria de alimentos é o di6-
xido de cloro, que, embora nio forme 4cido hipocloroso no seu mecanismo de acio,
atua numa faixa mais ampla de pH e oxida substancias essenciais ao metabolismo
microbiano (ANDRADE, 2008).

Os compostos clorados podem ser classificados em inorganicos e organicos.
Compostos clorados organicos, como o dicloroisocianurato de sédio, sao mais esta-
veis em solucdo aquosa do que os inorganicos, como o hipoclorito de sédio. Essa
maior estabilidade dos organicos se deve a uma liberacao mais lenta do 4cido hipo-

cloroso, o que permite que eles permanecam efetivos por periodos de tempo maiores,
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mesmo na presenca de matéria organica. Outra vantagem dos compostos clorados
organicos é o fato de nio formarem trihalometanos, que sio compostos potencial-
mente cancerigenos que se formam, principalmente, quando os compostos clorados
inorganicos entram em contato com matéria organica em estado final de decompo-
sicio (MACEDO, 2004; ANDRADE, 2008).

Para a sanitizacdo de frutas e hortalicas, as concentracoes indicadas de cloro
residual livre variam entre 50 e 200 mg.L™' com um tempo de contato de 1 a 30 minu-
tos (PARISH et al., 2003).

2.2. Acido peracético

Entre os sanitizantes usados atualmente, o dcido peracético tem se destacado devido
a sua inativacio eficiente de microrganismos patogénicos e deterioradores, nio afe-
tada pela presenca de matéria organica e proteinas.

Além disso, o 4cido peracético tem baixo impacto ambiental, uma vez que os
produtos de sua decomposi¢do sio o 4dcido acético e o perdxido de hidrogénio (SREY;
JAHID; HA, 2013).

A Food and Drug Administration (FDA) aprova o uso de dcido peracético na

concentracio de até 80 mg.L' em frutas e hortalicas.
2.3. Surfactantes

Surfactantes ou tensoativos sio moléculas capazes de reduzir a tensio superficial dos
fluidos aquosos, gracas ao seu carater anfétero. Diversos trabalhos comprovam a sua
eficiéncia na higienizac¢do de frutas e hortalicas (ROCHA; GONCALVES; FARIA,
2010; COSTA etal., 2012; SAGONG et al., 2013; WANG et al., 2013).

Tais moléculas atuam alterando as propriedades interfaciais das superficies de
adesdo e contribuindo para a prevencio da adesao dos microrganismos nas superfi-
cies (MACHADO, 2005). Sua eficiéncia é aumentada pela capacidade que possuem
de causar o rompimento das interacoes das superficies com os microrganismos e,
assim, remover patégenos mais rapidamente. Esse processo apresenta variacio de
acordo com a composi¢ao quimica da superficie e a interacao quimica entre o pro-
duto e o microrganismo (RAIDEN, 2002).

13



Os surfactantes podem ser classificados, de acordo com sua ionizacio em solu-
¢30 aquosa, em: catidnicos, anidnicos, ndo idnicos e anféteros.

Os catidnicos tém sido amplamente relatados por suas propriedades antimi-
crobianas e sdo representados pelos compostos quaternirios de amoénia, também
conhecidos como “quats”. Esses compostos interagem com a membrana citoplas-
madtica, afetando as suas propriedades de permeabilidade. A permeabilidade seletiva
da membrana celular representa a principal fun¢ao no controle de reacdes biologi-
cas no interior da célula. Sendo assim, qualquer interferéncia na permeabilidade da
membrana conduz a grandes prejuizos para os microrganismos, podendo leva-los a
morte. A carga positiva dos surfactantes cationicos facilita a interacio deles com a
membrana bacteriana, que é negativamente carregada, em pH neutro, o que confere a
essa categoria de surfactantes uma boa atividade antimicrobiana (ANDRADE, 2008).

O cloreto de benzalconio é o surfactante cationico mais utilizado nas linhas
de processamento e superficies das industrias de alimentos e prepara¢des farma-
céuticas, e também como agente desinfetante clinico e antisséptico em institui-
cdes de satide (VELAZQUEZ et al., 2009). Possui uma ampla a¢io antimicrobiana,
que causa a morte celular por desnaturacio das proteinas, alterando a permeabili-
dade da membrana citoplasmatica e reduzindo a entrada normal de nutrientes na
célula (MACHADO, 2005).

Dos surfactantes aniénicos, pode-se destacar o dodecilbenzeno sulfonato de
sédio (DBSS), tensoativo aniodnico, biodegradavel e que, de acordo com a FDA, pode
ser usado em concentracdes de até 20.000 mg.L ™' na sanitizacdo de frutas e vegetais.

As demais classes de surfactantes, por no terem ac¢do santizante direta, s3o mais

utilizadas em formulacoes para reducio da tensdo interfacial das solucdes.
2.4.Ultrassom

A aplicacio do ultrassom gera ondas sonoras de intensidade e amplitude especifi-
cas, dependendo da frequéncia operacional. Ele pode ser classificado em duas cate-
gorias principais, o ultrassom de baixa poténcia (> 100 kHz) e o de alta poténcia (de
20 a 100 kHz). Ambos tém sido utilizados na industria de alimentos (SANGO et al.,
2014): o de baixa poténcia, para avaliar as propriedades fisico-quimicas dos produ-

tos alimentares, tais como composicdo e estrutura, e outras avaliacdes de controle de

14



qualidade (DEMIRDOVEN; BAYSAL, 2009; AWAD et al., 2012); e o de alta poténcia,
em processos de cristalizacdo, emulsificacio, secagem, processos de congelamento,
inativacdo de enzimas e inativacio de microrganismos durante os tratamentos de
higienizacio (ARZENI et al., 2012; SANGO et al., 2014).

A aplica¢io de ultrassom requer a presenca de uma fase liquida, para isso
ha ultrassons de banho ou sondas ultrassonicas de imersio (AWAD et al., 2012;
SANGO etal., 2014).

Na cavitacao acustica, gerada por altas poténcias, ondas longitudinais sao
criadas e causam dreas de compressao e expansao alternadas. No ciclo de expan-
sdo, pequenas bolhas em meio liquido crescem devido a reducio na pressio local
para niveis abaixo da pressio de vapor do liquido. Na fase de compressio, a irea
de superficie da bolha é reduzida. Nesse processo de movimentos alternados pode
ocorrer implosio das bolhas, gerando zonas de alta temperatura (até 5.000 °C) e
pressdo elevada (até 1.000 atm) (PATIST; BATES, 2008; MUKHOPADHYAY;
RAMASWAMY, 2012). Com a implosdo, podem ser formados radicais livres, que
possuem capacidade oxidativa e causam danos no DNA de microrganismos por
meio de rupturas e fragmentacio ao longo de sua extensio (GOGATE; KABADI,
2009; SAO ]OSE et al., 2014a). Quando combinado com sanitizantes quimicos, como
CL, H,0, e O,, o ultrassom permite maior penetracao desses agentes oxidantes na
membrana celular dos microrganismos, resultando em uma melhor sanitizagio. A
intensa pressio gerada pela cavitacdo auxilia na desagregacio de microrganismos e
culmina em melhor eficiéncia do sanitizante: a difusdo de solucdes antimicrobianas na
membrana celular aumenta gracas a implosio das bolhas, que geram microjatos que,
por sua vez, podem causar danos a essa membrana (GUERRERO; LOPEZ-MALO;
ALZAMORA, 2001; KNORR et al., 2011; GIL et al., 2009; GOGATE; KABADI,
2009; SANGO et al., 2014).

A resisténcia de diferentes microrganismos depende de muitos fatores, tais
como as propriedades do meio, o tempo, a intensidade do tratamento, da tempera-
tura e do pH (CHANDRAPALA et al., 2012).

Uma vantagem da utilizacao dessa tecnologia na inddstria alimenticia é que o
ultrassom nao produz odor desagradavel, nao altera as condicoes nutricionais do ali-
mento, nio gera calor e pode ser aplicado em temperatura ambiente, o que favorece
0 seu uso na sanitizacio de frutas e hortalicas (FERNANDES; RODRIGUES, 2007).
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Virios trabalhos avaliaram a eficiéncia do ultrassom isoladamente ou combi-
nado com sanitizantes em microrganismos patogénicos e deterioradores (FRAN-
CISCO et al., 2018; SILVEIRA et al., 2018; ROSARIO et al., 2018; ADAY et al.,
2013; ADAY; CANER, 2014; SAO JOSE; VANETTI, 2015; SAO JOSE et al., 2014b,
2015), em biofilmes (OULAHAL-LAGSIR et al., 2003; OULAHAL et al., 2007) e
em esporos (GORMAN; JONES; LOFTUS, 1990; RASO et al., 1998; HA; KIM;
HA, 2012; SAGONG et al., 2013; FERRARIO; ALZAMORA; GUERRERO, 2015).

Em seu estudo, S3o José e Vanetti (2012) conseguiram reduzir quatro ciclos
logaritmicos da populacdo de Salmonella Typhimurium aderida na superficie de toma-
tes-cereja combinando o ultrassom e o dcido peracético. E a associacdo do ultrassom
(45 kHz) com hipoclorito de s6dio a 50 mg.L! reduziu 1,2 ciclo logaritmico a mais
de células de Salmonella Typhimurium do que o tratamento que utiliza apenas a solu-
cdo clorada em alface (SEYMOUR et al., 2002).

Rosidrio (2016) avaliou os efeitos do uso de diferentes compostos quimicos —
dcido acético, dodecilbenzeno sulfonato de sédio (DBSS) e dcido peracético — iso-
ladamente e combinados com ultrassom (40 kHz) na sanitizacdo de morangos e
suas influéncias nas caracteristicas microbioldgicas, fisico-quimicas e sensoriais,
logo apés a sanitizacao e durante o tempo de armazenamento de até nove dias a
8 £ 1 °C. Como resultado, observou-se que os usos de ultrassom combinado com
dcido peracético (40 mg.L") e de 4cido peracético isolado se destacaram, obtendo
as maiores reducdes na microbiota dos morangos. O ultrassom melhorou o efeito
do dcido peracético na remocao de células de Salmonella aderidas aos morangos.
O 4cido acético (800 mg.L!) e o DBSS (1.200 mg.L!) também tiveram seus efei-
tos potencializados pelo ultrassom para fungos filamentosos, leveduras e meséfilos
aer6bios. Além disso, o ultrassom aplicado de forma isolada foi capaz de reduzir a
contagem de fungos filamentosos e leveduras ao mesmo nivel que o 4cido peracé-
tico. Ndo ocorreram alteracdes sensoriais e fisico-quimicas nos morangos (acidez
total titulavel, pH, teor de sélidos soluveis totais, cor, vitamina C, perfil de tex-
tura) em relacio aos morangos nao tratados.

Oliveira (2016) também observou a possibilidade de se substituir o uso de com-
posto clorado inorganico por ultrassom (40 kHz) na redu¢do da microbiota de repo-

lho roxo. Além disso, verificou-se que o ultrassom foi capaz de aumentar em um
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ciclo logaritimico o efeito do composto clorado organico na remocio de Salmonella
Typhimurium na superficie do repolho roxo.

Por outro lado, tanto Rosério (2016) quanto Oliveira (2016) constataram que
o ultrassom quando utilizado isoladamente nio foi capaz de inativar a bactéria pato-
génica Salmonella na solucao de sanitizacio. Isso demonstra que o efeito principal
do ultrassom foi de auxiliar a acdo dos agentes sanitizantes no morango e no repo-
lho roxo. Ja o composto clorado organico, o surfactante cloreto de benzalconio e o
acido peracético foram capazes de inativar completamente as células de Salmonella

nas solucdes sanitizantes, combinados ou niao ao ultrassom.
Consideracées finais

O ultrassom é uma tecnologia que tem apresentado resultados satisfatorios na sani-
tizacdo de frutas e hortalicas, especialmente quando aplicado em conjunto com sani-
tizantes na inativacio de microrganismos patogénicos e deterioradores. Assim, essa
tecnologia tem potencial para ser usada na etapa de sanitizacio, de forma a auxiliar
o efeito de compostos quimicos em frutas e hortalicas, a fim de diminuir os riscos de
doencas veiculadas por esses alimentos e a deterioracdo deles. Para isso, o tempo de
aplicacdo, a frequéncia utilizada, assim como os efeitos nas caracteristicas nutricionais
e sensoriais de cada alimento, devem ser avaliados para que ocorra a maxima remo-

cdo de contaminantes microbiolégicos sem alteracdes indesejaveis nesses produtos.
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Introducio

O tratamento térmico é uma das aplicacdes tecnoldgicas mais antigas utilizadas na
conservacio de alimentos (GHANI et al., 1999). Desde a descoberta da apertizacio
e da pasteurizacio, diversos outros métodos seguiram a mesma linha metodolégica
a fim de inativar enzimas e destruir ou reduzir a contaminacio microbiana. Apesar
de esses serem métodos seguros, diversas alteracoes sao geradas nas caracteristicas
nutricionais e sensoriais dos alimentos (SHOMER; COGAN; MANNHEIM, 1994).

Em razao da nova demanda de consumo por produtos mais préximos aos

naturais e ricos em termos nutricionais, novos métodos estio em desenvolvimento
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e aplicacdo para avaliacdo de sua efetividade em processamento de alimentos
(TAHIRI et al., 2006). Tais tecnologias sio denominadas nio convencionais ou
emergentes (SILVA, 2011) e agrupam diversos tipos de métodos conhecidos por
tratamentos nio térmicos, como uso de luz ultravioleta (GAVA et al., 2014),
ultrassom (SCHUINA et al., 2014), radiacdo ionizante (SCOLFORO et al., 2014),
alta pressio dinamica (FERREIRA et al., 2014), pulsos elétricos (BERNABE et al.,
2014), entre outros.

Os tratamentos nao térmicos tém sido explorados em diversos estudos com a
finalidade de preservar as caracteristicas sensoriais (JUAN et al., 2015) e nutricio-
nais (SUAREZ-JACOB et al., 2011) dos alimentos e de prolongar a vida de prateleira
deles (TAHIRI et al., 2006) como forma a substituir ou complementar os tratamen-
tos térmicos tradicionais. Caprita e Caprita (2010) afirmam que essa estratégia, por
reduzir ou evitar a aplicacio de calor, permite minimizar os danos gerados pelos
métodos tradicionais.

A homogeneizacio a ultra-alta pressio (HUAP) é um tratamento nio térmico
que tem sido utilizado com o objetivo de reduzir o tamanho de particulas (BRIVIBA
et al., 2015), promover melhoria das propriedades reolégicas e de textura dos ali-
mentos (LIU; KUO, 2015), bem como inativar ou destruir microrganismos patogé-
nicos e deteriorantes (MASSON, 2010; KHEADR et al., 2002). Estudos tém relatado
o uso da HUAP como um método eficaz para eliminacio de microrganismos pato-
génicos e esporos sem afetar as caracteristicas nutricionais dos produtos alimenti-
cios (SCHUINA et al., 2014; TAHIRI et al., 2006).

Considerando o exposto, este capitulo apresenta uma visao geral sobre a tecno-
logia da alta pressdo, enfatizando o uso isolado ou combinado da técnica de homoge-
neizacio a ultra-alta pressdo para produtos alimenticios, como uma alternativa aos

métodos convencionais aplicados na conservagio de alimentos.

1. Histérico

O processamento a alta pressao teve inicio em 1899 por Hite, ao usar uma prensa
hidrdulica (680 MPa) para teste de inativacio de bactérias deterioradoras em leite
(TRIBST, 2008). Bridgman, assim como Hite, foi um dos primeiros pesquisado-

res a observar e escrever sobre o uso da alta pressao. Em 1914, Bridgman testou
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o efeito da alta pressdo em proteinas do ovo (aproximadamente 750 MPa) e pode
verificar que as caracteristicas do alimento, apds o processamento, assemelhavam-
-se as de um ovo cozido a 100 °C. Esse experimento instigou o desenvolvimento
de novos estudos quanto a influéncia da pressio em biomoléculas (BRIVIBA et al.,
2015; SILVA, 2011).

Entretanto, até os anos 1980, as pesquisas sobre o uso da alta pressdo eram
restritas a iniciativas isoladas. Foram difundidas posteriormente, nos anos 1990,
com a criacio de um programa de pesquisa do governo do Japio (ROSENTHAL;
SILVA, 1997). Por meio do centro de pesquisa japonés e da aplicacio da alta pres-
sdo em escala industrial em fabricas de alimentos, comecaram a surgir os primei-
ros produtos comerciais que empregavam o processo de alta pressdo. Ferreira e
colaboradores (2014) relatam que o primeiro vaso de pressio para uso especifica-
mente na cadeia de producio de alimentos foi produzido em Téquio pela empresa
Mitsubishi Heavy Industries. Assim, em processamento de alimentos, o uso da alta
pressdo ocorre desde 1991, sendo reconhecido como um método potencial para
preservacdo das qualidades microbioldgicas e funcionais de alguns constituintes
alimenticios (SILVA, 2011; FERREIRA et al., 2014).

Atualmente, diversos sio os produtos processados a alta pressdo. Nos mer-
cados norte-americano, europeu e japonés hd uma extensa variedade deles, sendo
possivel encontrar, por exemplo, sucos de frutas, geleia, guacamole, licteos, pei-
xes e carne embalada a vicuo, todos processados a alta pressio (GOULD, 2001). No
Brasil, essa tecnologia estd em expansdo. Virios centros de pesquisa tém desenvol-
vido estudos com base na aplicacdo da alta pressio em alimentos. A Empresa Brasi-
leira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa), em parceria com empresas alimenticias,
tem concretizado projetos com a aplicacdo da tecnologia de alta pressio em produ-
tos alimenticios, como polpa de manga, caji, abacaxi, mamio, extrato hidrossoltavel
de soja, produtos cdrneos e leite (EMBRAPA, 2020). No mercado brasileiro hd pou-
cos produtos industrializados que sio fabricados pelo método de alta pressio, tais
como presunto fatiado e sucos. No entanto, nao foi encontrada legislacao brasileira
especifica que relate detalhes acerca das caracteristicas, exigéncias e demais aspectos
regulamentares quanto a aplicacao dessa tecnologia no processamento de alimentos.

Ressalte-se que a tecnologia da alta pressao também tem sido empregada por

outros ramos industriais. A industria quimica faz uso da alta pressao na elaboracao
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de emulsdes mais uniformes e estiveis com o objetivo de controlar a viscosidade de
produtos, como silicones e ceras. Na drea de firmacos, tem sido aplicada em disper-
soes sdlidas; na biotecnologia, em extracio de substancias intracelulares, como enzi-
mas e proteinas (VILLAY et al.,, 2012).

A homogeneizacio a ultra-alta pressio (HUAP) comecou a ser aplicada tar-
diamente, a partir do século XXI. Em razio da evolucao tecnolégica dos materiais e
técnicas de processamento, possui a capacidade de atingir pressdes de dez a quinze
vezes maiores que as tecnologias de alta pressao habitualmente aplicadas. Essa carac-
teristica permitiu direcionar o seu uso para a inativacao de microrganismos deterio-
rantes e patogénicos presentes nos alimentos. A HUAP foi primeiramente aplicada
pela inddustria de laticinios, e em seguida pelas industrias farmacéuticas, quimicas e
de biotecnologia (DIELS; MICHIELS, 2006).

No que diz respeito ao uso comercial da HUAP no Brasil, ainda ha pouca apli-
cacdo na 4rea alimenticia, porém algumas empresas de sucos ja dispdem dessa tec-
nologia, e seus produtos sio encontrados em mercados das regides Sul e Sudeste.

A seguir, serd apresentada uma revisio bibliografica sobre a HUAP. Os ter-
mos similares serio mantidos respeitando-se a nomenclatura empregada em cada

artigo citado.
2. Definicao

A tecnologia de alta pressio pode ser aplicada de maneiras diferentes, sendo estas
classificadas como alta pressdo estdtica, alta pressdo oscilatéria e homogeneizacio a
ultra-alta pressio (HUAP), também nomeada de alta pressio dinamica. Apesar de
suas variacoes, de modo geral, o método se baseia na aplicacdo de alta pressio sobre
um determinado produto. O modo como esse produto se encontra e as variacoes
quanto a tempo, forma de distribuicio, meio pressurizador e valores de pressdo sio
os fatores que irdo caracterizar cada tipo de tratamento.

A alta pressio estitica é comumente conhecida por alta pressio hidrosta-
tica, visto que, em geral, se utiliza a 4gua como o meio pressurizador (CAMPOS;
DOSUALDO; CRISTIANINI, 2003). O processo ocorre em batelada dentro de uma
camara contendo o alimento, previamente embalado, o qual é submetido a uma alta
pressdo por toda a sua drea superficial (TORREZAN, 2003; SILVA, 2011).
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A alta pressio oscilatéria, ou em pulsos, é bastante semelhante a alta pressio
estatica em relagdo a estrutura do equipamento e ao seu modo de acio. Porém dife-
rem quanto a aplicacdo da pressdo: na alta pressio oscilatéria ocorrem variacdes de
pressio em um periodo de tempo bastante curto (despressurizacio) — sio os chama-
dos pulsos. Esses pulsos podem variar em quantidade e tempo de duracdo. Quanto
mais curto for o pulso, maior a eficicia de inativacio microbiana (DON SI et al., 2009).

A HUAP ou alta pressiao dinamica ocorre em sistema de fluxo continuo em que
o préprio alimento é o meio pressurizador. A variacao de volume entre a véilvula e
o assento da camara gera altos valores de pressio e diferentes fenomenos da dina-
mica dos fluidos, como turbuléncia e cavitacio. A HUAP é aplicada com o objetivo
de reduzir o tamanho de particulas; inativar ou destruir microrganismos patogéni-
cos, deterioradores e esporos; promover a melhoria das propriedades reolégicas e
de textura; podendo também ser utilizada para alterar a conformacio de macromo-
léculas (CRUZ et al., 2007, 2009; LIU; KUO, 2015).

Na literatura sio encontradas diferentes nomenclaturas para o tratamento com
a HUAP. Na Tabela 1 estio relacionadas as nomenclaturas utilizadas por diferentes
autores. Conforme se observa, ainda nao ha um consenso quanto ao termo definido

nem quanto as pressdes minima e maxima aplicadas nesse processo.

Tabela 1 - Tratamentos de homogeneizacdo a ultra-alta pressdo expressos com
diferentes nomenclaturas e os respectivos valores de pressdo empregados

Nomenclatura Sigla Pressao(MPa) Autores

Alta pressdo dinamica APD 100-200 Moroni e colaboradores (2002)
Alta pressao dinamica APD 100-300 Tribst (2008)
Ultra-alta pressio de homogeneizacigo UAPH 100-300 Fernzi.r-ldez—Avﬂa, Escriu

e Tryjillo (2015)
Alta pressao de homogeneizacio APH 150 Comuzzo e colaboradores (2015)
Alta pressdo dinamica APD 170 Lacroix, Fliss e Makhlouf (2005)
Ultra-alta pressio de homogeneizacaio UAPH 200 Juan e colaboradores (2015)
Alta pressdo dinamica APD 200 Tabhiri e colaboradores (2006)
Ultra-alta pressao de homogeneizacago UAPH 200 Villay e colaboradores (2012)
Alta pressdo de homogeneizacio APH 300 Martinez e colaboradores (2011)
Ultra-alta pressao de homogeneizacago UAPH 350 Briviba e colaboradores (2015)

Fonte: Elaboracdo prépria.
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3. Equipamento e mecanismo de acao

O mecanismo de acdo da HUAP ainda nZo estd completamente elucidado. Entretanto,
estudos afirmam que os fenomenos de fluidizacio, tais como cavitacdo, friccio, turbu-
léncia (movimentagio de ar), tor¢do, cisalhamento (deformacio ocasionada por des-
locamento em diferentes planos), entre outros, sejam os responsaveis pelas alteracdes
moleculares ocasionadas durante o processo. E o processo de cavitacao, ou seja, de forma-
cao de bolhas de ar, é o fendmeno apontado com um dos principais fatores responsaveis.

A geracao da HUAP ocorre em um espaco confinado, ou seja, na cimara de pressuri-
zacio. Essa camara em geral é dotada de dois pistdes de pressio, um assento (canais), uma
valvula de homogeneizagio e um resfriador para controle de temperatura (DUBBELBOER
et al., 2014). Durante o processo, os intensificadores de pressio (pistdes de pressio ou a
bomba volumétrica) bombeiam e pressurizam um fluido de baixa velocidade através de
canais bem menores (VILLAY et al., 2012). Esses canais direcionam e for¢am a passa-
gem do fluido por uma valvula de diametro bastante reduzido (SILVA, 2011).

A restricio volumétrica imposta entre o assento e a vilvula de homogeneiza-
¢do gera altas pressdes em um curto periodo de tempo. Essa pressdao ocorre somente
durante o escoamento do fluido até o encontro deste com a valvula de homogeneiza-
¢30, e até que o fluido sofra o processo de despressurizacio (MASSON, 2010). Assim,
durante esse periodo, o fluido atinge altas velocidades e sofre diversos atritos dada a
restri¢ao volumétrica entre a valvula de homogeneizac¢ao e o assento.

A despressurizacio do fluido provoca um aumento exorbitante de velocidade e
areducdo abrupta da pressio. A dissipacdo de energia gerada durante a despressuri-
zacio pode variar entre 109 a 1.011 Wm? durante um periodo bastante curto (10 a
100 ms), podendo ser ocasionada por pulsos ou ondas. Além disso, ocorre 0 aumento
da temperatura do fluido, cerca de 2,5 °C a cada 10 MPa (DIELS; MICHIELS, 2006).
Essa alta energia é causada por feno6menos complexos da dinamica de fluidizaczo,
como alongamento, turbuléncia, friccdo, choque e cavitacdo, os quais, por sua vez,
geram alteracdes conformacionais e/ou ruptura das moléculas (VILLAY et al.,, 2012).

A intensidade e a dinamica desses fendmenos irdo variar em razio da arqui-
tetura da valvula de homogeneizacio e do assento, do nivel de pressao aplicado, das
caracteristicas fisico-quimicas do produto fluido, do aumento de temperatura gerado

no processo, entre outros aspectos.

31



4. Aplicacoes da HUAP

A HUAP é utilizada em diversos processos industriais e possui aplicacdes potenciais
em acio antimicrobiana, em tecnologia de alimentos e em biotecnologia e firmacos
(DUBBELBOER et al., 2014).

4.1. A¢do antimicrobiana

A aciao da HUAP gera inativacao dos microrganismos por meio da ruptura da estru-
tura celular causada pela brusca despressurizacio (DIELS; TAEYE; MICHIELS, 2005)
ocorrida durante a passagem do fluido pela vilvula de homogeneizacio. Apesar de o
mecanismo de inativacio nio estar completamente elucidado, estima-se que os feno-
menos gerados (turbuléncia, friccdo, cavitacio, entre outros) justifiquem a ruptura
da célula microbiana (KLEINIG; MIDDELBERG, 1998). Cheftel (1995) e Hoover e
colaboradores (1989) afirmam que o efeito da alta pressdo sobre os microrganismos
varia conforme a estrutura morfoldgica celular. Assim, as células Gram-negativas sio
menos resistentes que as células Gram-positivas, e de modo geral as células vegetati-
vas s30 menos resistentes que as esporuladas (METRICK et al., 1989).

Alguns autores afirmam que, para o processamento de leite, suco de laranja e
mac3, o tratamento HUAP ¢é eficiente, pois pode gerar uma reducao da contagem
microbiana equipardvel A que ocorre com tratamento de pasteurizacio (MASSON,
2010; LACROIX; FLISS; MAKHLOUF, 2005; ROIG-SAGUES et al., 2015) enquanto
mantém as caracteristicas do produto mais préximo ao natural.

Kheadr e colaboradores (2002) mostraram que um tratamento APH (200 MPa)
em leite gerou reducio de 3-4 ciclos log/UFC de Listeria innocua. Além disso, os auto-
res observaram que o tratamento influenciou as caracteristicas dos glébulos de gor-
dura do leite e da estrutura da caseina micelar. Essas modificacdes proporcionaram
uma maior retencio de dgua e uma textura coesiva e elastica da massa dos queijos
produzidos a partir do leite processado por APH.

Estudos de Tahiri e colaboradores (2006) avaliaram o potencial da tecnolo-
gia da alta pressdo dinamica (APD) para inativacio de patégenos e na destruicio da
microflora microbiana em suco de laranja. Os resultados obtidos em relacao as redu-

coes decimais foram: em E. coli O157: H7 e em Penicillium ssp., 4 log; em Sacharomyce
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cerevisae, 2,5 log; em Listeria plantarum, 2,3 log; em Listeria mesenteroides, 1,6 log. Todas
as reducdes se deram em suco de laranja a 200 MPa apés 3 a 5 passagens a 25 °C. Os
pesquisadores concluiram que a APD tem potencial para inativar todos os micror-
ganismos testados e constitui uma tecnologia alternativa promissora para a pasteu-
rizacdo a frio de sucos de frutas.

Suarez-Jacob e colaboradores (2011) testaram a APH com combinacdes de 100,
200 e 300 MPa, a temperaturas entre 4 e 20 °C em suco de mac3, para andlise da sua
capacidade antioxidante, teor de polifendis e teor de vitaminas, e compararam os
resultados com os do processo de pasteurizacao. Eles concluiram que o tratamento
APH surte efeito antioxidante significativo, pois mantém a concentracao de vitamina
C sem reduzir significativamente os teores de provitamina A.

J4 Comuzzo e colaboradores (2015) testaram o efeito de APH para inducio
de autélise em leveduras Saccharomyces bayanus comercial utilizadas na producio de
vinho. As pressdes aplicadas foram de 50, 100 e 150 MPa, sob as quais obtiveram
as respectivas reducoes: 1 log de UFC, 1,6 log de UFC e 2,2 log de UFC, respectiva-
mente. Os autores confirmaram que o tratamento nao permitiu completa inativa-

¢ao das células das leveduras.
4.2. Tecnologia em alimentos

As macromoléculas e as particulas suspensas dos fluidos que sao submetidos a altas
pressdes mecanicas sofrem tor¢des e deformagdes (AUGUSTO; IBARZ; CRISTIANTI,
2013). Isso porque os fenoémenos de cavitagio, tensio de cisalhamento e turbulén-
cia induzidas pela grande forca da HUAP podem afetar a conformacio das protei-
nas e o tamanho dos glébulos de gorduras (FLOURY et al., 2002; KEERATI-U-RAI;
CORREDIG, 2009). O uso da tecnologia de HUAP permite, por sua vez, controlar
as condicoes do processo de forma a influir sobre essa distribuicio, favorecendo as
caracteristicas de interesse para cada tipo de produto (DUBBELBOER et al., 2014).
Assim, esse processo tem grande potencial tecnolégico de contribuicio no que diz
respeito as propriedades fisico-quimicas dessas moléculas e suas alteracoes.

Nesse sentido, a tecnologia da HUAP tem sido aplicada para producio de alimen-
tos, como leite destinado a producio de queijo (JUAN et al., 2015), vinho (COMUZZO
et al., 2015), goma xantana (LANEUVILLE; TURGEON; PAQUIN, 2013), isolado

33



proteico de soja (MARTINEZ et al., 2011), polissacarideos (VILLAY et al., 2012), fari-
nha de soja (LIU; KUQ, 2015) e suco de tomate (AUGUSTO; IBARZ; CRISTIANI,
2013), para gelificacio de proteinas diversas (ALVAREZ-SABATEL; MARTINEZ
DE MARANON; ARBOLEYA, 2015), entre outros alimentos e processos.

Para analise de aspectos qualitativos de queijos, Juan e colaboradores (2015)
compararam os queijos obtidos por leites submetidos a diferentes tratamentos: pas-
teurizacdo (72 °C), pasteurizacio a baixa pressio de homogeneizacio (72 °C, 20 MPa) e
homogeneizacio a ultra-alta pressao (30 °C, 200 MPa). Eles observaram que, durante
o processo de maturac¢ao, os queijos tratados por pasteurizacdo a baixa pressao de
homogeneizacio e HUAP obtiveram maiores niveis de reten¢ao de dgua quando
comparados aos queijos tratados somente com a pasteuriza¢do. Os autores conclui-
ram que o tratamento de alta pressio expde os glébulos de gordura, aumentando a
acdo da enzima (lipase). Eles também observaram que a HUAP foi capaz de produzir
um queijo com niveis de lipélise, oxidacio, aroma e sabor semelhantes aos do queijo
produzido a partir do leite pasteurizado.

Na aplicacio de tecnologia a vinhos, Comuzzo e colaboradores (2015) fizeram
uso da APH (150 MPa) para induzir autdlise da estirpe comercial Saccharomyces baya-
nus para vinificacao, a fim de acelerar o processo de autdlise da levedura e o envelhe-
cimento do vinho. Entretanto, o processo excedeu a producio de compostos volateis,
produzindo odores frutados (ésteres etilicos) e off-flavours (icidos graxos de baixo
peso molecular), fatores que depreciam o produto. Por conseguinte, os autores enfa-
tizaram a necessidade de otimizar o processo para a producio de vinhos.

Seguindo no ramo de bebidas, Augusto, Ibarz e Cristiani (2013) empregaram
a APH (até 150 MPa) em suco de tomate e observaram que o comportamento Vvis-
coelastico do suco aumentou em funcdo do tratamento, ou seja, com o aumento da
pressao. Eles atribuiram esse comportamento a ruptura de particulas suspensas.

Em outros trabalhos na area de carboidratos e proteinas, também foi explorado
o uso da ultra-alta pressio. Laneuville, Turgeon e Paquin (2013), a0 trabalharem com
polissacarideos, testaram o efeito de microfluidizacdo a alta pressao dinamica em goma
xantana para avaliar o seu efeito estabilizador e de suspensdo. Os autores concluiram
que as propriedades fisicas, apds o pré-tratamento da goma xantana, foram favore-
cidas e geraram menores niveis de degradacao quando comparados aos dos métodos

quimicos e oxidativos comumente aplicados. Nesse processo, os autores relatam que
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a goma xantana sofreu uma degradacdo suave e controlada, o que viabiliza sua pro-
ducio e insercio como ingrediente para produtos alimenticios.

No mesmo seguimento, Villay e colaboradores (2012) estudaram o efeito da
HUAP sobre a degradacio de diferentes polissacarideos a fim de observar alteracoes
de suas estruturas moleculares e relaciond-las a sua viscosidade aparente. Eles con-
cluiram que, de acordo com as diferencas da estrutura e a conformacio da cadeia poli-
mérica, 0 tratamento surte maior ou menor impacto e que, a partir de certo valor de
pressao, o polissacarideo atinge um tamanho reduzido o suficiente para resistir aos
efeitos mecanicos associados a HUAP. Desse modo, os polimeros de maior massa
molecular sofreram maior efeito da aplicacio de HUAP. Os autores afirmam que ha
necessidade de otimizar o processo acerca de previsdes quanto aos mecanismos de
turbuléncia e cavitacdo e a geometria do assento e da valvula.

No trabalho desenvolvido por Martinez e colaboradores (2011), o efeito da alta
pressdo de homogeneizacio (APH) foi avaliado quanto as propriedades interfaciais
e de formacio de espuma do isolado de proteina de soja comercial e em polissacari-
deos tensoativos com variados pesos moleculares. As dispersdes foram submetidas
a alta pressdo variando de 0 a 300 MPa, em intervalos de 100 MPa, e em pH 7. Os
autores concluiram que a APH nos sistemas em espuma nao estd diretamente rela-
cionada com o efeito da pressao de superficie, mas sim com um conjunto de fatores
que confere o desempenho de adsorcio interfacial da mistura, tais como a caracte-
ristica interfacial dos biopolimeros, o nivel de pressao aplicada, o tipo de sistema e
o peso molecular do polimero.

Os autores Liu e Kuo (2015), trabalhando com farinha de soja, investigaram o
efeito do tratamento APH sob as caracteristicas funcionais e a distribuicdo das subu-
nidades proteicas da soja. Apds aplicar pressdes de 100 e 150 MPa durante 2-3 ciclos,
observaram que os teores de sulfidrila e a hidrofobicidade das proteinas foram altera-
dos, formando estruturas mais simples. Os autores compararam tais estruturas pro-
teicas as tratadas termicamente e concluiram que o tratamento APH gera melhores
resultados quanto a reorganizagdo estrutural de particulas proteicas.

Alvarez-Sabatel, Martinez de Maraiién e Arboleya (2015) observaram o impacto
do tratamento APH (103, 207 ou 296 MPa) em cadeias longas de inulina sobre os
aspectos de gelificacdo, avaliando a capacidade de retencdo de dgua (CRA) e as pro-

priedades reoldgicas dos géis formados. Observaram que o tratamento APH dispersou
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as particulas de inulina, o que melhorou o comportamento de cristalizacio e induziu
interacdes mais fortes. Porém a pressio de 296 MPa afetou negativamente a estru-
tura da inulina, permitindo a reagregacio dos pequenos cristais, o que reduziu os
valores de CRA. Apesar disso, os pesquisadores concluiram que, por meio da esco-
lha adequada dos fatores do processamento da ultra-alta pressio de homogeneiza-
¢do, é possivel produzir géis com propriedades reoldgicas semelhantes as daqueles

que passam por tratamentos térmicos tradicionais.
4.3. Biotecnologia e farmacos

A HUAP também tem sido estudada na investigacdo de biomoléculas de baixa solu-
bilidade em dgua, estdveis e biodisponiveis para aplica¢des nutricionais, farmacéuti-
cas e na cosmética (XU et al., 2014). Tais biomoléculas podem ser utilizadas durante
o processamento e o armazenamento, de forma a proteger os componentes da degra-
dacdo. Alguns estudos propuseram o uso dessa técnica e os relatos dessa aplicacdo se
apresentam na sequéncia.

Chevalier-Lucia e colaboradores (2011) aplicaram a alta pressio de homoge-
neizacio (APH) a 100-300 MPa nas temperaturas 14 °C e 34 °C para avaliar as modi-
ficacdes ocasionadas na estrutura das micelas de caseina de leite, bem como em uma
biomolécula a ser encapsulada. O objetivo do trabalho foi avaliar a eficdcia do trata-
mento, a fim de gerar alternativa aos métodos convencionais que utilizam solventes
quimicos. Eles observaram que o tratamento APH reduziu, de modo significativo,
o tamanho das micelas de caseina. Os autores explicam que a reducio se deve aos
fenomenos de turbuléncia, cisalhamento, pressurizacio e cavitacdo e concluem que
o tratamento APH pode ser eficaz para modificacio estrutural de macromoléculas,
podendo ser destinado ao fim pretendido no estudo.

Chen e colaboradores (2013) utilizaram a tecnologia de alta pressio dinamica
de microfluidizacio (APDM) no processamento de pectina de maci, de modo a oti-
mizar a producio de peptidioglicanos (POPs). Aplicaram um tratamento APDM a
155 MPa realizando 6 ciclos. Houve conversio de 32 % da pectina de maca (frutoli-
gossacarideo) em POP. Esses resultados indicaram que os peptidioglicanos podem
ser preparados a partir do tratamento de APDM e destinados e aplicados com a fina-

lidade de efeito prebidtico.
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Outras aplicacdes tecnoldgicas encontradas na literatura sio apresentadas na

Tabela 2.

Tabela 2 - Aplicagoes tecnolégicas do tratamento HUAP em produtos alimenticios

Tratamento Produto Modificacio tecnologica P (MPa) Referéncia
Leite de améndoa Propriedades 62,103, Bernate
HPH .
e avela reoldgicas 172 colaboradores (2015)
Propriedades Chen e
DHMP Pectina d 155
ectina de maca prebidticas colaboradores (2013)
Alvarez-Sabatel,
. . . - 103, 207, B _,
HPH Inulina (carboidrato) Gelificacio 296 Martinez de Maraién
e Arboleya (2015)
g e " Juane
UHPH Leit Lipél 20, 200
ere 1pOlIse em queyos ’ colaboradores (2015)
Vi idade intri Vill
UHPH Polissacarideos 1scosidade itrinseca 200 1aye
e aparente colaboradores (2012)
Coagulacao e Leite Junior,
HPH Enzima (protease) propriedades 190 Tribst e
reoldgicas Cristianini (2015)
Proteina de soja ~ 100,200, Fernandez-Avila,
UHPH Emulsoes . .
Oleo de soja 300 Escriu e Trujillo (2015)
HPH Tofu - leite de soja Micr?ésFrutura e, 50,100, Li e colaboradores
difusibilidade da dgua 150 (2015)
C Jistribuica
CHP Puré de tomate ore l,s ribuicao 69,276 Tan e Kerr (2015)
das particulas
HPH Vinho Autdlise das leveduras 50,100, Comuzzo e
(fermento) 150 colaboradores (2015)
Isolad teico d Viscosidade, dispersao Martinez e
solado proteico de
HPH ] p. i e tamanho das 300 colaboradores
soja e polissacarideos ,
particulas (2011)
Estabilidad 80, 100,
DHPM Enzima (tripsina) S a. rdace e. . Liu e Kuo (2015)
atividade enzimdtica 120, 160
DHP Suco de laranja Opalescéncia e 170 Lacroix, Fliss e

(pectina)

estabilidade

Makhlouf (2005)

Fonte: Elaboracio prépria.
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5. Aplicaciao de métodos combinados

Com a finalidade de melhorar a eficiéncia dos tratamentos de HUAP, diversos estu-
dos utilizam a combinacdo de métodos térmicos e nio térmicos em conjunto com a
HUAP para diversas aplicacoes e finalidades.

Um dos ramos € a aplicacao de métodos combinados para inativacao micro-
biana de fungos filamentosos (TRIBST, 2008), esporos (ROIG-SAGUES et al., 2015)
e bactérias (MORONI et al., 2002; AMADOR-ESPEJO et al., 2014).

No estudo de Tribst (2008), avaliou-se o efeito isolado da APD (300 MPa) em
néctar de manga para inativacao de Aspergillus niger, comparando-o com os efei-
tos da combinacio de tratamentos: temperatura (80 °C/15 min) e APD (200, 150
e 100 MPa). O pesquisador observou que o tratamento a APD (300 MPa) isolada-
mente foi capaz de reduzir 5 log de UFC. J4 a aplicacdo de 200 MPa a 80 °C/15 min
gerou a reducio de 3 log de UFC, sendo o mais eficiente dos tratamentos combi-
nados. Ao comparar os resultados do tratamento de APD a 200 MPa isoladamente
e os resultados do uso desse tratamento em sinergia com o tratamento térmico, o
autor concluiu que o tratamento combinado com a aplicacio de APD anteriormente
ao tratamento térmico sensibiliza o microrganismo gerando melhor eficiéncia do
processo. Assim, a combinacdo desses métodos permite uso de pressdes menores,
o que pode reduzir o custo do processo.

Ja Roig-Sagues e colaboradores (2015) aplicaram diferentes temperaturas (T = 20,
50, 60, 70 e 80 °C) com posterior submissdo ao tratamento UHPH (300 MPa) em suco
de laranja para inativacio de Alicyclobacillus acidoterrestris e Alicyclobacillus hesperidum.
Eles observaram que a germinacio e o crescimento dos esporos ao longo do arma-
zenamento foram pouco afetados com uso de temperatura igual a 20 °C. J4 em tem-
peraturas de 70 °C e 80 °C foram obtidas significativas reducdes: 5 log de UFC de A.
hesperidum e A. acidoterrestris. Desse modo, a inativacio de esporos pode ser alcan-
cada por meio da combinacio desses dois tratamentos.

No trabalho desenvolvido por Moroni e colaboradores (2002), ao trabalharem
com leite e seu soro, aplicaram tratamentos a HPH (100-200 MPa, 25 °C em 1, 3 ou
5 ciclos) para avaliar o efeito sobre o bacteriéfago Lactococcus. A méxima inativacdo
obtida foi de 5 ciclos log, com uso de 200 MPa, nao sendo influenciada pelo pré-tra-

tamento térmico (50 °C). Os autores afirmam que tal tecnologia oferece vantagens
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em relacio aos tratamentos de calor e de pressdo hidrostatica, visto sua eficiéncia e
capacidade de trabalhar com grandes volumes de fluido.

Amador-Espejo e colaboradores (2014) testaram o efeito da temperatura (20, 50,
60, 70 e 80 °C) e posterior aplicacio de UHPH (300 MPa) para inativacio de esporos
de Bacillus cereus, B. licheniformis, B. sporothermodurans, B. coagulans, Geobacillus stearo-
thermophilus e B. subtilis em leite. Os tratamentos UHPH com 75 °C e 85 °C geraram
reducdes de 5 log de UFC. A inativacao completa dos esporos foi obtida com aplica-
cao de 300 MPa a 75 °C com excecao para G. stearothermophilus e B. subtilis, cuja ina-
tivacdo total ocorreu a 300 MPa e 85 °C. Os autores concluiram que, dada a aptidao
do método HUAP para inativar esporos, essa tecnologia pode ser empregada para
obtencdo de leite comercialmente estéril.

Diversos estudos também tém abordado a HUAP no uso de modificaciao das
propriedades fisico-quimicas de diversas moléculas, na preservacdo de caracteristi-
cas nutricionais e de degradacio dos alimentos. As investigacoes de técnicas combi-
nadas revelam diversos resultados que serdo descritos a seguir.

Trabalhando com leites de avelds e de améndoas, Bernat e colaboradores (2015)
testaram o efeito da homogeneizacio a alta pressio (62, 103 e 172 MPa) com trata-
mentos térmicos (85 °C/30 min ou 121 °C/15 min) para avaliar a estabilidade da emul-
sao. No leite de améndoas, as amostras homogeneizadas apresentaram uma reducao
significativa no tamanho da particula e na melhoria da distribuicao, nos indices de
clareza e cor (brancura). Isso resultou em uma melhor estabilidade fisica do leite de
améndoas, sem afetar a viscosidade ou a estabilidade da proteina. J4 para as bebidas
de avelds houve aumento da viscosidade devido ao tratamento HPH com alteracoes
no seu comportamento reoldgico (mudancas na conformacio da proteina). Por sua
vez, as amostras de ambas as bebidas que receberam o tratamento combinado apre-
sentaram maior estabilidade e aparéncia.

Em néctar de manga, Tribst (2008) avaliou os aspectos de viscosidade apa-
rente ap6s processamento a APD (100, 200 e 300 MPa), combinado com filtragem
ou tratamento enzimatico. O pesquisador observou que, apds o tratamento a 300
MPa, o néctar apresentou uma consisténcia de puré e formacao de particulas inso-
laveis (grumos), com uma viscosidade trés vezes superior 2 inicial. Ao submeter o
néctar de manga a um pré-tratamento de filtragem e posterior tratamento a APD

(100 e 250 MPa), o autor observou uma diminuicio da viscosidade aparente, porém
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esta se apresentava maior que a do néctar sem tratamento. O mesmo ocorreu com a
submissdo ao aquecimento a 55 °C e posteriormente 2 APD. Entretanto, ao subme-
ter o néctar ao tratamento enzimético (pectinase, celulase e hemicelulase), obteve-se
reducido de 52 a 61 % da viscosidade aparente. Essa viscosidade manteve-se estivel
por sete dias sem gerar separac¢do de fases ou formacio de aglomerados, assim como
foram mantidas as caracteristicas sensoriais do néctar de manga.

Com a finalidade de avaliar a perda de vitaminas em leite, Amador-Espejo e cola-
boradores (2015) compararam o tratamento de HUAP (300 MPa) combinado com
temperaturas de entrada (45, 55, 65, 75 e 85 °C) aos tratamentos de pasteuriza¢io e
UHT. Os pesquisadores observaram uma maior conservac¢ao nos teores de nicotina-
mida, tiamina, riboflavina e vitamina C nos leites tratados com HUAP em comparagio
aos demais tratamentos. A amostra tratada com 300 MPa a 45°C foi a que apresentou
o teor de vitamina mais préximo ao do leite cru. Assim, os autores concluiram que
a HUAP pode reduzir as perdas de vitaminas e que, portanto, essa tecnologia pode
ser empregada para producio de leite com propriedades nutricionais mais elevadas.

No estudo de Poliseli-Scopel e colaboradores (2014), o tratamento HUAP foi apli-
cado sobre o leite de soja (300 MPa, 80 °C temperatura de entrada) e comparado com
o tratamento UHT quanto aos aspectos microbiolégicos, fisicos, quimicos e sensoriais
apOs armazenamento (seis meses) 2 temperatura ambiente. Os autores observaram que
nao houve desenvolvimento de bactérias mesofilas aerébias, esporos aerébios, Bacillus
cereus e enterobactérias, em nenhuma das amostras. O leite de soja tratado com HUAP
apresentou alta estabilidade coloidal e diminui¢do relevante no indice hidroperéxido
durante o armazenamento. Apesar de ter apresentado altos teores de compostos voliteis,
os resultados sensoriais indicaram que o tratamento HUAP n3o produziu alteracoes per-
ceptiveis no leite de soja e que pudessem afetar sua preferéncia. Os pesquisadores con-

cluiram, portanto, que a tecnologia HUAP é uma alternativa aos tratamentos térmicos.
Consideracoes finais

Os estudos e seus resultados expostos neste capitulo demonstram que a tecnologia
de ultra-alta pressdo de homogeneizacio (HUAP) é uma alternativa potencial para a
aplicacdo em processos industriais nas dreas alimenticias, farmacéuticas e de biotec-

nologia. Sua aplicabilidade permite potencializar processos de inativa¢ao de bactérias,

40



fungos filamentosos e esporos; de obtencido e preservacdo de caracteristicas reolé-
gicas de viscosidade do fluido, microestruturais e estabilidade de emulsdes, como na
formacio de géis; de propriedades prebidticas e funcionais de diversas macromolécu-
las. Além disso, a aplicacio da HUAP combinada com outros métodos pode aumen-

tar a eficiéncia de diferentes processos.
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Capitulo 3

Aplicagcdo de pulsos
luminosos na
descontaminacdo microbiana

Estefania Pecegueiro Prudéncio
Luciano José Quintao Teixeira
Yanne Boaventura Nobre
Katia Silva Maciel

Introducio

Durante a evolu¢ido humana, ocorrem modificacdes na aquisicio e na forma de pre-
paro dos alimentos. Atualmente, a mudanca nos habitos alimentares estd relacio-
nada a uma preferéncia por alimentos seguros, praticos e com “frescor” préximo ao
natural, no que se refere a caracteristicas sensoriais, como cor, sabor, textura e apa-
réncia. Segundo Kramer e Muranyi (2013), os consumidores buscam por alimen-
tos saudéveis, com extensa vida ttil e com o minimo possivel de processamento.
A fim de atender essa demanda e minimizar os danos provocados nas caracteris-
ticas sensoriais e estruturais dos alimentos, a industria tem realizado varias pesquisas
com o objetivo de substituir ou complementar os tratamentos térmicos emprega-
dos na conservacio de alimentos. O processamento de alimentos visa fornecer uma

maior variedade de produtos com uma vida 1til mais extensa do que a dos naturais
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e, 20 mesmo tempo, garantir a seguranca dos alimentos em relacio aos perigos qui-
micos, fisicos e, sobretudo, biolégicos.

Os principais tratamentos empregados tém como principio ativo de inativa-
¢3o microbiana o calor, que, apesar de muito eficiente, pode provocar alteracées na
cor, no sabor, na textura, entre outras. Como alternativa ao tratamento térmico, tém
sido estudados os tratamentos nio térmicos, tais como irradiacio, campos elétricos
pulsados de alta intensidade, ultrassom, alta pressao hidrostatica, plasma a frio, apli-
cacdo de luz ultravioleta e de pulsos luminosos.

O objetivo deste capitulo é abordar o emprego da tecnologia de pulsos lumi-
nosos, que é uma técnica que consiste na aplicacdo repetida, por intervalos curtos,
de pulsos sucessivos de luz branca capazes de inativar microrganismos e enzimas,
mantendo o alimento estdvel e seguro (ARTIGUEZ; MARTINEZ DE MARANON,
2015). Sao utilizados em alimentos liquidos, devido a sua alta absor¢io de luz,
e também em superficies s6lidas, como embalagens. A eficiéncia do processo é
influenciada pela composicio, pela coloracio, pela densidade populacional de micror-
ganismos e pela presenca de substincias que competem pela absor¢io da luz (HSU;
MORARU, 2011; PALGAN et al., 2011; ARTIGUEZ; ARBOLEYA; MARTINEZ
DE MARANON, 2012; MUNOZ et al., 2012b).

Nas secoes seguintes, a tecnologia de pulsos luminosos serd abordada mais deti-

damente, bem como seu uso para inativaciao de microrganismos e em embalagens.
1. Pulsos luminosos

Em 1928, Gates descobriu a a¢io bactericida da luz UV (JAGGER, 1967; SMITH,
1977; ABAD-LOZANO; RODRIGUEZ-VELERA, 1984). Os dispositivos de pulsos
luminosos foram desenvolvidos por volta de 1970 no Japio, para uso industrial, com
o emprego de [ampadas com pulsos de luz. A patente dessa técnica foi registrada por
Hiramoto em 1984, e a empresa Maxwell Technologies a deteve por quatro anos,
ampliando a aplicacio de pulsos luminosos; depois disso, foi patenteada por Dunn e
colaboradores (1989) com o nome de PureBright. Com o passar do tempo surgiram

pesquisas cientificas sobre o uso de pulsos luminosos e o desenvolvimento de equi-
pamentos (CACACE; PALMIERI, 2014).
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Atualmente, a tecnologia de pulsos luminosos pode ser empregada em tra-
tamentos estéticos, dermatolégicos e médicos; na esterilizacido de utensilios e
ambientes, tais como laboratérios e hospitais; na descontaminacdo de ar em dutos
condicionantes; na etapa de cura de materiais, como disco 4tico, madeiras e plds-
ticos (BARBOSA-CANOVAS et al., 1997; MORARU; UESUGI, 2009); e como
método de tratamento nao térmico para conservagio de alimentos. Pulsos de alta
intensidade e ultracurtos de espectro abrangente de luz, entre 200 nm e 1.100 nm
(GOMEZ-LOPEZ et al., 2007), sio aplicados em fragdes de segundos com a fina-
lidade de inativar células vegetativas, bolores e leveduras e esporos de bactérias
(BARBOSA-CANOVAS et al., 1997; BIALKA; DEMIRCI, 2008; OMS-OLIU;
MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-FORTUNY, 2010). A aplicacdo dos pulsos lumi-
nosos ¢ feita por meio de lampadas de flash com gas inerte, capazes de realizar a
conversdo de pulsos elétricos de curta duracio em pulsos luminosos nas regides
do espectro de ultravioleta (UV), infravermelho (IV) e visivel (JAGGER, 1967;
SMITH, 1977; ABAD-LOZANQO; RODRIGUEZ-VELERA, 1984). Durante o tra-
tamento com pulsos luminosos, ha formacdo de um espectro de luz vinte mil vezes
maior do que a luz solar incidente sobre a terra (DUNN et al., 1996).

A aplicacao dos pulsos luminosos na industria de alimentos é aprovada pela
FDA desde 1996 e visa a esteriliza¢iao ou reducao de microrganismos presentes nas
superficies de embalagens (ELMNASSER et al., 2007). Segundo Butz e Tauscher
(2002), o uso dessa tecnologia resulta em decréscimo da carga microbiana em bolos,
doces, paes, frutos do mar e carne, promovendo um aumento da vida til desses pro-
dutos. Além disso, pode ser empregada para higienizar superficies, plantas de pro-
cessamentos de alimentos e tubulacoes de ar e dgua que estejam envolvidos nesse
processo (CACACE; PALMIERI, 2014).

O tratamento com pulsos luminosos em alimentos nao deixa nenhum tipo de
residuo, apresenta baixo custo e rapido tempo de processo e tem eficicia compro-
vada contra patdgenos e microrganismos deterioradores. Por outro lado, o aque-
cimento em vegetais, a falta de homogeneidade na aplicacio dos pulsos (SOUZA,
2014) e o fato de a acdo ser superficial (cerca de 2 mm) em embalagens e alimen-
tos opacos (WALLEN et al., 2001) s3o limitacdes que dificultam o uso da técnica

na inddstria alimenticia.
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2. Principios dos pulsos luminosos

A luz se propaga por meio de ondas com comprimento (A), frequéncia (v) e energia
(E). A emissdo da luz pode ocorrer de diferentes mecanismos de transmissio espon-
tdneos entre dtomos em estado energizado para uma circustincia com baixa ener-
gia. A liberacao dessa energia ocorre de maneira discreta e pode ser determinada por
(CACACE; PALMIERI, 2014):

E=hv= h_c (Equacio 01)
A

Na Equacio 01, E é a energia liberada, h é a constante de Planck, c é a veloci-
dade da luz no vacuo e A é o comprimento de onda. Em relacio ao A, quanto menor
o seu valor, maior serd a energia liberada. Desse modo, a tecnologia de pulsos lumi-
nosos se apresenta mais eficaz do que as técnicas de incidéncia de luz, como a radia-
c¢do ultravioleta (CACACE; PALMIERI, 2014).

A acdo da radiacio pode ser avaliada por meio da densidade energética, cuja
unidade é J/cm?, ou seja, pela energia disponibilizada sobre uma superficie do mate-
rial a ser tratado (CACACE; PALMIERI, 2014). Essa energia pode ser refletida ou
absorvida. A luz absorvida com os componentes do produto a ser tratado se espa-
lha até completa dissipacdo e nao apresenta vestigios (MORARU; UESUGI, 2009).

A energia da luz absorvida (E d) é dissipada na forma de calor:

E,=E, (1=¢*) (Equagio 02)

E
AT= 14 (Equacio 03)

pCpA ’

Em 02, E € a energia transmitida pela luz; em 03, p € a densidade do mate-
rial, C ¢o calor especifico do material, A é a drea da superficie e AT ¢é a diferenca
na temperatura entre os pontos interno e externo. A variacio da temperatura entre
o exterior e o interior do material é possivel pela dissipa¢do da energia (PALMIER];
CACACE; DALL’AGLIO, 1999).
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A luz pode ser fornecida de modo continuo ou por meio de pulsos. Quando ocorre
na forma de pulsos, é necessario atentar-se ao niumero de pulsos e ao tempo de dura-
¢do, Visto que a energia transmitida na forma de pulsos é maior do que na forma conti-
nua. Dessa forma, quanto menor o tempo, maior é o poder de acdo do pulso e também
menor o dano provocado pelo aquecimento térmico do material durante a conducio da
energia (DUNN et al., 1989; DUNN, 1996; CACACE; PALMIERI, 2014). Por conta da
dose aplicada, ou seja, da densidade energética, é possivel realizar a compararacao dos

tratamentos com pulsos luminosos e com luz continua (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007).
3. Sistema para a obtencao dos pulsos luminosos

Um sistema de tecnologia de pulsos luminosos compreende a geracio de pulsos
elétricos e a sua conversio em pulsos de luz de alta intensidade. Assim, a ener-
gia elétrica é coletada de uma fonte, acumulada e armazenada em interruptores,
para que ocorra a sua liberacao e conversiao em pulsos e posterior emissiao sobre
o alvo. O poder do pulso é aumentando ao se acumular energia elétrica no con-
densador para curtos intervalos de tempo. A energia acumulada serve como forca
motriz para execucio do tratamento (DUNN, 1996; CACACE; PALMIERI, 2014).

Para a inddustria alimenticia, um sistema de tratamento com pulsos lumino-
sos deve conter um compartimento que forneca energia elétrica, uma lampada para
conversdo em pulsos luminosos, uma cimara de tratamento e outros equipamentos
e dipositivos para controle do tempo, armazenamento de dados e sistema de refri-
geracio (CACACE; PALMIER], 2014).

A maior preocupacio do tratamento com pulsos luminosos é a elevacio da
temperatura, que reduz a vida ttil de lampadas, levando ao maior custo do processo,
e provoca danos nos alimentos. O aumento da temperatura no processo depende
da intensidade dos pulsos, da dose e do tempo de tratamento (DUNN et al., 1989;
BIALKA; DEMIRCI, 2008; KEKLIK; DEMIRCI; PURI, 2009; PATARO et al., 2011).
Jun e colaboradores (2003), ao tratarem farinha de milho com pulsos luminosos para
inativar os esporos do fungo Aspergillus niger, observaram que a temperatura atingiu
120 °C ap6s um tempo de exposicao de 100 s. Os autores relatam que esse aumento
de temperatura limitou a aplicacao de pulsos luminosos por alterar caracteristicas do

produto. Para minimizar a eleva¢io da temperatura, o sistema de pulsos luminosos
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deve conter um sistema de refrigeracio, por meio de fluxo de dgua ionizada ou por
corrente de ar (PUREBRIGHT, 2000).

Os interruptores presentes no sistema de pulsos luminosos sao capazes de con-
verter pulsos de baixa poténcia em alta intensidade com ciclos curtos que podem ligar
e desligar. Esses dispositivos sio controlados e determinam o formato do pulso e as
condi¢des de funcionamento do gerador de energia elétrica, com o objetivo de obter
um comprimento de onda especifico (PAl; ZHANG, 1995).

A poténcia elétrica é transformada em pulsos luminosos por meio de lampa-
das de flash com gés. A energia elétrica passa pelo gds, no qual ocorre a transferén-
cia de eletréns para os dtomos do gés, alterando o estado de excitacdo de energia. Em
seguida, os elétrons perdem e emitem a energia absorvida na forma de pulsos lumi-
nosos intensos (MORARU; UESUGI, 2009).

As lampadas de flash sdo confeccionadas com material transparente e resistente
ao choque mecanico e térmico, como o quartzo fundido. Apresentam-se nas formas
cilindrica, esférica, espiral, entre outras. No seu interior, contém gés e dois eletrodos
metdlicos junto do condensador para transferéncia de corrente elétrica. O gis mais
empregado é o xenonio, devido a sua alta eficiéncia de conversao de pulsos elétricos
em luminosos com valor préximo a 50 %. A vida util desta lampada é de seis a doze
meses dependendo das condi¢des de operacio (DUNN et al., 1989; PUREBRIGHT,
2000; MORARU; UESUG]I, 2009).

Os sistemas podem operar de forma continua ou em batelada e sao empregados
para tratamento de alimentos tanto sélidos quanto liquidos. No sistema em batelada
para alimentos s6lidos, um lote de alimento entra na cAmara de tratamento, na qual
ocorre a emissdo de pulsos. J4 no sistema continuo, para o mesmo tipo de produto,
os alimentos sio transportados por meio de esteiras com velocidade ajustada para o
tempo minimo de tratamento. Para alimentos liquidos, o tratamento ocorre dentro
da lampada (CACACE; PALMIERI, 2014).

4.Inativacio de microrganismos
A alta intensidade dos pulsos luminosos é capaz de inativar microrganismos, e diversos
mecanismos explicam esse efeito. A teoria mais aceita é a combinacio de efeitos foto-

quimicos e efeitos fototérmicos (CACACE; PALMIERI, 2014; HEINRICH et al., 2015).

54



O efeito fotoquimico ocorre gragas a luz UV presente na luz branca que atua
sobre o DNA dos microrganismos (GOMEZ-LOPEZ et al., 2007). Os fétons UV
agem sobre as ligacdes duplas das proteinas e dos 4cidos nucleicos (DNA), impe-
dindo a multiplicacdo celular. Além disso, promovem a ativacio de reacdes foto-
quimicas que tém como produto final substincias como dimeros de pirimidina
ciclobutil, pirimidina, adenina-timina, citosina e timina, que inibem a reproducio
microbiana (KRISHNAMURTHY; DEMIRCI; IRUDAYARAJ, 2008). A geracio do
dimero de timina é a principal causa da inativacio de microganismos (TYRRELL,
1973; GIESE; DARBY, 2000).

Para esporos, o mecanismo fotoquimico é semelhante ao das céulas vegetati-
vas, porém os produtos formados sio diferentes, tais como 5-timina-5,6-dihidroxi-
timina, que é o produto envolvido na destrui¢io de esporos (SETLOW; SETLOW,
1987; SLIEMAN; NICHOLSON, 2000).

A molécula de DNA é capaz de se autorreparar com auxilio de enzimas, porém
a aplicacdo dos pulsos luminosos reduz essa reparacio (FRIEDBERG, 1985; PURE-
BRIGHT, 2000). A justificativa para tal reducio é o fato de que a aplica¢io de pul-
sos curtos com alta intensidade causa danos extensos e impede a acao das enzimas
(BARBOSA-CANOVAS et al., 1997). Além disso, ocorre a inativacio das enzimas
de reparacio, o que pode ser considerado o principal motivo pelo qual os micror-
ganismos n3o conseguem reparar os danos ao DNA sofridos pela exposicdo ao
tratamento com pulsos luminosos (DUNN et al., 1996; MCDONALD; CURRY;
HANCOCK, 2002).

Outra acio quimica na inativacdo de microrganismos, com ac¢io indireta, é a
formacio de substincias com cariter bactericida durante a aplicacio dos pulsos, tais
como radicais livres, hidroxilas, gas 0zonio e dgua oxigenada (MALLEY, 2002).

O efeito fototérmico se deve a dissipacdo do calor, que provoca aumento de
temperatura. A dose aplicada ocasiona aquecimento instantaneo dos microrganis-
mos e proporciona a esterilizacio; por isso os pulsos luminosos podem ser consi-
derados uma forma de esterelizacio nio térmica (HIRAMOTO, 1984; DUNN et
al., 1989). Em alimentos liquidos o efeito fototérmico é minimo, pois os microga-
nismos absorvem os pulsos em curtos periodos de tempo, e assim a temperatura
do alimento sofre pouca influéncia do tratamento com pulsos (KRISHNAMUR-
THY; DEMIRCI; IRUDAYARAJ, 2007).
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Outro mecanismo que auxilia na inativacio microbiana é o fotofisico, que pro-
voca danos estruturais nas células vegetativas, devido a perturbacio causada pelos
pulsos (KRISHNAMURTHY; DEMIRCI; IRUDAYARAJ, 2007). Takeshita e cola-
boradores (2003) identificaram esses danos estruturais em Saccharomyces cerevisiae
submetido a pulsos luminosos. O mesmo foi observado por Krishnamurthy, Demirci
e Irudayaraj (2007) ao estudarem o comportamento de Staphylococcus aureus sob tra-
tamento com pulsos luminosos. Esses autores verificaram que as células perderam a
membrana e a parede celular e que, além disso, ocorreu um colapso celular provo-
cado pelo encolhimento de membranas.

Silva Ramirez, Castro Silupu e Oblitas Cruz (2010), ao pesquisarem a influéncia
da turbidez na acio antimicrobiana de pulsos luminosos em néctar de laranja Citrus
sinensis, observaram que a turbidez do suco reduziu proporcionalmente o poder anti-
microbiano dos pulsos. Isso pode ser explicado pelo baixo poder de penetracio dos
pulsos luminosos.

Artiguez e Martinez de Maran6n (2015a) realizaram estudos para melhorar o
processo de descontaminacio de Listeria innocua no soro de leite com o emprego de
pulsos luminosos. Os autores utilizaram como substratos dgua, soro de leite, soro
de leite diluido e soro de leite desnatado, todos liquidos. Nesses substratos foram
aplicadas diferentes doses de pulsos, que variaram de 0,11 a 1,11 J/cm?. Os autores
notaram que as doses maiores proporcionaram uma maior reducao da quantidade
de L. innocua e concluiram que a dose influencia na reducao dos microrganismos
presentes no alimento. Esse resultado demonstra a importancia de estudos para a
escolha das doses na aplicacdo de pulsos.

A inativacio de Escherichia coli presente em suco de maca por meio de pulsos
luminosos e termossonifica¢io foi estudada por Mufioz e colaboradores (2012b). Os
autores aplicaram os tratatamentos de pulsos luminosos (4,03 J/cm? ou 5,1 J/cm?) e
de termossonifica¢io (40 °C/2,9 min ou 50 °C/5 min), tanto isoladamente quanto de
modo combinado . Os autores perceberam que, ao aplicarem os tratamentos isola-
dos no suco de maci, houve uma reducio mixima de 2,7 e 4,9 log UFC/ml, respecti-
vamente, para termossonificacio e pulsos luminosos. Assim, nota-se maior reducio
decimal com o tratamento de pulsos luminosos do que com termossonificacio. J4,
com a combinacio de ambas as técnicas, houve uma reducio de 6 log UFC/ml de suco

de mac3, o que representa um efeito aditivo no poder de descontaminacio.
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A Tabela 1 apresenta as redu¢des na contagem de alguns microrganismos em

alimentos tratados com pulsos luminosos.

Tabela 1 - Reducdo decimal na contagem de microrganismos
por tratamento com pulsos luminosos

Reducio

Alimento Microrganismo . Referéncia
(ciclo log)
Alicyclobacill
Suco de maca ?cyc ovact ‘us 3,0 Ferrario, Alzamora e Guerrero (2015)
acidoterrestris (esporos)
Suco de maca  Saccharomyces cerevisae 4,4 Ferrario, Alzamora e Guerrero (2015)
Filé d Listeri T
1.e ¢ l‘s e.rza monocy ogenf‘s € 0,7 Hierro e colaboradores (2012)
peixe-gato Vibrio parahaemolyticus
Melancia o . Ramos-Villarroel e colaboradores
i Escherichia coli 3,0
recém-cortada (2012a)
. Ramos-Villarroel e colaboradores
Cogumelos Listeria innocua 3,01
(2012a, 2012b)
R -Vill 1 laborad:
Cogumelos Escherichia coli 3,03 AMOSTVIATIOE! € colaboracores
(2012a, 2012b)
Carpaccio Listeria monocytogenes 1,2 Hierro e colaboradores (2012)

Sal Ila enteri
Carpaccio amoneraen frlca . 0,9 Hierro e colaboradores (2012)
sorovar Typhimurium

Salsicha Listeria monocytogenes 1,81 Ganan e colaboradores (2013)

Fonte: Elaboracio prépria.

5. Fatores que afetam a eficiéncia dos pulsos luminosos

A matriz a ser tratada, a natureza e o grau de contaminacio microbiana e os para-
metros do processo afetam a eficiéncia do tratamento com pulsos luminosos (HEIN-
RICH et al., 2015).

A superficie ou matriz a ser aplicada influencia a eficiéncia do tratamento devido
aos aspectos de opacidade, composicio e propriedades. Quando a matriz tem baixo
poder de reflexio e alto de absor¢ao e transmissao, ocorre um processo com exce-
lentes resultados. Desse modo, liquidos transparentes apresentam alta capacidade
de absorcio e transmissio de luz (DUNN et al., 1989; GOMEZ-LOPEZ et al., 2007;
PALMIERI; CACACE, 2005). A camada superficial do alimento-alvo ou da embala-

gem deve apresentar baixa rugosidade, para facilitar a incidéncia da luz sobre todos os
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microrganismos, até mesmo aqueles que possam ser cobertos por essas irregularidades
(DUNN etal., 1996; GOMEZ-LOPEZ et al., 2007; LAGUNAS-SOLAR; GOMEZ-LO-
PEZ, 2006; PALMIERI; CACACE, 2005). Além disso, a superficie nio deve apresen-
tar substincias que possam competir pela absorcio da luz, como é o caso de proteinas
e lipideos (RAJKOVIC et al., 2010).

A contaminac¢do microbiana da superficie impacta a eficiéncia do processo devido
a interaciao dos microrganismos e dos pulsos, a composicao fisioldgica, a densidade
populacional e a fatores intrinsecos e extrinsecos de crescimento (DUNN et al., 1989).
Os microganismos apresentam diferencas na susceptibilidade ao tratamento com pulsos
luminosos; por exemplo, bactérias Gram-positivas possuem maior resisténcia em com-
paracdo com as Gram-negativas, os fungos tém maior resisténcia do que as bactérias,

€ 0s esporos s3o mais resistentes que as células vegetativas (ANDERSON et al., 2000).
6. Aplicacao em embalagens

A empresa PurePulse desenvolveu dois processos para inativar microrganismos em
embalagens de alimentos denominados PureBright e CoolPure. O processo PureBright
utiliza raios de luz branca de curto tempo para inativar microganismos, incluindo
fungos e esporos. Os pulsos duram em torno de milionésimos de segundos e tém
intensidade duzentas mil vezes maior do que a luz normal (DUNN, 1996).

O uso de pulsos luminosos permite descontaminar superficeis de alimentos
e embalagens, até mesmo apds o envase, visando evitar a recontaminacio (HEIN-
RICH et al., 2015). O resultado satisfatério da aplicacio ocorre quando o material
da embalagem permite a transmissdo da luz. Materiais opacos podem interferir
na dissipacio da luz, cuja incidéncia deve ser uniforme para inativar microrganis-
mos (DUNN et al., 1989; ELMNASSER et al., 2007; PASCALL; HAN, 2007; OMS-
-OLIU; MARTIN-BELLOSO; SOLIVA-FORTUNY, 2010; PALMIERI; CACACE,
2005). Na industria alimenticia, h4 utilizacio de um vasto nimero de embalagens
de papel-cartao, papel laminado, material polimérico, metal e vidro que protegem
os alimentos dos microrganismos, porém apenas o plastico (polimero) e o vidro
permitem a passagem da luz (DUNN et al., 1989; EIE, 2009).

A funcido basica da embalagem é conter e proteger o alimento. Desse

modo, ndo pode ocorrer migracio de componentes da embalagem para o
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contetdo armazenado em quantidades que sejam nocivas a satide do consumidor
(EUROPEAN UNION, 2004). Os materiais utilizados na elabora¢io da embalagem
e os aditivos do processo passam por anélise toxicolégica (EUROPEAN UNION,
2011) para prevenir os riscos a saide. H4 poucos estudos sobre a influéncia dos
pulsos luminosos nos materiais da embalagem no que tange a estabilidade fisica
e mecanica e a ocorréncia ou nao de migracao de compostos apds a aplicacao do
tratamento (CASTILLO et al., 2013; PASCALL; HAN, 2007). Mas j4 se sabe que a
forca e a elasticidade dos materiais da embalagem podem ser influenciadas quando
se utilizam intensidades médias e altas de pulsos (KEKLIK; DEMIRCI; PURI, 2009).
Ringus e Moraru (2013) investigaram as possiveis modificacdes estruturais e fisi-
cas em superficies de polietileno de baixa e alta densidade e trés filmes laminados
(MET, TR e EP) submetidos a pulsos luminosos e notaram mudancas no angulo
de contato da 4gua e na supeficie, o que demonstra alteracio na hidrofobicidade
da embalagem. Os pesquisadores também verificaram que a rugosidade média da
superficie foi determinada e houve modificacio na forma como a superficie refletia
ou absorvia a luz. Nos filmes laminados, observaram uma maior rugosidade e baixo
poder de descontaminacio. As alteracdes nos materiais da embalagem demons-
traram que a aplicacdo de pulsos luminosos interfere pouco no angulo de contato

entre a dgua e a superficie e nas propriedades da embalagem.
Consideracées finais

O tratamento com pulsos luminosos pode ser aplicado em alimentos liquidos
e sélidos, apresentando resultados satisfatérios quanto a reducio de contami-
nantes microbianos, tais como bactérias, fungos, leveduras e esporos. Apesar de
serem altos os custos de manutencio do equipamento, estes podem ser contro-
lados por meio da correta aplicacio do método. Esse tratamento também pode
ser aplicado em embalagens, entretanto é necessirio desenvolver mais pesquisas
a fim de esclarecer aspectos relacionados a possibilidade de migracio de compos-
tos para os alimentos.

A aplicacao de pulsos luminosos tem alto potencial e amplo aproveitamento
para a industria alimenticia, podendo ser uma alternativa vidvel e eficiente para a

producio de alimentos seguros e saudaveis.
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Introducio

A contaminacio dos alimentos por microrganismos é uma grande preocupacio
para a industria alimenticia, as agéncias reguladoras e os consumidores. Por isso,
os métodos térmicos de esterilizacao sio utilizados como forma de garantir a segu-
ranc¢a, bem como de aumentar a vida de prateleira dos alimentos. No entanto, o
calor provoca efeitos indesejaveis nas propriedades sensoriais, nutricionais e fun-
cionais de alguns alimentos (SONG et al., 2009). Tais efeitos e a demanda cres-
cente por alimentos mais frescos tém motivado o desenvolvimento de pesquisas

sobre métodos nao térmicos com o objetivo de preservar a qualidade, a seguranca
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e manter as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos, visando substi-
tuir ou complementar o tratamento térmico. Um desses métodos é o plasma frio.

O plasma é o estado da matéria mais comum no universo e pode ser formado
na natureza de diversas formas, por exemplo: em material interestrelar, devido
a altissimas temperaturas; e, na Terra, na forma visivel conhecida como aurora
boreal. De forma artificial, o plasma é produzido por meio de lampadas de vapor
de merctrio, lampadas de vapor de sédio e lampadas fluorescentes.

Uma das formas de aproveitamento do plasma artificial é o método nido
térmico de descontaminacio e preservacao conhecido como plasma frio, que é
amplamente utilizado para modificar superficies em materiais termicamente ins-
tdveis e tem aplicacio em medicina, biologia, ciéncia de alimentos, entre outras
areas. Na ciéncia dos alimentos, sua utilizacdo tem uma abordagem relativamente
nova, com a finalidade de melhorar a seguranca microbiolégica em conjunto com
a manutencdo de sabor, cor, aroma, textura e nutrientes dos alimentos tratados
(ZIUZINA et al., 2015), além de poder ser empregado em qualquer tipo de ali-
mento e embalagem.

O plasma frio é obtido, geralmente, pela passagem de um ou mais gases por
um campo elétrico (entre dois eletrodos) para ambos os campos, continuo ou alter-
nado, formando assim descargas (BOGAERTS et al., 2002). Os tratamentos ini-
cialmente eram efetuados em condi¢des de vicuo, e posteriormente pesquisadores
desenvolveram um plasma a pressio atmosférica (YUN et al., 2010), dando, com
isso, grande contribuicio para o desenvolvimento da tecnologia.

A possibilidade de gerar descargas de plasma ndo térmicas a pressio atmosfé-
rica torna o processo de conservacio pratico e barato. Além disso, o fato de a tempe-
ratura do gés dessas descargas permanecer baixa torna o uso de plasma frio aplicivel
a produtos sensiveis ao calor (SONG et al., 2009).

Com o objetivo de apresentar as demais caracteristicas desse método, este tra-
balho apresenta um histdrico da utilizacao do plasma frio como forma de conserva-
¢do de alimentos, os principios dos equipamentos, os efeitos sobre os microrganismos

e as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos.
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1. Histdrico

Atualmente, a Fisica classifica a matéria em cinco estados fisicos: sélido, liquido,
gasoso, plasma e condensado de Bose-Einstein. Dependendo da varia¢do de tem-
peratura e pressio, uma substancia pode existir em um ou mais desses trés primei-
ros estados da matéria. O fisico Irving Langmuir, em 1929, publicou um artigo na
revista Physical Review, no qual ele chamou de “plasma” uma “sopa” de ions e elétrons
separados das moléculas e dtomos de um gas submetido a uma energia de ionizacao.

Os plasmas foram empregados pela primeira vez na industria mundial hd mais
de cinquenta anos. Uma das primeiras aplicacoes se deu em vélvulas a gds e em indus-
trias sélidas. No inicio dos anos 1970 uma crescente atencdo ao plasma surgiu na
drea de processamento de materiais, e nos anos 1990 o plasma foi utilizado em apli-
cacdes ambientais, como no tratamento de lixo téxico industrial (UNIVERSIDADE
DO ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2011).

O aparelho que utiliza a tecnologia do plasma frio foi inventado e patenteado
por Gregory Watson em 1960 nos Estados Unidos, e suas primeiras aplicacdes se
deram na medicina, para controle de microrganismos hospitalares (LAW et al., 2012).

Stanley L. Miller e Harold C. Urey realizaram um trabalho pioneiro na década
de 1950 na drea de sintese de aminoédcidos (MILLER, 1955), que foi relatado como
um exemplo classico da aplicacao do plasma frio no campo de sintese de compos-
tos organicos.

O primeiro relatério sobre o plasma como um agente de esterilizacdo foi reali-
zado e patenteado por Menashi em 1968. Ele foi capaz de esterilizar a superficie inte-
rior de tubos de ensaio contendo 10° esporos em tempos de menos de um segundo,
utilizando plasma de argonio atmosférico (MENASHI, 1968).

Por sua vez, Boucher (1980), em sua patente, explicou o papel da radiacio UV
na inativacio microbiana com o plasma. Relatou que fétons UV podem penetrar a
uma profundidade de até um micrémetro e que o plasma podia penetrar a uma pro-
fundidade de dez micrémetros, verificando, assim, a viabilidade para a destruigio de

bactérias esporuladas.
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2. Definicdes e principios de funcionamento dos equipamentos

O plasma pode ser classificado em duas categorias, conforme seu nivel de energia,
temperatura e densidade ionica: plasma de alta temperatura e de baixa temperatura,
ou plasma térmico e plasma frio, respectivamente. O plasma frio também é chamado
de plasma n3o térmico ou plasma fora do equilibrio (LIU; XU; WANG, 1999).

Os plasmas térmicos estido em equilibrio termodinamico, quando a tempera-
tura dos elétrons é igual a temperatura das particulas pesadas, estando essas tempe-
raturas associadas a energia cinética das particulas com temperaturas entre dois mil
a cinquenta mil graus (BORGES, 2012).

O plasma frio ou plasma nio térmico é caracterizado pelo nio equilibrio ter-
modindmico em que a temperatura das particulas pesadas estd préxima da tempera-
tura ambiente. Ele pode ser definido como um gés constituido de elétrons, dtomos
e moléculas altamente excitadas, ions, radicais, fétons e particulas neutras, em que
os elétrons tém muito mais energia do que as particulas gasosas neutras (FRID-
MAN et al., 2008).

O plasma é gerado ao submeter-se um gis a uma descarga, utilizando-se dois
eletrodos. Quando um potencial alto o suficiente é aplicado entre os eletrodos, o gis
se ioniza e um plasma de descarga é formado. Se a pressao for elevada o bastante
(aproximadamente igual a pressao atmosférica) e a energia de formacio for muito
alta, o processo de ionizacio torna-se muito forte, e a descarga entdo se torna uma
onda de choque de plasma. Tal efeito induz a quebra das moléculas do gis, fazendo
com que o processo gere elétrons acelerados (BALDISSARELLI, 2012).

A energia aplicada pode ser de diferentes fontes, tais como combustio, cha-
mas, forno aquecido eletricamente, descargas elétricas (corona, faisca, luminescente,
micro-ondas, jato de plasma, plasma de radiofrequéncia e barreira dielétrica) e cho-
ques (elétricos, magnéticos e quimicos) (VENUGOPALAN; VEPREK, 1983). O
plasma frio pode ser gerado e mantido por descargas elétricas (LARKIN et al., 2001;
LIEBERMAN; LICHTENBERG, 1994), e estas podem ter caracteristicas diversas,
dependendo do tipo de tensdo aplicada e da especificidade do reator (ISTADI; AMIN,
2006). A ionizacio de um gis ocorrerd somente se a energia aplicada for maior que
a energia de ionizac¢ao do gis, e, entre as formas de se produzir o plasma, a escolha
ird depender da aplicacdo desejada (BALDISSARELLI, 2012).
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O gés utilizado para gerar o plasma frio pode ser de viérios tipos, tais como O,
(KIM et al., 2011), CO,, argonio (SUROWSKY et al., 2014), ar (ROWAN et al., 2007),
N, (LEE et al., 2006), He (NORIEGA et al., 2011), SO,, O, (MISRA et al., 2014), H O,
(HURY etal., 1998), bem como uma combinacio de gases, como He e O, (NORIEGA
etal., 2011), N, e O, (LEE et al., 2006), entre outras.

Segundo Thirumdas, Sarangapani e Annapure (2014), a eficiéncia da inati-
vacao dos microrganismos depende: da superficie do produto em que é realizada
a aplicacdo do plasma, do dispositivo de plasma e do tipo de gas utilizado. Por
isso, o uso do plasma requer o estudo de uma série de varidveis inter-relaciona-
das, a fim de verificar as condicées em que o processamento deve ser realizado,
para garantir a seguranca microbioldgica e preservar ao maximo as caracteristicas
sensoriais, nutricionais e funcionais dos alimentos. A Tabela 1 mostra de forma
resumida alguns parametros que devem ser considerados ao aplicar-se o trata-

mento de plasma frio.

Tabela 1 - Pardametros importantes no processo de aplicacdo de plasma frio

Distancia entre os eletrodos

Camara de Material do eletrodo

tratamento
Contato ou nio com o plasma durante o tratamento do alimento e/ou embalagem

Pressao atmosférica ou pressio inferior a atmosférica

Tipo de gés utilizado e/ou mistura de gases

Duracio do tratamento

Processo Tipo de energia aplicada

de aplicacao
do plasma

Vazdo do gés

Distancia da aplica¢do do gis e a amostra

Tamanho da amostra

Material da amostra

Fonte: Elaboracio prépria.

Um dos tipos mais comuns de plasma é o plasma de capacidade acoplado
(MILOSAVLJEVIC et al., 2008), que consiste em dois eletrodos de metal colocados
em uma camara e separados por uma pequena distancia. A pressido do gas na camara
pode ser inferior ou igual & atmosférica. Um sistema tipico de plasma de capacidade

acoplado é conduzido por um tunico fornecimento de energia de radiofrequéncia,
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geralmente a 13,56 MHz. Um dos dois eletrodos estd ligado a fonte de alimenta-
¢do, e o outro é aterrado. Os plasmas de capacidade acoplados tém aplicacdo ampla,
incluindo a deposicio, a pulverizacio catddica e a limpeza (RYAN; OFARRELL;
ELLINGBOE, 2011).

Outro tipo de fonte pode ser o plasma indutivo, que é um modelo de plasma
em que a fonte de energia é fornecida por correntes elétricas propagadas por
inducio eletromagnética, ou seja, por campos magnéticos varidveis no tempo
(MILOSAVL]EVIC; FAULKNER; HOPKINS, 2007). Existem duas formas ou
duas variedades geométricas: plana e cilindrica. Na geometria plana, o eletrodo é
uma bobina de metal plana enrolada como uma espiral. Na geometria cilindrica,
é como uma mola helicoidal. Quando a corrente elétrica passa através da bobina,
durante um tempo e variando-se o campo magnético em torno dela, sdo induzi-
das correntes elétricas no gés rarefeito, levando a quebra e a formacio de plasma.
O uso do plasma indutivo para processar alimentos é vantajoso, visto que é rela-
tivamente livre de contaminacio, pois os eletrodos ficam fora da caAmara onde
ocorre a reacio (BAUER et al., 2013).

3. Plasma frio na conservacao de alimentos
3.1. Efeito sobre microrganismos, esporos e enzimas

Tecnologias baseadas em plasma frio demonstraram sucesso na inativacao de dife-
rentes tipos de microrganismos, tais como virus (TERRIER et al., 2009), bacté-
rias Gram-negativas e Gram-positivas (GADRI et al., 2000; LOCKE et al., 2006),
esporos (LEE et al., 2006; FEICHTINGER et al., 2003), enzimas (DOBRYNIN et al.,
2009) e na eliminacio de biofilme bacteriano (ALKAWAREEK et al., 2012; NIE-
MIRA; BOYD; SITES, 2014).

O plasma produz espécies antimicrobianas ativas, como ions positivos e negati-
vos, elétrons e fétons ultravioletas (UV), bem como espécies neutras reativas (radicais,
dtomos e moléculas excitadas) com energia suficiente para quebrar ligacdes covalentes
e iniciar reacdes quimicas. Durante o tratamento com o plasma, os microrganismos
sao inativados pelo resultado do contato direto com as espécies antimicrobianas ati-

vas (MOISAN et al., 2001), em que as espécies reativas interagem com a gua presente
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conduzindo a formacio de ions OH* (ZOU; LIU; ELIASSON, 2004). Os ions OH*
sdo reativos e prejudiciais para as células, sendo responsdveis por 90 % dos danos
ao DNA (THIRUMDAS; SARANGAPANI; ANNAPURE, 2014). Eles podem rea-
gir com compostos organicos e gerar erosio da superficie (LAROUSSI; LEIPOLD,
2004; GALLAGHER et al., 2007), oxidacio das membranas das células e destruicio
da cadeia de moléculas de DNA e outros componentes celulares (DOBRYNIN et al.,
2009), bem como a desnaturacio de proteinas.

Sao varios os estudos conduzidos para verificar a eficiéncia do tratamento com

plasma frio na inativacio de células microbianas (Tabela 2).

Tabela 2 - Efeitos da aplicacdo de plasma frio em diferentes microrganismos

, Tempode Reducio

Microrganismo Meio Gas . ) Referéncia
aplicacdo decimal
C d Nori
Listeria innocua arnede HeeO 4 min >3,5 oriegac
frango 2 colaboradores (2011)
Listeria monocytogenes  Queijo Ar 2 min 2,78 Song e colaboradores (2009)
Alf: B idez-Agui
Escherichia coli acee O 10 min 1,6 ermudez ) gturre €
tomate 2 Barbosa-Canovas (2013)
Ziuzi
Listeria monocytogenes ~ Alface Ar 5 min 2,3 c;;:lzl;z:aiiores (2015)
Aspergillus flavus Pimenta Ar 20 min 2,5 Kim e colaboradores (2014)
Salmonella Maca Ar 3 min 3,7 Niemira e Sites (2008)
Escherichia coli Leite cru N, 3 min 4,5 Gurol e colaboradores (2012)
Salmonella Fernindez e
M A 15 mi 1,76
Typhimurium orango r o colaboradores (2012)
R
Salmonella enteritidis Ovos Ar 90 min 4,5 owan e
colaboradores (2007)
Pseud. Alk k
se ?monas Superficie HeeO, 4 min 4,0 awareek e
aeruginosa colaboradores (2012)
Listeria monocytogenes ~ Alface N2 10 min 1,8 Lee e colaboradores (2006)

Fonte: Elaboracdo prépria.

O efeito do plasma é altamente dependente da presenca de dgua, podendo-
-se observar uma maior efetividade do tratamento quando had maior teor de dgua
no meio, em comparacao com o que ocorre em menor teor de dgua. Estudo veri-

ficado por Ragni e colaboradores (2010) demonstra que, ap6s noventa minutos de
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tratamento, houve reducio de Salmonella enteritidis de até 2,5 log UFC/casca de ovo e
4,5log UFC/casca de ovo, utilizando-se ar com baixa e alta umidade, respectivamente.

Segundo Niemira (2012), os agentes patogénicos, tais como Salmonella, podem
formar biofilmes resistentes a produtos quimicos, dificeis de remover de superficies.
Em quinze segundos de tratamento com plasma frio usando ar atmosférico, verifi-
cou-se a reducio de biofilmes de Salmonella em até 2,13 log UFC/ml em superficie.
Alkawareek e colaboradores (2012) obtiveram a reducio de 4 log do ntimero de
células de biofilmes de Pseudomonas aeruginosa apés o tratamento de quatro minu-
tos de plasma de hélio e oxigénio (Tabela 2).

Um dos primeiros trabalhos citados na literatura sobre o efeito do plasma na
inativacio de esporos é de 1976, de Fraser e colaboradores, que observaram que a
inativacao de Bacillus subtilis com plasma de O, teve uma eficicia menor, uma vez
requerida a 300 W e quinze minutos de exposi¢do, mas provavelmente devido a dife-
rentes condi¢des de funcionamento. Boucher (1985) observou que alguns gases, como
o CO,, foram mais eficientes que outros, por exemplo o gés argonio aplicado na ina-
tivacdo de esporos bacterianos. O pesquisador também alegou que esporos pré-em-
bebidos durante uma hora em dgua sio mais susceptiveis a inativacio.

Nelson e Berger (1989) mostraram que plasma de O, pode ser muito eficaz
como meio de esterilizacao de Bacillus subtilis e Clostridium botulinum. O plasma foi
aplicado por um sistema de condicionamento de ion reativo, em que a descarga é
alcancada entre duas placas condutoras paralelas com um campo de radiofrequén-
cia de 13,56 MHz. Esse sistema acelera os ions enquanto estes derivam na direcio
dos eletrodos em que os esporos foram localizados. Com 200 W, a populac¢io de
Bacillus subtilis foi reduzida em mais de 3,5 log em cinco minutos.

Outros trabalhos realizados a fim de testar o poder oxidativo do plasma para
preservar as caracteristicas de frutas e hortalicas relatam que esse tratamento pode
promover a inativacio de enzimas (PANKA] et al., 2014; SUROWSKY et al., 2013;
TAPPI et al., 2014). Aplicacdes foram dirigidas principalmente para a reducio da ati-
vidade de enzimas oxidantes, tais como polifenoloxidase em macas frescas de corte
(TAPPI et al., 2014) e peroxidase em tomate (PANKA]J et al., 2014). Tappi e colabo-
radores (2014) encontraram um efeito significativo sobre a atividade de enzimas de
degradacio e, em alguns casos, com a consequente melhoria da qualidade visual do

produto para as macas minimamente processadas.
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3.2. Efeito sobre o valor nutricional e as caracteristicas sensoriais dos alimentos

A capacidade de gerar plasma frio a pressdao atmosférica oferece uma nova fonte para
a descontaminacio de alimentos frescos, além de nio ocasionar grandes alteracées
nos alimentos quando empregada de forma apropriada.

Misra e colaboradores (2014), ao tratarem morangos com plasma frio atmos-
térico, gerado com 60 kV de descarga de barreira dielétrica e pulsado a 50 Hz, veri-
ficaram que a taxa de respiracao dos produtos tratados, medida pela abordagem de
sistema fechado, ndo mostrou nenhum aumento significativo e, além disso, nenhum
efeito foi observado sobre a cor e a firmeza dos morangos.

No tratamento de alface por plasma frio utilizando O,, compostos flavonoi-
des puros demonstraram uma degradacio dependente do tempo, enquanto fendli-
cos permaneceram inalterados (GRZEGORZEWSKI et al., 2011).

Kovacevi¢ e colaboradores (2016) verificaram que, apds o tratamento de suco de
romi com plasma, ocorreu maior teor de antocianina (21 2 35 %). Os autores atribuem
esse aumento a melhoria da extracao e rompimento da integridade da membrana celu-
lar em particulas do suco de roma. A maior estabilidade das antocianinas foi obtida em
condi¢oes de funcionamento do plasma frio no tempo de tratamento de trés minutos,
volume da amostra de 5 cm? e fluxo de gés de 0,75 dm*/min. Os pesquisadores observa-
ram também que ndo houve mudanca de cor ao variarem o volume e o tempo de trata-
mento da amostra, mas que houve uma diminui¢ao da cor com o aumento do fluxo de gés.

Ramazzina e colaboradores (2015) verificaram que o tratamento de plasma frio
em kiwis recém-cortados influenciou positivamente a manutencio da qualidade do
produto, com uma melhor retencdo da cor e reducio na formacio de area escura
durante o armazenamento, sem induzir qualquer alteracio estrutural em comparacio
com o controle. Além disso, os autores relatam que o tratamento com o plasma cau-
sou uma ligeira perda imediata dos pigmentos, porém uma melhor retencio durante

0 armazenamento, ndo ocorrendo alteracdes significativas na atividade antioxidante.
4. Aplicaciao do plasma em embalagens

O processo de embalagem é um importante ponto critico de controle na indus-

tria alimenticia, por ser destinado a preservar a qualidade dos alimentos ao longo
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da distribuicdo e armazenamento, com o objetivo de protegé-los da deterioracio,
danos e contaminacio externa. Desse modo, as embalagens devem ser devida-
mente esterilizadas, para que nao ocorra a contaminac¢ao dos alimentos nem, con-
sequentemente, gerem-se riscos a saude dos consumidores ou perdas econdmicas
(MISRA; KADAM; PANKA]J, 2011).

Vale ressaltar que a principal desvantagem das técnicas de esterilizacio con-
vencionais é a formacao de efluentes liquidos, o que, além da gerar residuos, eleva o
custo do processo. J4 a esterilizacao por plasma frio é um método rapido, seguro, que
nao deixa residuos e aplicivel a uma ampla variedade de materiais de embalagens.
No entanto, essa técnica pode alterar ou modificar as superficies de alguns materiais,
ocasionando, por exemplo, o aumento da higroscopicidade.

Tenn e colaboradores (2012) avaliaram a permeabilidade ao vapor de dgua em
peliculas com diferentes teores de etileno. Os autores relataram que a hidrofobici-
dade foi significativamente maior aps o tratamento com plasma para todas as peli-
culas, sendo a permeabilidade a 4gua reduzida em até 28 %.

Padilha, Giacon e Bartoli (2010) estudaram a modificacio de filmes finos de
poli(metacrilato de metila) por plasma de gés fluorado. Os resultados mostraram
um aumento na hidrofobicidade dos filmes, devido a presenca de dtomos de fldor na
superficie, o que diminuiu a energia livre de superficie e, consequentemente, elevou
os valores do angulo de contato. Entretanto, ocorreu um aumento da rugosidade da
superficie dos filmes apds o tratamento.

Por sua vez, Yun e colaboradores (2010) estudaram o efeito do plasma a pres-
sao atmosférica sobre Listeria monocytogenes inoculado em recipientes descartaveis
para alimentos, como bandejas descartaveis de plastico, papel aluminio e copos. Os
resultados mostraram que nao houve células vidveis detectadas em 120 s de trata-
mento em bandejas descartiveis, e foram alcancadas trés reducdes decimais em papel

aluminio e em copos.

Consideracoes finais

O plasma ¢é aplicado em varios segmentos industriais, na agricultura, na medicina e na
ciéncia, com diversos propésitos. Na drea de conservacao de alimentos, o plasma frio

constitui uma técnica promissora para substituir o tratamento térmico, e sua utilizacdo
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é destacada em uma vasta gama de alimentos com a finalidade de inativar microrga-
nismos e, consequentemente, aumentar a vida de prateleira. Tem como vantagem
uma melhor preservacio das caracteristicas sensoriais e nutricionais dos alimentos,
em comparacio com outros métodos. No entanto, constata-se que ha necessidade
de novos estudos no desenvolvimento e aperfeicoamento dos equipamentos, devido
ao grande nimero de parametros que devem ser considerados durante o processo de
aplicacao de plasma frio em cada tipo de alimento, além da elaboracio de uma legis-

lacao especifica para o seu processamento.
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Capitulo 5

Antocianinas: extracao
e quantificacdo por
diferentes metodos

Marina Carvalho Martins
Emilia Maria Franca Lima

Pollyanna Ibrahim Silva
Introducao

As antocianinas sdo pigmentos naturais encontrados facilmente na natureza e
que conferem cores entre vermelho e azul a flores e frutos (DAMODARAN;
PARKIN; FENNEMA, 2010; RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001). Estdo
presentes em alimentos, como morango, uva, jabuticaba, vinho, cereja, jambo-
lao, amora, magci, figo, marmelo, repolho roxo, berinjela, laranja, roma (MALA-
CRIDA; MOTTA, 2006), no fruto da palmeira-jucara (BORGES et al., 2011),
em hibiscos, no sabugueiro, no capim-gordura, na maria-pretinha (TEIXEIRA;
STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008), entre outros vegetais.

Tais pigmentos tém atraido muita atencao, pois, além do seu alto poder
corante, possuem propriedades benéficas a satde, por se tratarem de compostos
fendlicos com elevada atividade antioxidante e estarem, por isso, relacionados a

reduciao do risco de doencas cardiovasculares, cancer, entre outras alteracoes de
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satude (WANG; STONES, 2008). Sabe-se que os corantes sintéticos, apesar de
serem mais estdveis, causam danos a satide, como alergias, asma e hiperatividade
em criancas (PRADO; GODOY, 2007). Assim, as antocianinas surgem como uma
alternativa aos corantes sintéticos, de forma a fornecer alimentos mais saudaveis.

O primeiro passo para a obtencao do pigmento é o processo de extracao,
que pode ocorrer por diferentes métodos. A extracio por métodos convencionais
estd associada a baixo rendimento, longo tempo de processo e utilizacio de grande
volume de solvente. Assim, novas tecnologias vém sendo estudadas com o obje-
tivo de aprimorar a extra¢io de antocianinas, como a utilizacio de micro-ondas,
diéxido de carbono supercritico, ultrassom (IVANOVIC et al., 2014) e campo elé-
trico pulsado (YANG et al., 2016), e sdo consideradas promissoras devido a sim-
plicidade dos métodos, ao rendimento da extracio e a maior eficiéncia quanto ao
tempo e ao consumo de solvente (IVANOVIC et al. 2014).

No processo de extracio de antocianinas, a fim de se otimizar o processo,
também devem ser considerados pardmetros como tempo de extracio, tempera-
tura, tipo e concentra¢io do solvente, razio solucio:polpa, valor de pH e tipo e
concentracio do acido utilizado.

A seguir, serao explorados mais detalhes acerca do uso de antocianinas, os

métodos de extracio e a quantificacio.
1. Antocianinas

A coloracio de um produto tem grande influéncia na aceitacio dos consumi-
dores e, com isso, os corantes alimenticios sio amplamente adicionados a pro-
dutos com a finalidade de restaurar a aparéncia original do alimento, tornar o
produto mais atraente, fortificar as cores presentes e colorir os desprovidos de
cor (CONSTANT, 2003).

Os corantes disponiveis para uso em alimentos se dividem em duas classes,
os artificiais e os naturais. Conforme mencionado, os artificiais tém, a cada dia,
seu uso restringido, pois é sabido que podem causar danos a satide (OLIVEIRA
et al., 2010). Dessa forma, os corantes naturais surgem como uma boa alternativa
para a incorporacao e a substituicao de corantes sintéticos de tonalidades verme-

lha e résea no alimento.
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Dos corantes naturais mais utilizados nas industrias de alimentos, destacam-se
as antocianinas, que representam uma das maiores classes de substancias coloridas
do reino vegetal. Além do alto poder corante, as antocianinas, devido 2 sua estru-
tura fendlica, sdo capazes de conferir atividade antioxidante por meio da doagio de
elétrons dos 4tomos de hidrogénio (NOVELLO, 2011). Estudos sugerem que o con-
sumo de alimentos com alta atividade antioxidante reduz o risco de algumas doen-
cas, como o cancer (FERRARI; TORRES, 2002), doencas cardiacas (OLIVEIRA;
COSTA; ROCHA, 2015) e acidente vascular cerebral NOVELLO, 2011). Além disso,
as antocianinas possuem acio anti-inflamatéria (POULOSE et al., 2012; OLIVEIRA;
COSTA; ROCHA, 2015), antimicrobiana (MACIEL et al., 2012; PINHO et al., 2012)
e antiviral (KAPADIA et al., 1997). Na Tabela 1, apresentam-se diversas fontes anto-

cianicas estudadas por diferentes autores.

Tabela 1 - Teores de antocianinas em diferentes fontes

Fontes Teor de antocianinas Autores

Morango 17,59 mg.100g™ Copetti (2010)

Repolho roxo 61,44 mg.100g™! Teixeira, Stringheta e Oliveira (2008)
Jambolido 112,2 mg.100g™ Kuskoski e colaboradores (2006)
Acai 32,32 mg.100g™ Ribeiro, Mendes e Pereira (2011)
Jucara 197,56 mg.100g! Borges e colaboradores (2011)
Jabuticaba 48,06 mg.100g™"! Silva e colaboradores (2010)
Sabugueiro 221,45 mg.100g™! Teixeira, Stringheta e Oliveira (2008)
Jambo 30,56 mg.100g™" Augusta e colaboradores (2013)
Berinjela 56,75 mg.100g! Teixeira, Stringheta e Oliveira (2008)
Amora 41,8 mg.100g™! Kuskoski e colaboradores (2006)
Hibiscos 229,75 mg.100g™! Teixeira, Stringheta e Oliveira (2008)

Fonte: Elaboracdo prépria.

As antocianinas podem ser quimicamente definidas como glicosideos de anto-
cianidinas, e sdo poli-hidroxi e/ou polimetoxi derivadas do 2-fenilbenzopirilium, ou
cation flavilium (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). A molécula de anto-
cianina é formada por duas ou trés porcdes: aglicona (antocianidina), um grupo de
acucares e, comumente, um grupo de dcidos organicos (SCHULTZ, 2008). De acordo

com Damodaran, Parkin e Fennema (2010), existem diferentes formas antocianicas, e
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esses compostos se distinguem por: nimero de grupos hidroxila e/ou grupos metoxi
presentes; tipo, nimero e sitios de ligacdo de actcares; tipo, numero e sitios de liga-
¢do de 4cidos alifaticos ou aromdticos ligados aos acucares da molécula. Os agtica-
res mais comuns sio glicose, galactose, arabinose, ramnose e xilose. E os idcidos que
mais participam da acilacio dos agticares sdo: p-cumadrico, cafeico, fertlico, sindpico,
malonico, acético, malico, succinio ou oxélico.

A seguir, a Figura 1 apresenta a estrutura geral das antocianidinas mais comuns

e a Figura 2 mostra uma estrutura quimica de uma antocianina acilada.

Figura 1 - Estrutura geral das antocianidinas mais comuns

Antocianidinas R R, R,
Cianidina OH OH H
Delfinidina OH OH OH
Pelargonidina H OH H
Petunidina OMe OH OH
Malvidina OMe OMe OMe
Peonidina OMe OH H

Fonte: Silva (2011).
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Figura 2 - Estrutura quimica da delfinidina-3-malonilglicosideo-5-glicosideo

HO

HO

OH

Fonte: Silva (2011).

As antocianinas sio compostos altamente instiveis e muito suscetiveis a degra-
dacdo (GIUSTIL; WROLSTAD, 2003), e o estudo da estabilidade desses compostos
é de suma importancia devido a sua potencial aplicacio, seus efeitos benéficos e sua
substitui¢do aos corantes sintéticos (REIN, 2005). Sabe-se que a estabilidade das anto-
cianinas pode ser afetada por alguns fatores, como pH, temperatura, luz e oxigénio
(WANG; HE; LI, 2010). No que tange ao pH, por exemplo, em pH 1 predomina o
cation flavilium (AH+), que contribui para cores roxas e vermelhas. Aumentando-se
o pH para valores entre 2 e 4, prevalece a base quinoidal conferindo coloragio azul.
Em valores de pH entre 5 e 6, podem ser observadas duas espécies incolores, que sio
as pseudobases carbinol e chalcona. J4, em valores de pH acima de 7, as antocianinas
frequentemente sio degradadas (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). A tempe-
ratura (ou calor) também pode degradar as antocianinas durante o processamento
e armazenamento dos alimentos, porque, com o aumento da temperatura, ocorre
a clivagem do anel heterociclico da pseudobase com formacio da chalcona (SUT;
DONG; ZHOU, 2014). A luz é um fator que atua de duas maneiras sobre as antocia-

ninas: favorecendo a sua biossintese e acelerando sua degradacio (LIMA; MELO;
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LIMA, 2005). E o oxigénio afeta a estabilidade das antocianinas porque estas pos-

suem estrutura insaturada, tornando-se suscetiveis ao oxigénio molecular (DAMO-
DARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

2. Extracao de antocianinas
2.1. Extragdo convencional

O primeiro passo para a obtencao de antocianinas é a adequada extracao. A eficién-
cia desse processo depende de alguns fatores, como tipo e concentracio do solvente,
tipo de 4cido utilizado para a reducdo do pH, razio solucio:polpa (CONSTANT, 2003;
BORGES et al., 2011; VIEIRA et al., 2013), temperatura, tempo de extracio (POMPEU;
SILVA; ROGEZ, 2009; VIEIRA et al., 2013) e pH (POMPEU; SILVA; ROGEZ, 2009).

As antocianinas, por serem polares, podem ser extraidas empregando-se diversos
solventes. Entre os mais comuns estdo o metanol, o etanol, a acetona (CASTANEDA-
-OVANDO et al., 2009), a d4gua (BORGES et al., 2011) e os compostos sulfurados
(MEZAROBA, 2001). De acordo com Francis (1982), a solucio metanolica acidificada
é um dos solventes mais eficientes para obtencio do extrato antocianico. No entanto, para
fins alimenticios, o etanol deve ser preferido, devido a alta toxidez do metanol. Na Tabela
2 sdo apresentados os teores de antocianinas extraidas de uma mesma matriz, o fruto

da palmeira-jucara, também conhecido como jucai, utilizando-se diferentes solventes.

Tabela 2 - Teores de antocianinas do jucara (Euterpe edulis Martius)
extraidas com diferentes solventes

Solventes extratores Teores de antocianinas Autores

Etanol 113,87 mg.100"! Barros e colaboradores (2015)
Etanol 157,17 mg.100™! Martins (2016)

Etanol 136,12 mg.100"! Borges e colaboradores (2011)
Acetona 169,06 mg.100"! Martins (2016)

Metanol 178,37 mg.100™! Martins (2016)

Metanol 205,9 mg.100°! Borges e colaboradores (2011)
Agua 143,98 mg.100! Borges e colaboradores (2011)
Agua 180,97 mg.100! Martins (2016)

Fonte: Elaboracdo prépria.
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Aliado as diversas taxas de efetividade do poder extrator de diferentes solven-
tes, 0 aumento da razio solucio:polpa pode favorecer a extracio de antocianinas,
uma vez que proporciona a formacio de maior gradiente de concentracio, facilitando
a extra¢do do interior da matriz para o meio, até ocorrer a satura¢io do solvente.

A concentragio do solvente também pode influenciar a extracio de antociani-
nas; no entanto, nem sempre melhores extracdes sio realizadas com maiores concen-
tracoes de solvente. Por se tratar de um pigmento polar, a extracao pode ser realizada
utilizando-se dgua, e tem-se observado bons resultados de extracao de antociani-
nas empregando combinacdes de solventes organicos e dgua em diversos estudos
(ROCKENBACH et al., 2008; BORGES et al., 2011; MARTINS, 2016).

Os 4cidos sdo adicionados nas solucdes durante a extracio com o objetivo de
reduzir o valor do pH, pois se sabe que em meio 4cido as antocianinas apresentam
estabilidade e coloracio vermelho-brilhante e que a intensidade da cor diminui com
o aumento do pH (CONSTANT, 2003). Os mais utilizados nas extracdes sao o 4cido
citrico e o 4acido cloridrico (BORGES et al., 2011).

De acordo com Malacrida e Motta (2006), a temperatura é um fator de grande
relevancia na extracio, pois esse processo, quando realizado a quente, facilita a solu-
bilizacio das antocianinas. No entanto, o aquecimento excessivo deve ser evitado, ja
que se trata de um pigmento termossensivel.

O fator tempo também deve ser considerado durante a extracao de antocia-
ninas. Existem vérios tempos de extracdo utilizados em diferentes estudos, como
tempos curtos da ordem de dez minutos (GOLMOHAMADI et al., 2013) e quinze
minutos (BORGES et al., 2011) e tempos longos da ordem de 24 horas (TEIXEIRA;
STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008). No entanto, de acordo com Martins (2016), o
tempo de extracdo depende da matriz antociinica analisada; por exemplo, quando
polpas de frutas sdo utilizadas, a extracio é facilitada devido a natureza particulada
das polpas, podendo ocorrer até de forma instantanea.

Além desses fatores, o método empregado no processo de extracio de anto-
cianinas deve ser considerado. O método convencional de extracao de antocianinas
se baseia apenas na utilizacao de solventes acidificados, que atuam na modificacao
das membranas celulares, ocasionando a solubiliza¢do do pigmento e sua extraciao
por meio do gradiente de concentracio da matriz para o meio (FULEKI; FRANCIS,
1968; RODRIGUEZ-SAONA; WROLSTAD, 2001). Embora seja uma técnica muito
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utilizada, a extracio convencional estd associada a longos tempos, grandes quanti-
dades de solventes e baixa eficiéncia (SHIRSATH; SONAWANE; GOGATE, 2012).

Dessa forma, diversas tecnologias sio sugeridas a fim de permitir rapida extra-
cio de compostos fendlicos e antocianinas, como extracio por micro-ondas (NAYAK
etal., 2014; GAROFULIC et al., 2013), ultrassom (IVANOVIC et al., 2014), com dié-
xido de carbono supercritico (PAES et al., 2014; IVANOVIC et al., 2014) e por campo
elétrico pulsado (PUERTOLAS et al., 2013; YANG et al., 2016).

2.2. Extracao assistida por ultrassom

As ondas ultrassonicas sio ondas mecanicas capazes de se propagar em qualquer meio
material com frequéncia superior a 16 kHz. Elas fazem parte de uma das trés regides
principais em que se divide o espectro acustico: faixa dos infrassons (menores que
16 Hz), faixa dos sons (entre 16 Hz e 18 kHz) e faixa dos ultrassons (superiores a 18
kHz). A regido de ultrassons ainda pode ser dividida em duas faixas: de baixa frequén-
cia (entre 16 kHz e 1 MHz) e de alta frequéncia (acima de 1 MHz) (SAO JOSE, 2013).
Segundo Shirsath, Sonawane e Gogate (2012), a eficiéncia da extracio empregan-
do-se ultrassom tem sido atribuida a cavitacao das ondas ultrassonicas. Esse fendmeno
gera a formacao de cavidades, para as quais os gases dissolvidos no sistema migram,
desenvolvendo microbolhas que aumentam e diminuem de tamanho, provocando
ciclos de expansio e compressao até o colapso das bolhas, que liberam grande quanti-
dade de calor. Materiais sélidos no meio ocasionam implosdo assimétrica das bolhas,
originando jatos que colidem com particulas sélidas (SHIRSATH; SONAW ANE;
GOGATE, 2012). Tais colisdes permitem o rompimento das células vegetais, colabo-
rando para a difusio do solvente extrator para o interior da matriz (ADJE et al., 2010).
Em alimentos, os sistemas de aplicacdo de ultrassom mais utilizados sio banhos
e sondas. Os banhos possuem transdutor unido a base ou as paredes do tanque, e a
energia ultrassonica é cedida diretamente a um liquido, normalmente a dgua, que
preenche o recipiente, transferindo essa energia ao alimento que esta direta ou indi-
retamente imerso nesse liquido (ALVES et al., 2013). Apesar de o ultrassom de banho
apresentar menor custo, com o tempo ocorrem perda da intensidade da energia ultras-
sonica e distribuicao de maneira nao uniforme, o que interfere na repetibilidade e
reprodutividade dos dados (CHEMAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).
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No sistema de sondas, a energia ultrassonica é direcionada ao alimento por
meio de uma haste metdlica, sem necessidade de adicio de um meio liquido entre o
alimento e a sonda. Por isso, esse sistema possui a vantagem de transmitir energia
ultrassénica em uma regiio mais discreta, favorecendo o processo de extracio (CHE-
MAT; ZILL-E-HUMA; KHAN, 2011).

2.3. Extragdo assistida por micro-ondas

A extracdo de antocianinas utilizando o micro-ondas vem sendo estudada nos ulti-
mos anos por se tratar de uma tecnologia promissora, que se baseia na extrac¢io do
pigmento por meio da energia das micro-ondas. Essa energia permite o aquecimento
da solucio de forma rapida e eficiente (YANG; ZHAI, 2010), provocando a ruptura
celular e, consequentemente, facilitando o processo de extracio. A migracio dos ions
dissolvidos favorece a penetracio do solvente no interior da matriz, o que aumenta
o rendimento da extracio (WANG; WELLER, 2006).

Parametros como poténcia, temperatura e tempo de extracao devem ser cui-
dadosamente apurados nesse processo. Em geral, altas temperaturas elevam a taxa
de difusdo do solvente na matriz, o que aumenta o rendimento. No entanto, tam-
bém podem reduzir a seletividade da extragdo e, com isso, ocasionar a obtencdo de
compostos nao desejaveis. Além disso, a alta temperatura e o longo tempo de extra-
cao podem acarretar a degradacao térmica, que prejudica a obtencao do pigmento.
Dessa forma, sabendo que os fatores tempo e temperatura estao associados a potén-
cia de micro-ondas, esta deve ser corretamente selecionada para que o processo de
extracio de antocianinas seja eficiente (CAMEL, 2000).

A extracdo assistida por micro-ondas apresenta vantagens em relacdo a téc-
nica tradicional de extracdo, como reducio do consumo de solvente, menor tempo
de extracio, elevadas recuperacdes, manipulacio minima de amostra durante o pro-
cesso e boa reprodutibilidade (GAROFULIC et al., 2013).

2.4. Extracdo com uso de campos elétricos pulsados

O campo elétrico pulsado é uma tecnologia emergente que vem despertando grande

interesse nas industrias de alimentos por facilitar as operacdes de transferéncia de
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massa (PUERTOLAS et al., 2013). O processo consiste na aplicacio de campos elé-
tricos externos que levam a eletropora¢io da membrana celular, facilitando a difu-
sdo de solutos (YANG et al., 2016). Essa permeabiliza¢io da membrana pode ser
alcancada em campos elétricos moderados (<10 kV/cm) e baixa energias especifi-
cas (<10 kJ/kg) (PUERTOLAS et al., 2013).

O campo elétrico pulsado permite a realizacio do processo a frio ou a tempe-
raturas moderadas. Do mesmo modo, essa técnica possibilita eliminar ou minimi-

zar a utilizacao de solventes como etanol, metanol e acetona, empregando apenas
dgua (SARKIS, 2014).

2.5. Extragdo utilizando CO, supercritico

A extracio de antocianinas utilizando fluido supercritico se baseia no uso de um com-
ponente puro conservado a pressao e temperatura acima do seu ponto critico. O com-
posto mais utilizado em processo de extracio supercritica na industria alimenticia é
o diéxido de carbono, por se tratar de um composto nio inflamavel, nio corrosivo,
inerte, de baixo custo e alto grau de pureza (BRUNNER, 2005).

Quando comparada a extragdo convencional, a utiliza¢do do fluido supercritico
apresenta diversas vantagens, como facilidade de remocao do solvente por meio da
reducio da temperatura e/ou pressdo, menor gasto energético, facilidade de extra-
cio devido 2 alta difusividade e capacidade de solvatacio (VASCONCELLOS, 2007).

Além disso, a extracio com fluido supercritico necessita de pouco ou nenhum
solvente, e com isso esse método pode ser considerado uma tecnologia ecologi-
camente adequada, ja que o diéxido de carbono é recirculado no sistema (VAS-
CONCELLOS, 2007).

Na Tabela 3 estdo apresentados os diferentes métodos emergentes na extracio
de antocianinas, seus resultados e as vantagens apresentadas em relacio ao método

convencional.

93



Fonte de
antocianina

Batata-doce

Método

Campo elétrico

Resultado

Extracao eficiente com dgua e etanol

Tabela 3 - Métodos, resultados e vantagens das tecnologias emergentes na extracdo de
antocianinas em diferentes fontes

Vantagens

Solvente dgua; baixo
custo energético;

Autores

Puértolas e

roxa (Solanum quando aplicado o campo elétrico _ colaboradores
pulsado reducio do uso de
tuberosum) pulsado o (2013)
solventes organicos
Extracao .
ol Elevado rendimento
sequencial com
Folhas de q Obtencio de extratos diferentes em de extracio; obtencdo  Paulae
i trés etapas: CO2 L Lo
Arrabidaea . termos de composi¢io fendlica, em de extratos com os colaboradores
hica - cada etapa rincipais compostos  (2014)
@
etanol acidificado, P P X P P
. . de interesse
agua acidificada
Maiores teores de antocianina
obtidos com dgua acidificada Curto tempo de
Mirtilo COZ supercritico 4 - P ) Paes e
.. P Melhor condic¢do para extragao extragdo (10 min);
(Vaccinium e liquidos "~ colaboradores
) . dos compostos funcionais: fluido reducio do uso de
myrtillus L.) pressurizados o . (2014)
supercritico com 90 % de CO, + 5 % solventes organicos
de dgua e 5 % de etanol
Altamente eficiente
. _ Maior teor de antocianinas obtido . ~
Espiga de Extracio . ~ ~ e rapida na extragdo .
. . com 19 min, razdo solucio:polpa L Yang e Zhai
milho-roxo assistida por o . de antocianinas, em
. 01:20, e poténcia do micro-ondas de - (2010)
(Zea maysL.) micro-ondas 555 W comparacio com a
extracio convencional
Baixo tempo de
Melhor extracio de antocianinas a extra;;)ao (5 min);
. . ossibilita tratamento
Cascas deuva  Extracio partir de 5 min, temperatura de p Ita d Liazid e
. . simultaneo de
“Tintilla de assistida por 100 °C e 40 % de metanol em dgua n colaboradores
N . vérias amostras; boa
Rota micro-ondas como solvente o (2011)
B o reprodutibilidade e
Variével mais importante: solvente repetibilidade do
método
Condi¢oes 6timas para extracao: 7
min, 47 °C, etanol 55,5 % e razio
. Extra.gao solugio:polpa 01:34 (g/ml) Reducio do tempo de  Zheng e
Mirtilo assistida por o . extracdo e do uso de colaboradores
. Fatores que mais influenciaram o teor o
micro-ondas solventes organicos (2013)

de antocianinas: razao > concentracao
do etanol > temperatura > tempo

Cereja (Prunus
cerasus var.
Marasca)

Extracao
assistida por
micro-ondas

Baixas temperaturas (60 °C) e baixo
tempo

Maior extracio de antocianinas a 60 °C
e tempo de 6-9 min. Maior rendimen-
to de fendlicos com 70 °C e tempo de
irradiacao mais longo 10 min

Maior eficiéncia e
menor tempo de
extra¢do em relacio
a0 método tradicional

Garofuli¢ e
colaboradores
(2013)

Fonte: Elaboracdo prépria.
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3. Quantificacao de antocianinas

Da extracdo de antocianinas, obtém-se o extrato, constituido pelo pigmento e
pelo solvente acidificado. A partir desse extrato, é realizada a quantificacio do
pigmento, que pode ocorrer por diferentes métodos, sendo os métodos espec-
trofotométricos de pH tnico e pH diferencial os mais utilizados. Outras técni-
cas também podem ser utilizadas, como a cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplada a detector de arranjo de diodos (Clae-DAD) e acoplada a espectrome-
tros de massa (EM).

A quantificacio das antocianinas pelo método do pH diferencial consiste na
leitura direta em espectrofotdémetro, no comprimento de onda de méxima absor-
¢do da antocianina predominante, do extrato diluido em tampao de pH 1 e pH 4,5,
fundamentada na sensibilidade do pigmento ao pH (FULEKI; FRANCIS, 1968).
J4 o método do pH unico é mais simples, sendo realizada apenas uma leitura (em
comprimento de onda de méxima absorc¢do da antocianina) em espectrofotome-
tro do extrato diluido em etanol:HCI (LEES; FRANCIS, 1972). A Figura 3 apre-
senta o processo de quantificacao de antocianinas pelos métodos de pH tnico e

pH diferencial.
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Figura 3 - Fluxograma do processo de quantificacdo de antocianinas pelos métodos do

pH unico e diferencial

] Amostra (5-10 g) |

Adigdo de 50 mL de
\L solvente 70% (v/v) e
HCI até pH 2,0

Repouso por 24 h
sob refrigeragdo ao
abrigo da luz

!
l Filtragem (100 mL) l
)
v ¥

Meétodo do pH unico Meétodo do pH diferencial
(LEES & FRANCIS, 1972) (GIUSTI & WROLSTAD, 2011)
I
! ! )
Transferir aliquota Transferir aliquota do || Transferir aliquota
do extrato para baldo extrato para baldo do extrato para baldo
(10 mL) e completar (25mL) e completar (25 mL) e completar
com solugdo de com solugdo tampdo com solugdo tamp@o
Etanol: HCI depH 1,0 depH 4,5

J J )

Leitura da absorbancia
2510 nm

Leitura da absorbancia a 510 nm e 700 nm

Fonte: Elaboracdo prépria.

E comum se observarem divergéncias no teor de antocianinas de uma mesma
fonte quando quantificadas por diferentes metodologias. Isso pode ocorrer devido as
caracteristicas proprias que distinguem cada metodologia, ao nimero diverso de pas-
sos a serem seguidos e a fontes de erros ligadas a cada um dos métodos, o que con-
tribui para uma maior variabilidade dos dados. Em geral, recomenda-se a utilizacio
da quantificagio de antocianinas pelo método do pH diferencial, baseada nas trans-
formacdes estruturais que ocorrem nas antocianinas com a mudanca do pH (pH 1
— formas coloridas; pH 4,5 — formas incolores). Nesse método, antocianinas polimé-
ricas em sua forma degradada sdo resistentes a mudanca de cor com a alteracio no
pH. Com isso, no cilculo final, consegue-se eliminar a interferéncia das antociani-
nas poliméricas (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005; TEIXEIRA; STRINGHETA;

OLIVEIRA, 2008). No entanto, alguns autores, ao avaliarem os diferentes métodos
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para uma mesma fonte antocianica, recomendam a utilizacio do pH tnico pela maior
simplicidade (MARTINS, 2016; TEIXEIRA; STRINGHETA; OLIVEIRA, 2008).

Consideracoées finais

Na natureza, encontram-se diversas fontes de antocianinas, e sua extracio pode ser
facilitada modulando-se parametros, como tempo, temperatura, tipo e concentra¢ao
de solvente, tipo e concentracao de 4cido e razao solucao:polpa.

Para a extracio, podem ser empregadas diversas metodologias, desde a tradi-
cional, que utiliza apenas solventes, até novas tecnologias, como micro-ondas, campo
elétrico pulsado, ultrassom e fluido supercritico, técnicas que tém apresentado gran-
des vantagens em relacio a extracdo convencional. No entanto, por se tratarem de
tecnologias emergentes, novos estudos devem ser realizados a fim de se obterem
maiores informacdes sobre tais métodos.

Por conseguinte, métodos e pardmetros do processo de extra¢io de antociani-
nas devem ser criteriosamente selecionados, de modo que haja uma extracio mais
eficiente e com menor custo, o que impactara diretamente na qualidade do pigmento

a ser incorporado com funcao de corante em um alimento processado.
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Capitulo 6

Microencapsulamento
de pigmentos naturais

Emilia Maria Franca Lima
Marina Carvalho Martins

Pollyanna Ibrahim Silva
Introducio

A cor é um atributo sensorial que exerce grande influéncia na aceitacdo de um pro-
duto. E é para despertar o interesse dos consumidores que o setor alimenticio uti-
liza corantes, naturais ou artificiais (CONSTANT, 2003; KAIMAINEN et al., 2015).
Todavia, pesquisas recentes demonstram a correlacio entre consumo de corantes
artificiais e danos a satide, como reacdes tdoxicas no metabolismo desencadeantes
de alergias, alteracdes no comportamento, dificuldade respiratéria e carcinoge-
nicidade (observada a longo prazo) (DOSSIE..., 2009; KAIMAINEN et al., 2015;
POLONIO; PERES, 2009; ROCHA, 2013).

Nesse contexto, existe um crescente interesse no desenvolvimento de pro-
dutos alimenticios com corantes naturais, como substituicio aos corantes sinté-
ticos. No entanto, de forma geral, eles apresentam instabilidade a alguns fatores
e processos tecnoldgicos, o que dificulta sua utilizacio em larga escala (BARROS;
STRINGHETA, 2006; MAHDAVI et al., 2014). Uma das alternativas que aumenta

a estabilidade de pigmentos naturais durante o processamento e a estocagem,
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viabilizando sua utilizacio, é a microencapsulacio, ou microencapsulamento, téc-

nica que sera tema deste capitulo.
1. Pigmentos naturais

Os pigmentos naturais sao provenientes de diversas substincias e processos, como
compostos fendlicos e produtos de sua oxidacio; resultado de reacdes enzimaticas
ou nio enzimidticas (por exemplo, a reacao de Maillard); derivados de porfirinas,
como grupo heme e clorofila, entre outros (ARAUJO, 2015). Estao relacionados
com importantes atividades bioldgicas, propriedades antioxidantes, protecio contra
componentes celulares, efeitos anti-inflamatérios, anticarcinogénicos, prevencio de
doencas cronicas no transmissiveis, alegacdes de propriedades funcionais, presenca
de compostos bioativos, para citar alguns exemplos (OLIVEIRA et al., 2011; VOLP;
RENHE; STRINGHETA, 2009).

Na Tabela 1 serdo apresentados os principais pigmentos encontrados na natu-
reza, a coloracio, as fontes e as principais caracteristicas deles, bem como dados

sobre estabilidade.
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Tabela 1 - Principais pigmentos naturais: fonte, caracteristicas e estabilidade

Pigmento Coloracao Fontes Caracteristicas e estabilidade
Cloroplastos de plantas Degradacio pela enzima clorofilase
Clorofila Verde p P ! g’ P o ’
vegetais de folhas verdes sensivel a luz, calor, oxigénio
. Carotenoide de ocorréncia mais
Amarelo a Cenoura, laranja, . . L.
-caroteno . ) . comum, oxida facilmente devido as
laranja péssego, pimenta. L .
ligacdes duplas conjugadas
Li Laranja a Tomate, goiaba, Classe dos carotenoides; lipossoluvel,
icopeno . - ~ .
P vermelho melancia, mamio extracdo com solventes organicos
. Classe dos carotenoides; lipossolavel,
Bixina e Amarelo a - , , .
bixi h Urucum boa estabilidade, sensivel a pH 4cido,
norbixina vermelho . . .
estabilidade térmica < 100 °C
. Classe dos carotenoides; sensivel ao
. Laranja a . - L L L
Capsantina Pimentao vermelho oxigénio e a luz; oxidacdo de lipideos
vermelho
altera a cor para castanho
Tagetes erecta L., Classe dos carotenoides, ainda estu-
, Amarelo a N . .
Luteina laran; caléndula, vegetais dado para aumento da estabilidade
aranja L . .
) folhosos verde-escuros oxidativa e aplicacao em alimentos
Carmim (4cido Inseto cochonilha Hidrossoluvel; estavel ao calor, a luz
(. Vermelho )
carminico) (Dactylopius coccus) eempH > 3,5
. ) Lipossoluvel; estabilidade térmica e
. Rizomas de circuma e . ..
Curcumina Amarelo em pH até atingir alcalinidade, alta-
(Curcuma longa) i .
mente sensivel quando solubilizado
Vermelho a . , . 1
L Hidrossoltvel; maior estabilidade
i roxo (betaciani- i
Betalainas Beterraba e amaranto em pH 4-6, sensivel ao calor e ao
nas) e amarelo . L
. oxigénio, oxidacdo acelerada pela luz
(betaxantinas)
Acali, casca de jabuticaba, Corante predominante do grupo dos
Antocianinas Vermelho a azul uva, casca de berinjela, flavonoides; estivel em pH 4cido, sen-
amora, repolho roxo sivel a luz, calor, oxigénio e enzimas
Pigmento Monacolina k contribui para a

de Monascus
purpureus

Arroz chinés fermentado
Vermelho
por M. purpureus

manutencio dos niveis normais de
colesterol no sangue

Compostos heme

Manutencio da cor depende de

(oximioglobina, Vermelho a L
. - Carnes frescas exposicao a luz, temperatura,
mioglobina, marrom . .
. . umidade, pH e presenca de bactérias
metamioglobina)
Tratamento térmico Produzido em quatro classes com
Amarelo a . L
Caramelo controlado de alta estabilidade, é utilizado em uma
marrom

carboidratos

infinidade de produtos alimenticios

Fonte: Adaptado de Aratjo (2015), Damodaran, Parkin e Fennema (2010), “Dossié corantes” (2009)
e Volp, Renhe e Stringheta (2009).
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Os corantes naturais sdo utilizados hd anos sem evidéncias de danos a satde, e
sua incorporac¢io em produtos alimenticios como forma de substitui¢io aos coran-
tes sintéticos tem ocorrido de forma gradativa, a medida que os estudos vio demons-
trando suas particularidades, caracteristicas, viabilidade de utilizacdo e propriedades
benéficas (DOSSIE, 2009). O principal fator que dificulta ou impede a sua utilizacio
é a instabilidade a fatores intrinsecos e extrinsecos ao alimento. Conforme exposto
na Tabela 1, observa-se que, dependendo do pigmento, a estabilidade é afetada, por
exemplo, pela presenca de luz, oxigénio, enzimas, ions metilicos, agucares, entre
outros (BAKOWSKA-BARCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2011; MAHDAVI et al.,
2014; ROBERT; FREDES, 2015). Por isso, a utilizacio de pigmentos naturais requer
conhecimento acerca da estrutura quimica e da estabilidade deles, para adapti-los as
condicdes de processamento, embalagem e distribuicao.

Nesse contexto, algumas técnicas devem ser utilizadas para viabilizar a utilizacdo
de corantes naturais. E o caso do microencapsulamento, técnica capaz de aumentar a
estabilidade de pigmentos naturais durante o processamento e a estocagem, aumen-
tando a sua vida util (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008; SILVA et al.,

2014), e cujo detalhamento se dard nas partes que seguem.
2. Microencapsulamento

O microencapsulamento é um processo de empacotamento de substancias sélidas,
liquidas ou gasosas em cdpsulas extremamente pequenas, as quais podem liberar o
conteudo de forma controlada e sob condicdes especificas (PELISSARI et al., 2016).
Surge como uma alternativa para amenizar as modificacoes sofridas pelos corantes
naturais ao longo do tempo, ao preservar a sua atividade antioxidante e promover
maior estabilidade a fatores como calor, pH, incidéncia de luz, presenca de oxigénio,
enzimas, metais, actcares, entre outros (BARROS; STRINGHETA, 2006; MAH-
DAVl etal., 2014; RUTZ, 2013; SILVA et al., 2014; ZAIDEL et al., 2014).

O éxito no emprego dessa tecnologia deve-se a uma correta escolha da técnica de
microencapsulamento, do material encapsulante, das temperaturas utilizadas e dos demais
parametros do processo, conforme o método escolhido. Com esse objetivo, pesquisadores
vém estudando técnicas de microencapsulamento de pigmentos extraidos de diferentes

fontes. Na Tabela 2, pode-se observar dados de pesquisas analisadas para este capitulo.
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Matéria-prima

Pitanga roxa

Pigmento

majoritario

Método

Tabela 2 - Estudos envolvendo o microencapsulamento de pigmentos naturais

Agentes
encapsulantes

Gomas ardbica,

Referéncia

(Eugenia uniflora  Licopeno Liofilizacio xantana e tara, hidrogel Rutz (2013)
L) de gomas, quitosana
Groselha preta Antociani S J Maltodextrina e Bakowska-Barczak;
ntocianinas ray dryer
(Ribes nigrum L.) pray ary inulina Kolodziejczyk (2011)
Casca de jabuticaba Maltodextrina, i
. .. . . Silva e colaboradores
(Myrciaria Antocianinas Spray dryer goma-ardbica, amido
. . . (2013)
jaboticaba) modificado
Pera de cacto ) Silva e
. , Maltodextrina e
(Opuntia Betalainas Spray dryer o colaboradores
L inulina
ficus-indica) (2013)
. Goma-arabica, Saénz e
Urucum (Bixa .
Bixina Spray dryer sacarose e colaboradores
orellana L.) .
maltodextrina (2009)
Hibisco (Hibiscus o
sabdariffaL.) e Téenica
) Antocianinas assistida por ~ Maltodextrina Barbosa (2009)
repolho roxo .
. microondas
(Brassica oleracea)
Goma-arabica, CMC, Zaidel e
Extrato de . e .
. Licopeno Spray chilling  6leos de semente de colaboradores
licopeno N .
algodio, palma e soja  (2014)
Caseinato de sédio, Pelissari e
Extrato de Spray dryer e .
(-caroteno . o maltodextrina e colaboradores
[B-caroteno leito fluidizado
celulose (2016)
S dryer, C 1-Aguil
o pray rye~r Goma-ardbica e orone ,gu1 era
Amora-preta Antocianinas coacervacio e elatina e San Martin-
i
liofilizacio 5 Gonzilez (2015)
Impregnacao,
Padrio de coacervacio, Microesferas de Parize, Souza e
Urucum . _ . .
urucum modificacio quitosana Brighente (2008)
quimica

Fonte: Elaboracéo prépria.

A confirmacio do microencapsulamento pode ser obtida pela caracterizacio

da microcapsula. As principais propriedades e técnicas utilizadas para esse prop6-

sito estdo descritas na Tabela 3.
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Tabela 3 - Propriedades e técnicas utilizadas para caracterizacdo da microcdpsula

Propriedades e caracteristicas Técnicas e analises

Estrutura geral, externa e interna  Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Estrutura cristalina ou amorfa Difracio de raios-X

Tamanho e distribuicao das Microscopia eletronica e softwares de analisador de tamanho
particulas de particulas

Composicao da parede e do Calorimetria diferencial de varredura (DSC), cromatografia e
recheio espectroscopia

Propriedades fisicas Compressio estitica, resisténcia ao cisalhamento, granulometria
Comportamento de liberacao Mudancas de peso, cromatografia, espectroscopia

Estabilidade do pigmento Espectroscopia, cromatografia

Fonte: Adaptado de Févaro-Trindade, Pinho e Rocha (2008), Landim (2008) e Rutz (2013).

2.1. Classificacdo das microcdpsulas

As cdpsulas podem ser classificadas quanto ao tamanho da seguinte forma: macro-
capsulas apresentam tamanhos superiores a 5000 um; microcépsulas, tama-
nhos de 0,2 a 5000 um; e nanocépsulas, tamanho inferior a 0,2 um (BARROS;
STRINGHETA, 2006). Quanto a forma, as cdpsulas sio idealmente lisas e esféri-
cas, embora seu formato e aspecto sejam influenciados pelo componente microen-
capsulado, pelo material de parede e pelo método de microencapsulacao. Quanto
a estrutura fisica, podem ser divididas em dois grupos: microcapsulas e microesfe-
ras. Nas microcdpsulas, que sdo as mais comuns, o nicleo é nitidamente concen-
trado na regido central, envolvido por uma camada formando um sistema do tipo
reservatério. A substidncia microencapsulada é chamada de nucleo ou fase interna,
enquanto a fase externa é a parede ou revestimento.

As microesferas constituem um sistema matricial, no qual o nicleo é unifor-
memente disperso na matriz encapsulante. A substancia a ser microencapsulada pode
estar adsorvida, incorporada ou ligada a matriz polimérica, formando sistemas de dis-
solucio, de dispersio ou sistemas porosos (BRASILEIRO, 2011; FAVARO-TRIN-
DADE; PINHO; ROCHA, 2008).
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2.2. Métodos de microencapsulamento

O principio basico do microencapsulamento é a deposi¢ido de um agente encapsu-
lante sobre o material ativo, seguindo uma série de etapas. Os métodos diferenciam-
-se pelo tipo de envolvimento do material ativo pelo agente encapsulante, visto que
esta combinacdo pode ser de natureza fisica, quimica ou fisico-quimica (CALEFF],
2014; LANDIM, 2008; OLIVEIRA, 2014):

+ métodos fisicos: spray drying, spray chilling, cocristalizacdo, liofilizacao, leito
fluidizado e pulverizacdao em banho térmico;

+ métodos quimicos: modificacdo quimica, inclusdo molecular, polimeriza-
cdo interfacial, gelificacio;

+  métodos fisico-quimicos: coacervacio simples e complexa, separacio de
fase organica, lipossomas, emulsificacio seguida de evaporacdo do solvente,
pulverizacio em agente formador de reticulacio.

A eficiéncia dos métodos de microencapsulamento é influenciada por varios
fatores, comuns e particulares. Por conseguinte, a selecio do método a ser utilizado
deve considerar diversos aspectos, como as propriedades fisico-quimicas dos materiais
(como a solubilidade), a intencio e a aplicacio da microparticula, as escalas e os cus-
tos de producio, a textura e a forma desejadas e o mecanismo de libera¢io do nicleo.

Algumas das limitacoes relatadas sobre o microencapsulamento sao os custos ele-
vados do investimento inicial e do processamento, bem como a falta de disponibilidade
de determinados materiais encapsulantes (BRASILEIRO, 2011; OLIVEIRA, 2014).

A seguir, apresentam-se as caracteristicas e o funcionamento dos principais

métodos de microencapsulamento de pigmentos naturais.
2.2.1. Spray dryer

A secagem por atomizacido, pulveriza¢io ou spray dryer é o método mais comum e
economico de encapsulacio de ingredientes alimenticios (MAHDAVI et al., 2014). A
aplicacio desse processo para pigmentos naturais pode resultar em um produto rico
nutricionalmente, ao preservar os compostos bioativos durante o processamento e
o armazenamento (TONON; BRABET; HUBINGER, 2010).
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O processo consiste basicamente na emulsificacio do material ativo com uma
solucdo e no posterior bombeamento da mistura através de um bico atomizador a
uma camara com corrente de ar a alta temperatura. A dgua se evapora rapidamente ao
entrar em contato com o ar aquecido e as particulas tomam forma esférica, “empaco-
tando” o composto bioativo. O pé se direciona para a parte inferior da cAmara e passa
por um ciclone, no qual entZo serdo coletados os pds finos. O tempo de exposicio das
particulas ao calor é muito curto, tornando possivel a conservaciao de compostos ter-
mossensiveis (ABREU; FERREIRA, 2013; LANDIM, 2008; MAHDAVI et al., 2014).

As caracteristicas finais do pé dependem de algumas varidveis do processo, tais
como particularidades do liquido atomizado, temperatura do ar de secagem, vazao
de alimentacio e fluxo de ar, além da correta escolha do material encapsulante, fator
determinante para a estabilidade da microcipsula e a eficiéncia do microencapsula-
mento (OLIVEIRA; PETROVICK, 2009; TONON; BRABET; HUBINGER, 2009).
A secagem de amostras com alto contetido de actcares pode acarretar a obtencio de
produtos com alta pegajosidade e higroscopicidade, o que diminui o rendimento do
processo. Dessa forma, a utilizacdo de agentes com alto peso molecular (como poli-
meros e gomas) é recomendada, visando facilitar o processo de secagem e as ope-
racdes de transporte e armazenamento (FERRARI; RIBEIRO; AGUIRRE, 2012).

As principais vantagens do microencapsulamento por spray dryer sio a seca-
gem rapida, a producio continua em larga escala, os baixos custos de mao de obra
e a operacdo relativamente simples. J4 as principais limitacdes sao o elevado inves-
timento inicial e a necessidade de um material com umidade alta o suficiente para
garantir o bombeamento até o atomizador (FELLOWS, 2006).

2.2.2. Leito fluidizado

O microencapsulamento por leito fluidizado é um processo de revestimento de par-
ticulas por meio da pulverizacio de um agente encapsulante sobre um leito. A cép-
sula formada sobre a superficie do material ativo confere uma barreira a interacoes
ambientais e quimicas que poderiam afetar a estabilidade do material (CORONEL-
-AGUILERA; SAN MARTIN-GONZALEZ, 2015).

O processo baseia-se na distribuicao de ar quente através de uma bandeja de

tela que contém o alimento particulado, fazendo com que este fique suspenso no ar
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e seja vigorosamente agitado, expondo a mixima area superficial para secagem. O
leito de particulas torna-se semelhante a um liquido em ebuli¢io — por isso o termo
fluidizacdo. Enquanto as particulas do nicleo sio suspensas, o material da parede
é atomizado para dentro da cAmara, aderindo-se sobre as particulas do nicleo por
evaporacio do solvente ou por arrefecimento da particula encapsulada. Quando as
particulas atingem o topo da coluna ascendente, sio lancadas em uma coluna des-
cendente de ar, retornando para o leito fluidizado, sendo novamente revestidas e
secas. As sucessivas passagens por esse ciclo de revestimento asseguram a maior
uniformidade da parede, sendo obtidas, assim, verdadeiras microcdpsulas (AZE-
REDO, 2005; FELLOWS, 2006).

O processo é indicado para produtos alimenticios pequenos e particulados,
capazes de serem fluidizados sem muitos danos mecanicos. Algumas varidveis, como
temperatura do ar, umidade do alimento, taxa de alimentacio e taxa de circulacio,
exercem influéncia na aglomeracio dos pés, na formacdo da cdpsula e na eficién-
cia do processo, devendo ser otimizadas para obtenc¢io de um produto com caracte-
risticas adequadas (CORONEL-AGUILERA; SAN MARTIN -GONZALEZ, 2015).

O fato de o equipamento permitir um bom controle das condi¢des de secagem,
o tamanho compacto e as altas taxas de secagem s3o vantagens desse método. Além
disso, € uma das poucas tecnologias que possibilita o revestimento de particulas com
praticamente qualquer tipo de agente encapsulante (polissacarideos, proteinas, ceras,
lipideos) e a obten¢do de uma gama de produtos com formas de libera¢do controlada.
Uma das limita¢des é que, normalmente, o leito fluidizado exige a utilizacio de uma
quantidade significativa de substincia a encapsular, sendo indicado, portanto, para
grandes producdes (BRASILEIRO, 2011; FELLOWS, 2006).

2.2.3. Coacervacado

O microencapsulamento pelo método de coacervagio é um fenémeno fisico-qui-
mico em que ocorre a separacio espontinea de duas fases: uma liquida, rica em
coloides (coacervado), e outra pobre em coloides (sobrenadante). A separacio
ocorre como resultado de alteracdes das caracteristicas fisico-quimicas do meio,
como reducio da solubilidade, alterac¢ao da temperatura, do pH, adicao de uma
solucio idnica concentrada, entre outras (CALEFFI, 2014; SILVA et al., 2014). O
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mecanismo geral da coacervacio por separacdo de fases baseia-se em trés etapas,
realizadas sob agitacdo continua, conforme apresentado a seguir:

+ Etapa 1 - Formacio de trés fases quimicamente imisciveis: a fase liquida é
composta pelo solvente do agente encapsulante e atua como veiculo; a outra
fase é composta pelo material ativo; e a terceira, pelo agente encapsulante;

« Etapa 2 - Deposicio do agente encapsulante: a deposicao do agente sobre
o material ativo forma a parede da cdpsula. Um fator crucial nesta etapa, e
que constitui um pré-requisito para um revestimento efetivo, é a capaci-
dade de o agente se adsorver na interface formada entre o material ativo e
a fase do veiculo liquido;

+  Etapa 3 - Solidificacdo do agente encapsulante: ocorre o endurecimento da
parede e o isolamento das microcipsulas, que podem ser secas com auxilio
de técnicas térmicas (spray drying ou leito fluidizado), para que se estenda
o tempo de estocagem e para tornar viavel seu uso em produtos desidrata-
dos. Ainda podem ser recolhidas por centrifugacdo ou filtracio, ou lavadas
com solvente apropriado (AZEREDO, 2005; CALEFFI, 2014; CORONEL-
-AGUILERA; SAN MARTIN-GONZALEZ, 2015).

Alguns fatores importantes para a formacao e a estabilidade das microcapsu-
las sao a razao da mistura entre os compostos poliméricos, a densidade da carga e da
forca ionica da solucdo e o tamanho das particulas. A precipitacdo e a separacao de
fases ocorrerao somente sob certas condicoes, como pH 6timo e correta proporcao
dos materiais. Portanto, é crucial preparar esses complexos sob condi¢des apropria-
das (CALEFFI, 2014; MARFIL, 2014).

A coacervacio pode ser simples ou complexa. No sistema simples, emprega-se
apenas uma substincia como agente encapsulante, e no complexo dois polimeros de
cargas opostas formam um complexo. A técnica é indicada para a microencapsula-
¢do de ingredientes hidrofébicos, e sua principal vantagem estd na auséncia de calor
envolvido, ideal para microencapsular ingredientes termossensiveis.

A possibilidade de ocorrer a agregacio das microparticulas, causada pelo rdpido
aumento da viscosidade na regiao rica em polimeros, é uma limitacao do método
(AZEREDO, 2005). Outras desvantagens sdo o elevado custo, a instabilidade das
microcapsulas, a presenca de residuos de solventes nas superficies das capsulas, além

do fato de ser um método complexo e dispendioso (MAHDAVI et al., 2014).
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2.24. Liofilizacdo

A liofilizacdo é um método baseado na desidratacio por sublimacio de um produto
congelado. Consiste em duas etapas: congelamento rapido do produto e posterior
sublimacio do gelo sob vicuo. Dessa forma, a secagem ocorre sem submeter a amos-
tra a altas temperaturas (SILVA et al., 2014).

Para o processo de microencapsulacao, liofiliza-se uma emulsao do material
ativo com o agente encapsulante. O método gera produtos de excelente qualidade,
uma vez que minimiza as alteracdes associadas a altas temperaturas, ideal para com-
postos aromaticos volateis (AZEREDO, 2005).

Algumas vantagens da liofilizacio sdo descritas por Fellows (2006), das quais
se destacam a manutencio de cor, odor e sabor do alimento, a grande retencio de
nutrientes, a rdpida e completa reidratacio do pd e as minimas mudancas estrutu-
rais, além do fato de ser um método bem-sucedido para secagem da maioria dos ali-
mentos. No entanto, o processo é demorado e pode custar até quatro vezes mais que

a secagem convencional, o que limita a aplicacdo comercial.
3. Agentes encapsulantes

A selecio do agente encapsulante, ou material de parede, é uma das principais difi-
culdades a serem resolvidas no planejamento de um processo de microencapsula-
¢do. A escolha do agente depende de diversos fatores, como a nio reatividade com o
material a ser encapsulado, o processo utilizado para a formacdo da microcipsula e
o mecanismo de liberacio ideal (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA, 2008).

Conforme ja visto na secao 2.2.1, sobre o spray dryer, a secagem de amostras
com alto contetdo de actcares, por exemplo, pode gerar produtos com muita pega-
josidade e higroscopicidade e, assim, diminuir o rendimento do processo. Desse
modo, para facilitar a secagem, recomenda-se utilizar agentes encapsulantes com peso
molecular mais alto (FERRARI; RIBEIRO; AGUIRRE, 2012). Além disso, o mate-
rial encapsulante deve apresentar: baixa higroscopicidade; poder de emulsificacao;
viabilidade economica; ficil manipula¢do; capacidade de formar filmes, de solubili-
zar em solvente de grau alimenticio, de resistir ao trato gastrintestinal e de ser bio-
degradével (AZEREDO, 2005; BARROS; STRINGHETA, 2006; SILVA et al., 2014).
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O uso de materiais distintos cria paredes com espessura e densidade especi-
ficas, proporcionando diferentes protecdes ao composto bioativo (CAI; CORKE,
2000). Como nem todos os agentes satisfazem as caracteristicas desejdveis, podem
ser utilizadas combinaces e outros modificadores, como eliminadores de oxigénio,
antioxidantes, agentes quelantes e tensoativos (MAHDAVI et al., 2014; OLIVEIRA;
PETROVICK, 2009; SILVA et al., 2014). Os agentes encapsulantes podem apre-
sentar origem natural, semissintética ou sintética, incluindo materiais poliméricos,
hidrofilicos ou hidrofébicos. As classes mais utilizadas sao exemplificadas a seguir:

+ carboidratos: maltodextrina, amidos nativos e modificados, celulose, xarope

de milho, inulina, quitosana;

« celuloses: carboximetilcelulose (CMC), acetilcelulose, nitrocelulose;

+ gomas: goma-arabica, carragena, xantana, alginatos e dgar;

+ lipideos: cera, parafina, triestearina, dcido estedrico, monoglicerideos, digli-

cerideos, dleos e gorduras hidrogenadas;

+ proteinas: gelatina, proteina isolada de soja, proteinas do leite, do soro e

do gluten;

+ materiais inorganicos: sulfato de célcio e silicatos;

 sintéticos: polimeros do 4cido acrilico e copolimeros.

Desses, a maltodextrina, a goma-arabica e a inulina merecem destaque por
serem amplamente utilizados, principalmente na secagem por spray dryer, o que
demonstra seu potencial no microencapsulamento de pigmentos naturais. Na
sequéncia, serdo descritos esses trés materiais mais empregados, assim como a

gelatina e a ciclodextrina.
3.1. Maltodextrina

As maltodextrinas sdo produtos da hidrdlise parcial do amido e sdo amplamente uti-
lizadas na industria de alimentos devido a sua propriedade de espessante, como subs-
tituta da gordura e para aumentar os sélidos soltiveis. Em geral, sao hidrossoluveis,
possuem baixa densidade, uma boa relacio custo-beneficio e sabor suave (ABREU;
FERREIRA, 2013; SAENZ et al., 2009). Sio classificadas de acordo com seu grau de
hidrolise, expresso em dextrose equivalente (DE), uma medida essencialmente empi-

rica da quantidade de agucar redutor presente no produto e que indica uma média

116



do peso molecular. Com o aumento do grau de hidrélise, a média do peso molecular
diminui, e assim as dextroses usadas como padrio minimo e maximo sio o amido
(DE = 0) e a glicose (DE = 100) (MALTODEXTRINAS..., 2018).

O papel das maltodextrinas como agentes de secagem de produtos alimenticios
é desempenhado em trés momentos:

+ antes da secagem, como auxiliar de dispersdo, para evitar a aglomeracdo

do produto nas tubulacoes;

+ durante a secagem, para a obtencao de uma granulometria homogénea dos pés;

+ depois da secagem, para a dispersao dos p6s em dgua ou solvente.

A utilizacio de maltodextrinas com diferentes DEs no microencapsulamento
de pigmentos naturais tem sido amplamente estudada, e, em sua maioria, os pesqui-
sadores obtiveram resultados promissores que indicaram a estabilidade do pigmento
(BAKOWSKA-BARCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2011; FERNANDES; BORGES;
BOTREL, 2014; FERRARI; RIBEIRO; AGUIRRE, 2012; SILVA et al., 2013; JAYA;
DAS, 2004; SAENZ et al., 2009; TONON; BRABET; HUBINGER, 2010).

3.2. Goma-ardbica

A goma-arabica é uma resina natural extraida das espécies Acacia senegal e Acacia
seyal, da regiao subsaariana, que a liberam quando sujeitas a condi¢cdes de seca ou
quando feridas. Para estimular a liberacio de uma maior quantidade de goma, os
produtores fazem cortes na casca dessas drvores ou retiram partes dela, deixando
uma 4area exposta.

Essa goma é uma mistura complexa e ramificada constituida de duas fracdes:
a primeira, composta de cadeias de polissacarideos (unidades de galactose, arabi-
nose, ramnoses, alguns dcidos derivados, como os glucurénicos), corresponde a
cerca de 70 % da molécula; e a segunda, com alto peso molecular, tem miltiplas
proteinas como parte integral de sua estrutura, que sao as responsaveis pela pro-
priedade emulsificante da goma. Trata-se de um material praticamente inodoro,
insipido, hidrossoluvel, pouco 4cido e atéxico (BICUDO, 2014; FERNANDES;
BORGES; BOTREL, 2014; LANDIM, 2008; TONON, 2009).

A goma-arabica é considerada um dos melhores materiais de parede para a
microencapsulacio por spray dryer (BERNSTEIN; ZAPATA NORENA, 2015), devido
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principalmente a suas propriedades emulsificantes e sua alta solubilidade em 4gua,
além da capacidade de aumentar a viscosidade, formar géis e acrescentar caracteris-
ticas de textura e sensa¢io bucal aos substitutos de gorduras.

No entanto, alguns problemas estio associados com a sua utilizagdo, como o
elevado custo, o fornecimento limitado e as variacdes na capacidade emulsificante
(teor de proteinas) nos diferentes lotes. Por isso, a procura de substitutos completos
ou parciais de goma-arabica tem sido incentivada (BICUDO, 2014; FERNANDES;
BORGES; BOTREL, 2014).

3.3. Inulina

A inulina é um polissacarideo solivel em 4gua e pertence a um grupo de carboidra-
tos nio digeriveis, chamado frutanos. E composta de unidades de B-D-frutofurano-
sil unidas por ligacdes (2—1) (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Esta
amplamente disponivel em cerca de 36 mil espécies de plantas, como alcachofra-de-
-jerusalém, tubérculos, dilia, batata yacon, aspargos, alho-pord, com destaque para
a raiz de chicéria, principal fonte de extracio (SHOAIB et al., 2016).

E encontrada na forma de po branco, inodoro, de sabor neutro e com alta
pureza, tornando possiveis diversas aplicacdes sem alteracao significativa das carac-
teristicas de sabor e odor dos alimentos e com aumento da concentracido de fibras
no produto. Possui alegacido de propriedade funcional ou de satide por estimular o
crescimento de bactérias benéficas presentes no célon. E muito utilizada como pre-
bidtico em alimentos, como substituto de macronutrientes, como gordura, e modifi-
cador da textura, promovendo o aumento da viscosidade do produto (LEITE, 2015;
SAITO, 2014; SHOAIB et al., 2016).

Atualmente, a inulina vem sendo estudada como agente encapsulante como
forma de substituicio de materiais convencionais, como gomas e maltodextrina. Pes-
quisadores indicam que seu uso combinado pode ser um material potencial para campos
industriais, devido as caracteristicas desejaveis obtidas, como o aumento da molha-
bilidade dos pés. Além disso, a utilizacao da inulina atende a uma crescente demanda
do mercado por alimentos com beneficios adicionais para a saide (BERNSTEIN;
ZAPATA NORENA, 2015; BAKOWSKA-BARCZAK; KOLODZIEJCZYK, 2011;
FERNANDES; BORGES; BOTREL, 2014; SAENZ et al., 2009; ZABOT et al., 2016).
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3.4. Gelatina

A gelatina é uma proteina hidrossolivel de origem animal, obtida por hidrélise a
quente em meio 4cido (Tipo A) ou alcalino (Tipo B) do coldgeno encontrado nos
tecidos conectivos. As principais fontes de matéria-prima sio pele e ossos de bovi-
nos, suinos e peixes. Comercialmente, o produto é encontrado na forma de p6 ou
granulos, incolores ou levemente amarelados, com odor caracteristico e sabor pouco
pronunciado (ARAUJO, 2015; BICUDO, 2014).

Quimicamente, a gelatina é um polimero de alto peso molecular, cujas unida-
des basicas siao aminoacidos conectados entre si por ligacdes peptidicas. As cadeias
moleculares flexiveis entre as ligacdes cruzadas sio longas, o que torna o gel muito
extensivel e permite a producio de solu¢des aquosas altamente viscosas (DAMO-
DARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A gelatina existe como uma molécula enovelada em altas temperaturas, e a for-
macio do gel ocorre com o resfriamento, devido 3 mudanca de conformacio (de eno-
velada para hélice). Esse gel é termorresistente, o que permite sua ampla utilizacio
na inddstria de alimentos, interessada nas propriedades multifuncionais da gelatina,
como estabilizacdo, emulsificacdo, aeracdo e controle da textura em formulacdes ali-
menticias (ARAUJO, 2015; BRASILEIRO, 2011; CALEFFI, 2014).

Bicudo (2014) observou a alta eficiéncia de microencapsulamento (spray dryer)
de antocianinas utilizando-se gelatina como agente encapsulante. Pela microscopia
eletronica de varredura (MEV), verificou a presenca de fios nas microcdpsulas, o que

pode ser atribuido as caracteristicas de gelificacio desse material.
3.5. Ciclodextrinas

As ciclodextrinas estdo compreendidas na familia dos oligossacarideos ciclicos e sdo
formadas a partir de polimeros de amido soltvel, parcialmente hidrolisados pela acao
da enzima ciclodextrina glicosiltransferase. Compoem-se de seis, sete ou oito unida-
des glicosil, denominadas como a-ciclodextrina, 3-ciclodextrina e y-ciclodextrina,
respectivamente. As trés estruturas sao reconhecidas como seguras para uso em ali-
mentos, porém somente a [3-ciclodextrina é utilizada em maior grau, devido ao seu

baixo custo frente as demais e a sua elevada capacidade de formacio de complexos de
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inclusdo com moléculas apolares, devido ao ambiente hidrofébico presente em sua
cavidade interna. As principais aplicacdes das ciclodextrinas na industria alimenti-
cia baseiam-se na complexacio de constituintes indesejiveis, como mascaramento
de sabores, na estabilizacio da oxidacio lipidica, no aumento da solubilidade de com-
postos aromaticos lipofilicos e na melhora da estabilidade de ingredientes alimen-
ticios, por meio da encapsulacio de volateis e liberacio controlada de sabores, por
exemplo (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Barros e Stringheta (2006) sugerem a utilizacdo de 3-ciclodextrina como agente
encapsulante em meios com baixa acidez, uma vez que em pH 4,0 este material
microencapsulou e protegeu antocianinas de forma eficaz. No entanto, em meio
dcido (pH 2), sua eficiéncia como encapsulante foi reduzida, provavelmente devido
a hidroélise da estrutura da molécula.

As estruturas o, [ e y-ciclodextrinas foram avaliadas no microencapsulamento
de licopeno por inclusio molecular por Matioli e Rodriguez-Amaya (2003). As pes-
quisadoras verificaram que a estrutura a-ciclodextrina foi a Ginica que ndo formou a
capa protetora. Em solucio aquosa, as moléculas de 4gua do interior do anel das ciclo-
dextrinas sdo facilmente substituidas por moléculas apolares (licopeno), formando
estruturas energicamente mais estaveis. Nesse astudo, a y-ciclodextrina destacou-se
pelo desempenho na estabilizacdo da oxidacao do pigmento, devido ao fato de o dia-
metro interno da cavidade da molécula ser maior que o das demais, e por apresen-
tar oito unidades glicosil, contra sete e seis das o, 3-ciclodextrinas, respectivamente.
A despeito de sua eficiéncia destacada, o elevado custo da y-ciclodextrina ainda difi-

culta a sua utilizacio pela industria.
Consideracoées finais

A utilizacao de corantes na industria de alimentos é recorrente. Com a substituicao
dos pigmentos sintéticos pelos naturais, o produto pode ser disponibilizado a um
publico maior e mais exigente, uma vez que € significativo o nimero de consumi-
dores alérgicos a aditivos sintéticos.

Os pigmentos naturais estio amplamente distribuidos na natureza em diversas
cores, e 0 seu consumo ¢ incentivado em um contexto de alimentacdao mais saudavel.

A incorporacio desses corantes em alimentos é possibilitada ou facilitada pelo uso de
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diversos métodos de microencapsulacio, capazes de proteger o pigmento de fatores
ambientais ou fisico-quimicos que afetam sua estabilidade. Estudos demonstram resul-
tados promissores no uso dessa tecnologia, que tem se mostrado uma alternativa via-
vel para solucionar dificuldades na incorporacio de corantes naturais em alimentos.

Para fomentar o uso dessa tecnologia, que, por sua vez, possibilita ampliar a
utilizacdo de corantes naturais pela industria, é necessirio um esforco em pesquisa e
aprimoramento das técnicas de microencapsulaciao, de modo a identificar materiais

de parede ideais para aplicacdes comerciais.
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Capitulo 7

Metodos para determinacao
de sulfitos em alimentos

Jussara Moreira Coelho
Raquel Vieira de Carvalho
Paulo Henrique Alves da Silva

Ellen Silva Lago Vanzela
Introducao

O termo sulfito, ou agente sulfitante, é utilizado para denominar genericamente uma
variedade de compostos, tais como didéxido de enxofre, metabissulfito de sédio, meta-
bissulfito de potissio, bissulfito de sddio, bissulfito de potassio e sulfito de sédio. Em
solucio, esses compostos sio capazes de liberar diferentes espécies: SO, molecular,
HSO, ou SO, as quais sao encontradas no meio aquoso em um equilibrio depen-
dente do pH (USSEGLIO-TOMASSET, 2009). O HSO," é a espécie predominante se
o pH do meio estiver variando entre 2 e 7. Em valores de pH menores que 2 e maio-
res que 7, o desvio do equilibrio é direcionado para a formacao de SO, molecular e
SO,?, respectivamente (DIVOL; DU TOIT; DUCKITT, 2012).

Esses compostos sao amplamente usados pela industria alimenticia para evitar
crescimento de microrganismos indesejaveis e reacdes de escurecimento enzimatico
e ndo enzimitico nos produtos (LI; GUO; WANG, 2008). Duas classes de sulfitos

sdo encontradas em alimentos: livre e ligado. O sulfito livre é a por¢do que nao esta
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ligada a qualquer componente do alimento. O ligado é aquela porc¢do que reagiu com
alguns componentes dos alimentos, como aldeidos, cetonas, agucares, taninos, pro-
teinas, antocianinas e quinonas (ABERL; COELHAN, 2013; JACKOWETZ; MIRA
DE ORDUNA, 2013), e os ions HSO, e SO,? so as espécies de sulfito envolvidas
nessas reacoes. A soma das porcdes livre e ligada define a concentracio total. Con-
tudo, somente o sulfito livre fornece prote¢io contra a oxidag¢io e o crescimento de
microrganismos (MONRO et al., 2012; ABERL; COELHAN, 2013).

Apesar dessa eficicia dos sulfitos, inimeros efeitos adversos a saide humana
tém sido relacionados a sua ingestao, como crises asmaticas em individuos sensiveis
(VALLY; KLERK; THOMPSON, 2000), urticiria (GUPTA, 2013), ndusea (FAVERO;
RIBEIRO; AQUINO, 2011), irritacdo géstrica (FAVERO; RIBEIRO; AQUINO, 2011)
e diarreia (VALLY; MISSO; MADAN, 2009). Por isso, esses compostos ndo podem
ser utilizados indiscriminadamente e é necessario controlar a concentracao utilizada
nos alimentos. O Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives (Jecfa)
propde como ingestao didria aceitivel de sulfito a quantidade de 0,7 mg.kg™' de peso
corpéreo do individuo (MACHADO; TOLEDO, 2006) e a FDA recomenda que avi-
sos de alerta nos rétulos dos produtos deveriam ser adicionados a fim de informar ao
consumidor a presenca de mais que 10 mg.Kg™ ou 10 mg.L"' de sulfito nos alimen-
tos (PUNDIR; RAWAL, 2013).

Virios métodos estao disponiveis para analise de sulfito livre e total em ali-
mentos e bebidas. Eles utilizam uma ou mais técnicas analiticas, entre as quais
se destacam as volumétricas (BUECHSENSTEIN; OUGH, 1978), as enzimaticas
(DINCKAYA et al., 2007), as colorimétricas (LI; ZHAO, 2006), as espectroscpi-
cas (HENNINGSEN, 2003), as eletroquimicas (KARUBE; NOMURA; ARIKAWA,
1995), as cromatogréficas (ZHONG et al., 2012), as fluorométricas (AXELROD;
BONELLI; LODGE JR., 1970) e a analise de injecio em fluxo (RUIZ-CAPILLAS;
JIMENEZ-COLMENERO, 2009). Alguns métodos serio descritos e discutidos em

mais detalhes na sequéncia.
1. Métodos volumeétricos

Dos métodos volumétricos, os mais comumente utilizados para determinacao de sul-

fito livre e total em alimentos sdo os de Ripper e de Monier-Williams.
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Na determinacio do sulfito livre pelo método de Ripper, a amostra de alimento
ou bebida é titulada diretamente com iodo, apés adicao de H,SO, as amostras, usan-
do-se como indicador uma solucio de amido 1 % (m/v). O sulfito livre é oxidado a
sulfato, e o iodo é reduzido a iodato. Na determinacdo do sulfito total, submete-se
a amostra a uma hidrolise alcalina antes de se realizar a adicdo de acido sulftrico, a
qual é seguida por titulacio da amostra com iodo (POPOLIM, 2009). O método de
Ripper apresenta algumas limitacdes, como: dificuldade na interpretacao do ponto
final da titulacio em amostras coloridas (por exemplo, no vinho tinto); rea¢io do
iodo titulante com alguns compostos ndo sulfito (como os taninos); superestimagio
do valor de sulfito livre pela hidroélise de sulfito ligado (BUECHSENSTEIN; OUGH,
1978; MACHADO; TOLEDO, 2006).

Por sua vez, o método de Monier-Williams tem mais de sessenta anos de uso
em muitas matrizes e uma enorme base de dados, o que o torna referéncia para com-
parac¢do com outros métodos (FAZIO; WARNER, 1990). E um dos métodos oficiais
da Association of Official Analytical Chemists (Aoac) para andlise de sulfitos em ali-
mentos e bebidas. Nessa técnica, o alimento é dissolvido em dcido hidrocloridrico 4 N
para que as espécies de sulfito presentes sejam convertidas em SO, molecular. Nitro-
génio ¢ injetado nessa solucao, por uma hora e 45 minutos, para que o SO, molecu-
lar seja conduzido por meio de um condensador a uma solucao de dgua oxigenada 3
% (m/v) contendo indicador 4cido-base (BUECHSENSTEIN; OUGH, 1978). A espé-
cie SO, molecular ¢ oxidada a 4cido sulftirico, o qual serd quantificado por titulacao
com hidroéxido de sédio. A aplicacio desse método nio é recomendada em vegetais
das familias Brassica e Allium, pois estes possuem dissulfetos como componentes do
aroma, que podem interferir nas analises (MACHADO; TOLEDO, 2006).

Tém sido encontradas na literatura algumas modificacdes do método de Monier-
-Williams em relacdo as condicoes de destilacio ou ao sistema de medida do SO, mole-
cular. Um exemplo é o método da aeracio-oxidacio, muito utilizado na analise de
vinhos. Na determinacio de sulfito livre pelo método da aeracio-oxidacio, acido fos-
forico 25 % (v/v) é adicionado 2 amostra de alimento ou bebida que estd sendo anali-
sada. O ar limpo é aspirado dessa amostra acidificada, em uma vazio de 1.000 a 1.500
ml.min' durante quinze minutos. O SO2 molecular é arrastado para um frasco con-
tendo 4gua oxigenada 0,3 % (m/v) e um indicador 4cido-base. A reacio entre sulfito

e dgua oxigenada serd evidenciada pela mudanca de cor da solucdo. O é4cido sulftrico
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formado é titulado com NaOH. Em relacdo a determinacio de sulfito total, o proce-
dimento deve ser realizado de forma similar, acompanhado de suave aquecimento
do recipiente que contém a amostra acidificada (BUECHSENSTEIN; OUGH, 1978).

Todavia, o método da aeracio-oxidacdo tem varios inconvenientes, como ele-
vado tempo de reacdo (quinze minutos), gasto de grande volume de amostra (20 ml ou
20 g) e interferéncia de 4cidos voléteis. Além disso, 20 medir o sulfito livre, o método
falha e mede uma parte de sulfito ligado reversivelmente (FAZIO; WARNER, 1990;
MONRO et al., 2012). Métodos de determinacio de sulfito livre que requerem acidi-
ficacao da amostra superestimam os resultados, uma vez que parte do sulfito ligado
pode se dissociar. Além disso, a medida que o sulfito livre é removido da solucio
por volatilizacio, o sulfito ligado se dissocia continuamente (BURROUGHS, 1975).

Pegram, Kwasniewski e Sacks (2013) simplificaram o método da aera¢io-oxi-
dacdo para determinacio de SO, livre em vinhos, usando tubos colorimétricos para
deteccio gasosa. Inicialmente desenvolvidos para a industria de mineracio, esses
tubos sio feitos de vidro e contém em seu interior um reagente sensivel a cor que
escurece proporcionalmente a exposi¢io de um analito gasoso. O funcionamento do
método desenvolvido se baseia na mistura da amostra de vinho com 4cido fosférico
25 % (v/v) para conversio das espécies livres de SO, em SO, molecular. A adicao
de um comprimido de antidcido, da marca Alka-Seltzer, a amostra acidificada libera
bolhas de CO, que conduzem o SO, molecular do vinho para o tubo de detec¢ao,
onde ele provoca uma mudanca de cor proporcional a sua concentracao. Os resulta-
dos encontrados pelos autores foram similares aqueles encontrados pelo método da
aera¢do-oxidac¢do para andlise de sulfito livre em vinhos. A correlacio (r) dos resul-

tados obtidos entre os dois métodos foi de aproximadamente 0,998.
2. Método enzimatico

A enzima sulfito oxidase tem sido usada para desenvolver metodologias de andlise
de sulfitos em alimentos. Ela pode estar presente em um kit comercial de anélise ou
pode ser utilizada imobilizada em um eletrodo (LUCK; JAGER, 1997). No kit dispo-
nivel comercialmente, o teste é realizado em aproximadamente 45 minutos e segue
os esquemas de reacdo 1 e 2 representados a seguir. A andlise se baseia na oxida-

¢do enzimdtica do sulfito, em meio bésico, com consequente formacdo de sulfato e
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peréxido de hidrogénio (H,0,). Este, por sua vez, reage com NADH na presenca de
NADH-peroxidase. A diminuicio da concentracio de NADH é monitorada por medi-
das de absorbancia no comprimento de onda de 340 nm (FAZIO; WARNER, 1990).

Sulfito oxidase
>

SO, +0,+H,0 SO, + H,0, (1)

NADH-peroxidase
_

H,0, + NADH + H* 2H,0 + NAD* (2)

Apesar das duvidas sobre a confiabilidade do principio descrito acima, Beutler
(1984) utilizou 0 método em solu¢des-padrio (30 a 300 mg SOZ.L'I), com oito repeti-
¢oes, e alcancou uma boa precisio nas medidas, uma vez que os coeficientes de variagio
(CV) encontrados foram baixos (0,66 a 5,71 %). A exatiddo das medidas enzimdticas,
nas solucdes aquosas de sulfito, foi confirmada por comparagido com o método de
Ripper (BUECHSENSTEIN; OUGH, 1978). O coeficiente de correlacio (r) entre os
dois métodos foi de 0,995. O método foi também aplicado, para determinacio de SO,
total, em algumas amostras de alimentos, como vinhos, cerveja, sucos, pimenta, con-
servas, e boas taxas de recuperacdo foram obtidas (90 a 100 %). Apesar da alta sele-
tividade do método, visto que ele nio sofre interferéncias de compostos contendo
enxofre, actcares, dcidos organicos e dlcoois, alguns problemas podem ser encontra-
dos, como elevado tempo de anélise e interferéncia de compostos coextraidos dos ali-
mentos (na etapa de separacio do SOZ) nas medidas de absorvancia (BEUTLER, 1984).

Outro método que também utiliza a enzima sulfito oxidase sdo os biossensores
de sulfito, que, mesclando técnicas eletroquimicas e enzimiticas, consistem na imobi-
lizacao da enzima em uma membrana colocada ao redor da parte sensivel de um ele-
trodo combinado (KARUBE; NOMURA; ARIKAWA, 1995). Atualmente, existem
doze classes de biossensores de sulfito e as diferencas entre elas se baseiam nos princi-
pios de operacdo dos biossensores. Em uma dessas classes, encontram-se os biossenso-
res baseados nas medidas de oxigénio dissolvido em soluc¢do. O principio de operacao

consiste em entrada do oxigénio através da membrana, reducio pela acio da enzima
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e geracdo de uma corrente mensuravel. A diferenca entre esses valores medidos, na
auséncia e presenca de sulfito, possibilita a determinacio da concentracio desse com-
posto na amostra que estd sendo analisada. Tais biossensores possuem como condi-
¢Oes 6timas de funcionamento: pH entre 7 e 8, temperatura entre 25 e 40 °C, limite de
deteccdo entre 0 e 200 pm e sdo estdveis por um periodo de dez a quinze dias (PUN-
DIR; RAWAL, 2013). Os biossensores de sulfito tém como vantagens a alta especifi-
cidade da enzima pelo substrato, o curto tempo de resposta apds realizacao de um facil
procedimento e a nao utilizacao de solventes organicos, o que os torna mais deseja-
veis, do ponto de vista ambiental, que os métodos convencionais. Uma desvantagem
é a interferéncia do oxigénio atmosférico, que faz com que esses biossensores sejam
menos sensiveis (KARUBE; NOMURA; ARIKAWA, 1995; PUNDIR; RAWAL, 2013).

Esse método foi empregado por Dingkaya e colaboradores (2007) para deter-
minacdo de sulfito em amostras de alimentos, usando um eletrodo de carbono vitreo
revestido com filme de mercurio. No referido trabalho, os autores investigaram
alguns parametros, como concentrac¢io da enzima, quantidade de gelatina e porcen-
tagem de glutaraldeido. Esses dois tltimos compostos foram utilizados no processo
de imobilizagio da enzima no eletrodo. Os pesquisadores observaram que tampao
fosfato 0,05 M em pH 7 e temperatura de 40 °C forneceram as melhores condicoes
para que a rea¢ao ocorresse. O método apresentou boa linearidade quando empregado
em solucdes-padrio de sulfito, preparadas em tampao fosfato, na faixa de concentra-
cdo de 2x10* a 2,8x10” mol.L". O método foi empregado em amostras de biscoitos,
sopas prontas e vinagre. A preparacio das amostras sélidas para anélise foi feita em
tampdo fosfato, com pH ajustado para a faixa alcalina, para que sulfitos livre e ligado
pudessem ser extraidos. A mistura foi agitada em alta velocidade por um minuto e
centrifugada por quinze minutos, e o sobrenadante resultante foi usado para as ana-
lises. As amostras liquidas foram somente diluidas em tampzo antes da anélise. Apds
a imersio do eletrodo nas amostras para coleta dos dados, os resultados se mostra-

ram préximos aos obtidos com método enzimdtico de referéncia (AOAC, 1995).
3. Métodos colorimétricos

Métodos colorimétricos com uso de pararosanilina tém sido desenvolvidos para deter-

minac3o de sulfito livre em alimentos. Alguns deles utilizam tetracloromercurato na
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etapa inicial, para reacdo com o sulfito, seguindo o esquema de reacio 3 represen-

tado a seguir.
HgClL* + SO, + H,O » HgCL SO * + 2CI' + 2H* (3)

Essa reacgio oferece maior estabilidade oxidativa ao sulfito apés a formacio
do complexo diclorosulfitomercurato. O complexo formado reagird, depois, com
o excesso de formaldeido para formar o acido hidroximetanosulfonico, conforme

representado no esquema de reacao 4:
HgCLSO,” + HCHO + 2H* - HO.CH,.SO,H + HgCl, (4)

O 4cido hidroximetanosulfoénico reage com a solucdo de pararosanilina 4cida
(incolor) para formar um composto colorido, que tem sua absorvancia medida espec-
trofotometricamente no comprimento de onda de 560 nm, que é proporcional a con-
centracio de sulfito na amostra (HASWELL, 1991).

A pararosanilina forma uma solugdo résea brilhante quando dissolvida em dgua.
Apds acidificacao com 4cido hidrocloridrico, a solucdo é branqueada devido a uma
conjugacdo diminuida e resulta em uma solucao palida. A adicao do formaldeido, por
sua vez, faz resultar uma solucio roxa palida, que reage extremamente com sulfitos
para formar o composto colorido (MONRO et al., 2012).

Um método utilizando pararosanilina-formaldeido foi proposto por Li e Zhao
(2006), com algumas modifica¢des, para determinacio de sulfito livre em alguns ali-
mentos. As amostras de alimentos foram pesadas (s6lidas) ou pipetadas (liquidas) e
transferidas para um triturador, com adicio de 30 ml de dgua deionizada. A mistura
foi agitada, submetida ao ultrassom por quinze minutos e, entio, filtrada em mem-
brana de 0,45 um, e o resultante filtrado foi diluido em dgua. Uma aliquota de 1 ml
desse filtrado foi transferida para um tubo contendo 1 ml da mistura pararosanili-
na-formaldeido. Apds dez minutos de reacao a temperatura ambiente, a absorvancia
da amostra foi medida em um comprimento de onda de 575 nm. A concentracao de
sulfito em amostras de améndoas, cogumelos, actcar granulado e cerveja foi deter-
minada pelo método proposto e comparada com um método volumétrico padrao

(Ripper). Os resultados do método proposto estavam em acordo com os do método
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de Ripper para as amostras de améndoas, cogumelo e acticar granulado. Para a amos-
tra de cerveja, os valores de sulfito encontrados pelo método proposto corresponde-
ram a aproximadamente 60 % dos valores encontrados por Ripper.

Técnicas colorimétricas também podem ser associadas com outras técnicas
para desenvolver métodos de anilise de sulfito. Os sistemas microfluidicos integra-
dos podem ser citados como exemplo de um método que une as técnicas colorimé-
tricas a outros tipos de técnicas. Esses sistemas desempenham ampla variedade de
tarefas em um unico chip. Miniaturizam e integram varios processos, tais como inje-
¢do de amostras e reagentes, mistura, reacio colorimétrica e detec¢io. Eles tém como
vantagens: resposta em menor tempo, baixo consumo de reagentes, baixo custo e
melhor portabilidade (DITTRICH; MANZ, 2006).

Fu e colaboradores (2014), por exemplo, desenvolveram um método utilizando
uma mistura de vermelho de metila e azul de metileno, em um sistema microflui-
dico integrado, para determinacio de sulfito livre. Os pesquisadores utilizaram um
chip microfluidico e um fotdmetro LED para anélise de amostras-padrio de sulfito e
amostras de vegetais. Estas foram submetidas a um processo de destilacio para separa-
¢do do SO,, e o destilado foi injetado no sistema integrado. Dentro do sistema, o sul-
fito se mistura ao corante e, ap0s a reacao colorimétrica, o chip é iluminado com luz
LED. A concentracio de sulfito nas amostras de vegetais é determinada por compa-
racao com solucdes padrao. O sistema de detecco se baseia na voltagem de saida do
fotodiodo do fotometro LED. Os resultados da pesquisa demonstraram que os des-
vios entre o método proposto e um método tradicional em macroescala, utilizando

os corantes vermelho de metila e azul de metileno, nao sio maiores que 9 %.
4. Métodos cromatograficos

Muitos estudos tém sido desenvolvidos com o uso de cromatografia para determi-
nacio de sulfitos em alimentos e bebidas (HAMANO et al., 1979; MCFEETERS;
BARISH, 2003; ZHONG et al., 2012; ABERL; COELHAN, 2013).

Para determinacio de sulfito livre e total em alimentos por cromatografia
gasosa, uma etapa de extracao desses compostos deve ser realizada. Para a extra-
cio de sulfito livre, 4cido tartérico (0,1 M) pode ser escolhido como extrator. Para

a extracio de sulfito total (livre + combinado), uma solucio extratora composta
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por hidréxido de sddio, tartarato de sédio e potdssio e sulfato ferroso pode ser uti-
lizada (PUNDIR; RAWAL, 2013).

Hamano e colaboradores (1979) avaliaram amostras de damasco e abacaxis
secos e de vinhos tintos e brancos quanto a concentracio de sulfito livre e total. Para
isso, 5 ml de 4cido fosférico 50 % (v/v) foram colocados em tubos de headspace com
1 ml da solugio extratora contendo sulfito livre ou sulfito total. O tubo foi agitado
ocasionalmente e mantido em um banho termostaticamente controlado, por dez
minutos. Aliquotas de 1 ml do gas do headspace foram retiradas com uma seringa
gas-tight e injetadas no cromatégrafo gasoso com detector fotométrico de chama.
As concentracdes das amostras foram determinadas por meio de uma curva de cali-
bra¢io, que apresentou boa linearidade. As porcentagens de recuperacio variaram
de 92,5 a 104 % para sulfito livre e de 93,5 a 98 % para sulfito total.

Aberl e Coelhan (2013) desenvolveram um método sensivel e alternativo
para determinacio de SO, total em vinhos e compararam os resultados com aque-
les obtidos pelo método de Monier-Williams. O método proposto baseou-se na
injecdo automatica do headspace das amostras e anélise por cromatografia gasosa
utilizando um detector de captura de elétrons (ECD). As amostras foram tratadas
com 2,4-dinitrofenilhidrazina para liberacao do sulfito ligado e acidificadas com
4cido fosférico 85 % v/v para conversio de todas as espécies de sulfito presentes
em SO, molecular. Ap6s o aquecimento da amostra, o SO, molecular presente no
headspace foi injetado automaticamente no aparelho, com as seguintes configura-
cdes: temperatura da coluna a 110 °C, por doze minutos, temperatura do detector
a 160 °C, hélio como gas carreador e coluna capilar 60 m x 0,32 mm x 0,5 um. As
concentracdes das amostras foram determinadas por meio de uma curva de cali-
bracio padrio. O método proposto apresentou uma boa linearidade na faixa de
5-200 mg.L!, que cobre a faixa de concentracdo da maioria dos vinhos. Os resul-
tados obtidos apresentaram boa repetibilidade e ficaram bem préximos aos resul-
tados obtidos pelo método referéncia (r = 0,9985).

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (Clae) também tem sido usada para
analise de sulfitos em alimentos. Os métodos de analise de sulfito por Clae tém mais
sensibilidade, reprodutibilidade e precisao, mas consomem muito tempo na realiza-
¢do e requerem pessoal qualificado para a execucao (COLLINS; BRAGA; BONATO,
2006; PUNDIR; RAWAL, 2013).
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McFeeters e Barish (2003) desenvolveram um método para anélise quantita-
tiva de SO, livre e total, em frutas e vegetais, usando Clae com deteccao UV, cuja fase
mével era uma solucio de dcido sulfurico diluido. Na etapa de preparo das amostras
para determinacio do sulfito livre, os alimentos triturados foram usados na elabora-
¢3o de suspensdes, e estas foram centrifugadas a 15.000 g por cinco minutos. Depois
de centrifugadas, as amostras foram transferidas para vials e diluidas com dgua. Para
analise de sulfito total, as amostras trituradas foram tratadas com NaOH por quinze
minutos para liberar o sulfito ligado, sendo em seguida centrifugadas por cinco minu-
tos e transferidas para vials, nos quais foram realizadas as dilui¢des necessarias. Ali-
quotas de 20 ul foram injetadas automaticamente na coluna, cuja temperatura foi
estabilizada a 60 °C. As absorviancias dos compostos, apds separacio na coluna, foram
medidas em comprimento de onda de 210 e 276 nm, e as concentracdes de sulfito
livre e total foram determinadas por meio de uma curva de calibracio. A pesquisa
mostrou que ambos os sulfitos, livre e ligado, podem ser medidos quantitativamente
em vegetais acidificados, puré de batata instantdneo e macas secas usando-se HPLC
com detector UV. O método apresentou boa precisdo (coeficiente de variagio de 1
26,5 %) e baixo limite de deteccio (aproximadamente 2 mg.L'). Se comparada com
o método de Monier-Williams, a técnica proposta por McFeeters e Barish reque-

reu muito menos trabalho.
5. Método da analise de injecao em fluxo

A anilise de injecdo em fluxo (FIA) oferece uma resposta analitica répida e é muito
versitil e de baixo custo, o que é desejivel para a determinacio rotineira de sulfito
livre e sulfito total em grande nimero de amostras.

Nesse método, amostras liquidas, como sucos de frutas e vinhos, sdo direta-
mente injetadas no sistema FIA (ARAUJO et al., 2005). Em amostras s6lidas, proce-
dimentos de extracdo com tetracloromercurato (TCM) sdo aplicados antes da injecio
da amostra (AOAC, 2000). O TCM ajuda a liberar sulfitos de amostras s6lidas e esta-
biliza-los, formando um complexo sulfito-merctrio que fornece excelentes recupe-
racoes. Além disso, para andlise de sulfito total, NaOH ou KOH devem ser utilizados
com o TCM para liberagio do sulfito combinado (RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-
-COLMENERO, 2009).
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Apbs a extracdo, a amostra contendo sulfitos é injetada no sistema FIA, e a deter-
minacdo do sulfito consiste num sistema baseado na difusio gasosa. Ap6s a injecio, a
amostra é misturada a uma solucao fortemente acida (HZSO ,0u HCI) para liberar SO2
gasoso através de uma membrana. Esse gis se dissolve em outra solucio contendo um
indicador 4cido-base. A escolha dessa solucio aceptora depende do sistema de detec-
¢do empregado. Espectrofotometria, voltametria, quimioluminescéncia e potenciome-
tria tém sido usadas como métodos de deteccio, mas a detec¢do espectrofotométrica é
a preferida por estar mais disponivel em laboratérios de andlises de rotina. Para esse
tipo de deteccdo, o aceptor frequentemente utilizado é uma solucio de verde mala-
quita. O grau de descoloraciao do verde malaquita é proporcional a concentracio de
sulfito na soluc@o teste, medida espectrofotometricamente a 615 nm (ARAUJO etal.,
1998; ARAUJO et al., 2005; RUIZ-CAPILLAS; JIMENEZ-COLMENERO, 2009).

Martins e colaboradores (2011) descreveram um novo sistema FIA para ana-
lise de sulfito livre em alimentos industrializados, usando difusio gasosa através de
filme de politetrafluoretileno e um detector amperométrico baseado em eletrodo de
carbono vitreo. Para a solucio 4cida, o sistema utilizou H,SO,; para a solucio acep-
tora, KNO, em tampio fosfato. O sistema foi testado em solucdes-padrao antes do
teste e em amostras de suco de caju, suco de uva, suco de laranja e dgua de coco. O
método mostrou resposta linear entre 0,64 e 6,4 ppm de sulfito, limite de deteccao
de 0,043 ppm e frequéncia analitica de 85 anilises por hora. Foi também concluido
que o método é robusto, usa pequenas quantidades de amostra (75 pl) e é seletivo
para andlise de sulfito livre em alimentos. Os resultados obtidos pelo método FIA e

pelo método de Monier-Williams foram similares.
6. Método HS-GDT

O método HS-GDT (headspace gas detection tube) foi desenvolvido por Coelho, Howe
e Sacks (2015) para determinacio de SO, livre em vinhos. O método realiza medi-
das de SO, molecular no headspace com tubos colorimétricos para deteccio gasosa.
A anélise do headspace possibilita a determinacao da concentracao de SO, molecular
e de sulfito livre no vinho, sem exigir pré-tratamento (acidifica¢io).

O aparato para execucio do método foi montado conforme se vé na Figura 1:

uma seringa pléstica de 60 ml conectada a um pequeno tubo de silicone por intermédio
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de uma vélvula. O tubo de silicone é usado para conectar o tubo colorimétrico Gastec
5Lb. O principio de funcionamento do tubo Gastec se baseia na reacao do SO, com

BaCl, para formar HCI, cuja evolucio é detectada por um indicador sensivel ao pH.

Figura 1 - Aparato utilizado para execucdo do método HS-GDT

Fonte: Arquivo pessoal.

Para a andlise, 10 ml de amostra de vinho sao adicionados a seringa plastica e
deixados por cinco minutos em temperatura ambiente, para permitir o equilibrio
entre o SO, molecular do headspace e 0 SO, molecular da amostra. Apés o equili-
brio, a vilvula é aberta e o émbolo da seringa é pressionado para expulsar o gés do
headspace em direcao ao tubo colorimétrico. O tubo é descolorido e a concentracao
de SO, em 50 ml de headspace é dada pelas marcacdes em ppm no tubo colorimé-
trico. Uma vez determinada a concentracao de SO, molecular no headspace, é pos-
sivel determind-la também na amostra de vinho.

A relacao entre a concentracao de SO, molecular em solucio e no headspace é
expressa pela lei de Henry: VP =K [SO,] , em que VP é a pressio de vapor do SO,
em atm, KH é a constante de Henry e [SOZ]H1 é a concentracao de SO2 molecular no

vinho expressa em mol.L' (BOULTON et al., 1999). A pressdo de vapor depende da
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concentracao de SO, no headspace. Se a concentracao de SO, no headspace é igual a 6 ppm,
VP serd igual a 6 x 10 atm. A constante de Henry para o SO, é 0,38 atm.M™ a 21 °C.
Ap6s a determinacao do SO, molecular na amostra, a equacio de Henderson-
-Hasselbach (eq. 1) é usada para determinar a concentracio de sulfito livre a partir do
SO, molecular, do pH do vinho e do valor de pKa da reacdo de dissociacio do 4cido
sulfuroso (H,SO,) ao ion bissulfito (HSO,") (DIVOL; DU TOIT; DUCKITT, 2012).

[SOZfree]

1+10 PH#Ky

(eq. 1)

[SO2 molecular] =

Consideracées finais

Existem varios métodos que podem ser utilizados na determinacio de sulfitos em ali-
mentos. Entretanto, os mais tradicionais sio os volumétricos, devido ao baixo tempo
de resposta, baixo custo e praticidade. No entanto, na determinacio de sulfito livre,
esses métodos falham, pois sao frequentemente comprometidos pela acidificacio. Prin-
cipalmente no caso de vinhos tintos, que contém alto teor de antocianinas capazes de
se ligar aos sulfitos, o processo de acidificaciao gera resultados que nao refletem uma
situacdo real. Além da acidificacio, os processos de volatilizacdo e de titulacio também
provocam a dissociacio de sulfito ligado a fim de se restaurar o equilibrio, uma vez
que o sulfito livre é removido da solucio. Portanto, os métodos de Ripper e de aera-
cdo-oxidacdo geram resultados duvidosos, pois falham em sensibilidade e precisio.

A espécie molecular de sulfito (SO,) é especialmente importante para a acio
antimicrobiana, pois é capaz de atravessar a membrana celular dos microrganismos,
dissociar-se e interferir nas func¢des vitais da célula. Nao sio apresentados métodos,
na literatura, para uma medicao direta do SO, molecular. Dessa forma, a concen-
tracio desse composto tem sido estimada a partir da concentrag¢io de sulfito livre
(SO2 +HSO, + SOa'Z), utilizando-se a equa¢io de Henderson-Hasselbach.

Métodos que medem sulfito livre, em amostras de alimentos e bebidas, usando
medidas no headspace podem ser uma boa alternativa, ja que as amostras nao reque-
rem pré-tratamento e, assim, nao hd uma perturbacio do equilibrio entre sulfito na

forma livre e sulfito na forma ligada.
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Introducio

A carne é um alimento importante e muito presente na dieta humana pelo fato de ser
uma fonte de proteinas de alto valor biolégico, de minerais e de vitaminas do com-
plexo B. Para garantir a qualidade da carne ofertada aos consumidores, os setores que
compdem a cadeia produtiva alimenticia devem estar atentos aos métodos de produ-
¢lo, processamento e conservacio desse alimento (OLIVEIRA, 2012).

Na carne, os lipidios sao os compostos que contribuem para a textura e o sabor
que agradam ao paladar humano, mas eles sao facilmente oxidados. A oxidacao lipi-
dica ocorre naturalmente em alimentos e origina compostos voldteis. Nesse pro-

cesso, diversas alteracdes ocorrem e levam a: perda do valor nutricional, alteracdes
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dos atributos sensoriais, destruicio de componentes essenciais, além de, em alguns
casos, formacdo de compostos toxicos nos alimentos — e todos esses fatores contri-
buem para a rejeicio do produto pelo consumidor (MILANTI et al., 2010; ARAUJO,
2012). No caso da carne, a oxidacdo lipidica ocasiona rancidez e formagcio de subs-
tancias indesejaveis, como cetonas, hidrocarbonetos, dlcoois, aldeidos e dcidos, o que
diminui a qualidade e a vida de prateleira dos produtos cirneos (PEREIRA, 2009).

O uso de substancias antioxidantes contribuiu para aumentar o periodo de
conservacdo dos alimentos. Porém, de acordo com Ramalho e Jorge (2006), dos
diversos compostos antioxidantes sugeridos para inibir a oxidacao de lipidios,
apenas alguns sdo permitidos para uso em produtos de consumo humano. Além
disso, estudos envolvendo a toxicidade de antioxidantes sintéticos usados em ali-
mentos revelaram que alguns tém potencial cancerigeno (PITARO; FIORANI;
JORGE, 2012).

Nesse contexto, o uso de 6leos essenciais ou extratos de plantas que contenham
compostos com atividade antioxidante pode ser uma alternativa para inibir a oxi-
dacdo de lipidios em carnes e produtos cirneos com seguranca, como demonstram
pesquisas realizadas por Juntachote e colaboradores (2006), Mielnik e colaborado-
res (2006), Georgantelis e colaboradores (2007), Naveena e colaboradores (2008),
Ganhio, Morcuende e Estévez (2010), Devatkal, Narsaiah e Borah (2010), Banerjee

e colaboradores (2012), entre outros estudiosos.
1. Oxidacio de lipidios

Os lipidios sdo grupos de compostos quimicamente diversos, soliveis em solventes
organicos e com poucos sitios reativos na molécula. Sio classificados como apola-
res (triglicerideos e colesterol) e polares (fosfolipidios). Aproximadamente 90 % dos
lipidios em alimentos sio encontrados na forma de triglicerideos (ARAUJO, 2012;
GOMIDE; RAMOS, FONTES, 2013). Contribuem, principalmente, para textura,
sabor, valor nutricional e calérico dos alimentos.

Os principais componentes dos lipidios sao os dcidos graxos. Os triglicerideos
possuem cadeias lineares, contendo de catorze a 24 dtomos, predominando 4cidos gra-
xos com dezesseis a dezoito dtomos de carbono. Os fosfolipidios presentes nas mem-

branas dos tecidos animais contém até quinze vezes a quantidade de acidos graxos
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insaturados encontrada nos triglicerideos, e esse maior niumero de insatura¢cdes na
molécula é o que torna tais tecidos muito mais susceptiveis a oxidacio (BREWER,
2011; IGENE et al., 1980).

Os lipidios podem sofrer intimeras reacdes que levam a mudancas em suas
estruturas e comprometem o valor nutricional e os atributos sensoriais (como cor,
odor, aroma, sabor e textura) dos alimentos (SOARES, 2002).

A autoxidacao é uma reacao quimica que demanda baixa energia de ativacao
(4-5 Cal/mol) e é bastante complexa. Inicialmente, hd formacao de radicais livres
pela acio de fontes externas de energia, como calor, luz e radiacio. Rea¢des quimi-
cas que envolvem ions metalicos ou metaloproteinas (como o ferro do grupo heme
da mioglobina) e a formacio do radical peroxil (que é altamente reativo e capaz de
remover dtomos de hidrogénio de outros acidos graxos) formam hidroperéxidos e
também outros radicais livres (ARAUJO, 2012; CASAROTTO, 2013; GORDON,
2001). A reacdo inicia-se com a remocio de um 4dtomo de hidrogénio de um acido
graxo insaturado. Forma-se um radical alquil, termodinamicamente instdvel, na pre-
senca do oxigénio ou na presenca de pigmentos fotossensibilizadores, pela decom-
posicio de hidroperdxidos. A partir do radical alquil forma-se o radical peroxil. A
energia elevada dos radicais peroxil formados permite que eles removam um atomo
de hidrogénio de outra molécula de 4cido graxo insaturado, resultando novamente
na formacio de hidroperdxido e de outros radicais alquil. Radicais alcoxil e hidro-
xil também podem dar continuidade as reacdes. Dessa forma, a reacao de oxidacio
se propaga. Essas reacoes em cadeia cessam quando dois radicais se combinam for-
mando uma espécie ndo radical, ou quando os antioxidantes reagem com os radicais
formados doando dtomos de hidrogénio e formando um composto peréxido-antio-
xidante estivel (BREWER, 2011).

O hidropero6xido é o produto primdrio da oxidacio lipidica, instavel, livre
de odor e nio volitil e pode se decompor gerando compostos secundarios da oxi-
dacdo, como aldeidos, cetonas e dlcoois, relacionados ao aparecimento do odor de
ranco nos alimentos (CASAROTTO, 2013; BREWER, 2011). A oxidacio lipidica
na carne, portanto, resulta na descolora¢io, no gotejamento, no desenvolvimento de
off-flavours e na producio de compostos potencialmente toxicos (GRAY; GOMAA;
BUCKLEY, 1996; MORRISSEY et al., 1998). A partir do hidroperé6xido gerado, for-

mam-se produtos secundarios, como o malondialdeido e os hexanos, os quais podem
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ser quantificados e utilizados como indicadores de reacdes de oxidacio em carnes e
produtos cirneos (GANHAO; MORCUENDE; ESTEVEZ, 2010).

A reacio de oxidacdo no tecido animal é acelerada pela presenca da hemo-
globina e mioglobina, devido ao grupo heme. Durante a reacio catalisada pelo
grupo heme, o complexo protoporfirina-Fe** é oxidado pelo oxigénio, gerando

+4+

o complexo protoporfirina -Fe*** e o ion superéxido. Forma-se, entdo, o oxeno
(P-Fe=0), que é a forma ativa da oxidacio catalisada pelo grupo hemina (Fe***),
iniciando-se a oxidacdo dos lipidios. O grupo heme atua, portanto, como um
agente oxidante (ARAUJO, 2012).

A oxidacio de lipidios na carne pode se iniciar no periodo pré-abate, em
consequéncia das alteracdes no metabolismo do animal decorrentes do estresse.
Algumas horas apéds o abate, devido, em parte, a perda da circulacdo sanguinea, a
alteracio da estrutura celular com liberacio de ions metélicos e a fragilidade do sis-
tema antioxidante natural do organismo do animal, as reacoes de oxidac@o lipidica
sdo favorecidas, principalmente dos fosfolipidios altamente insaturados presentes na
membrana intracelular. Durante a manipulacio, processamento, armazenamento e
cozimento da carne, a oxidacdo lipidica se torna ainda mais significativa, em razao
da presenca de ions metdlicos, da exposicao ao oxigénio e a temperatura elevada,
entre outros fatores (MORRISSEY et al., 1998). As carnes, quando processadas,
sdo mais suscetiveis a formacio de radicais livres, pois a tritura¢do, o cozimento e
a adicio de sal (LADIKOS; LOUGOVOIS, 1990) contribuem para a ocorréncia de
reacdes de oxidacido de lipidios.

A oxidacdo lipidica é, assim, um processo complexo, dinamico e, portanto, de
dificil controle. O uso de antioxidantes e algumas praticas dentro da cadeia produ-
tiva sdo importantes para diminuir os efeitos indesejaveis do processo oxidativo e
auxiliar a conservacio e a manutencio da qualidade e da seguranca dos alimentos
(KUFNER, 2010).

2. Aplicacio de antioxidantes naturais em carne e produtos carneos
Umas das alternativas empregadas para controlar as reacoes de oxidacao que causam
efeitos deletérios nos alimentos envolve a adicdo de agentes quimicos apropriados

antioxidantes, sendo as substancias fendlicas os antioxidantes de uso mais comum
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na industria alimenticia (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA, 2010). Quando
presentes em baixas concentracdes em relacio a uma substincia oxidavel, os antio-
xidantes retardam ou inibem de forma eficaz a oxidacio dessa substincia, por meio
da inativacdo de radicais livres, da complexacio de ions metalicos ou da reducio de
hidroperéxidos em produtos incapazes de formar radicais livres (ARAUJO, 2012).
Desse modo, diminuem a descoloracdo, a rancidez e a deterioracao resultantes da
oxidacao lipidica e, com isso, contribuem para preservar e estender a vida ttil dos
alimentos (SHIRAHIGUE, 2008; SANTOS, 2009; OLIVEIRA, 2012).

O uso de aditivos com funcio antioxidante em produtos cirneos é bastante res-
trito. Apenas alguns sio reconhecidos como seguros e permitidos pelo Jecfa (FAO/
WHO). Para serem usados em alimentos, os antioxidantes precisam apresentar cer-
tas caracteristicas, como atender a legislacio em vigor do pais, apresentar eficicia em
baixas concentracdes (0,001-0,01 %), ndo interferir nos atributos sensoriais do pro-
duto, ser de ficil aplicacio, ter compatibilidade com o alimento, ser estivel durante
0 processamento e armazenamento e nao apresentar toxicidade mesmo em doses
maiores do que a permitida (RAMALHO; JORGE, 2006; TONIOLO, 2012).

Os antioxidantes sintéticos contém estrutura fenélica com varios graus de subs-
titutos alquilas, sendo o hidroxitolueno butilato (BHT), o hidroxianisol butilado
(BHA), a butil-hidroquinona tercidria (TBHQ) e o galato de propila (GP) os mais
utilizados em alimentos. No entanto, muitos desses compostos possuem potencial
cancerigeno. A International Agency for Research on Cancer (Iarc) classifica as subs-
tancias de acordo com sua atividade carcinogénica em quatro grupos: 1 — Cancerigeno
para humanos; 2A — Provavelmente cancerigeno para humanos; 2B — Possivelmente
cancerigeno para humanos; 3 — Nio classificavel quanto a sua carcinogenicidade para
seres humanos. De acordo com esses parametros, o BHT é classificado como 3 e o
BHA como 2B (IARC, 2020).

Por sua vez, os antioxidantes naturais, em geral, sio compostos fendlicos,
carotenoides, lactonas, polifendis e quinonas obtidos de fontes naturais, como
frutas, ervas, sementes e outros vegetais, sob a forma de extratos, e representam
uma alternativa ao uso de antioxidantes sintéticos em produtos carneos (ARAU']O,
2012; TONIOLO, 2012; SHAH; DON BOSCO; MIR, 2014). Podem ser potencial-
mente vidveis para adicao, em pé ou na forma liquida, em alimentos processados
(TORRONEN et al., 2012), e contribuir para reducio da oxidacio dos lipidios e,
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consequentemente, para o aumento da vida de prateleira do alimento (SAYAGO-
-AYERDI; BRENES; GON, 2009; KIM; CHO; HAN, 2013).

Os compostos mais estudados provenientes de plantas, frutas e condimentos
quanto 2 sua atividade antioxidante sio os carotenoides e fendlicos, incluindo caro-
tenos, xantofilas, fendis, dcidos fendlicos, flavonoides, taninos, lignanas, entre outros
(SOARES, 2002; CARDOSO et al., 2010). Os carotenoides sao muito empregados como
corantes em diversos alimentos e também podem ser utilizados como antioxidantes
por agirem como quelantes de oxigénio singlete e reagirem com radicais livres, espé-
cies altamente reativas (FONTANA et al., 2000). Por sua vez, os compostos fendlicos
estdo presentes na forma livre ou ligados a acticares (glicosidios) e proteinas, origi-
nando-se do metabolismo secunddrio das plantas. Seu mecanismo de acdo no pro-
cesso oxidativo é semelhante ao dos antioxidantes sintéticos: sequestram radicais livres
e interrompem a fase de propagacio da oxidacdo por meio da doacio de elétrons ou
hidrogénio. Também podem operar como quelantes de metais, atuando tanto na
etapa de iniciacio como de propagacio da oxidacio (PADILHA, 2007; PIRES, 2014).

Na literatura cientifica, sio encontrados diversos trabalhos sobre aplicacio
de compostos com acio antioxidante em produtos cirneos, na forma de extratos e
de residuos em p6 obtidos de fontes naturais, como frutas (NAVEENA et al., 2008;
GANHAO; MORCUENDE; ESTEVEZ, 2010; DEVATKAL; NARSAIAH; BORAH,
2010; RUFINO et al., 2011), especiarias (TANG et al., 2001; JUNTACHOTE et al., 2006;
GEORGANTELIS et al., 2007; BISWAS et al., 2012), sementes (MIELNIK et al., 2006;
PEREIRA et al., 2011) e vegetais (BANERJEE et al., 2012; KIM; CHO; HAN, 2013).

O acai, o cravo-da-india, a sdlvia e o urucum sio exemplos de fontes vege-
tais cujos 6leos essenciais ou extratos tém potencial promissor para aplicacdo como
antioxidantes em carnes e produtos cirneos (NOVELLO, 2011; COSTA et al., 2013;
UGALDE, 2014).

O acai é o produto extraido da parte comestivel dos frutos de acaizeiro (Euterpe
oleracea) apés amolecimento da polpa. Contém alto teor de lipidios e de antocianinas,
as quais conferem ao acai a coloracio roxa intensa quando maduro (CASTRO, 2012).
O teor de antocianinas, em base imida, varia de 282 a 303 mg/100g. E rico também
em outros compostos bioativos, como flavonoides, dcidos fendlicos, procianidina,
lignanas e estilbenos — em média, na matéria seca, sao encontrados 31,2 mg de dcido

gélico equivalente/100g de compostos fendlicos (COSTA et al., 2013). O elevado
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teor de compostos fenolicos do acai permite que ele seja empregado como fonte de
antioxidantes em alimentos (RUFINO et al., 2011). Em combinacio com flavonoi-
des, as antocianinas desempenham papel antioxidante e/ou antimicrobiano e con-
tribuem para a resisténcia de plantas ao ataque de pragas, e a acio antioxidante se da
por meio da doagdo ou transferéncia de elétrons dos dtomos de hidrogénio prove-
nientes de sua estrutura fenélica (NOVELLO, 2011).

O cravo-da-india (Eugenia caryophyllata Thunb.) é uma planta arbérea, nativa
das IThas Molucas (Arquipélago da Insulindia, Indonésia). Apresenta forte odor aro-
matico, sabor ardente e caracteristico. De suas sementes é extraido o dcido eugénico,
sem coloracio e com sabor picante (SILVESTRI et al., 2010). A substancia majori-
tdria presente em Oleos essenciais de cravo é o eugenol, que possui efeito anti-infla-
matorio, cicatrizante, antioxidante, antimicrobiano e analgésico (SILVESTRI et al.,
2010; UGALDE, 2014). A atividade antioxidante desse composto esté relacionada a
presenca do radical hidroxil ligado ao anel aromdtico, que o torna capaz de doar ato-
mos de hidrogénio e, assim, estabilizar os radicais livres. Teixeira e colaboradores
(2013), ao avaliarem a atividade antioxidante de éleos essenciais comerciais, identi-
ficaram uma atividade antioxidante muito forte no éleo essencial de cravo-da-india,
similar aquela encontrada em antioxidantes sintéticos como o BHT. Por seu turno,
Krishnan e colaboradores (2014) atribuiram o aumento da vida de prateleira de carne
de frango a atividade antioxidante de extrato de cravo-da-india.

A sélvia, pertencente a familia Lamiaceae, é reconhecida quanto a sua capaci-
dade antioxidante, também relacionada a presenca de compostos fendlicos. O 6leo
essencial de sdlvia é obtido principalmente das folhas e em geral é extraido por arraste
de vapor, com rendimento variando de 0,5 a 1,1 % (UGALDE, 2014). Os compostos
que conferem atividade antioxidante a sdlvia sio carnosol, rosmadial, dcido carné-
sico, rosmanol, epirosmanol, entre outros (BRAGAGNOLO; MARIUTTI, 2009). O
potencial antioxidante do extrato hidroalcodlico de sélvia foi verificado por Almeida
e colaboradores (2014). Estévez e colaboradores (2007) avaliaram os efeitos do 6leo
essencial de silvia e do dleo essencial de alecrim, na concentracio de 0,1 %, em paté de
figado suino armazenado a 4 °C por noventa dias e observaram reducao da oxidacao
dos é4cidos graxos poli-insaturados e da formacio de compostos volateis provenien-
tes da oxidacao lipidica. Além disso, verificaram que os dleos essenciais apresenta-

ram atividade antioxidante maior do que a do BHT.
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O urucum (Bixa orellana) é uma espécie de arbusto origindrio da América Cen-
tral e da América do Sul. A América Latina é o principal produtor mundial, com
aproximadamente dezessete mil toneladas ao ano, das quais doze mil sdo de ori-
gem brasileira. O Brasil é, portanto, o maior produtor mundial de urucum, e seu
cultivo é realizado em diferentes regides do pais (SANTOS; LOURENZANI; LOU-
RENZANI, 2018). Os principais carotenoides presentes no urucum sio a bixina e
a norbixina, sendo a bixina o pigmento majoritirio que confere atividade antioxi-
dante ao urucum (FONTANA et al., 2000; FIGUEIREDO, 2010). Em estudo reali-
zado por Castro (2008), avaliou-se efeito antioxidante do urucum (0,4 %) durante o
processamento térmico e armazenamento de hambirgueres de peito de frango, e os
resultados demonstraram que, apesar de a concentrac¢io de bixina reduzir durante o
processamento térmico, o indice de oxidacio lipidica dos hambirgueres adicionados
de extrato de urucum diminuiu durante o periodo de armazenamento de 120 dias.

Além desses, diversos outros extratos vegetais tém sido pesquisados para utili-
zac¢do no processamento de produtos cirneos. Por exemplo, Almeida e colaborado-
res (2015) avaliaram o indice de oxidacdo lipidica de salsichas Bolonha com adicio de
extrato liquido de casca de jabuticaba nas concentracdes de 0,5 %, 0,75 % e 1 % durante
35 dias de armazenamento a 4 °C e observaram que as salsichas adicionadas de extratos
apresentaram indice de oxidacao lipidica significativamente menor quando compara-
das a formulacio sem adicio de extrato. Por sua vez, Devatkal, Narsaiah e Borah (2010)
processaram hambirgueres de carne de cabra adicionados de extratos antioxidantes
presentes na casca de tangerina, na casca de roma e na semente de roma, e verificaram
que a adi¢do dos extratos nas formulacdes reduziu o indice de oxidacio de lipidios dos
hamburgueres quando comparados ao controle. E a adicio de 0,5 % e 1 % de goiaba
em po por Verma e colaboradores (2013) em trés formulacdes de empanados de carne
ovina, como fonte de fibras e antioxidantes, resultou no aumento do rendimento, umi-
dade, teor de cinzas, fibras e de compostos fendlicos totais, além de reducio do indice

de oxidacio lipidica dos empanados durante quinze dias de armazenamento a 4 °C.
Consideracoes finais

As industrias do setor carneo tém buscado fontes alternativas aos antioxidantes

sintéticos a fim de controlar a oxidacdo lipidica nos produtos e impedir alteracoes
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sensoriais, nutricionais e fisico-quimicas indesejaveis que possam comprometer a
qualidade e seguranca de carnes e derivados. Tais mudancas visam atender a cres-
cente demanda dos consumidores por alimentos mais sauddveis e seguros.
Conforme apontado neste capitulo, ha uma infinidade de substancias naturais
com potencial de aplicacio em produtos cirneos para inibicio da oxidacio lipidica.
Porém sua utilizacio como ingredientes precisa ser avaliada, devido nio somente
as alteracdes sensoriais, quimicas e fisicas que podem promover, mas também para

garantir a seguranca do alimento.
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Capitulo 9

Celulases produzidas por
processos biotecnologicos
e aplicacoes industriais

Raquel Nunes Fernandes
Raquel Vieira de Carvalho
Meire Lelis Leal Martins

Consuelo Domenici Roberto
Introducio

A celulose é o biopolimero mais abundante na biomassa vegetal. Devido as caracte-
risticas estruturais desse composto, a bioconversio exige condicdes especificas para
a hidrdlise completa dele. Muitos microrganismos estio envolvidos nesse processo,
para o qual necessitam produzir uma diversidade de enzimas com diferentes espe-
cialidades (MARCO, 2012). A capacidade de converter substratos celul6sicos inso-
luveis em acticares soliveis é amplamente distribuida entre muitos grupos de fungos
dentro do dominio Eukarya e em géneros do dominio Bacteria (LYND et al., 2002).

As celulases constituem um complexo multienzimatico capaz de atuar sobre
materiais celulésicos e promover a hidroélise deles. Tais enzimas sao biocatalisado-
res altamente especificos que agem em sinergia para a liberacao de acticares (CAS-
TRO; PEREIRA JR., 2010; BINOD et al., 2012). De acordo com seu local de atuacio

162



no substrato celuldsico, as celulases se dividem em trés grandes grupos: as endoglu-
canases, que clivam ligacdes internas da celulose; as exoglucanases, que atuam na
regido externa da celulose; e as B-glicosidases, que hidrolisam oligossacarideos solu-
veis a glicose (LYND et al., 2002).

A importancia das celulases deve-se a sua ampla utilizacao em diversos ramos da
inddstria, por exemplo: em processos de extracio de sucos, pigmentos, 6leos vegetais,
amido e alcaloides; na preparacao do malte da cerveja; na industria téxtil e de deter-
gentes; na inddstria de papel e celulose; na industria de alimentacio animal; na fabri-
cacio de etanol de segunda geracio, entre outras aplicacdes (BHAT, 2000). Contudo, o
elevado custo de producio das celulases, bem como das demais enzimas, é o principal
obstaculo para sua aplicacdo industrial. Entre os fatores que influenciam na producio
economica das celulases estdo: o meio ou substrato utilizado, a complexidade da estru-
tura da celulose, as baixas quantidades de celulases produzidas por microrganismos
celuloliticos devido a repressio catabolica, a etapa de purificacio, entre outros (SRI-
DEVI; NARASIMBA; REDDY, 2009). A necessidade de se obter enzimas industriais
de maneira economicamente viavel determina a busca por substratos de baixo custo.

Uma solucio bem-sucedida estd no aproveitamento de residuos agroindustriais.
Em sua maioria, eles sio materiais lignocelulésicos, ou seja, complexos orginicos de
carbono formados principalmente por celulose, hemicelulose e lignina (BADHAN
et al., 2007). Sdo exemplos desses materiais o farelo de trigo, o bagaco de cana, a
casca de arroz, as farinhas das cascas de frutas, o sabugo de milho, residuos florestais
e madeiras. No Brasil, o residuo agroindustrial que mais se destaca pela abundancia
em determinadas regides e pelo baixo custo é o bagaco de cana-de-acucar oriundo
do processamento da cana-de-actcar para a producio de etanol e acticar (PANDEY
et al., 2000; CUNHA et al., 2005).

Considerando-se, portanto, o elevado teor de carboidratos presente nos resi-
duos agroindustriais, a utilizacio dessas matérias-primas como fontes de carbono no
processo produtivo de enzimas se constitui como alternativa racional, pois reduz o
custo de producio, além de ajudar a resolver os problemas ambientais decorrentes
da eliminacio desses residuos (KUBERAN; SANGARALINGAM; ARASU, 2010).
Desse modo, a tecnologia enzimatica pode conciliar desenvolvimento tecnolégico
com utiliza¢ao de matérias-primas renovaveis e preservacio ambiental, e isso se

constitui como importante fator para a insercao do Brasil no mercado internacional
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(POLITZER; BON, 2006). O mercado brasileiro de enzimas revela, de fato, grande
potencial devido ao dinamismo das industrias de alimentos, medicamentos, tecidos,
papel, entre outras, e a enorme geracio de residuos agroindustriais (MUSSATTO;
FERNANDES; MILAGRES, 2007).

Considerando tais potencialidades, o objetivo do capitulo é estudar a obtencao

biotecnoldgica de celulases e as aplicacdes industriais dessas enzimas.
1. Materiais lignocelulésicos

A biomassa lignoceluldsica é composta majoritariamente por celulose (32-50 %),
hemicelulose (19-25 %) e lignina (23-32 %) (TAMANINI; HAULY, 2004; RABELO,
2007; SANCHEZ, 2009). Como componentes minoritdrios, também pode ocorrer
a presenca de compostos organicos chamados de extrativos (ésteres, dlcoois, este-
roides e outros) e inorganicos (principalmente sulfatos, oxalatos, carbonatos e sili-
catos de célcio, potéssio e magnésio) (JENKINS et al., 1998; PANDEY et al., 2000).
As propor¢des desses componentes quimicos podem variar de espécie para espécie
e também podem sofrer alteracoes significativas durante o ciclo de vida da planta
(VASSILEV et al., 2012, 2013).

A celulose é o principal componente das biomassas e caracteriza-se por ser
um polimero linear composto de unidades de D-glicose. Estas sao unidas por liga-
¢oes glicosidicas do tipo p-(1-4), que se formam pela condensacdo de duas unidades
de glicose, com eliminacio de uma molécula de dgua entre as hidroxilas dos carbo-
nos 1 e 4 (KESHWANI, 2010). As cadeias de celulose possuem organiza¢io fibrilar,
com ligacoes de hidrogénio intermoleculares e intramoleculares, exibindo regides
cristalinas e amorfas que ocorrem em intervalos irregulares. Nas regides amorfas,
ao contririo das regides cristalinas, as ligacdes de hidrogénio ocorrem em menor
grau, e essas regioes estdo relacionadas a hidrdlise da celulose por rota enzimatica
ou 4cida (LEHNINGER, 1985).

As hemiceluloses correspondem a uma cadeia linear constituida por unidades de
diversos actcares, ndo cristalina e com massa molar média relativamente baixa (JIANG
et al., 2014). Sao compostas de pentoses (B-D-xilose, a-Larabinose) e hexoses (3-D-
-manose, $-D-glicose, a-D-galactose). A cadeia principal da hemicelulose, em mui-

tos vegetais, é constituida principalmente por unidades de xilose, ligadas por ligacoes
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[-1-4-glicosidicas em que os grupos hidroxila dos acticares podem ser parcialmente
substituidos por arabinose e dcidos urénicos (4cidos B-D-glicurénico, a-D-4-O-me-
tilglicuronico e a-D-galacturénico) (EGUES; ECEIZA; LABIDI, 2013). Na biomassa
lignocelulésica, as hemiceluloses se encontram nos contornos das microfibrilas da
celulose, conferindo um isolamento das microfibrilas diante de ataques bioldgicos
(de enzimas ou microrganismos) e de alguns agentes quimicos (PENG; SHE, 2014).
A lignina é uma macromolécula tridimensional, amorfa e altamente ramifi-
cada. Apresenta inimeros grupos aromdticos e alifaticos, com diversos anéis fenil-
propanicos substituidos, ligados por meio de diferentes tipos de ligacdes, como do
tipo éter ou carbono-carbono (FENGEL; WEGENER, 1989; RAMIRES et al., 2010).
E o tltimo componente na estrutura da célula vegetal, que envolve as microfibrilas
celulésicas, para fortalecer e enrijecer a parede celular, conferindo as plantas resis-
téncia mecanica. Ela também auxilia no transporte de dgua e nutrientes das plantas
e protege os tecidos vegetais de degradacio quimica e bioldgica (FENGEL; WEGE-
NER, 1989). Por esse motivo, a lignina é um dos interferentes na obtencio de acti-

cares fermentesciveis a partir da biomassa vegetal.
2. Enzimas: conceito, classificacao e obtencio

A tecnologia enzimdtica é um dos campos mais promissores na drea de novas tecno-
logias para sintese de compostos de alto valor agregado (FERNANDES et al., 2004).
Depois dos antibidticos, as enzimas sdo os produtos mais explorados pela industria
biotecnoldgica, sendo empregadas em larga escala, principalmente nas industrias de
alimentos, téxtil, de papel, detergente e couro (KIRK; BORCHERT; FUGLSANG,
2002; VAN BEILEN; LI, 2002).

As enzimas sd3o, em sua maioria, polimeros constituidos por aminodcidos ligados
por ligacdes peptidicas covalentes que, além de formarem a base do sistema metabdlico
dos organismos vivos, realizam conversdes biocataliticas eficientes e mais econdmicas,
o que proporciona grandes oportunidades as inddstrias (GODFREY; WEST, 1996).

Segundo a Comissdo de Enzimas (EC) da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (IUBMB), as enzimas estdo classificadas em seis grandes grupos
de acordo com o tipo de reacio em que atuam (SHULER; KARGI, 1992). No Qua-

dro 1, estdo apresentadas as classes das enzimas e suas respectivas fungoes.
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Quadro 1 - Classes e funcaes das enzimas

Oxirredutases Catalisam reacdes de oxidacio-reducio ou transferéncia de elétrons
Transferases Transferem grupos funcionais, como amina, fosfato, acil e carboxil
Hidrolases Catalisam reacdes de hidrdlise de ligacdo covalente

Liases Catalisam reacoes de remocao de moléculas de dgua, amonia e gas carbonico
Isomerases Catalisam reacdes de interconversio entre isdbmeros 6ticos ou geométricos
Ligases Catalisam reacoes de formacao de novas moléculas a partir da ligacdo entre

duas pré-existentes

Fonte: Lima e colaboradores (2001).

Assim como todo catalisador, as enzimas atuam diminuindo a energia requerida
para a ativacio de uma determinada reacio, tornando, assim, mais rdpida a obtencio
do produto. As reacdes ndo catalisadas requerem mais energia para serem iniciadas
e, por isso, sua velocidade é menor do que em reacdes catalisadas.

As enzimas podem ser secretadas por reacdes que ocorrem dentro das células
(intracelulares) ou fora delas (extracelulares). As que existem em maior quantidade e
sdo mais utilizadas industrialmente sio as extracelulares, que sio secretadas no ribos-
somo proximo 2 membrana celular e transferidas para fora da célula (BOURGAIZE;
JEWELL; BUISER, 2000). As enzimas intracelulares, que sio secretadas dentro das
células e permanecem no citoplasma, sao utilizadas quando nao hé outra forma de
sintese, principalmente quando a replicacdo do DNA é necessaria.

Embora as enzimas sejam abundantemente produzidas por plantas e animais,
as de origem microbiana representam cerca de 90 % do mercado, uma vez que pos-
suem muitas vantagens sobre as equivalentes animais e vegetais, como: ampla diver-
sidade bioquimica, suscetibilidade 2 manipulacio genética, menor tempo e custo de
producio (LIMA, 2001). Para a producio de enzimas microbianas sdo utilizados,
basicamente, dois tipos de processos, classificados conforme a quantidade de dgua
no meio: fermentacio em estado sélido (FES) ou em estado semissélido (FMSS) e
fermentacio submersa (FSM).

As FES ou FMSS se referem a cultura de microrganismos dentro de ou sobre
particulas em matriz s6lida (substrato) ligada a um contetido liquido, com um nivel
de atividade de d4gua que assegure o crescimento e o metabolismo das células e, ao

mesmo tempo, nio exceda a maxima capacidade de ligacao de dgua com a matriz
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s6lida. A umidade desses meios geralmente ndo ultrapassa 70 %, o que limita bastante
o numero de microrganismos que sio capazes de se adaptar a esse processo. Os fun-
gos, sobretudo os filamentosos, sdo bastante tolerantes a esse ambiente (PANDEY,
2003; COUTO; SANROMAN, 2006).

Ja as FSM sio tradicionalmente utilizadas para producio de enzimas a partir de
bactérias, pois ha melhor controle de alguns parametros importantes do processo,
como pH e crescimento celular, além de a recuperacio de enzimas extracelulares ser
facilitada (OLIVEIRA; WATANABE; RODRIGUES, 2011). A principal caracteris-
tica desse tipo de fermentacdo é a quantidade de dgua usada no meio de cultivo, que é
superior a 95 % em rela¢do a massa presente no meio. A maioria das enzimas comer-
ciais é obtida por FSM, uma vez que os métodos modernos de controle de fermenta-
¢do sdo mais facilmente adaptados, os rendimentos sdo maiores e os custos e riscos
de contaminacio menores (AGUIAR; MENEZES, 2000).

3. Celulases

As celulases formam um conjunto de enzimas envolvidas na degradacio da celulose e
que coletivamente apresentam especificidade para as ligacdes glicosidicas 3-1,4. Sao
necessdrias para a solubilizacao completa da celulose, mesmo das regides cristalinas,
existindo sinergia nesse processo (BON; GIRIO; PEREIRA JR., 2008).

O complexo enzimatico celulolitico, oriundo de microrganismos, animais e
plantas, é dividido em trés grupos de acordo com seu local de atuacdo no substrato
celulésico: -1,4- endoglucanases (EC 3.2.1.4), f-1,4-exoglucanases (EC 3.2.1.91) e
p-glicosidases (EC 3.2.1.21) (WYMAN et al., 2005; JUNG et al., 2015).

As endoglucanases ou carboximetilcelulases sdo enzimas responsaveis por ini-
ciar a hidrdlise e promovem répida solubilizacio do polimero celulésico, devido a
fragmentacio deste em moléculas menores. Tais enzimas hidrolisam randomicamente
as regides internas da estrutura amorfa da fibra celulésica, clivando ligacdes 3-1,4 na
regido central da molécula e liberando oligossacarideos e, consequentemente, novos
terminais, um redutor e um nio redutor (DIENES; EGYHAZI; RECZEY, 2004).

As exoglucanases ou celobiohidrolases sao responsaveis pela liberacao de gli-
cose e celobiose (dimero de glicose) a partir de extremidades da molécula de celulose
(LYND; ZHANG, 2002; CASTRO; PEREIRA JR., 2010).
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J4 as p-glicosidases sao enzimas que tém a propriedade de hidrolisar a celobiose
e os oligossacarideos soltiveis (com menos de sete unidades monoméricas) em gli-
cose (OGEDA; PETRI, 2010).

As celulases podem ser produzidas em meios quimicamente definidos utilizan-
do-se celulose cristalina, carboximetilcelulose ou celobiose como fonte de carbono
(CASTRO, 2006; CARVALHO, 2007) ou, em meios complexos, utilizando-se resi-
duos agricolas e agroindustriais que podem servir como suporte e fonte de carbono
(LIMING; XUELIANG, 2004; ADSUL et al., 2004; MARTINS et al., 2008). Além
da fonte de carbono, é necessaria a suplementacio do meio com fontes de nitrogé-
nio e nutrientes minerais, que irdo atuar, respectivamente, no desenvolvimento do
microrganismo e como cofatores enzimaticos.

Na natureza, existe um grande espectro de microrganismos que degradam a bio-
massa lignoceluldsica (LYND et al., 2002). Na producio de enzimas, como as celulases,
os microrganismos termofilicos sdo de particular interesse, pois as enzimas secreta-
das apresentam vantagens para a aplica¢io na industria, visto que processos biotec-
nolégicos conduzidos em elevadas temperaturas tém o risco de contaminagio por

microrganismos mes6filos significativamente reduzido (HAKI; RAKSHIT, 2003).
4. Microrganismos produtores de celulases

As celulases podem ser produzidas por uma variedade de microrganismos, que
incluem fungos e bactérias, aerébios e anaerdbios (LYND et al., 2002).
Segundo Bon, Girio e Pereira Jr. (2008), o microrganismo considerado ideal
para um processo de producao enzimatica deve apresentar as seguintes caracteristicas:
+  nao ser patogénico;
+ apresentar elevada eficiéncia de sintese e excrecio da enzima;
+ tolerar condices ambientais adversas, relacionadas com a pressio osmo-
tica e a temperatura;
+ tolerar a presenca de substancias toxicas, que podem ser geradas pelo pré-
prio metabolismo celular ou no processo de tratamento da matéria-prima.
Diversos microrganismos sao avaliados quanto a sua capacidade de degradar
substratos celulésicos em monomeros de glicose, contudo sao poucos os que apre-
sentam potencial quanto a producio de celulases (DAS; ROYER; LEV, 2007; YU et
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al., 2007). Apenas os organismos que produzem adequados niveis de endoglucanase,
exoglucanase e (3-glicosidase sdo considerados degradadores eficientes do substrato
lignocelulésico (KUMAR; SINGH; SINGH, 2008).

Os fungos filamentosos parecem ser os mais promissores na producio de celu-
lases (JECU, 2000). Suas propriedades fisiologicas e bioquimicas permitem seu cresci-
mento em substratos sélidos e a bioconversao deles, aumentando assim a capacidade
de hidrolise por esses microrganismos (SOCCOL et al., 1994). Entre os produtores
de celulases estao os géneros Trichoderma, Aspergillus, Cladosporium, Fusarium, Geo-
trichun, Myrothecium, Paecilomyces, Penicillium (LYND et al., 2002).

Celulases bacterianas também tém sido bastante estudadas, porém muitas bac-
térias apresentam producio relativamente baixa de celulases, o que se explica pela
falta de celobiohidrolases no sistema enzimatico (MAWADZA et al., 2000). Os géne-
ros de bactérias mais estudados sao: Acetovibrio, Bacteroides, Butyrivibrio, Caldocellum,
Clostridium, Erwinia, Eubacterium, Pseudonocardia, Ruminococcus, Thermoanaerobacter,
Acidothermus, Bacillus, Celvibrio, Pseudomonas, Staphylococcus, Streptomyces e Xantho-
monas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002; ZHANG; HIMMEL; MIELENZ, 2006).

Muitos estudos tém dado destaque as bactérias do género Bacillus. Caracteristi-
cas como tolerancia a altas temperaturas, crescimento rapido e 6tima atividade enzi-
madtica fazem com que espécies desse género tenham alcancado espaco no mercado,
principalmente nos processos de biorremediacdo e uso em detergentes. Entre as que
possuem potencial celulolitico estdao: Bacillus brevis, Bacillus pumilus, Bacillus subtilis,
Bacillus sphaericus e Bacillus licheniformis (SINGH; KUMAR, 1998; SINGH; BATRA;
SOBTI, 2004; SHABEB et al., 2010; AYGAN; KARCIOGLU; ARIKAN, 2011).

5. Aplicacoes industriais das celulases

As celulases tém mostrado um enorme potencial biotecnolégico, pois podem ser
usadas com diversas finalidades, como na degradacio de materiais lignoceluldsicos
e na desintoxicacio de residuos agroindustriais (EL-SERSY et al., 2010; NARAIAN
et al., 2010). Entre as enzimas utilizadas em biotecnologia, as celulases tém atraido
maior interesse devido a variedade de aplicacoes industriais que permitem, com
destaque, por exemplo, para a fabricacao de bebidas (cerveja, vinhos e sucos), teci-

dos, papéis e biocombustiveis.

169



Na producio da cerveja, a utilizacdo de hidrolases ocorre durante a maltagem e
a fermentacio. Na industria de vinhos, os principais beneficios dessas enzimas ocor-
rem em trés etapas da producio: na maceracio da pele da uva, na filtracdo e na cla-
rificacio da bebida (BHAT, 2000). E, na indtstria de sucos, as celulases auxiliam no
processo de extracao do suco da fruta: clarificam o suco e alteram a viscosidade dele,
aumentando a taxa de filtracdo e a estabilidade do produto final.

As celulases sao muito empregadas na industria téxtil devido a sua capacidade
de modificar a fibra de celulose de forma controlada, o que aumenta a qualidade
dos tecidos. Sao utilizadas também nos processos de fiacio, tingimento e acaba-
mento. Quando utilizadas em detergentes, as celulases melhoram o desempenho
destes, pois permitem a remocio de pequenas fibrilas difusas do tecido conferin-
do-lhe brilho e maciez (BHAT, 2000).

Por sua vez, a industria de polpa celuldsica e papel utiliza as celulases mistu-
radas com as hemicelulases para melhorar a drenagem e a execucio de méquinas de
papel, e também o destino de fibras recicladas (CAO; TAN, 2002).

E, na industria de biocombustiveis, as celulases estdo presentes durante a hidré-
lise da celulose, liberando os agticares e facilitando, assim, o processo de fermenta-
¢lo e posterior formacio do bioetanol (LIMAYEN; RICKE, 2012).

A aplicacao industrial de enzimas, como as celulases, pode ser dificultada
devido a restrita quantidade produzida por alguns microrganismos, além dos cus-
tos dos substratos utilizados no cultivo. Estima-se que cerca de 30 a 40 % do custo
envolvido na producio de enzimas esteja relacionado ao meio de cultivo utilizado
para o crescimento do microrganismo. Na maioria dos casos, a adocdo de méto-
dos simples, como a utilizacio de um meio de cultivo especifico e otimizado, pode
aumentar significativamente o rendimento enzimatico e reduzir os custos de pro-
ducio (KUMAR; TAKAGI, 1999; JOO; CHANG, 2005). Por conseguinte, estu-
dar a escolha dos componentes do meio de cultivo e do microrganismo é essencial
para o sucesso do processo fermentativo e da viabilidade econémica dessa produ-
¢do, porque nem sempre o meio que permite o melhor desenvolvimento da cultura
favorece a formacao das enzimas. A producio 6tima e os parametros que afetam a
sintese enzimdtica devem ser investigados constantemente, pois as condi¢oes oti-
mas variam para os diferentes microrganismos, assim como para diferentes enzi-
mas (SANTOS et al., 2005).
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Consideracées finais

A biotecnologia vem conquistando um lugar de destaque no desenvolvimento tec-
nolégico mundial, exibindo caracteristicas econémicas e operacionais que permitem
a ela, em muitos casos, substituir métodos quimicos tradicionais. O emprego de pro-
cessos biotecnolégicos permite a produgio de um grande numero de metabdlitos de
interesse industrial, como enzimas, as quais podem ser obtidas inclusive a partir do
aproveitamento de residuos agroindustriais, abundantes no Brasil.

As celulases sao enzimas que tém atraido uma crescente aten¢ao devido ao
seu potencial de uso em diversas aplica¢des, de modo que constantemente tém
sido desenvolvidos estudos de avaliacio da capacidade celulolitica de microrga-
nismos diante de diferentes substratos e condicdes de cultivo, além da caracte-
rizacdo das enzimas celuloliticas secretadas. Tal interesse fomenta a otimizacdo
do processo produtivo de enzimas por via biotecnolédgica, que, por sua vez, vai
ao encontro das necessidades da industria, principalmente no que diz respeito a

minimizacao de custos.
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Capitulo 10

Proteases extraidas de
fontes vegetais aplicadas
no amaciamento da carne

Consuelo Domenici Roberto
Raquel Vieira de Carvalho
Pamela Lemos Cruz

Rafaela Venancio Flores

Pedro Henrique Canal Panno
Introducio

De acordo com o Decreto n. 9.013, de 29 de marco de 2017, do Ministério da Agri-

cultura, Pecudria e Abastecimento:

Art. 276. Carnes sio as massas musculares e os demais tecidos que as acompanham,
incluida ou nio a base dssea correspondente, procedentes das diferentes espécies
animais, julgadas aptas para o consumo pela inspecio veterindria oficial [...].

Art. 277. Carcacas sdo as massas musculares e os ossos do animal abatido, tecnica-
mente preparado, desprovido de cabeca, 6rgaos e visceras toracicas e abdominais,

respeitadas as particularidades de cada espécie (BRASIL, 2017).
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Em termos gerais, na carne predomina o tecido muscular esquelético estriado,
seguido do tecido conjuntivo propriamente dito e do tecido adiposo. Os tecidos
4sseo, epitelial e nervoso também estao associados ao musculo. Entre os seus com-
ponentes, o tecido muscular contém enzimas capazes de degradar as proteinas que
compdem as fibras musculares e promover o afrouxamento do tecido conectivo
(FEINER, 2006), resultando em maior grau de maciez da carne.

A maciez da carne é uma caracteristica de qualidade importante que influencia
a aceitacio do produto pelo consumidor. Esta relacionada a facilidade de penetra-
cdo dos dentes na carne, a facilidade com que a carne se fragmenta e a quantidade
de residuo que permanece na boca apds a mastigacio (LAWRIE, 2005). Em razio
da complexidade de musculos e tecidos associados que compdem a carne, a maciez
pode ser influenciada por uma grande variedade de fatores, entre eles idade e sexo
do animal, localizacdo do musculo, tipo e tamanho do feixe de fibras musculares
(nimero e diametro das fibras) e quantidade de tecido conectivo (perimisio) que
envolve o musculo (RAMOS; GOMIDE, 2009).

O amaciamento da carne por degradacio enzimdtica é um processo natu-
ral, porém complexo: envolve uma série de reacdes que ocorrem apds a sangria
do animal. No periodo post mortem, devido ao rigor mortis, o musculo apresenta
primeiramente um enrijecimento maximo seguido pelo amaciamento devido a
degradacio enzimatica das proteinas miofibrilares por acao de enzimas proteoliti-
cas, caracterizando a resolucao do rigor mortis. Essas proteases estao naturalmente
presentes no musculo, e a degradacio enzimaitica é atribuida, principalmente, a
atividade de catepsinas e calpainas.

O processo de amaciamento da carne utilizando-se enzimas extraidas de dife-
rentes fontes, como as proteases de origem vegetal, é comum, e as mais utilizadas
sd0 a papaina, a bromelina e a ficina. Estudos demonstram que as proteases de outras
espécies vegetais, como a actinidina, extraida do kiwi, e a zingibaina, extraida do
gengibre, sao capazes de hidrolisar proteinas miofibrilares e coldgeno e, com isso,
também podem contribuir para o amaciamento da carne.

A seguir, serao estudadas a estrutura do tecido muscular esquelético e a ativi-
dade proteolitica de enzimas no musculo, com destaque para as proteases extraidas

de fontes vegetais aplicadas no amaciamento de carne.
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1. Estrutura do tecido muscular esquelético

O tecido muscular esquelético estriado é altamente estruturado e composto, prin-
cipalmente, de fibras musculares (75 a 92 %), tecido conjuntivo, vasos sanguineos
e tecido nervoso. Dependendo de suas localizacio e funcio no corpo do animal, os
musculos diferem no conteudo e distribui¢do de tecido conectivo e no comprimento,
diametro e tipo das fibras musculares (REALINI et al., 2013).

1.1. Fibras musculares

As fibras musculares esqueléticas sao células longas, afiladas e polinucleadas, cuja
membrana citoplasmatica denomina-se sarcolema. O sarcolema envolve o sarco-
plasma, que é o citoplasma da célula muscular. Neste, encontram-se dispersas as
miofibrilas, que sdo as organelas tipicas das fibras musculares.

As miofibrilas sdo estruturas cilindricas, compridas e delgadas, orientadas
no sentido longitudinal e que podem se estender de uma extremidade a outra da
fibra muscular. Sao compostas por miofilamentos finos e grossos dispostos longi-
tudinalmente e organizados em distribui¢io simétrica e paralela (LAWRIE, 2005;
GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013). Em termos gerais, as miofibrilas sio consti-
tuidas de proteinas contrateis (actina e miosina), reguladoras da contra¢io muscu-
lar (tropomiosina e troponina), e de proteinas citoesqueléticas (actininas, proteina
M, proteina C, nebulina, desmina e titina), responsaveis pela estrutura e organi-
zacdo espacial da organela (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

Os miofilamentos finos sdo constituidos predominantemente de monéme-
ros de actina G, que se polimerizam formando os filamentos de actina F. Cada
miofilamento fino contém cerca de quatrocentas moléculas de actina. Os miofi-
lamentos grossos, constituidos de miosina, contém cerca de duzentas a trezentas
moléculas de miosina (PUOLANNE; HALONEN, 2010). O arranjo e a sobrepo-
si¢do entre os miofilamentos finos e grossos sio responsaveis pela formacdo de
regides claras (banda I) e regides escuras (banda A) ao longo da fibra muscular,
que conferem a aparéncia estriada do musculo esquelético e determinam a estru-

tura dos sarcOmeros.
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Os sarcomeros representam as unidades funcionais das miofibrilas associa-
das ao ciclo de contracio e relaxamento muscular e sdo formados por uma banda A
(composta por miofilamentos tanto finos quanto grossos, alinhados paralelamente
e sobrepostos ao longo do eixo longitudinal da fibra muscular) e por duas metades
de banda I (composta apenas por miofilamentos finos, também alinhados paralela e
longitudinalmente na fibra muscular). A banda I é dividida a0 meio por uma linha
transversal denominada linha ou disco Z, que delimita o sarcomero (LAWRIE, 2005;
DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA 2010; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

No sarcoplasma também sao encontrados: as mitocondrias, organelas associadas
a sintese de ATP e localizadas préximas aos nticleos e as placas motoras terminais nas
juncdes mioneurais; e os lisossomos, pequenas vesiculas que contém enzimas proteo-
liticas, como as catepsinas, cuja atividade enzimatica é capaz de promover a hidrélise
de proteinas que constituem a fibra muscular e o tecido conectivo. Os ntcleos, em
geral, estdo localizados logo abaixo do sarcolema. O reticulo sarcoplasmatico é uma
organela formada por um sistema de canais e cisternas, delimitada por membranas,
que se estende por todo o sarcoplasma e forma uma rede ao redor de cada miofibrila.
O reticulo sarcoplasmitico divide-se em quatro subunidades (triades, cisternas ter-
minais, colar fenestrado e tibulos longitudinais) e estd envolvido no ciclo de contra-
¢do e relaxamento muscular (LAWRIE, 2005; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

1.1.1. Proteinas miofibrilares

As proteinas miofibrilares possuem solubilidade em solucdo salina (0,4 a 1,5 M) e
representam cerca de 60 % das proteinas do musculo, e a actina e a miosina sio as
mais abundantes entre elas (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

A actina corresponde a 20 % do total das proteinas miofibrilares. O monomero
de actina, chamado de actina globular ou actina G, é uma cadeia unica de polipeptideos
que se polimeriza formando a actina F. A molécula de actina (actina G) contém 375
residuos de aminodcidos e massa molecular de 41-42 kDa. Constitui-se de residuos de
aminodacidos carregados negativamente (4cido aspartico e dcido glutdmico), e somente
a lisina com carga positiva. Duas moléculas de actina F se enovelam assumindo a forma
helicoidal caracteristica do miofilamento fino (DAMODARAN; PARKIN; FENNEMA,
2010; PUOLANNE; HALONEN, 2010; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).
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A miosina corresponde a 45 % do total das proteinas miofibrilares, sendo, assim,
a mais abundante do musculo. Sua molécula é constituida por seis subunidades e duas
cadeias pesadas (meromiosina pesada) cujas massas moleculares variam entre 200 e
220 kDa, e por quatro cadeias leves (meromiosinas leves) com massas moleculares
variando entre 16 e 20 kDa (LAWRIE, 2005).

A molécula de miosina tipo II encontrada no miusculo estriado esquelético tem
aproximadamente 4.500 residuos de aminodcidos e um peso molecular de 500 kDa.
Possui a regiao de cabeca e pescoco (meromiosina pesada) e uma cauda (meromio-
sina leve). A cauda é composta de duas cadeias polipeptidicas que apresentam uma
conformacio em a-hélice e se entrelacam em espiral; tem 1.094 aminodcidos, sendo
muitos deles residuos alifaticos, residuos apolares (leucina, valina, alanina), alguns
carregados negativamente e poucos carregados positivamente (arginina e lisina); e
tem alta densidade de aminoacidos carregados agrupados na superficie externa da
molécula e abarca a maior parte da carga liquida da miosina. A molécula de miosina
possui duas cabecas: a da regido S1 contém a sub-regido N-terminal, que possui o
sitio de ligacdo com a molécula de ATP; e a da sub-regido central possui capacidade
de se ligar 2 molécula de actina (PUOLANNE; HALONEN, 2010).

1.2. Tecido conectivo

No musculo, as fibras musculares encontram-se agrupadas paralelamente e formam um
feixe de fibras. O tecido conectivo recobre tanto as fibras musculares e os feixes de fibra
quanto o musculo como um todo e é composto pelas proteinas estromais, que repre-
sentam cerca de 10 a 15 % das proteinas do musculo. Seus principais componentes s3o
coldgeno, elastina e reticulina (LAWRIE, 2005; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

O tecido conectivo que envolve todo o musculo denomina-se epimisio. O peri-
misio envolve os feixes de fibras musculares no interior do musculo, e a partir do peri-
misio forma-se uma fina rede de tecido conectivo que envolve cada fibra muscular e
é chamada de endomisio. Imediatamente abaixo do endomisio encontra-se o sarco-
lema que envolve cada fibra muscular. Essa estrutura forma uma rede continua em
contato com fibras nervosas e vasos sanguineos que penetram no interior do mus-
culo e assim possibilita o transporte de nutrientes, trocas metabélitas, transmissao

de estimulos nervosos originados do sistema nervoso central, além de suprimento
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vascular para o interior e o exterior do musculo. O epimisio, o perimisio e o endomi-
sio se misturam com agregados massivos do tecido conectivo (tenddes) e estes se ligam
aos ossos (LAWRIE, 2005). Por ser naturalmente resistente, a malha formada pelo
tecido conectivo tem importincia na maciez da carne: quanto maior a quantidade e
resisténcia desse tecido, mais dura sera a carne (GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

O colageno é a principal proteina estrutural do tecido conectivo, consti-
tuindo o epimisio, perimisio e endomisio, e a mais abundante do corpo animal.
Sua unidade fundamental é chamada protocolidgeno, composto por trés cadeias de
polipeptideos entrelacados em formato helicoidal, formando uma molécula linear
(LAWRIE, 2005; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

As moléculas de tropocoldgeno agregam-se para formar as fibras de coldgeno.
Sob microscopia eletrénica, o padrio de bandas se repete em intervalos de aproxi-
madamente 67 nm (LAWRIE, 2005).

O coldgeno associado ao musculo é diferenciado nos tipos I, Il e V, classifica-
dos como fibrosos, nos quais as moléculas se encontram em arranjos alinhados lado
alado. Em geral, os coligenos contém cerca de 33 % de glicina, 12 % de prolina, 11 %
de alanina, 10 % de hidroxiprolina, 1 % de hidroxilisina e baixas quantidades de ami-
nodcidos polares e carregados. A sequéncia caracteristica de aminodcidos do cola-
geno determina o dobramento e a conformacao da molécula. A glicina esta presente
no inicio de cada trio, seguida normalmente de um residuo de prolina. Desse modo,
uma cadeia a-polipeptidica extensa é constituida, gerando uma hélice tnica, super-
ficial e levégira. No coldgeno tipo I, trés cadeias o se organizam em uma tripla hélice
espiral dextrégira, formando a molécula de tropocoldgeno (DAMODARAN; PAR-
KIN; FENNEMA, 2010).

A principal contribui¢io do coldgeno para a dureza da carne estd relacionada
com a quantidade e a estabilidade das ligacdes cruzadas inter e intramusculares entre
suas fibras. Forma ligacdes cruzadas entre suas moléculas, tornando-as relativamente
insoldveis e de alta forca de tensdo, o que influencia na maciez da carne. O nimero
de ligacdes cruzadas termoestaveis tende a aumentar com a idade do animal ou em
razio da maior atividade fisica, resultando em carnes mais duras. Embora o con-
teudo total de coldgeno nio esteja intimamente relacionado as diferencas de maciez
que ocorrem com a idade do animal, estd associado as diferencas de maciez entre os
musculos (RAMOS; GOMIDE, 2009; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).
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2. Atividade proteolitica de enzimas no musculo

A maciez da carne resulta da degradacdo das proteinas que constituem as fibras
musculares e do consequente afrouxamento do tecido conectivo, especialmente do
colageno (FEINER, 2006).

Ap6s sangria e morte do animal, ocorre uma série de processos de natureza
bioquimica no musculo que alteram suas caracteristicas e resultam na conversiao
do musculo em carne. Com o esgotamento das reservas energéticas do musculo e a
queda do pH muscular, ocorre uma contrac¢o intensa e irreversivel, que caracteriza
o rigor mortis. No estabelecimento do rigor mortis, as moléculas de actina e miosina
se combinam formando o complexo actomiosina e ocorre o enrijecimento muscu-
lar decorrente do encurtamento do sarcomero. Em razio da atividade de enzimas
naturalmente presentes no musculo, essa rigidez se desfaz ap6s um periodo, carac-
terizando a resolucdo do rigor mortis, que resulta no amaciamento natural ao final
do processo de maturacio da carne.

Algumas alteracdes ocorrem durante a fase resolucio do rigor mortis, tais como:
afrouxamento ou degradacao da linha Z; degradacio da desmina, que leva a fragmen-
tacdo das miofibrilas, provavelmente devido a ruptura das ligacGes transversas entre
as miofibrilas; degradacao da titina, cujos filamentos unem os miofilamentos de actina
e miosina ao longo do comprimento da linha M até a linha Z; degradacao da nebu-
lina; desaparecimento da troponina T e aparecimento simultaneo de polipeptideos
com peso molecular de 28-32 kDa; formacdo de peptideos com peso molecular de
95 kDa, indicando protedlise. Nao sio observadas muitas alteracdes nas moléculas
de actina e miosina (KOOHMARALIE, 1994).

Além do amaciamento natural da carne, é comum a aplicacio de enzimas pro-
teoliticas extraidas de fontes vegetais ou de origem microbiana capazes de hidroli-
sar proteinas miofibrilares e colageno, conforme descrito nos estudos realizados por
Thompson, Wolf e Allen (1973), Naveena, Mendiratta e Anjaneyulu (2004), Ladeira
(2009), Weiss e colaboradores (2010), Ha e colaboradores (2013) e Abdel-Naeem e
Mohamed (2016).

As proteases sao hidrolases classificadas em dois grupos principais. As exopep-
tidases iniciam o processo de degradacio a partir das extremidades amino (N) ou

carboxi-terminal (C) das proteinas, produzindo pequenos peptideos ou mesmo
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aminoacidos. As endopeptidases clivam a proteina-alvo na sua parte interna, pro-
duzindo peptideos maiores. Sao empregadas em processos industriais, como no ama-
ciamento da carne, especialmente a bovina, por possuirem a capacidade de hidrolisar

proteinas do tecido conectivo e das fibras musculares (LADEIRA, 2009).
2.1. Proteases enddgenas

As catepsinas (proteases dcidas) e as calpainas (proteases neutras) s3o os complexos
enzimaticos, naturalmente presentes no musculo, mais estudados no amaciamento
da carne. Estdo associadas a degradacao das proteinas que conferem a estrutura e a
organizacio espacial das miofibrilas.

As catepsinas formam um complexo enzimdtico no qual estdo envolvidas
mais de vinte enzimas. As cisteina-proteases presentes no interior dos lisosso-
mos da fibra muscular sio liberadas apds a queda do pH muscular no rigor mortis,
resultando no rompimento da membrana dos lisossomos. A atividade maxima das
catepsinas é observada em valores de pH menor que 6 e atuam na degradacio da
linha Z, das troponinas e da proteina C, deteriorando lentamente a tropomiosina,
a nebulina e a a-actinina. Exercem também atividade sobre as ligacoes cruzadas
de colédgeno durante a maturacio (LAWRIE, 2005; DAMODARAN; PARKIN;
FENNEMA, 2010; GOMIDE; RAMOS; FONTES, 2013).

No trabalho de revisio de Lage e colaboradores (2009) sdo descritos dados de
pesquisas que indicam que a atividade 6tima da calpaina in vitro ocorre em tempe-
raturas entre 10 e 25 °C e pH neutro, sendo que para a p-calpaina a concentracgdo de
célcio deve ser entre 50-100 um, e para a m-calpaina, entre 1-2 mM. Sua atividade
minima ocorre a 5 °C e pH 5,5 em musculos de bovinos.

Bowker e colaboradores (2010) relataram pesquisas que demonstram que a
atividade 6tima da calpaina ocorre em pH 7,5 a 25 °C, mas que ainda foi detectada
em pH 5. No estudo realizado por Geesink e Koohmaraie (1999) com carne bovina,
observou-se que o processo de amaciamento se inicia em pH préximo de 6,3, apro-
ximadamente seis horas ap6s abate do animal, quando a p-calpaina é ativada em bai-
xas concentracdes do ion célcio (Ca?*). J4 a m-calpaina apresentou atividade 6tima
na faixa de pH de 6,52 8 e 1 a2 mM de Ca?* e atividade minima a 5 °C e pH 5,5, con-

di¢cdes encontradas nas carcacas entre 24 e 48 horas post mortem.
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2.2. Proteases extraidas de fontes vegetais aplicadas no amaciamento da carne

As proteases de origem vegetal sio amplamente utilizadas na industria de alimentos
no amaciamento da carne, na clarificacio de suco e cerveja, em processos fermen-
tativos, no processamento de massas na industria de panificacio e na fabricacdo de
queijos (LADEIRA, 2009).

A papaina, presente no mamao (Carica papaya e Vasconcella cundinamarcencis),
e a bromelina, extraida de plantas da familia Bromeliaceae, entre as quais o abacaxi é
mais conhecido, sdo exemplos de cisteina-proteases comumente aplicadas no ama-
ciamento de carnes. Porém essas enzimas nio possuem especificidade para proteinas
presentes na carne e, apesar de contribuirem para seu amaciamento, alteram signi-
ficativamente a textura do produto (WEISS et al., 2010).

A atividade proteolitica de outras enzimas de origem vegetal, como a actini-
dina, extraida do kiwi (Actinidia deliciosa), e a zingibaina, extraida do rizoma de gen-
gibre (Zingiber officinale roscoe), foi relatada por Thompson, Wolf e Allen (1973),
Naveena, Mendiratta e Anjaneyulu (2004), Ha e colaboradores (2013) e Abdel-Naeem
e Mohamed (2016). Tais descobertas indicam o potencial de aplicacio dessas protea-
ses na hidroélise de proteinas miofibrilares e do tecido conectivo.

A atividade caseinolitica e colagenolitica da papaina, da bromelina, da zingibaina
e da actinidina foi determinada no estudo realizado por Ha e colaboradores (2012). A
atividade proteolitica na caseina foi avaliada na faixa de pH de 4,5 a 9. Verificou-se
que a atividade maxima da papaina, da bromelina e da zingibaina ocorreu em tempe-
raturas relativamente altas (> 55 °C) nas condi¢des do ensaio. J a actinidina apresen-
tou atividade maxima a 45 °C. Em relacio ao pH, as atividades méximas foram entre
7 e 8 para a papaina; 5 e 6 para a bromelina; 4,5 e 5,5 para actinidina; e entre 6,5 e 7
para zingibaina. Foi observada atividade proteolitica da caseina na faixa de pH de 5 a
6, que corresponde geralmente 2 faixa de variacio de pH da carne (5,5 a 6), indicando
potencial de aplicacio dessas proteases no amaciamento da carne. Na caracterizaciao
da atividade proteolitica dessas proteases comerciais no coligeno, foram observa-
das diferencas significativas na capacidade de hidroélise das enzimas, de acordo com
a sequéncia: zingibaina > bromelina > papaina > actinidina. Para todas as enzimas a
atividade proteolitica foi maior na primeira hora de incubacio, porém a zingibaina

mostrou aumento gradual da atividade enzimatica durante as trés primeiras horas.
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A papaina (EC 3.4.22.2) é uma protease obtida do latex do mamao (Carica papaya),
classificada como cisteina-protease com atividade 6tima a 65 °C, pH entre 5 e 7 e tem-
peratura de desnaturacio entre 80 e 90 °C. Possui massa molecular de 23,4 kDa e maior
atividade em proteinas miofibrilares. Cliva aminoécidos basicos ou aqueles residuos de
aminoacidos que tém longas cadeias hidrofébicas (PAYNE, 2009).

Bromelina é o nome genérico dado ao conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia Bromeliaceae. As enzimas proteoliticas encon-
tradas nos talos recebem o nome de bromelina do talo (EC 3.4.22.4), e as encontra-
das no fruto sio chamadas de bromelina do fruto (EC 3.4.22.5). A bromelina (EC
3.4.22.32) extraida do caule do abacaxizeiro (Ananas comosus ou Ananas bracteatus)
é uma cisteina-protease (20 a 33,2 kDa) com atividade maxima a 65 °C, pH entre
5 e 9 e temperatura de desnaturacio entre 70 e 75 °C. Possui maior atividade pro-
teolitica sobre as fibras do coldgeno (PAYNE, 2009).

A ficina (EC 3.4.22.3), massa molecular de 25 a 26 kDa, é uma cisteina-protease
isolada do ltex de espécies de figos (Ficus glabrata) composta por diferentes endo-
peptidases. Essas enzimas clivam preferencialmente proteinas contendo residuos de
tirosina e fenilalanina. Sua temperatura de inativacio é 70 °C e a atividade mdxima
sedda65°CempHentre5e?7.

A actinidina (EC 3.4.22.14) é uma sulfidril-protease derivada do fruto e da
casca do kiwi (Actinidai chinesis). Possui massa molecular entre 23-26 kDa, atividade
maxima entre 58 e 62 °C e pH entre 5 e 9, temperatura de desnaturacio de 60 °C e
atividade proteolitica sobre as fibras do colidgeno (PAYNE, 2009).

A atividade proteolitica da zingibaina extraida do gengibre (Zingiber officinale
Roscoe) na hidrélise do coldgeno e outras proteinas do tecido conectivo de carne de
ovinos foi relatada por Thompson, Wolf e Allen (1973). A atividade madxima ocor-
reu a 60 °C e temperatura de desnaturacio acima de 70 °C. Por sua vez, Nafi e colabo-
radores (2014) classificaram a zingibaina como uma cisteina-protease com atividade
maxima a 60 °C e pH entre 6 e 8.

Na caracterizacio da atividade proteolitica da papaina, da bromelina, da zingi-
baina e da actinidina nas proteinas miofibrilares e do coldgeno da carne, Ha e colabo-
radores (2012) utilizaram como substrato o extrato de coldgeno extraido do tendio
de bovino. Todas as proteases foram capazes de hidrolisar o extrato de coligeno,

porém houve varia¢io do tipo de colageno hidrolisado resultante.
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Ha e colaboradores (2012) verificaram que, em extrato de proteinas miofibri-
lares (contendo meromiosina pesada em maior quantidade, proteina C, a-actinina,
o e p-tropomiosina, troponina T, meromiosina leve, troponina I e troponina C), a
actinidina foi capaz de hidrolisar diferentes proteinas, como o complexo actomio-
sina (223 e 42 kDa) e a linha Z associada a nebulina e titina (650 a 3200 kDa), o.-ac-
tinina (100 kDa), filamina (280 kDa) e desmina (53 kDa). Entretanto, a actinidina
apresentou menor atividade em relacao as demais proteases testadas no estudo. A
papaina, bromelina e zingibaina apresentaram perfil similar de hidrélise, sendo
mais eficientes na hidrélise de algumas proteinas, como o complexo actomiosina,
titina e nebulina. As bandas de proteina da meromiosina pesada (223 kDa) e da
actina (42 kDa) foram hidrolisadas a uma taxa significativa; ja as bandas da pro-
teina C (140 kDa), a-actinina (90 kDa), tropomiosinas (35 kDa) e troponinas I e C
(22 e 17,8 kDa) permaneceram inalteradas. Os autores concluiram que a zingibaina
parece apresentar maior eficicia na hidrélise de proteinas do tecido conjuntivo de
carne e que a actinidina é mais eficiente na hidrélise das proteinas miofibrilares,
sugerindo que as duas enzimas podem ter potencial de protease para aplicagido no

amaciamento da carne.
Consideracoes finais

A carne é um alimento amplamente consumido por razdes nutricionais, como fonte
de proteina, e seus atributos sensoriais de sabor e maciez sio importantes na avalia-
¢do e aceitacio do produto pelo consumidor.

O processo de amaciamento da carne ocorre naturalmente por acio de pro-
teases enddgenas, porém a aplicacio de enzimas exdgenas ji é pratica comum, prin-
cipalmente as extraidas de vegetais, como a papaina e bromelina. A capacidade de
enzimas extraidas de outras fontes vegetais, como o kiwi e o gengibre, de hidroli-
sarem proteinas miofibrilares e do tecido conectivo tem sido comprovada e obtido
resultados promissores no amaciamento de carnes.

O desenvolvimento de preparacdes de enzimas proteoliticas com alta atividade,
com especificidade e estabilidade ao pH, temperatura, ions metélicos e concentracdes

salinas representa uma alternativa para melhorar a qualidade da carne.
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Capitulo 11

A germinacdo de sementes
na qualidade nutricional

Talita Miranda Vidon
Mateus da Silva Junqueira

Neuza Maria Brunoro Costa
Introducio

A pratica da germinacao de graos surgiu hd mais de dois mil anos com os povos essé-
nios que viviam na regiao de Qumran, perto do Mar Morto. Esses povos eram cultos,
mantinham praticas de arte, culindria e agricultura, eram vegetarianos crudivoristas.
Eles usavam a germinacio do trigo e do gergelim para o preparo de seus alimentos e,
desde entdo, a cultura da germinac¢ido como forma de alimento foi se disseminando
pelo mundo (GONZALEZ, 2008).

As sementes germinadas, assim como seus brotos, sdo alimentos classificados
como biogénicos, segundo sua vitalidade. No estigio de germinacio, as sementes
se encontram em uma etapa vital de transformacdo, em que deixam seu estado de
laténcia e germinam como forma de perpetuacio de sua espécie (TRUCOM, 2012).
Condic¢des ambientais minimas sio necessdrias para “o despertar” dessas sementes,
como umidade, temperatura e nutrientes adequados (GARCIA-AGUSTIN; PRIMO-
-MILLO, 1993; SANGRONIS; MACHADO, 2007).
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Assim como o descascamento, a maceracao e o cozimento, a germinacio é
um método utilizado para melhoria da qualidade nutricional dos alimentos, prin-
cipalmente de leguminosas e cereais (KHOKHAR; CHAUHAN, 1986; BARAM-
PAMA; SIMARD, 1994, 1995). E, por ser uma alternativa simples e econémica, o
uso de alimentos germinados tem se difundido crescentemente nas tltimas décadas
(KOEHLER et al., 2007; MOONGNGARM; SAETUNG, 2010), contribuindo para
o aumento do consumo de alimentos mais saudéaveis e para o combate as deficién-
cias nutricionais de populacdes.

Neste capitulo, serdao descritos o processo de germinacao de sementes e seus

efeitos sobre a composi¢ao quimica e a qualidade nutricional dos alimentos.
1. O processo de germinacio

A germinacio é um processo bioquimico complexo que ocorre nas sementes. E
uma acio bioldgica que ocorre naturalmente em todas as plantas superiores, como
forma de perpetuacio da espécie (KOEHLER et al., 2007).

Para o processo de germinacio acontecer, é necessario, inicialmente, imer-
gir os graos em agua. Esse é, portanto, o primeiro passo para despertar as semen-
tes do seu estado de dorméncia (HEMALATHA; PLATEL; SRINIVASAN, 2007).
O tempo de imersdo dependera da variedade do griao (LESTIENNE et al., 2005).
Durante a imers3o, ocorre a fase de ativacdo metabdlica, que inicia processos meta-
bélicos pré-germinativos, em que enzimas se tornam ativadas e promovem a intensa
digestao das reservas (carboidratos, proteinas, lipideos e demais compostos) da
semente. Essa fase é marcada principalmente pela protusdo da radicula (Figura 1)
(FERREIRA; BORGHETTI, 2004).
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Figura 1 - Sementes de feijdo e lentilha (sem tegumento*) com 12 horas de germinagdo

* Inicio da germinacao, ainda nao houve o rompimento do tegumento pela radicula.

Fonte: Arquivo dos autores.

Com a ativacio metabdlica, a semente deixa sua fase de laténcia e passa ao
crescimento do embrido, com o subsequente rompimento do tegumento pela radi-

cula (Figura 2).

Figura 2 - Sementes de feijio e lentilha (com tegumento*) com 24 horas de germinacdo

* Rompimento do tegumento pela radicula.

Fonte: Arquivo dos autores.
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Apés a emissdo da plantula e da radicula, inicia-se o crescimento e desenvol-
vimento da planta (Figura 3), para o futuro crescimento da raiz (GARCIA-AGUS-
TIN; PRIMO-MILLO, 1993; SANGRONIS; MACHADO, 2007).

Figura 3 - Grdos de feijao com 48 horas de germinacao*

* Radicula desenvolvendo-se.

Fonte: Arquivo dos autores.

2. Efeito da germinacao na composicao quimica e qualidade nutricional

A germinacio representa a retomada do ciclo de vida do grao, o que se inicia com a
absorcao de dgua pelas sementes, do que decorre uma série de reacdes bioquimicas
(OLIVEIRA et al., 2012) que contribuem para a reducio de fatores antinutricionais
e potencializacio das propriedades nutricionais (AGUILERA et al., 2013) e funcio-
nais (SWIECA et al., 2012) do grio. Essas modificacdes podem variar dependendo
da espécie do vegetal, da qualidade da semente e das condicdes de germinacdo como
tempo, temperatura e umidade (BAU et al., 1997; DHALIWAL; AGGARWAL, 1999).

Diversos estudos tém demonstrado os beneficios de sementes germinadas
para alimentacio humana, pois elas sio uma excelente fonte de compostos bioa-
tivos (DONKOR et al., 2012; LOPEZ et al., 2013) e antioxidantes (SWIECA et al.,
2012). Martinez (2011) demonstrou que, com o prolongamento do tempo de ger-
minacdo, entre 72 e 96 horas, a atividade antioxidante e o teor de clorofila e carote-

noides aumentam. O processo de germinacio também altera a composicao fendlica,
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devido a acdo de enzimas enddgenas e ao metabolismo que ocorre durante o bro-
tamento (MARTINEZ, 2011).

Outra consequéncia da germinacio sdo as mudancas na composicio centesimal
dos grios. Hé relatos de melhoria na qualidade nutricional de proteinas (CARPEN-
TER et al., 1989; WONGSIRI; OHSHIMA; DUANGMAL, 2015) devido a biossin-
tese que acontece durante a germinacio (SATTAR et al., 1989; VENDERSTOEP,
1981). Além disso, ha aumento nos teores de certos aminodcidos, em funcio da hidré-
lise de proteinas existentes nas sementes pelas enzimas sintetizadas durante o pro-
cesso indutor da germinacio (CARPENTER et al., 1989; WONGSIRI; OHSHIMA;
DUANGMAL, 2015). Os carboidratos sdo hidrolisados em acticares simples (EGLI;
TEKRONY, 1997), que diminuem ao passar do tempo gracas a sua utilizacio como
fonte de energia, especialmente, para o inicio da germinacio e para emissio da plan-
tula e da radicula (MARERO et al., 1990; BAU et al., 1997).

A germinacio também tem demonstrado mudancas positivas na composicio
de fibras alimentares totais (HUNG et al., 2012; DUENAS et al., 2016), fibras insold-
veis (BERNI; CANNIATTI-BRAZACA, 2011; DUENAS et al., 2016) e fibras soltiveis
(CHANG et al., 2006; MARTIN-CABREJAS et al., 2008; BERNI; CANNIATTI-
-BRAZACA, 2011), como consequéncia, principalmente, do aumento da sintese de
celulose devido as reacdes metabolicas sofridas pelas sementes durante a germina-
cio (DUENAS et al., 2016).

2.1. Fatores antinutricionais

O processo germinativo afeta o contetddo dos fatores antinutricionais presentes nas
sementes e promove a reducio de compostos que interferem na disponibilidade do ali-
mento e diminuem a absorcio de vitaminas, minerais e proteinas, por exemplo. Com tal
reducio, os nutrientes se tornam mais bioacessiveis para serem absorvidos pelo orga-
nismo (PROM-U-THAI et al., 2006; GHAVIDEL; PRAKASH, 2007; WEI et al., 2013).

Os fatores antinutricionais, como 4cido fitico (DUHAN; KHETARPAUL; BISH-
NOI, 2004; BERNI; CANNIATTI-BRAZACA, 2011), inibidores da protease, polife-
ndis e taninos, estdo presentes sobretudo em leguminosas (CAMACHO et al., 1992;
MIRANDA; EL-DASH, 2002). Ghavidel e Prakash (2007) demonstraram uma dimi-

nuicdo significativa nos teores de acido fitico e tanino com a germinacdo, chegando a
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47-52 % e 43-52 % de reducio, respectivamente. Estudos tém demonstrado que a dimi-
nuicio nos teores de taninos pode ser explicada pela oxidacio de polifendis durante
a germinacio, levando a hidrolise enzimética destes (SANGRONIS; MACHADO,
2007; GHAVIDEL; PRAKASH, 2007). O 4cido fitico é acumulado durante a matu-
racdo das sementes e atua como fonte de fosforo e citions para o crescimento delas.
A reducio do écido fitico se dd pelo aumento da atividade da enzima fitase, que gera
como produto de sua hidrdlise o fosfato inositol, nutriente utilizado no processo de
germinacio (REDDY, 2002; PRAZERES; FERREIRA; AOYAMA, 2004; SANGRO-
NIS; MACHADO, 2007). Outro fator que contribui para a diminui¢do de taninos e
acido fitico seria a lixiviacio desses compostos para a d4gua, como consequéncia do
processo de imersio dos grios nesse liquido (LESTIENNE et al., 2005).

No Quadro 1 estdo resumidos os resultados de alguns estudos recentes que ava-

liaram o efeito do processo de germinacio nas caracteristicas nutricionais das sementes.

Quadro 1 - Graos e sementes germinadas: ef eitos nas caracteristicas nutricionais

Matéria- T de T t T d
ateria empo dae emperatura empo ae E feitos Referéncia

-prima imersio degerminacio germinacdo

DiminuicZo do teor de

Diferentes 4cido fitico; aumento de Chopra e
variedades de 12h 32a38°C 48,96 e 144 h  polifendis e minerais com o  Sankhala
feijao prolongamento do tempo (2004)

de germinacio

Arroz; Melhor biodisponibilidade ~ Hemalatha,
painco; . 16h e 24048 b in vitro de ferr-o e reducio Plé.lte.l e
grao-de-bico; do teor de taninos em Srinivasan
feijao ambas as temperaturas (2007)
Feijao- Reducio nos teores de 4cido .
L. . Sangronis

-branco; fitico e taninos e aumento

. 5h 25°C 120 h . K . . e Machado
feijao-preto; significativo na digestibili- (2007)
feijao-guandu dade da proteina in vitro

Aumento no contetido de

. minerais e da atividade Martinez
Feijao 8h 24°C 72e96 h L
antioxidante em ambasas  (2011)
temperaturas
. Aumento de fibra dietética ~ Duenas e
Feijao e . . .
i 6h 20°C 168 h insoltvel e totais e aumento colaborado-
lentilha

na capacidade antioxidante  res (2016)

Fonte: Elaboracdo prépria.
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E notéria a diversidade de metodologias utilizadas na germinacio de semen-
tes para alimenta¢do humana. H4 variacdo no tempo de imersio, na temperatura e
no tempo de germinacio, porém as melhorias na qualidade nutricional do alimento

ja sdo significativas mesmo no inicio da germinacéo.
Consideracoes finais

A germinacio de sementes para fins alimenticios vem sendo difundida como forma
de processamento nas tltimas décadas, por ser um método de simples e economico
que contribui para melhoria da qualidade nutricional dos alimentos, com a dimi-
nuicio de fatores antinutricionais e o aumento da biodisponibilidade de nutrientes,
gracas as reacOes bioquimicas que ocorrem no processo de germinac¢io. Com isso, o
consumo de alimentos germinados se configura como alternativa benéfica para com-
por a alimentacdo de populacdes, principalmente daquelas em risco nutricional, uma
vez que a torna mais sauddvel e completa.

Nesta pesquisa verificou-se que a aplicacio tende a ser voltada principal-
mente para leguminosas, o que, todavia, nao impede a realizacao de estudos com
outras sementes. A germina¢io pode ainda ser associada a tecnologia de ali-
mentos, visando a qualidade fitoquimica e nutricional de produtos alimenticios

industrializados.
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Capitulo 12

Culturas alimentares

biofortificadas

Priscila Brigide
Talita Miranda Vidon
Maria das Gracas Vaz Tostes

Neuza Maria Brunoro Costa
Introducao

A deficiéncia em micronutrientes atinge mais de trés bilhdes de pessoas, de todos
o0s niveis socioecondmicos, sobretudo em paises menos desenvolvidos, e é conside-
rada um problema de satide publica (COSTA, 2008; RIBEIRO, 2010). Os niveis da
deficiéncia de minerais em habitantes de paises industrializados também sio expres-
sivos, em consequéncia de uma dieta ndo balanceada, pouco saudivel e rica em gor-
dura e actcar (RIBEIRO, 2010).

As principais intervencdes para resolver essa crise de satide incluem suplemen-
tos de microminerais na dieta e programas de fortificacdo de alimentos. Todavia,
esse tipo de programa nio atende toda a populacio necessitada, nao alcan¢ando, por
exemplo, familias rurais pobres em paises em desenvolvimento. Além disso, essas
abordagens nio sdo sustentdveis, pois apenas tratam os sintomas de desnutricdo e/

ou outras deficiéncias nutricionais, mas nao resolvem as causas primdrias. Entre as
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politicas publicas promissoras adotadas em alguns paises para a solucio desses pro-
blemas, destaca-se a biofortificacio de alimentos (BANUELOS; LIN, 2008).

A biofortificacdo é uma técnica que se baseia no melhoramento genético de plan-
tas convencionais para aumentar a densidade de nutrientes em alimentos bésicos. Com
isso, as culturas produzidas apresentam maiores teores de micronutrientes reconheci-
dos como limitantes pela Organizacao Mundial da Satide, especialmente ferro, zinco
e vitamina A (HARVESTPLUS, 2010). E uma estratégia sustentdvel e de baixo custo
que visa garantir maior seguranca alimentar por meio do aumento dos micronutrien-
tes na dieta da populacido mais carente. Complementa intervencdes convencionais,
como a fortificacio comercial dos alimentos, e é uma maneira viavel de atingir dreas
e populacdes com pouco acesso aos fortificados. Tem como desafio a garantia de acei-
tacdo do consumidor e o aumento do consumo desses alimentos ricos em nutrientes
(BOUIS, 2003; NESTEL et al., 2006; MAYER; PFEIFFER; BEYER, 2008).

O melhoramento de seis cultivares (arroz, trigo, milho, mandioca, batata-doce e
feijao) de consumo comum em regides pobres da Africa, da Asia e da América Latina
estd em andamento (PFEIFFER; MCCLAFFERTY, 2007). No Brasil, tiveram ini-
cio em 2004 os trabalhos do programa HarvestPlus Brasil, com vistas a desenvolver
variedades desses alimentos com maiores concentracdes de ferro, zinco e betacaro-
teno. O programa é coordenado pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
(Embrapa) (NUTTI, 2011).

1. Biofortificacao

Virias estratégias sio utilizadas para melhorar o estado nutricional da populacio e
prevenir a deficiéncia de micronutrientes. Entre elas, temos a fortificacio e a bio-
fortificacio de alimentos, que consistem no aumento no teor de nutrientes dos pro-
dutos, com baixo custo de producio e facil aceitacdo sensorial, para agregar maior
valor nutritivo (MINGUITA et al., 2012).

A fortificacdo de alimentos com vitamina A e ferro e a distribui¢io de suplemen-
tos desses micronutrientes para a populacao-alvo tém sido as estratégias mais utiliza-
das na maioria dos paises em desenvolvimento, para combater a hipovitaminose A e a
anemia ferropriva. Em muitas tentativas, a fortificacio e os programas de suplemen-

tacdo foram implementados para combater deficiéncias nutricionais, utilizando-se,
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por exemplo, farinha de trigo fortificada com ferro no Paquistio, suplementacio de
vitamina A na Nigéria, sal iodado no Marrocos, entre outros. No entanto, tais pro-
gramas nem sempre alcancam os mais necessitados, como o caso da populacio rural
da Guatemala. Grupos populacionais como esse dependem de agricultura de subsis-
téncia e, muitas vezes, nao tém condic¢des financeiras para adquirir alimentos pro-
cessados, ou nem mesmo tém acesso a estes.

Pesquisas recentes demonstram que o desenvolvimento de plantas com maio-
res teores de precursores de vitamina A e outros minerais pode ajudar a melhorar a
dieta humana. Esse é o objetivo da pesquisa que vem sendo desenvolvida no Brasil
pela Embrapa para biofortificacio de alimentos (BANUELOS; LIN, 2008; NUTTI;
CARVALHO; WATANABE, 2006).

A biofortificacdo consiste no aumento da densidade de nutrientes de alimentos
bésicos. Visa desenvolver e distribuir, para plantacio, uma variedade de culturas que
sdo consideradas a base da alimentacio de regides pobres. Seu foco estd em trés micro-
nutrientes que sido reconhecidos pela Organizacdo Mundial da Satide como limitantes
(ferro, zinco e vitamina A) (PFEIFFER; MCCLAFFERTY, 2007). Pode ser realizada
por meio do melhoramento vegetal convencional ou biotecnoldgico e/ou por pra-
ticas agronomicas, com destaque para a adubacdo (BOUIS, 2000; CAKMAK, 2008).

A importancia da biofortificacio vem sendo reforcada diante da recente des-
coberta de que o melhoramento vegetal, voltado exclusivamente para ganhos em
produtividade, provoca reducio da concentra¢io de minerais e vitaminas na parte
comestivel das culturas (GARVIN; WELCH; FINLEY, 2006; MURPHY; REEVES;
JONES, 2008; WHITE et al., 2009). Nesse contexto, a biofortifica¢io é vantajosa
porque, na busca por aumentar a densidade de nutrientes, fomenta a obtencio de
cultivares com caracteristicas produtivas e comerciais melhoradas, e isso promove,
também, o aumento da produtividade, da estabilidade, do rendimento e da qualidade
dos graos (DEL PELOSO et al., 2003; FROTA; FREIRE FILHO; CORREA, 2000).

A producio de variedades melhoradas que apresentam maior teor de minerais
e vitaminas visa complementar as intervencdes em nutricao existentes e propor-
cionar uma maneira sustentavel e de baixo custo para alcancar as populacdes com
limitado acesso aos sistemas formais de mercado e de satide. Variedades biofortifi-
cadas apresentam o potencial de fornecer beneficios continuos, ano apés ano, nos

paises em desenvolvimento, a um custo recorrente inferior ao da suplementacio
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e da fortificacdo pos-colheita (GRAHAM; WELCH, 1996; WELCH, 2000; HAR-
VESTPLUS, 2020; GRAHAM et al., 2007).

O baixo acesso das populacoes aos alimentos ricos em micronutrientes, a pre-
senca de inibidores de absorcio e antinutrientes em proporcdes inadequadas nas
dietas e a baixa biodisponibilidade dos minerais sao causas atribuidas as deficiéncias
desses nutrientes na popula¢do humana em todo o mundo. Espera-se que as fami-
lias de agricultores que cultivam espécies biofortificadas sejam beneficiadas por con-
sumi-las, assim como os consumidores que compram essas culturas no mercado. As
culturas biofortificadas, portanto, podem fornecer vitaminas e minerais necessarios
a nutricio humana e reduzir a fome oculta de modo eficaz.

Alguns trabalhos realizados com humanos demonstram efeitos positivos do uso
de alimentos biofortificados para a estado nutricional dos individuos: batata-doce rica
em betacaroteno aumentou os estoques de vitamina A no figado de criancas (VAN
JAARSVELD et al., 2005); arroz biofortificado com ferro promoveu aumento da fer-
ritina sérica em mulheres em idade fértil nas Filipinas (HAAS et al., 2005); Rosado e
colaboradores (2009) observaram que a quantidade de zinco absorvido por mulheres
adultas é maior com a biofortificacio do trigo com zinco. Os resultados evidenciam
a eficdcia e a importancia do consumo desses alimentos produzidos com biofortifi-

cacdo, principalmente para populacdes carentes e em risco nutricional.
2. Programas de biofortificacio no Brasil e no mundo

O projeto mundial de biofortificacio HarvestPlus é um programa de desafio do
Consultative Group on International Agricultural Research (CGIAR) que desen-
volve culturas e combinacdes de nutrientes para fornecer micronutrientes para a
populacio vulneravel da Africa e da Asia. Visa projetar, produzir, testar e divul-
gar produtos alimentares basicos enriquecidos com ferro, zinco e provitamina A
(HOTZ; MCCLAFFERTY, 2007).

O AgroSalud é um programa que desenvolve cultivos de biofortificados para
a América Latina e Caribe, em consoércio internacional entre instituicoes de pes-
quisa, entre elas a Embrapa.

No Brasil, a Embrapa coordena o BioFort, projeto de biofortificacio de ali-

mentos que produz diversas culturas biofortificadas.
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Os programas nacionais brasileiro, chinés e indiano tém trabalhado com a
biofortificacio em uma grande variedade de produtos alimentares bdsicos, em uma
“abordagem de alimentos cesta”. Esse enfoque, particularmente no Brasil, é uma
ferramenta ttil para abordar as deficiéncias de micronutrientes em populacdes que
consomem pequenas quantidades de virias culturas alimentares, em vez de uma
Unica cultura (SALTZMAN et al., 2013).

O programa de biofortificacao da China iniciou-se em 2005, e a pesquisa foca
em aumentar os teores de ferro, zinco e contetidos provitamina A em cultivares
de arroz, milho, trigo e batata-doce. Entre as variedades lancadas, estdo as cultiva-
res de: trigo Zhongmai 175, com 4,4 mg/100 g de zinco e 3,8 mg/100 g de ferro;
arroz Zhongguangxiang, com 0,65 mg/100 g de ferro; batata-doce Nanshu 0101,
com 9,3 mg/100 g de provitamina A (SALTZMAN et al., 2013).

O departamento de biotecnologia do governo indiano e o Indian Council of
Agricultural Research (Icar) uniram esforcos para promover uma pesquisa de alta
qualidade e acelerar o desenvolvimento de variedades biofortificadas na India. O
programa de biofortificacio desse pais concentra-se em arroz, trigo e milho. O Har-
vestPlus é um colaborador no desenvolvimento dessas culturas e também se con-
centra em milheto biofortificado e sorgo (SALTZMAN et al., 2013).

No Brasil, a partir de 2004, tiveram inicio as atividades dos projetos de bio-
fortificacao da HarvestPlus e da AgroSalud. A participacao no projeto AgroSalud
prevé a integracdo entre os paises da América Latina e Caribe, Africa e Sudeste
Asidtico, com a expectativa de que o Brasil desenvolva e transfira ndo s6 os culti-
vares biofortificados como também a tecnologia pds-colheita. Possibilita a insercio
das cultivares de arroz e batata-doce biofortificados para complementar o projeto
HarvestPlus (NUTTI, 2011).

Em 2008, foi aprovado o projeto BioFort, uma parceria de onze unidades
da Embrapa e diversas universidades, com o intuito de intensificar a biofortifica-
¢ao no Brasil. Desde entéo, sob o objetivo agricola da HarvestPlus, o progresso na
criacao de cultivos biofortificados tem sido constante, com niveis promissores de
zinco, ferro e provitamina A (carotenoides) alcancados em diversas culturas de ali-
mentos basicos. Pesquisam-se, principalmente: mandioca, batata-doce e abébora
com maior teor de carotenoides; milho com maiores teores de lisina, triptofano e

provitamina A; arroz, feijao comum, milho, trigo e feijao-caupi com teores mais
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elevados de ferro e zinco (NUTTI, 2011). Na Tabela 1 apresentam-se os signifi-
cativos resultados alcancados pelo projeto, com a comparacio entre as cultivares

convencionais e as melhoradas.

Cultivares

Tabela 1 - Resultados do projeto BioFort

Cultivares dos projetos da Rede de

Convencional

Biofortificacio no Brasil

Milho

Em média, 4,5 microgramas de provita-
mina A por grama de milho em base seca

Até 9 microgramas de provitamina A por
grama de milho em base seca

Batata-doce

Em cultivares de polpa branca, até
10 microgramas de betacaroteno por
grama de raizes frescas

Na cultivar Beauregard, média de 115
microgramas de betacaroteno por grama
de raizes frescas

Meédia de 186 microgramas de carotenoi-

Abéb E liaca
ovore  avanacao des por grama de produto fresco
Meédi i 40 de f 40
. Em média, 30 mg de ferro e 30 mg de e s'uperlor 4 r'ng . elerroe
Trigo mg de zinco/kg de trigo integral, nas

zinco/kg de produto em trigo integral

melhores cultivares selecionadas

Feijao-caupi

Média de 50 mg de ferro e 40 mg de
zinco/kg de produto

Na BRS Xiquexique, média de 77 mg de
ferro e 53 mg de zinco/kg de produto

Em variedades de polpa branca nao ha

Até 9 mcg de betacaroteno/g em raizes

Mandioca teores expressivos de betacaroteno frescas

Feifio E.m média, 50 .1?1g d? ferro.e 30 mg de Em média, 90 mg de ferro e 50 mg de
zinco/kg de feijdo tipo carioca zinco/kg de cultivar BRS Pontal

Arroz Em média, 12 mg de zinco e 2 mg de Média de 18 mg de zinco e 4 mg de ferro/

ferro/kg de arroz branco polido
Fonte: BioFort (2020).

kg de arroz branco polido

Algumas variedades foram liberadas para producio e consumo: mandioca
(até 0,9 mg de provitamina A/100 g); feijao (até 0,8 mg ferro/100 g e de zinco
0,5 mg/100 g); feijao caupi (até 7,7 mg de ferro/100 g e 5,3 mg de zinco/100 g);
uma variedade de batata-doce (até 11,5 mg de provitamina A/100 g) e de milho (até
0,75 mg/100 g de provitamina A) (SALTZMAN et al., 2013).

Paralelamente ao melhoramento das culturas, tém sido investigadas a reten-
cdo e a biodisponibilidade de micronutrientes apds processamento, armazenamento
e cozimento dos alimentos (SALTZMAN et al., 2013), uma vez que, para a bioforti-

ficacio ser bem-sucedida, a elevada densidade de nutrientes deve ser acompanhada,
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além de alta producio e rentabilidade, de melhoria no estado nutricional dos indivi-
duos que consomem os produtos biofortificados (BOUIS et al., 2011).

Modelos animais e in vitro sdo utilizados para avaliar a absorcio relativa dos
micronutrientes e as variedades mais promissoras. Estudos em seres humanos em
experimentos controlados também sio realizados. Ensaios que demonstram o impacto
das culturas biofortificadas sobre o estado nutricional do individuo, como aumento
nos indices de micronutrientes e avaliacio positiva de indicadores funcionais (adap-
tacdo visual no escuro, para as culturas de provitamina A; atividade fisica, para as
culturas biofortificadas com ferro, etc.), fornecem evidéncias para apoiar o uso de
culturas biofortificadas como alternativa de intervencdo nutricional para a satde
publica (SALTZMAN et al., 2013).

Consideracées finais

A biofortificacio ja se constitui como meio vidvel, de baixo custo e efetivo para forne-
cimento de micronutrientes as populacdes carentes cujo acesso a suplementos ou ali-
mentos fortificados comercialmente é limitado. Culturas alimentares com niveis mais
elevados de micronutrientes tém sido langadas em varios paises para uso na alimenta-
cdo basica, especialmente dessas populacdes. O consumo de tais alimentos biofortifica-
dos pode contribuir para melhorar o estado nutricional dos individuos, diminuindo a

deficiéncia de micronutrientes — problema que ainda é prevalente em todo o mundo.
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Capitulo 13

Comportamentos e
percep¢oes do consumidor
relacionados a irradiacdo
de alimentos: uma revisao

Tarcisio Lima Filho

Suzana Maria Della Lucia
Introducao

A irradiacio de alimentos é apontada como um étimo método para eliminar micror-
ganismos deterioradores e patogénicos, sem alterar drasticamente as caracteristicas
sensoriais e nutricionais dos alimentos, possibilitando, dessa forma, a oferta de pro-
dutos com maior vida de prateleira e microbiologicamente mais seguros (LYNCH;
TAUXE; HEDBERG, 2009; JOINT FAO/IAEA, 2017). Entretanto, apesar de a radia-
¢do ser aceita cientificamente como um 6timo método de conservacao e ser permi-
tida e regulamentada por diversos paises, a completa comercializacao de alimentos
irradiados tem sido limitada devido a rejeicao e ao receio de parte da populacio sobre
a utilizacdo desse tratamento em produtos alimenticios (ORNELLAS et al., 2006).
Os fatores que envolvem todo o processo de selecio e consumo de um pro-

duto podem ser divididos em dois grupos: um grupo relacionado as caracteristicas do

217



consumidor, tais como conceitos étnicos, culturais e religiosos, preocupacio com a
saude, influéncias contextuais, questdes sociais, idade, sexo e renda familiar dos con-
sumidores; e outro grupo referente as caracteristicas do produto, como conveniéncia,
utilidade, praticidade, estabilidade, seguranca, valor nutritivo, marca, preco, origem
e tecnologia de producio alimenticia (DELLA LUCIA et al., 2010).

No caso de alimentos irradiados, a tecnologia de producio é um fator que
influencia a aceitacao dos consumidores. Na literatura existem diversas pesquisas de
mercado sobre esse tipo de produto, realizadas em varios paises, em diferentes épo-
cas e com a obtencao de resultados distintos. Enquanto alguns estudos demonstram
boa aceitacio da populacdo por alimentos irradiados, outros demonstram alta rejei-
cdo. Este capitulo analisa os resultados de algumas dessas pesquisas de mercado sobre
alimentos irradiados realizadas nas ultimas quatro décadas. O objetivo é verificar:
se as populacdes de diferentes paises possuem distintos niveis de aceitacio pela tec-
nologia de irradiacio de alimentos; se a aceitacio tem aumentado com o passar dos

anos; e quais sio os principais motivos de rejeico.
1. Década de 1980

Em 1986, especiarias irradiadas comecaram a ser comercializadas nos Estados Unidos
(EUA) (EUSTICE; BRUHN, 2013). Conforme estudo realizado pelo Brand Group
(1986), 5 % a 10 % dos entrevistados americanos rejeitaram a irradiacio de alimen-
tos, 25 % a 30 % aceitaram e 55 % a 65 % estavam indecisos.

Na Gra-Bretanha, os consumidores eram mais receosos quanto a irradiacio de
alimentos. Pesquisas realizadas em 1986 e 1988 demonstraram que a grande maioria
dos consumidores nio compraria produtos irradiados (THOMAS, 1990). Em 1989,
uma pesquisa de opinido realizada no Reino Unido revelou que 70 % dos consumi-
dores nio queriam comprar alimentos irradiados e que 20 % nio se sentiam seguros
sobre esses produtos (CGEE, 2010).

Segundo Henson (1995), a grande parcela de indecisos verificada nas pesqui-
sas pode corresponder a consumidores que nao possuem conhecimentos sobre a téc-
nica de irradiaciao e também a consumidores que estdo cientes do processo, embora,
possivelmente, de forma incerta, mas que ainda nio tém pontos de vista estabele-

cidos sobre o assunto. Por sua vez, Bruhn (1999) afirma que as primeiras pesquisas
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realizadas no inicio da década de 1980 ja demonstravam que a falta de familiaridade
dos consumidores com essa tecnologia influenciava a aceitacio e indicavam a neces-
sidade de melhor informa-los acerca desse método de conservacao.

Apesar de, na década de 1980, pesquisas de mercado com questiondrio indica-
rem alta rejeicao por alimentos irradiados, testes de mercado com comercializa¢ao
desses produtos ja demonstravam bons indices de venda. Em testes de mercado rea-
lizados em 1987 e 1988 em Lion, na Franca, uma cadeia de supermercados colocou
sete toneladas de morangos irradiados a 2 kGy a venda. No rétulo foi colocado o sim-
bolo “radura” (simbolo de alimento irradiado) e o termo “protegido por ioniza¢do”.
Os consumidores afirmaram que compraram os morangos irradiados por serem de
melhor qualidade (CGIIA, 1995; ICGFI, 1999). No teste realizado em 1987 as vendas
foram boas mesmo com os morangos irradiados tendo sido colocados a venda com
preco 30 % maior do que o similar nio irradiado (ICGFI, 1999).

Consumidores dos Estados Unidos preferiram frutas irradiadas a frutas con-
servadas por fumegantes quimicos (SCHUTZ; BRUHN; DIAZ-KNAUF, 1989). Os
coreanos também demonstraram preferéncia por alimentos irradiados em vez dos
tratados por produtos quimicos (BRUHN, 1999).

Jano Reino Unido, a maioria dos entrevistados preferiu alimentos conservados
com aditivos quimicos a alimentos conservados por irradiacio (HENSON, 1995). A
grande rejeicao dos britanicos foi relacionada, pelos estudiosos, nao somente a falta
de informacio dos consumidores sobre a técnica de irradiacdo de alimentos e a preo-
cupacio sobre a deteccio de produtos irradiados, como, sobretudo, ao fato de as pes-
quisas terem sido realizadas na mesma época em que ocorreu o acidente nuclear de
Chernobyl. A imprensa fez grande cobertura sobre a tragédia e estabeleceu relacoes
equivocadas entre a irradiacdo de alimentos e o desastre, que foram tomadas como
veridicas por boa parte do publico (THOMAS, 1990).

2. Década de 1990

O numero de consumidores preocupados com a irradiacao diminuiu ao longo das
décadas de 1980 e 1990, passando de 43 % em 1980 para 33 % em 1997 (BRUHN,
1999). Uma pesquisa realizada no estado da Georgia (EUA) verificou que a preocupa-

¢do de 446 consumidores com pesticidas, residuos de remédios em carnes, hormonios
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de crescimento, aditivos alimentares e as bactérias foi significativamente maior do
que a preocupacio com a irradiacio de alimentos (RESURRECCION et al., 1995).

A menor preocupacio dos consumidores de alguns paises fez com que a comer-
cializacio de produtos irradiados aumentasse ao longo da década de 1990. Nos EUA,
principalmente na Flérida e em alguns estados do centro-oeste, mercados de atacado e
varejo passaram a vender frutas e hortalicas irradiadas no inicio de 1990 (GMA, 2009).
A producio e o comércio de especiarias irradiadas aumentaram de cerca de 5.000 t em
1990 para mais de 30.000 t em 1994 e mais de 60.000 t em 1997 (ICGFI, 1999). Entre
1990 e 1995, 36.190 t de produtos irradiados foram comercializados na China; destes,
28.500 t eram de alho, 2.100 t de vegetais desidratados, 1.200 t de batata-doce, 950 t de
produtos cirneos, 920 t de especiarias e temperos, 850 t de arroz, 200 t de cebola, 150 t
de batata, 80 t de macis, 40 t de tomate e 850 t de outros alimentos (BRUHN, 1999).

Em um artigo publicado pela International Consultative Group on Food Irra-
diation (ICGFI), Bruhn (1999) analisou intimeros estudos, de diversos paises, sobre
a atitude dos consumidores e testes de mercado de alimentos irradiados, no periodo
de 1984 a 1997. O autor concluiu que:

+ em diversos paises as pessoas compram alimentos irradiados;

+ em alguns mercados, a disponibilidade de um alimento de alta qualidade

fora da época de producio foi considerada um importante beneficio;

+ em outros mercados, produtos de alta qualidade importados eram de inte-

resse significativo;

+ amaijor seguranc¢a microbioldgica foi um beneficio em alguns mercados;

+ os consumidores irdo comprar alimentos irradiados.

A sensibilizacdo dos consumidores para a irradiacio de alimentos é crescente.
Entre os consumidores norte-americanos, 23 % relataram saber da irradiacao em 1984.
Esse niimero aumentou para 66 % em 1986, e para 87,5 % em 1995 (SPAULDING;
WIEGAND; O'ROUKER, 2006). Foi constatado pelos autores que, nos locais onde os
alimentos irradiados estavam disponiveis, os consumidores compravam por causa de
sua satisfacdo com a qualidade e a seguranca do produto, principalmente quando sio
fornecidas informacdes sobre o processo de irradiacio de alimentos e seus beneficios.

Na década de 1990, os testes de mercado com comercializacio de alimentos irra-
diados continuaram mostrando resultados positivos. Na Flérida, em 1992, no pri-

meiro dia de vendas, morangos irradiados foram vendidos com pre¢o mais caro e em
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maior quantidade que morangos ndo irradiados. Morangos irradiados também foram
avaliados positivamente no Kansas: os consumidores consideraram a aparéncia e a
cor do morango irradiado equivalentes ou superiores as do morango nio irradiado.
Quando fornecida a informacio sobre o processo ao consumidor, sua intencio de
compra aumentou. No total, 80 % dos consumidores relataram que estavam satisfei-
tos com morangos irradiados e 67 % ficaram satisfeitos com os frutos nao irradiados.
Metade dos consumidores foi favoravel a que o supermercado vendesse morangos
irradiados e cerca de um terco declarou incerteza (BRUHN, 1999).

Em Chicago , em 1992, a Carrot Top, produtora e mercearia, vendeu moran-
gos irradiados. Verificou-se que cerca de 70 % dos consumidores ja tinham ouvido
falar sobre irradiacdo, porém 90 % sentiram que nao haviam recebido informacio
suficiente. Foram disponibilizadas, no local de venda, informacoes pré e anti-irradia-
¢do e também foram ofertados morangos nio irradiados. Do total de morangos ven-
didos, aproximadamente 90 % a 95 % foram morangos irradiados (BRUHN, 1999).

Apesar desses resultados positivos nos EUA, vérias pesquisas na Europa ainda
demonstravam um grande nimero de pessoas rejeitando o consumo de produtos irra-
diados ou em didvida sobre eles. Um estudo realizado no inicio de 1990 na Holanda
demonstrou que um terco dos entrevistados provavel ou definitivamente compra-
ria produtos rotulados como irradiados, um terco definitivamente nao compraria,
e o outro terco estava indeciso. No Reino Unido também foram verificadas grande

indecisdo e rejeicdo por alimentos irradiados (BRUHN, 1999).
3. Década de 2000

Segundo DeRuiter e Dwyer (2002), no inicio do novo milénio, os consumidores ame-
ricanos passaram a perceber e aceitar melhor os beneficios gerados pela irradiacio,
principalmente quando utilizada para inativar esporos de antraz em encomendas do
correio contaminadas, apds os ataques terroristas de 11 de setembro de 2001. Esse
fato ajudou a aumentar a popularidade da técnica de irradiacio. Johnson e colabo-
radores (2004) verificaram que os estadunidenses estavam mais susceptiveis a com-
prar alimentos irradiados em 2003 do que em 1993 (69 % e 29 %, respectivamente).

No inicio da década de 1990, uma pesquisa realizada pela Gallup Organization

verificou que a irradiacio estava entre as tecnologias de conservacdo de alimentos que
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mais preocupavam os consumidores, junto de tratamentos quimicos, como clorac¢ao
e uso de conservantes (GALLUP ORGANIZATION, 1993). J4 em 2002, consumi-
dores dos Estados Unidos foram entrevistados a fim de verificar a sua preocupacio
quanto a antibidticos, pesticidas, hormonios de crescimento artificial, ingredientes
geneticamente modificados, irradia¢io, cores e sabores artificiais, pasteurizacio e
conservantes: a irradiacdo ficou em quinto lugar, gerando menor preocupacio que
pesticidas, hormonios de crescimento artificial, antibidticos e ingredientes geneti-
camente modificados (HWANG; ROE; TEISL, 2005).

Comparadas ao comportamento dos estadunidenses, a consciéncia e a aceitacao
dos turcos em relacdo ao processo de irradiacdo de alimentos foi considerada muito
baixa (29 %). A maioria dos consumidores (80 %) estava incerta sobre a seguranca dos
produtos irradiados e somente 11 % afirmaram considera-los seguros. Entretanto, o
nivel de atitude positiva para alimentos irradiados aumentou substancialmente (62 %)
quando foi fornecida uma declaracio benéfica sobre a irradiacio. Quanto a intencio
de compra, 44 % dos entrevistados afirmaram que comprariam alimentos irradiados
se ndo tivessem de pagar a mais por eles, 23 % indicaram que comprariam e pagariam
um preco superior de 5 % por alimentos irradiados e 18 % afirmaram que nunca com-
prariam alimentos irradiados (GUNES; TEKIN, 2006).

Gerentes de restaurantes do Kansas foram pesquisados quanto a suas atitu-
des e intencdo de compra perante a irradiacao de carne moida para hambugueres.
Os resultados indicaram que 54 % dos restaurantes iriam comprar carne moida irra-
diada se estivesse disponivel pelo mesmo preco que o produto convencional e ape-
nas 11 % indicaram que nio iriam comprar tais produtos (MULIK; FOX; BOLAND,
2003). J4 os consumidores americanos demonstraram disponibilidade de pagar mais
por produtos carneos irradiados, principalmente quando sdo informados os benefi-
cios gerados pela irradiacdo de alimentos (HUANG; WOLFE; MCKISSICK, 2007).

Um estudo de 2001, financiado pela Cattlemen’s Beef Board (CBB) (NATIO-
NAL CATTLEMEN'S BEEF ASSOCIATION, 2002) mostrou que a aceitacio do
consumidor de carne moida irradiada estava crescendo. O estudo, que mediu a per-
cepcao dos consumidores sobre o referido produto, revelou um grande mercado
potencial. Com essa mudanca de atitude dos consumidores americanos, os alimen-
tos irradiados ganharam espaco em supermercados e restaurantes. Em 2003, quase

vinte cadeias de supermercados forneciam carne irradiada para os seus clientes em

222



cerca de trinta estados dos EUA, e duas cadeias de grandes restaurantes ofereciam
produtos cérneos irradiados em 145 estabelecimentos (USDA, 2003).

Também em 2003, o United States Department of Agriculture (Usda) incenti-
vou as escolas a educar toda a comunidade, principalmente os funcionarios do ser-
vico de alimentacdo escolar e os pais das criancas, sobre os beneficios da utiliza¢io
da irradiacao em carne bovina. Em julho do mesmo ano, o Food and Nutrition Ser-
vice (FSN) forneceu a todos os distritos escolares um pacote de informacdes sobre
irradiacio de alimentos, com folhetos apresentando respostas as perguntas mais fre-
quentes e informando que o uso da irradiacao nao substitui as exigéncias de segu-
ranca alimentar existentes para o preparo de carne moida. Em janeiro de 2004, carne
moida irradiada passou a ser opcao no almoco das escolas nos Estados Unidos, com
um valor adicional de treze a vinte centavos por quilo, devido a manuseio, embala-
gem adicional e custo do processo de irradia¢io (USDA, 2003).

Entretanto, ap6s o pedido de estudantes e do Public Citizen (grupo ativista con-
tra alimentos irradiados), o conselho de educacio do distrito de Columbia aprovou,
na época, uma resolucio que proibia suas 167 escolas de comprar alimentos irra-
diados para qualquer um dos seus programas de refeicao durante cinco anos. Uma
das justificativas para tal decisio foi que as lanchonetes escolares enfrentavam pro-
blemas como instalacoes antigas, temperaturas improprias de armazenamento dos
alimentos, presenca de fezes de roedores, aranhas e insetos mortos, e a irradiaciao
nio iria ajudar a evitar a contaminacio dos alimentos por qualquer um desses pro-
blemas. Além disso, representantes da Public Citizen (2004) afirmaram que a irra-
diacdo gera substancias quimicas cancerigenas, como as ciclobutanonas.

Segundo a Public Citizen (2004), entre os milhares de comentérios que o
governo dos Estados Unidos recebeu até maio de 2004, 93 % eram contrarios a
proposta de incluir a carne irradiada na merenda das criancgas e, até o momento,
nenhum distrito escolar havia comprado carne irradiada por meio do Usda para o
ano escolar de 2004-2005. Ciente da rejeicdo de parte da populacdo, o Usda incen-
tivou e divulgou estudos mostrando que a irradiacao nao produz compostos carci-
nogénicos e nao altera as caracteristicas sensoriais e o valor nutricional das carnes
que seriam utilizadas na merenda escolar, numa tentativa de diminuir o receio da
populacio e incentivar a ado¢do da irradiacio na merenda escolar (FAN et al., 2004;
SOMMERS, 2006; FAN, 2013).
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4, Década de 2010

Dos anos 2010 até os dias atuais, a industrializacdo, comercializacdo e o consumo de
alimentos irradiados continua aumentando significativamente (EFSA, 2011; FER-
RIER, 2011). Os paises que mais consomem alimentos irradiados no mundo sdo
China, Estados Unidos e Ucrania, sendo responsaveis por 75 % da quantidade total
de alimentos irradiados. A China é o maior entre eles, com mais de duzentas ins-
talacdes em todo o seu territério (EFSA, 2011). Em 2011, aproximadamente sete a
oito mil toneladas de carne bovina moida e frango irradiados e treze a dezesseis mil
toneladas de frutas e hortalicas irradiadas foram comercializadas nos Estados Uni-
dos (EUSTICE; BRUHN, 2013).

Em 2012, cerca de quinhentas mil toneladas de alimentos eram irradiadas a cada
ano no mundo (MOSTAFAVI; MIRMAJLESSI; FATHOLLAHI, 2012). As espe-
ciarias, ervas e temperos vegetais secos constituem a maior categoria de alimentos
irradiados no mundo; s6 nos Estados Unidos, cerca de oitenta mil toneladas foram
irradiadas em 2007, representando cerca de 20 % do consumo total desses produtos
nesse pais (GMA, 2009). Em 2011, um terco de todas as especiarias ja era irradiado
nos Estados Unidos (FERRIER, 2011). No Brasil, as especiarias ainda sio os dnicos
alimentos irradiados comercialmente (SILVA; ROZA, 2000).

Nos Estados Unidos, a exigéncia de rotulagem se aplica apenas a um alimento
que foi irradiado por inteiro, nio para um que contenha apenas um ingrediente irra-
diado (FDA, 2004; FERRIER, 2011). No Brasil, quando um ingrediente irradiado é
incluido como componente de outro alimento, a lista de ingredientes no rétulo do
produto deve apresentar o termo “alimento tratado por processo de irradiacio”, entre
parénteses, ap6s o nome do ingrediente (BRASIL, 2001).

Nos Estados Unidos, as embalagens dos alimentos irradiados por inteiro devem
apresentar o simbolo da radura e a declaracio de “tratado com radiacao” ou “tratado
por irradiacio” (FDA, 2012). No Brasil, tais embalagens devem apresentar, no pai-
nel principal e em letras grandes, os dizeres “alimento tratado por processo de irra-
diacdo” (BRASIL, 2001). Intimeros especialistas afirmam que os termos “radiacdo”
e “irradiacio” podem ter conota¢des negativas e assustar os consumidores leigos, e
acreditam que uma redacdo alternativa, como “eletronicamente pasteurizado” ou

(3 3 ~ . » . . ~ . . . . .
pasteurizacao a frio , aumentaria a aceitacao por alimentos irradiados por inteiro
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(MOREHOUSE; KOMOLPRASERT, 2004; VITAL; HERNANDES; SANTOS, 2008;
STEPHEN; DOWNING-MATIBAG, 2009; FERRIER, 2011). Isso pode explicar o
fato de os alimentos irradiados por inteiro n3o serem irradiados comercialmente na
mesma proporc¢ao que as especiarias, ervas e temperos vegetais secos.

No Brasil, parte da populacio ja aceita a tecnologia de radiacdo. Estudo reali-
zado com 236 consumidores em Sio Paulo demonstrou que a aceita¢io e a intencio
de compra de agriao organico irradiado e de agriao organico nao irradiado foram
iguais, mesmo quando fornecida a informacio do tratamento dado ao alimento ou
um texto sobre o processo de irradiacdo. Isso demonstra que o tratamento nao acar-
retou rejeicio por parte desses consumidores (MARTINS et al., 2012).

Por outro lado, estudos evidenciam que grande parte da populacio continua
mal informada. Pesquisa recente realizada no Chile com 497 pessoas revelou que
76,5 % nao sabiam que a irradiacdo pode ser utilizada como um método de con-
servacio de alimentos, e 46 % dos entrevistados expressaram sua conviccio de que
alimento irradiado significa 0 mesmo que alimento radioativo. No entanto, 91 %
afirmaram que se tornariam consumidores de alimentos irradiados se soubessem
que irradiado nio é de fato radioativo e que a irradiacio aumenta a seguranca do
alimento. Além disso, mesmo com 95 % dos entrevistados ndo estando familiari-
zados com o simbolo da radura, 55,8 % responderam que iriam comprar alimentos
irradiados por causa do simbolo, afirmando que o0 mesmo transmite a sensacao de
confianca e seguranca (JUNQUEIRA-GONCALVES et al., 2011).

Em um estudo realizado em fevereiro de 2012 pela Angus Reid Public Opinion
para a Consumers’ Association of Canada, 1.006 canadenses maiores de 18 anos foram
selecionados aleatoriamente e de forma a garantir uma amostragem representativa de
toda a populacdo adulta do Canada. Os resultados demonstraram que a maioria dos
canadenses estava ciente (85 %) e preocupada (70 %) com bactérias nocivas encon-
tradas em alimentos vendidos nos supermercados. Além disso, mesmo com a maio-
ria dos entrevistados relatando nunca ter ouvido falar do processo de irradiacio de
alimentos (57 %), um em cada trés canadenses (34 %) foi contra a venda de alimen-
tos irradiados nos supermercados e 46 % nao estavam propensos a considerar ali-
mentos irradiados como uma op¢ao para suas casas.

Em 2012, Lima Filho e colaboradores (2014) realizaram trés sessdes de teste de

aceitacdo sensorial; em cada uma foi servido um morango controle (sem ser irradiado)
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e um morango irradiado na dose de 3,6 KGy. Na primeira sesso foi feito um teste
cego, no qual 88 consumidores provaram as amostras e indicaram o quanto gostaram
ou nio de cada uma, sem receber informagdes sobre elas. Na segunda sessio o teste
ocorreu apés a informacao sobre tratamento dado a0 morango, e os mesmos consu-
midores provaram as amostras e indicaram o quanto gostaram ou néo delas, sabendo
qual era a amostra irradiada. Na terceira e tltima sessdo, os consumidores receberam
um texto explicativo sobre o processo de irradiacao de alimentos e, ap6s a leitura, ava-
liaram as amostras sabendo qual era o morango irradiado. Os pesquisadores puderam
verificar que, quando forneceram a informacao sobre o morango irradiado, a aceita-
cio deste diminuiu significativamente (p < 0,05). Tal resultado evidencia o receio que
os consumidores tém sobre a tecnologia de radiacdo, e que isso acarreta menor aceita-
cdo de alimentos irradiados. Entretanto, quando forneceram o texto sobre o processo
de irradiacdo de alimentos antes de os consumidores avaliarem as amostras, sabendo
qual era a irradiada, a aceitacdo pelo morango irradiado aumentou significativamente
(p < 0,05). Esses resultados indicam que ter conhecimento sobre o processo de irra-
diacio é primordial para que ocorra aceitacio de alimentos irradiados.

Em pesquisa de mercado realizada em 2013, foram entrevistadas 271 pessoas
nos principais supermercados de Alegre, Espirito Santo, Brasil (LIMA FILHO, 2013).
Verificou-se que os participantes apresentaram baixo nivel de conhecimento sobre
o processo de irradiacdo de alimentos. Aproximadamente metade deles (52 %) afir-
mou nao saber o que é irradiacdo e cerca de 58 % disseram nunca ter ouvido falar
sobre irradiacdo de alimentos. Apenas 13,7 % dos participantes souberam informar
uma aplicacdo correta da irradiacio em alimentos. Conforme comentado anterior-
mente, esse baixo nivel de conhecimento pode justificar a baixa intencio de compra
de alimentos irradiados: 56 % dos participantes afirmaram que nio comprariam ali-
mentos irradiados e 24,4 % disseram que ndo sabiam se comprariam.

Curiosamente, por meio de outras perguntas presentes no questiondrio apli-
cado em Alegre, verificou-se que 98 % dos consumidores que afirmaram que nio
comprariam alimentos irradiados consomem ou ja consumiram ao menos um ali-
mento com ingrediente irradiado. O fato de tais alimentos possuirem no rétulo
a informacdo de que os ingredientes sdo irradiados demonstra que a maioria dos
consumidores nao possui o hébito de ler todo o rétulo dos alimentos que consome
(LIMA FILHO, 2013).
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Além da falta de conhecimento da populacio, ainda persistem vérios fatores que
impedem uma maior aceitacio de alimentos irradiados, entre os quais se incluem: a
preocupacio com os possiveis riscos na utilizacio da irradiacio; a baixa confianga nas
industrias de alimentos; o preco das instalacdes industriais e, consequentemente, dos
alimentos irradiados; o pouco conhecimento da populac¢do sobre a irradiacio de ali-
mentos; e a baixa disponibilidade de produtos irradiados no mercado (LIMA FILHO;
DELLA LUCIA; SCOLFORO, 2014).

Consideracées finais

Apesar de a tecnologia de irradiacdo de alimentos ser aceita cientificamente como um
6timo método de conservacio e sua utilizacio ser permitida e regulamentada por diver-
sos paises, parte da populacio ainda possui receio de consumir alimentos irradiados.

Pesquisas de mercado realizadas ao longo das dltimas décadas demonstram que a
aceitacdo por alimentos irradiados vem progredindo. Consequentemente, sio crescen-
tes a utilizacao dessa tecnologia de conservacio e a disponibilidade de alimentos irradia-
dos nas gondolas dos supermercados. Porém esse aumento tem sido lento, uma vez que
boa parte da populacio ainda possui duvidas sobre o consumo de alimentos irradiados.

A plena aceitacao de alimentos irradiados ainda esbarra na falta de conheci-
mento da populacio sobre a tecnologia envolvida. Estudos evidenciam que, quando
os consumidores tém informacdes sobre o processo de irradiacio de alimentos, eles
tendem a aceitar produtos irradiados. Portanto, é necessario investir em dissemina-

¢do de conhecimento para a populacio.
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Introducio

A secagem representa uma boa alternativa tecnolégica para reduzir perdas de alimen-
tos. Segundo Fellows (2000), secagem, ou desidratacio, é definida como a aplicacdo
de calor, sob condicdes controladas, para remover a maior parte da 4gua normal-
mente presente em um alimento por meio de evaporacao.

O processo é caracterizado pela transferéncia da dgua contida no alimento para
o0 ar nio saturado. A secagem envolve transferéncia de calor e massa: a transferéncia
de calor pode ser realizada por conveccio, conducio ou radiacio; a de massa ocorre
na forma de liquido ou vapor para a drea externa do alimento e de vapor para o meio
circunvizinho (EVANGELISTA NETO, 2013; MARTINS, 2015).

A remocio de dgua pode causar e/ou acelerar reacdes fisicas, quimicas e bio-

quimicas (as vezes influenciadas pelo valor de atividade de dgua (Aw) do alimento
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seco), as quais podem ser desejdveis ou indesejaveis, como o escurecimento nio enzi-
matico, caramelizacdo, oxidacio lipidica, perda de nutrientes, perda de voldteis e
desnaturacio das proteinas no produto (MUJUMDAR, 2006; SMITH; HUI, 2004).

A principal finalidade da secagem é prolongar a vida de prateleira dos alimentos
pela reducio da atividade de 4gua (Aw). Mas o processo também proporciona outras
vantagens, por exemplo: facilidade no transporte e comercializacao; baixo custo de
armazenagem devido a economia de energia por nao necessitar de refrigeracao; redu-
cdo das perdas pos-colheita; estabilidade dos componentes aromaticos a temperatura
ambiente por longos periodos de tempo; e disponibilidade do produto em qualquer
época do ano (PARK; YADO; BROD, 2001; CELESTINO, 2010).

O processo de secagem é caracterizado por trés etapas. Inicialmente, a pres-
sdo parcial de vapor da dgua na superficie do material é baixa e, por isso, as taxas de
transferéncia de calor e massa também sio baixas. Quando o produto alcan¢a maiores
temperaturas, ocorre o aumento dessas taxas. Esse periodo é chamado de periodo de
inducio e estabilizacio. Em seguida, ocorre a etapa de taxa constante, na qual a taxa
de migracgdo da dgua do interior do produto para sua superficie é igual a taxa de eva-
poracio da superficie para o ambiente, o que acontece até que um teor critico de umi-
dade seja alcancado. A partir desse ponto, 2 medida que o teor de umidade diminui,
igualmente ocorre uma gradual diminui¢do da taxa de secagem (FELLOWS, 2006).

Os fluidos possuem moléculas que interagem entre si por meio de forcas mole-
culares. Nas camadas superficiais existem forcas que ndo estdo na condicao de equi-
librio e provocam um efeito de tensdo superficial, similar a uma membrana eldstica
(WOLF; SANTOS; PHILIPPI, 2006). Com o aumento da temperatura, as molécu-
las entram em um estado de colisdo, provocando a diminui¢do da forca das ligacdes
intermoleculares e, consequentemente, a diminui¢io da tensdo superficial na super-
ficie do liquido, e tal processo promove a separacio das moléculas e a passagem do
estado liquido para o de vapor (MAK; WONG, 1990).

A eficiéncia energética, o tempo de secagem e a qualidade do produto alcan-
cado, entre outros fatores, sdo caracteristicas determinantes na escolha do método
de secagem. O ideal é que haja um equilibrio entre eles para se atingir o objetivo eco-
nomico, além de garantir um alimento seguro e com qualidade sensorial desejada.

Ha varios tipos de processos de desidratacao, que, em geral, podem ser divididos

em dois grandes grupos: em atmosfera normal e a vicuo. Os processos a vacuo sao de uso
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preferencial no processamento de produtos sensiveis ao oxigénio e ao calor, visto que
podem ser utilizadas temperaturas relativamente baixas (CHEN; MUJUMDAR, 2008).

Os métodos de secagem também podem ser classificados quanto ao forneci-
mento de calor (continuo ou intermitente), ao uso de secadores (natural ou artifi-
cial) e 3 movimentacio do material a ser seco (estacionario ou mével) (GARCIA et
al., 2004). A secagem natural é aquela que ocorre sem a interferéncia do homem e se
processa pela acao dos ventos e do sol, que retiram a umidade do produto. Por con-
seguinte, € um processo lento e altamente dependente das condicoes ambientais. Ja
na secagem artificial sao utilizados meios mecanicos ou elétricos, e a passagem do
ar é forcada pelo produto, o que torna o processo mais rapido e permite mais facil
controle das condic¢des de secagem (GARCIA et al., 2004; SILVA; AFONSO; DON-
ZELLES, 2008). A secagem artificial pode ainda ser conduzida a altas ou baixas tem-
peraturas: é considerada secagem a baixa temperatura quando utiliza ar natural ou
com aquecimento inferior a 10 °C; e a alta temperatura quando o aquecimento do ar
de secagem for superior a 10 °C (SILVA; AFONSO; DONZELLES, 2008).

1. Secagem por atomizacao (spray dryer)

A secagem por pulveriza¢io (spray dryer) é um dos métodos mais utilizados no mundo
ocidental para secar alimentos liquidos. As primeiras aplicacdes industriais estao rela-
cionadas as industrias de lacticinios e de sabao na década de 1920. Porém a referén-
cia mais antiga de sua utilizacdo é de 1865, para a desidratacio de ovos (MASTERS,
2002). Embora o desenvolvimento do processo esteja intimamente associado a indus-
tria de laticinios e 2 demanda por secagem de leite, essa tecnologia tem sido desen-
volvida e expandida para cobrir um grupo nio somente de alimentos como também
de produtos relacionados a biotecnologia agroquimica, quimica, concentrados mine-
rais, farmacéuticos, entre outros (MUJUMDAR, 2006).

O spray dryer é uma técnica que utiliza atomizacio de liquido para criar goticu-
las e deixar as particulas em suspensio, as quais sio secadas individualmente quando
entram em contato com um meio gasoso quente, usualmente ar. A diferenca de tem-
peratura e pressdo parcial da d4gua entre o produto e o ar resulta na transferéncia de
energia na forma de calor do ar para o produto e na consequente transferéncia de

agua do produto para o ar.
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Grandes quantidades de goticulas individuais do liquido sdo formadas pelo ato-
mizador - o do tipo disco rotativo é o mais utilizado em escala industrial. Geralmente
localizado na regido central da caimara de secagem, o atomizador pulveriza as gotas,
resultando em uma ripida evaporacio da 4gua a uma temperatura relativamente
baixa, devido a grande drea superficial das gotas, o que minimiza os danos térmicos
ao produto. A secagem das goticulas continua no interior da cAmara de secagem até
atingir as caracteristicas de particula desejadas. A separacao das particulas secas e o
subsequente recolhimento sao realizados em equipamentos externos, como ciclones
ou sacos-filtro (CHEN; MUJUMDAR, 2008; SCHUCK, 2009).

O fluxograma de operac¢io do spray dryer em sistema de fase tinica pode ser

visualizado na Figura 1.

Figura 1 - Processo de secagem por atomizacdo

Alimentacéo

Coletor de p6

Ventilador

=\
Atomizador
Céamara de secagem — Ciclone

Produto em p6

Fonte: Elaboracao prépria.

Durante esse processo, o caminho percorrido pela dgua do interior da goticula até
a superficie é muito curto, o que diminui o tempo necessario para transformar as gotas
liquidas em particulas sélidas: geralmente de um a vinte segundos (BRENNAN, 2006).

O fato de se tratar de uma operacio relativamente rdpida e continua torna o processo
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de secagem por spray dryer vantajoso. Além disso, permite adaptar um controle auto-
matico total, e com o controle das condicoes de secagem é possivel manter constantes
as caracteristicas do pé no final do processo (MASTERS, 1985).

Diversos sio os fatores que influenciam as caracteristicas do produto final desi-
dratado por atomizagio, entre as quais se destacam: tipo de atomizador; pressio e
temperatura de entrada e saida do ar de secagem; propriedades do liquido atomizado
(TONON; BRABET; HUBINGER, 2008). Virios estudos mostram que o sistema de
secagem por pulverizacio permite adaptacdes quanto as temperaturas de entrada e
vazdo de ar, o que influencia diretamente na temperatura de saida do p6, bem como
nas caracteristicas do produto final.

Perrone e colaboradores (2013) determinaram a influéncia das condi¢des de ope-
racao em spray dryer piloto sobre a umidade e a atividade de dgua do leite em pé integral.
Seis tratamentos foram empregados, variando-se a temperatura, a vazao de ar na cimara
e a vazdo de produto. Os resultados indicaram que o tratamento com menor tempera-
tura do ar de entrada, menor vazao de ar e menor temperatura do ar de saida possibili-
tou que o leite em po6 integral tivesse atividade de 4gua média superior a 0,200 (0,236),
o que o torna inadequado. O controle de apenas um tunico atributo durante a secagem
nao possibilitou a padronizacao da umidade e da atividade de dgua do leite em pé.

Por sua vez, Esteves (2006) variou a temperatura do ar de entrada (140°C a
170 °C) e a rotacio do disco atomizador (27.000 a 33.000 rpm) durante a secagem de
extrato de café por spray dryer. Os resultados mostraram que o tamanho da parti-
cula do pé apresentou uma tendéncia a aumentar proporcionalmente 4 diminuico
da temperatura de secagem. Além disso, o aumento tanto da temperatura quanto da
velocidade de rotacao do disco influenciou inversamente os valores de atividade de

dgua, mas nio os valores de densidade aparente.
2. Secagem por liofilizacido

Liofilizacao é um processo de secagem em que o meio de suspensio do alimento
é cristalizado a baixas temperaturas e, posteriormente, passa por um processo de
sublimacdo, ou seja, mudanca de fase do estado sélido diretamente para fase de
vapor. O principal objetivo da secagem por liofilizacao é a fabricacao de um pro-

duto que permaneca estivel durante o armazenamento, com seu volume pouco
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diminuido e com suas caracteristicas sensoriais e nutritivas quase intactas apds a
reconstituicio com dgua, embora isso também dependa da embalagem e das con-
di¢des de armazenamento (OETJEN; HASELEY, 2004; EVANGELISTA, 2005;
REY; MAY, 2010).

Durante o congelamento, sdo formados os poros no material a ser desidratado,
e essa ¢ a etapa mais importante, pois a formacdo correta dos poros (tamanho, distri-
buicdo) é essencial para garantir a qualidade final ap6s a liofilizacdo, influenciando a
consisténcia, a cor e a reten¢io de aroma.

Os cristais de gelo devem possuir tamanhos e dispersio homogéneos para
que a taxa de transferéncia de massa seja mais alta e, consequentemente, o produto
desidrate de modo mais acelerado. Para tanto, o ideal é que o produto cristalize por
meio do congelamento rapido. Reacoes de degradacio que ocorrem normalmente
durante a secagem (tais como a reacdo de Maillard, reacdes enzimadticas e desna-
turacdo de proteinas) sio minimizadas pela rédpida transicio de fases, o que tam-
bém preserva a qualidade do produto. Alimentos, como carnes, café, sopa e leite,
materiais biolégicos e firmacos, como vacinas e antibidticos, sio frequentemente
processados por esse método pela necessidade de manutencao de suas caracteris-
ticas (LIAPIS; BRUTTINI, 1987; BOSS, 2004).

Apbs o congelamento, inicia-se a fase de secagem primadria, em que a dgua é
removida pelo processo de sublimacio e o vapor de dgua produzido é transportado
por difusdo e convecgio através dos poros, percorrendo o caminho para a camara
de secagem do liofilizador. A fase de secagem secundaria tem inicio apds a remo-
cdo de todo o gelo e é realizada por meio de um pequeno aumento da temperatura,
ainda abaixo da temperatura de degradac¢io do produto, com o objetivo de remo-
ver a dgua residual e o vapor de dgua para evitar a reabsor¢io na superficie crista-
lina do produto (BOSS, 2004).

Basicamente, um liofilizador é constituido de quatro elementos: uma fonte de
calor, uma bomba de vicuo, uma cAmara de secagem e um condensador. A ciAmara
de secagem pode ser constituida por bandejas, para disposi¢do dos alimentos sélidos,
ou por adaptadores para frascos, utilizados na secagem de produtos liquidos. E o con-
densador tem a funcio de remover os vapores gerados, condensando-os por subli-
macio inversa, ou seja, transformando-os em gelo (FELLOWS, 2006; JENNINGS,
2008 apud ROCHA et al., 2014).
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Estudos indicam que a utilizacdo da técnica de liofilizacio é promissora devido
a possibilidade de boa reidratacio, inclusive de alimentos sé6lidos, além da manuten-
cao das caracteristicas nutricionais.

Marques (2008) avaliou as caracteristicas de cinco frutas tropicais: abacaxi, ace-
rola, goiaba, mamao e manga. As frutas liofilizadas apresentaram caracteristicas de
alta porosidade, alta taxa de reidratacio e elevada preservacio de nutrientes.

Menezes, Torres e Srur (2008) avaliaram algumas das caracteristicas fisico-qui-
micas de polpa de acai liofilizada. Os resultados mostraram que o teor de carboidratos
totais foi de 42,53 % + 3,56 e o de proteinas foi de 8,13 g £ 0,63 por 100 g de produto.
Na avaliacio do perfil de minerais, o potassio (900 mg/100 g de polpa de acai liofilizada)
e o célcio (330 mg/100 g de polpa de acai liofilizada) foram os minerais observados
em major abundancia. Os autores concluiram que esse processo pode ser considerado
uma excelente alternativa de conservacio da polpa de acai devido a presenca e manu-
tencio de importantes componentes nutricionais encontrados nela apés a liofilizacio.

Vieira, Nicoleti e Telis (2012) realizaram um trabalho com o objetivo de avaliar
a cinética de secagem e os parametros de qualidade (conteddo de vitamina C, reidra-
tacdo e textura) de fatias de abacaxi liofilizadas em funcdo da espessura e da tempera-
tura de congelamento. Em relac¢o ao teor de vitamina C retido ao final do processo,
o comportamento dessa variavel teve efeitos distintos quanto a espessura das fatias,
sendo maior a retencio de vitamina C para as fatias de menor espessura. O maior grau
de dureza foi encontrado nas amostras submetidas a condicdes intermedidrias de tem-
peratura de congelamento e de espessura (1 cm). E o indice de reidratacio se mostrou

mais vantajoso em temperaturas mais altas de congelamento e em fatias mais finas.
3.Secagem em leito de espuma

A secagem em leito de espuma (foam-mat drying) é um método desenvolvido por
Arthur Morgan Jr. e colaboradores em 1959 para secagem de alimentos liquidos ou
semiliquidos, como sucos, extratos e polpas. O alimento é transformado em espuma
estavel pela adicao de agentes espumantes, como albumina, carbonato de célcio e
pectina, e incorporacio de ar por um processo de aera¢do, que ocorre, em geral, por
corrente de ar quente (FELLOWS, 2006; MARQUES, 2009; KADAM; BALASU-
BRAMANIAN, 2011). A Figura 2 apresenta as etapas desse processo.
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Figura 2 - Fluxograma da secagem em leito de espuma

Alimento
liquidoou || esAg;natﬁte | Aeracdo |—{ Espuma [— Secagem
pastoso P

Fonte: Elaboracio prépria.

A secagem em leito de espuma destaca-se pela rapidez e pelas baixas tempera-
turas ao ser comparada com outros métodos, como a secagem de uma camada similar
de liquido, o spray drying e o tambor rotativo. A rapidez se deve aos espacos preen-
chidos com ar na estrutura da espuma, o que facilita a passagem de dgua (FELLOWS,
2006; RONCHETI et al., 2014). A possibilidade de uso de temperatura menores, como
50 e 60 °C, durante a secagem contribui para a conservacio de sabor, compostos aro-
maticos e nutrientes dos alimentos (FRANCIS, 2000). Em contrapartida, a secagem
em leito de espuma ndo é ideal para atender a producio em grande escala, visto que
a camada de espuma apresenta espessura inferior a um centimetro (RAJKUMAR et
al., 2007; MARQUES, 2009). A dificuldade na formacio de espuma estavel é outra
desvantagem desse método. Diversos fatores influenciam a formacio, a estabilidade
e a densidade da espuma, como a natureza do material, o teor de sélidos soluveis, o
tipo e a concentracio do emulsificante (MARQUES, 2009; THUWAPANICHAYA-
NAN; PRACHAYAWARAKORN; SOPONRONNARIT, 2008).

A espuma é definida como uma dispersdo de bolhas de gis dentro de um
componente semissélido ou liquido e com alta viscosidade. A estabilidade é o atri-
buto mais importante na avalia¢io da qualidade da espuma e pode ser garantida
pela adicdo de agentes estabilizantes, baseando-se na reducdo da tensio superfi-
cial da espuma (MUTHUKUMARAN; RATTI; RAGHAVAN, 2008). No entanto,
agentes estabilizantes podem alterar algumas das caracteristicas sensoriais do ali-
mento (MARQUES, 2009).

Esse método de secagem tem sido empregado para uma grande variedade de
alimentos, principalmente os sensiveis ao calor, oferecendo grandes possibilidades
comerciais. Aplicacdes foram verificadas em banana (FALADE; OKOCHA, 2012),
camario (AZIZPOUR; MOHEBBI; KHODAPARAST, 2016), carambola (KARIM;
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WAI 1999), clara de ovo (D_]AENI; PRASETYANINGRUM; SASONGKO, 2015),
graviola (BAPTESTINI et al., 2015), mamado (KANDASAMY et al., 2012) e tomate
(KADAM; BALASUBRAMANIAN, 2011).

4, Silo secador-armazenador

O silo secador-armazenador compde-se de cilindros que possuem fundo perfurado
por onde o ar de secagem ¢ insuflado e passa pela camada de produto que perma-
nece em repouso no interior do secador (GARCIA et al., 2004). Durante a secagem
em leito fixo formam-se trés regides distintas de umidade dentro do silo. A secagem
tem inicio na regido inferior em sentido aos alimentos, onde ocorre a troca de umi-
dade, e progride até a camada superior do silo, conforme apresentado no esquema
ilustrativo na Figura 3 (SILVA; AFONSO; DONZELLES, 2008).

Figura 3 - Silo secador-armazenador
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Fonte: Elaboracio prépria.

Pode-se utilizar o ar de secagem sem aquecimento e, dessa forma, a secagem
ocorre por meio do equilibrio higroscépico entre o ar de secagem e o material e ird

depender basicamente da temperatura e da umidade relativa do ar ambiente, o que
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torna o processo bastante lento, mas que, quando bem projetado, fornece produtos
de excelente qualidade (QUEIROZ; PEREIRA, 1982; MILMAN, 2002).

Muitas aplicacdes para esse tipo de equipamento tém sido verificadas para
produtos agricolas, especialmente grios e sementes (GARCIA et al., 2004; SILVA;
AFONSO; DONZELLES, 2008; EVANGELISTA NETO, 2013; MARTINS, 2015).

5.Secador de bandeja

Os secadores de bandeja ou cabine consistem em uma camara com isolamento externo
dotado com bandejas perfuradas, nas quais os alimentos sao dispostos. O ar de seca-
gem move-se pelas bandejas ou sobre elas (FELLOWS, 2006). A dispersio do calor na
camara de secagem nio é homogénea, visto que alimentos alocados mais préximos da
fonte de calor tendem a perder umidade mais rapidamente. Dessa forma, o controle do
processo é ruim e produzem-se alimentos com qualidades variadas (FELLOWS, 2006).

Esses secadores podem ser classificados em secador de bandeja fixa ou seca-
dor de bandeja mével. O de bandeja fixa (Figura 4) possui um ventilador responsa-
vel pela insercio de ar no secador, um equipamento para aquecer o ar de entrada e

bandejas perfuradas ou ndo, e esse sistema opera em batelada (LIMA NETO, 2008).

Figura 4 - Secador de bandeja fixa
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Fonte: Elaboracio prépria.
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O secador de bandeja mével, por sua vez, é considerado uma adaptacdo do de
bandeja fixa. H4 movimentacdo das bandejas no interior da cAmara de secagem e cir-
culacio de ar nos sentidos concorrente e contracorrente. Com isso, a capacidade de
secagem desse modelo é maior que a do secador de bandeja fixa. A Figura 5 mostra
um esquema ilustrativo do secador de bandeja mével com sentido concorrente, cuja
movimentacao dos carinhos representa o ciclo com entrada e no qual ha o abasteci-

mento com alimento timido e saida com alimento seco.

Figura 5 — Secador de bandeja mével com ar no sentido concorrente
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Fonte: Elaboracio prépria.

Os secadores de bandeja podem ser utilizados para secagem de diversos tipos
de alimentos, tais como acerola (MORAES FILHO et al., 2014), manga (BORGES;
MENEGALLI, 1994), manjericio (SOARES et al., 2007), pimenta (REIS et al., 2011)
e trigo (GONELI et al., 2007).

6. Secagem ao sol

A secagem ao sol é um dos métodos mais antigos e o mais aplicado no setor agricola
brasileiro. Caracteriza-se pela auséncia de equipamentos de secagem, e os alimentos
sdo dispostos no campo, em terreiro, telhado ou outras superficies planas. Durante
0 processo, os produtos geralmente vao sendo virados até se atingir o final da seca-
gem (FELLOWS, 2006).
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Esse método se destaca por ser simples e barato, tanto para implantacio quanto
em relacdo ao custo operacional, e pela possibilidade de secagem de grandes quanti-
dades de alimento. Além disso, ndo hi a exigéncia de energia e de mio de obra qua-
lificada. No entanto, o controle do processo e a taxa de secagem s3o baixos e hd uma
grande dependéncia das condi¢des climéticas (FELLOWS, 2006).

7. Cinética de secagem

A construcao de curvas de secagem ¢é realizada com os dados experimentais obtidos
da prépria secagem. As caracteristicas dessas curvas variam de acordo com cada pro-
duto (RONCHETI et al., 2014).

Para a descricio do método de secagem, utilizam-se modelos matematicos
que possibilitam a obtencio de estimativas do tempo necessario para a reducio do
teor de d4gua de um produto, em diferentes condi¢des de secagem, de modo que
tais informacdes se tornam ferramentas tteis para as tomadas de decisdo e con-
tribuem para a melhoria da eficiéncia do processo (ANDRADE; BOREM; HAR-
DOIM, 2003; SOUSA et al., 2011).

Na literatura sio encontrados varios modelos que podem ser ajustados as cur-
vas de secagem. Entretanto, a fim de minimizar erros, é aconselhavel que todos sejam
testados para condicoes especificas de secagem. O modelo de Page, Henderson e Pabis
e o0 exponencial sao os mais comumente utilizados para ajuste de curvas de secagem
para alimentos em geral (SANTOS et al., 2010; PAULA, 2015).

Em relacio a produtos de origem vegetal, verifica-se que os estudos da ciné-
tica de secagem sio empiricamente previstos por meio da utilizacdo de equacdes dos
modelos de Page, Henderson e Pabis e de Newton (AFONSO JUNIOR; CORREA,
1999; BAINI; LANGRISH, 2007; ZANOELO, 2007).

Consideracoées finais

A secagem é uma operacao unitdria tradicional e eficiente para o processamento e a
conservacao de alimentos. Diversos métodos de secagem tém sido continuamente
desenvolvidos e aprimorados, de modo a minimizar os danos causados aos alimen-

tos, tais como a perda de compostos bioativos, desenvolvimento de sabores estranhos
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e a reducio de custos de alguns processos, como a liofilizacio. Portanto, trata-se de

uma 4rea em constante aperfeicoamento na engenharia de alimentos.
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Capitulo 15

Tecnologia do processamento
de licor: da extracdo
ao envelhecimento

Milton de Jesus Filho

Laisa Bernabé do Carmo

Katia Silva Maciel

Luciano José Quintado Teixeira

Sérgio Henriques Saraiva
Introducio

Segundo Aquarone, Lima e Borzani (1993), as bebidas alcodlicas sio quase tdo anti-
gas quanto a humanidade. Fenicios, assirios e babilonios, entre outros povos, men-
cionaram-nas em seus registros. Existem relatos de que a producio de licores também
é datada milenarmente: povos antigos misturavam xarope, dlcool e ervas para fazer
licor, que, segundo eles, possuia alto poder digestivo. Dados de 900 a.C. mostram
que o povo arabe desenvolveu melhorias nos métodos de elaboracio, por meio de
fermentacio alcoodlica. Alguns autores relatam que a tradicio da producio de licor
surgiu na Itdlia e, com o tempo, se espalhou mundialmente (CARVALHO, 2007).
Atualmente, os licores sao considerados bebidas muito saborosas, com proprie-

dades digestivas, estimulantes e reconstituintes, e sio produzidos em vdrias regides do
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mundo, de forma artesanal ou industrial. As técnicas de producio tornaram-se mais
especializadas devido a escala industrial estabelecida, porém se sabe que os licores artesa-
nais constituem uma alternativa para aproveitamento de produtos regionais, agregando
valor e renda as pequenas regides de producio agricola (SOUZA; BRAGANCA, 2001).

A tecnologia de producio de licores representa uma op¢ao refinada de aprovei-
tamento da matéria-prima, o processamento é simples e de facil execuc¢io, em com-
paracdo com o de outras bebidas, e o produto final, com extensa vida ttil, pode ser
comercializado em temperatura ambiente (TEIXEIRA et al., 2005). O processamento
envolve as seguintes etapas: preparo da matéria-prima, obtencao do extrato alcodlico,
filtracio, mistura, clarificacio, envase e envelhecimento (TEIXEIRA, 2004). Podem
existir variacdes no processo de acordo com o tipo de licor que estd sendo elaborado
e as etapas adotadas para tanto.

A seguir, neste capitulo, serdo abordadas em maiores detalhes a composi-
¢do do licor e a tecnologia do processamento desse produto, desde a extracio até o

envelhecimento.
1. O licor

Segundo Penha (2006), o licor é uma bebida alcodlica adocicada, caracterizada pela
elevada propor¢io de acticar misturado ao alcool, e aromatizada por esséncias, fru-
tas, raizes, sementes, ervas, flores e até cascas de vegetais, in natura ou desidratadas,
que tém a funcio de definir o sabor e 0 aroma caracteristico de cada produto. Sendo
assim, um licor é obtido basicamente da mistura de trés ingredientes: dlcool, xarope
de actcar e aromatizante.

O Decreto n° 6.871, de 4 de junho de 2009, define licor como a bebida com gra-
duacdo alcoodlica de 15 a 54 % v.v'', a 20 °C e com um percentual de acticar superior a
30 g.L'!, elaborado com alcool etilico potdvel ou destilado alcodlico simples, ambos
de origem agricola, ou com bebidas alcodlicas, adicionada de extratos ou substan-
cias de origem vegetal ou animal, substancias aromatizantes, saborizantes, corantes
e outros aditivos. O produto pode ser classificado conforme a quantidade de acticar
adicionada: licor seco € o que contém entre 30 e 100 g/L de acticares; licor fino, entre
100 e 350 g/L de actcares; licor creme, mais de 350 g/L; e licor escarchado ou cris-

talizado é a bebida saturada de agucares parcialmente cristalizados (BRASIL, 2009).
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2. Composicao dos licores

Os licores sio bebidas preparadas por misturas e sua composicao varia enorme-
mente de acordo com a matéria-prima utilizada e o processo de produ¢io empre-
gado. Geralmente os licores contém dgua, dlcool, acticar, corantes, aromatizantes
(sabor e aroma) e podem conter outros elementos como minerais, fotoquimicos,
acidos organicos, entre outros. A Figura 1 ilustra os componentes majoritarios

dos licores.

Figura 1 - Componentes majoritdrios dos licores

y N

y N
e
- N

Fonte: Elaboracio prépria.

2.1. Agua

Para o processamento de licores, a 4gua deve ser de excelente qualidade, principalmente
para os licores que sio preparados por processos a frio, ou seja, sem tratamento térmico.

Sendo assim, a 4gua devera ser potavel, filtrada ou destilada, isenta de contami-
nac¢ao microbiana, com destaque para os patogénicos, e nao possuir sabor e aroma.
Devera ter alto grau de pureza, nio possuir elevada dureza, com objetivo de prolon-
gar a vida util e evitar problemas relacionados a estabilidade devido a presenca de
ions inorganicos (SILVA et al., 1997).

As dguas duras devem ser evitadas, pois provocam a turvacio do licor (VEN-
TURINI FILHO, 2010).
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2.2. Alcool

O alcool é considerado o principal ingrediente no processamento do licor e influen-
cia diretamente a sua qualidade. Podem ser usadas varias bebidas alcodlicas, como
conhaque, uisque, cachaca, vodca ou dlcool de cereais, e cada uma delas confere uma
caracteristica especial ao licor (SOUZA; BRAGANCA, 2001; TEIXEIRA, 2004).

Embora a cachaca e o aguardente possam ser utilizados no processamento de
licor, eles nao permitem a obtenc¢do de um produto de boa qualidade, por transferi-
rem odor e sabor que anulam ou descaracterizam o aroma especifico do licor e difi-
cultam sua padronizac¢do. Entretanto, se existir interesse, a cachaca pode ser utilizada
desde que se escolha um produto de excelente qualidade, origem conhecida e padro-
nizada em relacdo ao teor alcodlico, para nao prejudicar a qualidade do licor fabri-
cado (BRAGANCA, 2013).

2.3. Acucar

Podem ser empregados o agtcar cristal, o actcar refinado ou um xarope obtido pela

simples fervura de d4gua com acucar até a completa dissolugio deste.
2.4. Aromas

A utilizacdo de partes das plantas (folhas, sementes, cascas, flores de ervas, fru-
tos ou de partes dos frutos), derivados de dleos essenciais destilados por vapor e
extratos naturais isolados ou combinados proporciona sabor e aroma ao licor. E
de extrema importancia estabelecer a proporcdo entre as substincias utilizadas
(TEIXEIRA, 2004).

A maior fonte da variedade de tipos de licores est4 relacionada a escolha do aroma
e do tipo de extracio empregado (TEIXEIRA, 2004). Durante a extracio por meio
da maceracio, substincias aromaticas sao lixiviadas de dentro da fruta para o extrato
alcoodlico (HERNANDEZ GOMEZ; UBEDA IRANZO; BRIONES PEREZ, 2005).

No processamento de licores artesanais, € importante que a aromatizacao
seja feita com matérias-primas naturais, cultivadas pelo préprio fabricante, pois

isso permite maior controle sobre a qualidade geral do produto. Alguns frutos,
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como a manga e 0 morango, perdem o aroma e o sabor ap6s o envelhecimento
dos licores. Por sua vez, o uso de frutas citricas, jenipapo, pequi, jabuticaba, folha
de figo, banana, erva-cidreira, menta, café, chocolate e leite oferece bons resulta-
dos (SOUZA; BRAGANCA, 2001).

2.5. Corantes

A coloracio carateristica do licor vai depender da matéria-prima utilizada. No pro-
cessamento de licor de frutas, muitas delas apresentam em sua composi¢do pigmen-
tos naturais responsiveis por atribuir a cor ao produto, por exemplo, os licores de
jabuticaba (GEOCZE, 2007) e de acai (OLIVEIRA; SANTOS, 2011), em cujas eta-
pas de infusdo o pigmento antocianina é extraido.

Além disso, a legislacdo brasileira permite a adi¢do de corantes aos licores. Tais
aditivos s3o aplicados principalmente naqueles licores em cujo processamento se
obtém o extrato alcodlico por meio de métodos de destilacio ou de adicio de essén-
cias. E o caso do curacau, que tem adicio de corantes azuis, como o azul patenteado
e o brilhante FCF azul.

3. Processamento de licor

De acordo com Penha e colaboradores (2003), os processos empregados na elabora-
¢do de licores sdo considerados simples. Porém existem variacdes, como na etapa de
elaboracio do extrato, considerada o ponto mais critico durante o processamento.
Nessa etapa, mudancas na relacdo entre a quantidade de frutas e a quantidade de
alcool utilizadas, na concentracio de etanol e no tempo de extracio podem produ-
zir licores com aroma e sabor diferentes. Os estudiosos lembram da possibilidade de
ocorrerem reag¢des indesejaveis no licor que afetam algumas caracteristicas sensoriais
do produto, como a cor e o sabor. Sio, principalmente, reacdes oxidativas ocorri-
das durante o processamento da fruta na elaboracio do licor, devido a exposi¢do da
fruta ao oxigénio e ao dlcool, entre outros fatores. Na Figura 2, apresenta-se um flu-
xXograma que representa as etapas geralmente empregadas para a producao de lico-

res e que serao descritas nos tépicos seguintes.
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Figura 2 - Fluxograma do processamento de licor

[ Matéria-prima ] [ Alcool ][ Agua ] [ Agucar ]
Y X Z
[ Extrato alcoolico ] [ Xarope ]
Mistura

g

{ Clarificagao ]

!

[ emase

{

[ Envelhecimento ]

Fonte: Elaboracio prépria.

3.1. Tratamento da matéria-prima

Quando a matéria-prima é de origem vegetal, deve-se lavd-la com dgua corrente de
boa qualidade. Em seguida, é necessario que se faca a sanitizacdo em agua clorada,
seguida de uma nova lavagem para remover o excesso de cloro e evitar a formacao
de trihalometanos. Dependendo da matéria-prima, ela ainda devera ser descascada,
cortada ou triturada (PENHA, 2006).

3.2. Preparacdo do xarope

O xarope é definido como uma solucio concentrada de acticar e 4gua que exerce
influéncia na viscosidade, no sabor e na suavidade do licor.

E obtido pela fervura da 4gua com o acticar, um procedimento que facilita a
posterior mistura do xarope com a solucio hidroalcodlica (PENHA, 2003), pois a
dgua em aquecimento leva a uma maior solubilidade do actcar.

Deve-se cuidar da quantidade de 4gua adicionada nesse preparo, uma vez

que ela esta diretamente relacionada a concentracio da solu¢io: um xarope pouco
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concentrado estd sujeito a fermentacio, e, quando supersaturado, a cristalizacio
(SOUZA; BRAGANCA, 2001). O resfriamento do xarope deve acontecer natural-
mente para que nao ocorra sua cristalizacao.

Borges (1975) recomenda a utilizacio de acticar refinado, para garantir maior
qualidade ao licor, uma vez que o xarope assim formado fica mais translicido do
que os produzidos com agucar cristal. Além disso, é aconselhado evitar o uso de mel
e de glicose, pois possuem menor poder edulcorante e, apesar de serem mais solu-

veis em alcool, sio menos soliveis em dgua, em comparacio com o a¢licar comum.
3.3. Obtencdo do extrato alcodlico

Os processos aplicados para obtencdo do extrato alcodlico na elaboracio de licor sdo
a destilacdio, a maceracio e a adiciio de esséncia (TEIXEIRA, 2004).

O método de destilacio consiste em colocar a matéria-prima em contato com
o élcool ou dgua por algumas horas para, na sequéncia, promover-se uma destila-
clo. Esse processo é mais comum em licores fabricados a partir de sementes (desti-
lacdo alcodlica) e de rosa (destilagio aquosa) (PENHA, 2006).

A maceracio ou infusdo consiste em colocar a matéria-prima em contato com
uma solucao hidroalcodlica, pelo periodo de tempo necessério a cada material, e depois
fazer uma filtracao para obter o extrato alcodlico, que possui os compostos aroma-
ticos e corantes extraidos da matéria-prima. Esse procedimento é bastante utilizado
em licores produzidos a partir de frutas (SOUZA; BRAGANCA, 2001; PENHA, 2006;
ALMEIDA et al., 2012; JESUS FILHO et al., 2018). Nestas, os componentes soldveis
sdo encontrados no interior celular. O solvente passa para a superficie da amostra, o
que em geral ocorre rapidamente. Em seguida, o solvente migra e se difunde no meio
s6lido — nessa etapa, muitas vezes a taxa de extracdo se torna menor porque as pare-
des celulares sdo resistentes a difuso, e, para resolver isso, pode-se reduzir a amostra
em particulas menores, pois, assim, durante a extracdo o solvente percorre distan-
cias mais curtas e chega a um maior nimero de células. A seguir, o soluto é dissol-
vido no solvente, difundido por meio da mistura de sélido e solvente na superficie
da particula. Por fim, o soluto é transferido para a solu¢io (GEANKOPLIS, 2007).

No caso dos licores produzidos por adicao de esséncia, nao hd uma etapa de

macera¢io; ocorre simplesmente uma mistura de esséncia, dlcool e xarope. Esse
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método é mais aplicado no caso de alguns licores artificiais e daqueles cuja matéria-
-prima ndo propicia o processo de infusdo, por exemplo, os licores de chocolate, de
cacau e os licores cremosos (VENTURINI FILHO, 2010).

O tempo de extracio é influenciado por alguns fatores: tamanho das particu-
las; temperatura; agitacdo; velocidade em que ocorrera a difusio dos componentes
aromadticos da matéria-prima para a solucio extratora; concentragio de dlcool; e tipo
de matéria-prima utilizada. Assim, processamentos distintos requerem estudos para
determinar o tempo adequado de macerac¢do em cada caso (SOUZA; BRAGANCA,
2001; TEIXEIRA et al., 2005). Na Tabela 1 sdo apresentadas varias pesquisas que utili-

zaram tempos de extracio diferentes de acordo com o tipo de matéria-prima utilizada.

Tabela 1 - Tempo de extracdo aplicado em distintos processamentos de licores

Matéria-prima Tempo de extracio (dias) Referéncia

Banana 15 Teixeira e colaboradores (2007)
Banana 21 Jesus Filho e colaboradores (2018)
Leite 7 Barros e colaboradores (2008)
Casca de tangerina 7 Almeida e colaboradores (2012)
Acerola e laranja 30 Passos e colaboradores (2013)
Polpa de abacaxi 15 Simoes e colaboradores (2014)
Graviola 20 Oliveira e colaboradores (2015)

Fonte: Elaboracdo prépria.

Depois de obtido o extrato alcodlico, ele é misturado ao xarope de acticar em
proporc¢des bem definidas para a obtenc¢do do produto final de acordo com o esti-
pulado em cada formulacdo. A mistura da solucdo hidroalcodlica ao xarope deve ser
feita em temperatura ambiente, para evitar a perda do dlcool do extrato, pois a maio-

ria dos compostos responsaveis pelos aromas sdo volateis (GEOCZE, 2007).

3.4. Formulacdo do licor

Para estabelecer as proporc¢oes adequadas dos componentes do licor, o processo se
inicia pelo célculo do volume de licor a ser preparado. Nessa etapa, é preciso conhe-
cer o volume de extrato obtido e seu teor alcodlico, pois essas sao as varidveis limitan-

tes do processo. Assim, para que o licor tenha o teor alcodlico desejado, é necessario

259



realizar um céalculo de concentracio de solucoes, considerando-se o volume e a con-

centracio do extrato hidroalcodlico, a partir da seguinte equacio matematica:
C.V,=C.V,

Em que:

C, = Teor alcodlico da solucido extratora ("GL);
V| = Volume do extrato (ml);

C, = Teor alcodlico do licor ("GL);

V., = Volume do licor desejado (ml).

Para calcular o teor alcodlico do extrato, primeiramente se faz a destilacdo da
amostra e depois se mede a densidade do destilado. A partir desse dado e utilizando
a tabela de conversio de densidade relativa 20 °C/20 °C, corrige-se o teor alcoélico
da solucdo pelo fator de correcio e assim se obtém o grau alcodlico real da amostra
(ZENEBON; PASCUET; TIGLEA, 2008).

Existem trés formas de medir a densidade do destilado com a precisdo requerida
para essa analise: utilizando-se um picnémetro; por meio de um densimetro analé-
gico acoplado a balanca analitica; ou com um densimetro digital.

O picnometro é um equipamento de vidro com tampa esmerilhada, vazada por
tubo capilar, o que permite seu completo preenchimento com liquidos. Sua capa-
cidade volumétrica é facilmente determinavel pela pesagem de um liquido tomado
como padrio de densidade, na temperatura de operacio (SANTOS et al., 2009). Ele
deve ser calibrado em relacdo a massa da 4gua pura em temperatura de 20 °C. Esse
método é rdpido e bastante utilizado. No entanto, para garantir a eficiéncia do pro-
cesso, sempre se deve atentar com precisao a temperatura, pois qualquer varia¢ao
desta pode alterar a densidade (REIS, 2006).

O densimetro analégico é composto de uma proveta, uma armacio para fixacio
dos componentes do densimetro na balanca, um termometro, um prumo de vidro para
a determinacao da densidade de liquidos, um suporte para amostra sélida, uma plata-
forma de metal para o suporte das pecas do densimetro na balanca e uma peca adap-
tadora para a montagem sobre a balanca. Por meio do densimetro analégico acoplado

a uma balanca hidrostética, determina-se a densidade da solu¢do da seguinte forma: a
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massa de liquido deslocada é igual 2 massa da amostra pesada no ar, subtraida da massa
da amostra pesada no liquido, dividida pelo volume do s6lido (MACHADO, 2009).

A medicdo por densimetro digital baseia-se na frequéncia natural de vibra-
cdo produzida pela combinacio do tubo de vidro em U mais o liquido. E necessario
que o tubo de vidro em U (célula de medi¢do) esteja totalmente preenchido com o
liquido, evitando-se que se formem bolhas de ar para que o resultado da anilise nao
seja afetado. Em seguida, é realizada uma vibracao a partir de um oscilador, de modo
que, para cada tipo de amostra inserida na célula de medicdo, a frequéncia gerada
por essa vibracio seja diferente. A densidade depende da frequéncia que foi medida,
pois, quanto maior for a frequéncia, menor serd o periodo de oscilacdo do liquido e,
consequentemente, menor serd o valor da massa especifica da amostra. Trata-se de
um instrumento de leitura direta, de ficil execucio, rdpido nas suas medicoes e pre-
ciso para pequenas quantidades de amostra (SOUSA, 2015).

A seguir, apresenta-se um exemplo de como determinar as proporcoes ade-
quadas de formulacio para produzir licor de banana com teor alcodlico de 18 °GL
e 30 % (m/v) de acticar adicionado (os valores podem variar conforme a escolha
de cada produtor, desde que se respeitem os limites legais), supondo-se que, ap6s
a etapa de extracio, se obteve 2 | de extrato com o teor alcodlico de 63 °GL.

O primeiro passo é determinar qual o volume de licor a ser produzido. Para
tanto, aplica-se a equacao C .V, = C,.V , apresentada no inicio deste tépico. Do lado
esquerdo da equacdo estido os dados referentes ao extrato e, do lado direito, aqueles

relacionados ao licor a ser obtido. Substituindo-se os valores do exemplo, tem-se que:
63 °GL x 2.000 ml = 18 ‘GL x V, =>V_ =7.000 ml

Portanto, esse extrato é suficiente para preparar 7.000 ml (7 1) de licor com
teor alcodlico de 18 °GL.

O segundo passo é calcular a quantidade de acuicar (Q) que deve compor o licor
para se obter 7.000 ml de licor com 30 % (m/v) de agticar adicionado (se o volume

estiver em ml, a quantidade de acticar serd dada em gramas):

Q=0,30x7.000ml =Q=12.100 g
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Entdo, deve-se preparar um xarope contendo 2.100 g de ac¢ucar utilizando-
-se a proporc¢io de 3:2 (acucar:dgua). Finalmente, em um recipiente com volume
para 7 1, colocam-se os 2 | de extrato mais o xarope feito com 2.100 g de actcar e,
em seguida, completa-se o volume com idgua. Com isso, obtém-se 7 | de licor a 18

°GL e 30 % de agticar adicionado. As etapas da mistura estdo ilustradas na Figura 3.

Figura 3 - Exemplo de formulacdo de licor de banana
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Fonte: Elaboracio prépria.

Apbs a formulacio, o licor passa por um periodo de repouso, com o objetivo de
decantar os sélidos insoldveis. Antes de ser envasado e passar para a etapa de enve-
lhecimento, o licor ainda pode ser clarificado com uso de agentes clarificantes, uma

etapa opcional.
3.5.Clarificacao

Segundo Teixeira (2004), a clarificacdo de licores tem como intuito reduzir sua turbi-
dez e evitar a formacio de flocos que sedimentam no fundo das garrafas, para melho-
rar a estabilidade fisica e a qualidade sensorial do produto. Durante essa operagio, sio
retidos compostos responsaveis por turbidez e sedimenta¢io, como as pectinas, diver-
sos carboidratos e o complexo tanino-proteina (TEIXEIRA, 2004). George (1986)
explica que a turbidez pode decorrer de diferentes fatores, com destaque para a uti-
lizacao de acticar seco durante a elaboracio e para a presenca de pectinas das frutas

usadas como matéria-prima.
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Uma das maneiras mais fceis de clarificar o licor é a decantacdo natural seguida
da realizacido de uma nova filtragem e do envase do sobrenadante. Entretanto, esse
processo é lento, sendo necessarias formas para acelerar essa operacio. Uma das téc-
nicas que pode ser utilizada para a melhoria do processo é a colagem, que consiste em
adicionar cola de peixe, gelatina ou clara do ovo ao produto. Nesse caso, os agentes
adicionados tém o objetivo de “quebrar” a suspensdo, ou entdao agem como coloides
de protecio que, ao envolverem as particulas suspensas, aceleram a sua sedimentaco
(VENTURINI FILHO, 2010). No entanto, por serem limitados os produtos alimenti-
cios que podem passar por colagem, boas alternativas para acelerar a decantacao sao: o
emprego do leite associado a alimen de potassio, betonitas especiais e caolim (VEN-
TURINI FILHO, 2010), o uso da terra de diatomacea (POREDA et al., 2015) ou ainda
o emprego de membranas (NOGUEIRA; VENTURINI FILHO, 2005).

Nogueira e Venturini Filho (2005) estudaram a clarificacio do licor de acerola
via microfiltraco e ultrafiltracio e concluiram que os licores clarificados resulta-
ram em permeados sem turvacio. Entre os parametros fisico-quimicos avaliados, s6
a cor foi afetada pelo processo, o que era esperado, pois a clarificagdo torna o pro-

duto mais translucido.
3.6. Envelhecimento

Essa etapa promove uma mistura mais intima dos ingredientes, com o objetivo de
modificar o aroma e tornar os licores mais agradaveis. Ocorre com o decorrer do
tempo de armazenamento e ndo hd como chegar de forma artificial aos resultados
desejados (VENTURINI FILHO, 2010).

Uma vez engarrafado o licor, restam pequenas quantidades de oxigénio dis-
solvidos no produto. Esse oxigénio residual reage completamente com outros com-
postos durante semanas ou meses. O licor passa, entdo, de um ambiente propenso
a oxidac¢do para um ambiente redutor. Nessas condi¢cdes, desenvolve o aroma espe-
cifico ou de envelhecimento (buqué), que é percebido se permanecer na garrafa por
um periodo suficiente (VENTURINI FILHO, 2010).

Na literatura, ha poucos trabalhos relativos a alteracoes no licor durante o enve-
lhecimento. Sendo assim, nio estio bem elucidadas as modificacdes que ocorrem nas

caracteristicas fisico-quimicas e sensorais desse produto. Relacionam-se, na Tabela 2,
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dados de pesquisas que utilizaram tempos de envelhecimento diferentes para a rea-

lizacdo de anélises em licores.

Tabela 2 - Tempos de envelhecimento utilizados na maturacdo de licores

Matéria-prima Tempo de envelhecimento (dias)  Referéncia

Acerola 15 Penha e colaboradores (2003)
Banana 60 Teixeira e colaboradores (2007)
Jabuticaba 150 Gedbceze (2007)

Camu-camu 30 Vieira e colaboradores (2010)
Acai 20 Oliveira e Santos (2011)

Damasco japonés 60 Akamatsu e colaboradores (2019)
Banana 15 Jesus Filho e colaboradores (2018)

Fonte: Elaboracio prépria.
4. Licores produzidos no mundo

Haé vérios tipos de licores produzidos, e suas peculiaridades também estao relaciona-
das ao pais em que foram desenvolvidos.

Limoncello é um licor espesso e com sabor intenso de limdo, produzido ori-
ginalmente no sul da Itdlia, especialmente na regiao do Golfo de Napoles, na Costa
Amalfitana e nas ilhas Ischia e Capri, mas também é produzido na Sicilia e na Sarde-
nha. E feito 4 base de limio, alcool, agua e acucar; deve ser mantido no congelador
e, consequentemente, bebido bem gelado (BORGES, 2016).

Amaretto dell'Orso é um licor feito a partir de améndoas, damasco, mel e flo-
res. Dessa combinacio resultou um produto de cor ambar, aroma agradavel e sabor
unico. Consagrado na Itélia, seu pais de origem, é hoje um dos mais consumidos no
mundo (BORGES, 2016).

Bénédictine é de origem francesa e considerado um dos mais famosos e anti-
gos licores do mundo. Possui conhaque e grande niimero de ervas aromdticas em sua
composicio, além de apresentar uma coloracio amarelo-ambar (BORGES, 2016).

Cointreau é um licor produzido em Saint-Barthélemy-d’Anjou, em Angers,
na Franca. Para sua elaboracao, é utilizada a laranja. Uma das peculiaridades desse
tipo de licor é que na sua preparacao nao hé contato do alcool com a fruta por um

longo periodo, enquanto desprende seu buqué e sabor especificos, o que resulta num
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produto final com pouca pigmentacio e o torna incolor. Esse licor é consumido como
digestivo e aperitivo, mas também é muito utilizado na culindria (BORGES, 2016).

Lejay Lagoute Green Apple é um licor francés, elaborado a partir de suco de liméo
e maca verde. Possui cor transparente, limpida e aroma e sabor de maca verde. Possui
uma graduacio alcodlica de 22 °GL e é servido gelado (BORGES, 2016).

Amarula é um licor de origem africana preparado com creme de leite e suco da
fruta marula, com 17 °GL de dlcool em sua composicao. A bebida é destilada e enve-
lhecida por dois anos. Em seguida, é misturada com creme, para obter-se um sabor
mais suave (BORGES, 2016).

Curacau é um licor que se originou em uma ilha do Caribe, elaborado a par-
tir de cascas de laranja-azeda secas. Seu sabor diferenciado e estimulante se deve ao
solo de Curacau, que produz uma fruta muito acida. E um licor do tipo Triple Sec
(quando ha uma terceira destilacdo), podendo ser encontrado também com dupla
destilacio (menos adocicado). Em geral, ¢ artificialmente colorido de azul, mas tam-
bém pode ser incolor ou verde, vermelho e castanho-claro. Dependendo da quanti-
dade de destilacdes e do processo, sua graduacio alcodlica varia de 24 °GL a 39 °GL.

Os licores da Amazonia sio fabricados com frutos tipicos brasileiros da floresta
amazonica. Sao produzidos mais de vinte tipos de licores com sabores de diferen-
tes frutas dessa regiao, e a matéria-prima utilizada é adquirida por meio de produ-
tores locais. Os sabores sio: abricd, acai, acerola, araci-boi, bacuri, buriti, café, caju,
camu-camu, carambola, chichud, cubiu, cupuacu, energético, graviola, guarani, jeni-
papo, laranja, manga, mangarataia, maracujd, murici, pitomba, tangerina e tapereba
(BORGES, 2016).

Consideracoées finais

Considera-se, na producio de licores, que a qualidade final do produto nio depende
somente das matérias-primas utilizadas, mas também do processamento.

A proporcao de frutas e solventes, a concentrac¢ao de etanol e o tempo de extra-
cdo e de maturacio sao variaveis responsaveis pela obtencido de licores com aromas
e sabores distintos. Além disso, a combinacao adequada do teor alcodlico, da quan-
tidade de acticar e do aroma da matéria-prima utilizada pode desempenhar um papel

fundamental quanto a aceitacio do licor pelos consumidores.
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Devido ao elevado teor de alcool e de acticar utilizados na elaboracio de lico-
res, o produto final é considerado estivel e seguro, o que permite o seu armaze-
namento em temperatura ambiente. Além disso, o processamento nio é custoso e
pode aproveitar diferentes matérias-primas que nio estejam no padrio visual para
a comercializa¢do, mas mantenham as outras caracteristicas de qualidade preserva-
das. Esse aproveitamento agrega valor a producdo e diminui o desperdicio, aumen-

tando a renda familiar rural.
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Capitulo 16

Farinhas mistas utilizadas
em produtos panificados:
importancia tecnologica

Olivia Furlan Cavallini
Raquel Vieira de Carvalho
Priscila Brigide

Antonio Manoel Maradini Filho
Introducio

Os produtos de panificacdo sio alimentos muito consumidos e difundidos em todo o
mundo e considerados boa fonte de nutrientes e energia para populacio. Essa populari-
dade est4 relacionada, principalmente, com a sua conveniéncia para 0 consumo, 0s pregos
acessiveis e as inimeras variedades de sabores (GOESAERT et al., 2005). As diferencas
nos tipos de produtos dependem da matéria-prima, da tradicio a que pertence o produto,
dos processos tecnolégicos empregados e dos hibitos alimentares dos consumidores.

Os principais ingredientes utilizados para a fabrica¢io de produtos panificados
sao farinha de trigo, 4gua, sal e fermento biolégico. Como componentes essenciais,
destacam-se a farinha de trigo e a 4gua, podendo ser adicionados os demais, como:
lipidios, acticares, fermento, ovos, leite, aromatizantes e corantes, que daro as carac-
teristicas dos varios tipos de produtos (LAMPIGNANO et al., 2013).
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A farinha de trigo é o ingrediente bédsico na formulacdo, com a funcio de for-
necer as proteinas formadoras do gldten, responsaveis pela qualidade tecnoldgica
desses produtos. A dgua é importante para a formacio e para o controle de tempe-
ratura da massa. O fermento biolégico estd relacionado com o crescimento da massa,
devido a formacao de gés, e com a intensificacio das caracteristicas sensoriais. O sal
exerce influéncia no desenvolvimento da massa, no fortalecimento da rede de glua-
ten, no sabor e na conservacio do produto (ANVISA, 2012).

Novas propostas tém surgido no mercado, como as farinhas mistas ou compos-
tas de cereais, leguminosas e tubérculos, que podem ser utilizadas como substitutos
parciais da farinha de trigo para a elaboracio de panificados, sem que as caracteristi-
cas tecnoldgicas e sensoriais do produto sejam comprometidas (BORGES, 2009). A
utilizacio de farinhas mistas objetiva diminuir a dependéncia de importacio de trigo,
dada a insuficiéncia da producio nacional, reduzindo o custo de fabricacio dos novos
produtos por meio do aproveitamento de outras matérias-primas mais nutritivas.

O desenvolvimento de alimentos enriquecidos tem grande importancia nio s6
para a industria de alimentos como também para a elevacio da qualidade da alimen-
tacdo e da nutri¢do humanas, pois permite criar produtos ou melhorar os ja existentes
com composi¢des balanceadas em relacio a alguns nutrientes, melhorando, dessa forma,

o valor nutritivo de diversos alimentos disponiveis no mercado (FROTA et al., 2010).
1. Caracteristicas tecnolégicas dos produtos panificados

Os produtos panificados tém como ingredientes basicos de sua formulacio a fari-
nha de trigo, a 4gua, o fermento e o sal, cada um desempenhando suas fun¢des para
o adequado desenvolvimento da massa (CANELLA-RAWLS, 2006). A adicio de
outros ingredientes como acucar, ovos e gordura, entre outros, pode resultar em
pdes, bolos e biscoitos com diferentes e melhores caracteristicas tecnoldgicas (CAU-
VAIN; YOUNG, 2009).

Segundo Cauvain e Young (2009) a qualidade dos produtos panificados pode
ser determinada pela avaliacdo de suas caracteristicas internas, externas e senso-
riais, estando as duas primeiras categorias relacionadas com as propriedades tecno-
légicas do produto. As caracteristicas externas analisadas com maior frequéncia sao

o volume, as dimensdes, a cor da crosta e a aparéncia. Ja as caracteristicas internas
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relacionam-se a distribuicdo de células, textura e cor do miolo, assim como a atribu-
tos da crosta (EL-DASH; CAMARGO; DIAZ, 1982).

A distribuicio das células do miolo deve ser homogénea, sem alvéolos aber-
tos ou fechados demais. Em relacdo a textura do miolo, deve ser uniforme, leve, de
aspecto umido e suave. A dureza ou firmeza dos paes estd relacionada com a for¢a
aplicada para ocasionar uma deformacao ou rompimento do produto; é avaliada
por texturoOmetros mecanicos e correlacionada com a mordida humana durante a
ingestdo desses alimentos (ESTELLER; LIMA; LANNES, 2006). A presenca de acu-
cares na formulacio acelera as reacdes de caramelizacio e de Maillard, levando ao
escurecimento progressivo da crosta e do miolo, o que pode ser desejado ou nao
(ESTELLER; AMARAL; LANNES, 2004).

O percentual de farinha de trigo necessario para garantir bons resultados em
farinhas mistas depende tanto da qualidade e da quantidade da proteina do trigo
quanto das caracteristicas da farinha adicionada (BORGES, 2009).

L1. Influéncia do gliten nas caracteristicas tecnologicas

O trigo é um dos cereais mais produzidos no mundo e dele se extrai uma farinha
que possui um sabor agradavel e é um ingrediente fundamental para a elaboracao
de produtos panificados (SCHEUER et al., 2011).

A farinha de trigo possui as proteinas gliadinas e gluteninas, que formam o
gluten, responsavel pela elasticidade e pela consisténcia da massa. O gldten é for-
mado quando a farinha de trigo, a 4gua e os demais ingredientes sao misturados e
sofrem uma acio mecanica (ANVISA, 2012). A medida que a 4gua comeca a inte-
ragir com a gliadina e a glutenina, a rede de gliten comeca a ser formada. Essa rede
confere a massa a capacidade de extensibilidade, elasticidade e retencido do géis car-
bonico proveniente da fermentac¢io, o que resulta em um aumento desejado do
volume (CANELLA-RAWLS, 2006). Um gliten de boa qualidade permite expan-
sdo suficiente e boa distribuicio das células de gis dentro da massa, resultando em
produto volumoso e com boa textura (BORGES, 2009).

A propriedade viscoelastica do gliten hidratado é caracterizada a partir da
atuacdo plastificante da gliadina, que promove a viscosidade da massa, e da glute-

nina, que propicia resisténcia a ruptura da massa, ou seja, a gliadina proporciona a
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extensibilidade da massa e a glutenina melhora a elasticidade dela (SCHEUER et al.,
2011). A qualidade dos produtos panificados esta, desse modo, fortemente relacio-
nada com as propriedades das proteinas formadoras do gliten presentes na farinha
de trigo utilizada na producio, e que dificilmente sdo encontradas em outros cereais,
como a cevada e o centeio (GOESAERT et al., 2005).

O desenvolvimento de produtos com matérias-primas que substituam o gliten
é, portanto, um desafio para a industria de alimentos, uma vez que elas nao apresen-
tam a mesma qualidade tecnolégica quando comparadas com os derivados do trigo.
Mas a demanda por produtos sem gliten é crescente e eles constituem um mercado
muito carente e promissor, o dos pacientes celiacos e de outras sindromes relaciona-
das a sensibilidade ao gliten nio celiaca (SILVA; FURLANETTO, 2010; ARAU]O,
2010), que necessitam excluir o gliten da dieta, e o dos consumidores que no o inge-
rem por preferéncia (CAMPO et al., 2016). Visando o atendimento dessas necessida-
des, novas técnicas tém sido desenvolvidas. Bourekoua e colaboradores (2016), por
exemplo, avaliaram tratamentos hidrotérmicos de farinhas de arroz e milho como
opcdes potenciais para produtos panificados livres de gluten. Por sua vez, Ferreira
e colaboradores (2016) desenvolveram uma massa alimenticia livre de gliten com

sorgo, arroz e amido de batata.
2. Farinhas mistas

De acordo com a Resolucao-RDC n° 263, de 22 de setembro de 2005, do Ministério
da Satde (BRASIL, 2005), as farinhas sao os produtos obtidos de partes comestiveis
de uma ou mais espécies de cereais, leguminosas, frutos, sementes, tubérculos e rizo-
mas por moagem e/ou outros processos tecnolégicos considerados seguros para a
producio de alimentos. Farinha mista ou composta é a designacio utilizada quando
a farinha de trigo é substituida parcialmente por outras farinhas para uso em pro-
dutos de panificacio.

Ao se formular uma farinha mista, deve-se levar em consideracio alguns aspec-
tos para que seja vidvel a sua aplicacdo, como as propriedades reolégicas da massa e
as caracteristicas fisicas, sensoriais e nutricionais das matérias-primas empregadas
na formulacio (BORGES, 2009). A substituicao parcial da farinha de trigo por outras

farinhas que nao contenham glaten pode reduzir o potencial panificivel da mistura,

274



resultando em dificuldades no manuseio da massa, menor volume, aumento da fir-
meza, escurecimento do miolo e, em alguns casos, alteracio do sabor, que pode ser
benéfica ou nio (WANG; ROSELL; DE BARBERA, 2002). Segundo Benassi e Wata-
nabe (1997), para garantir esse potencial panificdvel, deve-se substituir parcialmente
a farinha de trigo em uma determinada formulacio até um limite em que nio sejam
comprometidas as caracteristicas tecnolégicas da massa e sensoriais dos produtos
derivados. A porcentagem de farinha de trigo necessdria para garantir bons resulta-
dos em farinhas mistas depende da qualidade e da quantidade da proteina do trigo,
bem como das caracteristicas da farinha adicionada.

A farinha de arroz vem sendo utilizada em panificados por ser um produto ver-
satil, com sabor suave, propriedades hipoalergénicas, baixos niveis de sddio e com car-
boidratos de facil digestao. Também por isso é uma das mais indicadas para produzir
produtos sem gliiten (SIVARAMAKRISHNAN; SENGE; CHATTOPADHYAY, 2004).

No entanto, cereais sem gliten, como o arroz, nio preenchem as necessidades
indispensaveis para o processamento de produtos fermentados panificiveis, pois,
quando a farinha de arroz é amassada com 4gua, ndo ocorre a formacio de uma massa
viscoelastica que retém o CO, formado durante a fermentacio e, consequentemente,
o produto resultante tem baixo volume especifico e apresenta caracteristicas muito
distintas das do pao de trigo.

Segundo Reyes Aguilar, De Palomo e Bressani (2004), a substituico de fari-
nha de trigo por farinha de arroz, em produtos de panificacio, reduz a elasticidade e
a capacidade de retencio de gis carbonico produzido durante a fermentacio, resul-
tando em produtos mais compactos. Isso ocorre porque o arroz tem, em compara-
¢do com o trigo, um menor teor de proteinas e porque estas sio hidrofdbicas, ou seja,
resistentes a absor¢io de dgua em pH neutro (KADAN et al., 2001).

Muitos trabalhos estio sendo realizados com a utilizacao de farinhas mistas
visando o aproveitamento de alimentos, um aumento da qualidade nutricional, novas
tendéncias no consumo e nos héabitos alimentares e uma possivel manutenc¢io ou
melhoria das caracteristicas tecnolégicas e sensoriais dos produtos panificados (ASSIS
et al., 2009; ARAUJO, 2010; KRISHNAN et al., 2011; SINGH; MISHRA; MISHRA,
2012; RONDA et al., 2015; CAMPO et al., 2016; RIZZELLO et al., 2016).

Medeiros, Kwiatkowski e Clemente (2012), por exemplo, verificaram um

potencial panificivel para a farinha mista composta de 10 % de farinha de pupunha
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(Bactris gasipaes Kunth) e 90 % de farinha de trigo. Como a farinha da pupunha pos-
sui granulometria fina, ao ser misturada a farinha de trigo ela diminui a for¢a da
massa pela reducio do teor de gliten, e tal mistura pode ser utilizada na prepara-
cio de massas mais leves como a de bolos e biscoitos (CLEMENT; SANTOS, 2002).

2.1. Utilizacdo de farinhas mistas na elaboracdo de paes

Os pies sdo produtos obtidos da farinha de trigo (e/ou outras farinhas) adicionada
de liquido, submetidos ou nio a processos de fermentacdo e cocciao. Podem conter
outros ingredientes, desde que ndo descaracterizem os produtos (BRASIL, 2005).

Diversos estudos pesquisaram o uso de farinhas mistas para a elaboracio de
pdes. Por exemplo, Borges (2009) utilizou farinha mista de trigo e linhaca integral
para elaboracio de pao de sal, nas proporcdes de 0 %, 10 % e 15 % de linhaca inte-
gral, e avaliou o impacto de sua utilizacdo nas caracteristicas fisicas do produto e na
aceita¢io deste pelo consumidor. Verificou que houve um aumento nos teores de
fibras, lipidios e proteinas nos paes com farinha de linhaca, mas que ela influenciou
negativamente as propriedades tecnolédgicas do produto. Borges também observou
uma reducio no teor de carboidratos, relacionada a uma reducio na quantidade de
amido, que contribui para a formacao da estrutura, consisténcia e textura do miolo.
A adicio de farinha de linhaca promoveu uma reducio no volume dos paes e um
aumento da firmeza, que nio sdo atributos desejiveis. Mesmo com essas caracteris-
ticas, o produto foi bem aceito sensorialmente pelos consumidores.

De acordo com Goesaert e colaboradores (2005), a adi¢io de farinhas integrais
na elaboracio dos paes pode ter efeito prejudicial nas propriedades reolégicas da massa
e na qualidade final dos produtos, dependendo do tipo de fibra. As fibras insoluveis
tém grande capacidade de retencio de idgua, tornando esse ingrediente indisponivel
para o desenvolvimento do gldten, além de serem desestabilizadoras das células de
gds — essas caracteristicas resultam em diminuicido do volume do pao. Por sua vez,
as fibras soluveis tém a propriedade de reter as bolhas de gés, o que gera um efeito
positivo na qualidade dos paes.

O triticale é um cereal desenvolvido pelo cruzamento do trigo (Triticum spp.)
com o centeio (SERNA-SALDIVAR; GUAJARDO-FLORES; VIESCA-RIOS, 2004)

e apresenta melhor qualidade nutricional, melhor equilibrio de aminodcidos e maior
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quantidade de lisina, em comparacio com o trigo. Possui melhor propriedade pani-
ficdvel que o centeio, mas inferior a do trigo, devido a formacio de uma massa com
estrutura mais fraca. A farinha de triticale se desenvolve rapidamente, absorve menos
dgua e possui menor estabilidade que a farinha de trigo (NAEEM et al., 2002). Mon-
tenegro (2011) utilizou a farinha de triticale na elaboracio de pao de forma nas pro-
porgdes de 30 %, 50 %, 70 % e 100 % e verificou que a adico de triticale proporcionou
uma colorac¢ao mais escura ao produto e que o teor de gliten da massa foi substan-
cialmente reduzido e gradativamente enfraquecido a medida que se aumentava o per-
centual de incorporacao da farinha de triticale a farinha de trigo.

Outra matéria-prima que pode ser utilizada em farinhas mistas é o okara, um
subproduto gerado a partir do processamento do grio de soja para a producio de
extrato aquoso. Conforme Bowles e Demiate (2006), o okara apresenta elevada qua-
lidade nutricional e, quando desidratado, pode proporcionar melhorias em produ-
tos alimenticios. No entanto, os pesquisadores, ao elaborarem paes do tipo francés
com 5 %, 10 % e 15 % de okara como substituto parcial da farinha de trigo, verifica-
ram que essa adicio comprometeu o volume dos pies, provavelmente devido a dimi-
nuicio da concentracio do gliten do trigo na massa (BOWLES; DEMIATE, 2006).

A utilizacdo de farinhas mistas na panificacio também foi pesquisada por Soa-
res Junior e colaboradores (2006), que produziram pées de forma com diferentes
proporcdes de farinha de trigo, fécula de mandioca e okara. Os paes elaborados com
64,1 % de farinha de trigo, 18,9 % de okara e 17 % de fécula de mandioca apresenta-
ram o volume tipico de um pao de forma e tiveram boa aceitacio pelos consumidores.

Aratjo (2010) utilizou a farinha de inhame nos percentuais de 25 % e 50 % como
substituto parcial da farinha de trigo para a elaboracio de pdo de forma. O volume
dos paes com 25 % de farinha de inhame foi semelhante ao padrio, e os paes elabo-
rados com 50 % apresentaram um volume ligeiramente menor que o padrio.

Trabalhos que utilizaram farinhas e cereais fermentados diferentes do trigo
demonstraram melhoria nas caracteristicas sensoriais do produto, como aroma, apa-
réncia e flavor, e aceitagio sensorial pelos consumidores. E o caso das substituicdes
da farinha de trigo por variedades de tefe (Eragrostis tef) (RONDA et al., 2015) ou a
mistura de farinhas de tefe e outros cereais, como arroz e trigo-sarraceno (CAMPO
et al., 2016). Turkut e colaboradores (2016) avaliaram o uso da farinha de quinoa

com farinha de arroz, trigo-sarraceno e amido de batata. A quantidade de farinha de
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quinoa adicionada nido gerou diferenca significativa no volume, no volume especi-
fico e no teor de proteinas, e o produto apresentou bons resultados sensoriais e tex-
tura leve. Rizzello e colaboradores (2016) estudaram o potencial da farinha de quinoa
na fermentac¢io da massa do pao e verificaram melhoria nas caracteristicas quimicas,
na textura e nos atributos sensoriais.

Essas pesquisas, entre outras, confirmam que pode haver a substituicio de

parte da farinha de trigo por outras farinhas sem grandes alteracoes do produto final.
2.2. Utilizacao de farinhas mistas na elaboracdo de bolos

Embora nio seja considerado um alimento basico como o pao, o bolo é aceito e con-
sumido por pessoas de qualquer idade. E um produto obtido pela mistura, homoge-
neizacdo e cozimento conveniente de massa preparada com farinhas, fermentadas
ou ndo, e outras substancias alimenticias, como leite, ovos e gordura (BORGES et
al., 2006). Com a utilizacio de farinhas mistas nesse preparo, ocorrem alteracdes nas
propriedades fisicas e tecnoldgicas que podem ser favoraveis ou nao conforme o pro-
duto. No caso do bolo, a farinha fraca proporcionada pela mistura é desejavel, por-
que a estrutura desse produto é mais leve e porosa e, portanto, depende menos de
gliten, em comparacio com produtos como paes (BORGES et al., 2006).
Montenegro (2011) utilizou farinha de triticale para elaboragio de bolo tipo inglés,
nas proporcdes de 30 %, 50 %, 70 % e 100 % e verificou que a adi¢do dessa farinha ndo
afetou o volume dos bolos, mas influenciou a cor do miolo tornando-o mais escuro.
Rosa e colaboradores (2009) produziram farinha de yacon e a utilizaram como
substituto parcial da farinha de trigo nas proporcoes de 10 % e 20 % para a elabora-
¢do de bolo. O produto formulado com 20 % de farinha de yacon apresentou-se mais
firme e com maior resisténcia ao corte, o que nio é uma caracteristica desejavel.
Estudos tém revelado propriedades tecnoldgicas, sensoriais, nutricionais e
funcionais vantajosas da utilizacdo de aveia na elaboracio de produtos alimenti-
cios (TEDRUS et al., 2001). A aveia é um cereal que fornece um aporte energético
e nutricional equilibrado, por conter em sua composi¢iao quimica aminodcidos, aci-
dos graxos, vitaminas e sais minerais indispensaveis ao organismo humano, além das
fibras (SA et al., 2000). Esse cereal pode ser utilizado como ingrediente na panifica-

¢ao devido as suas excelentes propriedades de absor¢iao de umidade, que retardam
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o envelhecimento de bolos, paes e biscoitos (SEABRA et al., 2002). Borges e cola-
boradores (2006) avaliaram a viabilidade tecnoldgica e sensorial do uso da farinha
integral de aveia em mistura com farinha de trigo na elaboracio de bolos, com 0 %,
15 %, 30 % e 45 % de substitui¢do e verificaram, no entanto, uma interferéncia nega-

tiva da utilizacdo da farinha de aveia em relacio ao volume do produto.
2.3. Utilizacdo de farinhas mistas na elaboragdo de biscoitos

Biscoitos ou bolachas s3o produtos obtidos pela mistura de farinha, amido e/ou
fécula com outros ingredientes, submetidos a processos de amassamento e coc-
cdo, fermentados ou ndo. Podem apresentar cobertura, recheio, formato e textura
diversos (BRASIL, 2005).

Fasolin e colaboradores (2007) desenvolveram cookies com misturas compos-
tas de farinha de trigo e 10 %, 20 % e 30 % de farinha de banana verde, que apresenta
grande quantidade de amido resistente. Os cookies elaborados com 20 % e 30 % de
farinha de banana verde apresentaram maior variacio de peso, o que pode indicar
uma menor capacidade de retencio de dgua pelos componentes da massa ap6s a adi-
¢do de maiores quantidades de farinha de banana verde.

Saha e colaboradores (2011) utilizaram o painco de dedo (Eleusine coracana), que
é um grio rico em célcio e fibra dietética e amplamente consumido no sul da India, e
desenvolveram duas formulacdes com 60 % e 70 % de farinha de painco em biscoitos.
Os produtos elaborados com 70 % de farinha de painco apresentaram maior expan-
sd0, e os elaborados com 60 % de painco apresentaram menor resisténcia a ruptura
e superior fraturabilidade. Segundo Oliver, Thacker e Wheeler (1995), a dureza é
um dos fatores que determina a aceitabilidade do alimento pelo consumidor e, assim
como no caso da fraturabilidade, é desejavel que seus valores sejam baixos. Sensorial-
mente, os biscoitos elaborados com painco apresentaram boa aceitacio.

Assis e colaboradores (2009) elaboraram biscoitos tipo cookie com formulacdes
contendo apenas farinha de trigo, farinha de aveia ou farinha de arroz parboilizado
e com substituicoes da farinha de trigo em percentuais de 25 9%, 50 % e 75 %. O cal-
culo da variacdo de peso antes e apds o forneamento dos biscoitos forneceu a perda
de peso no assamento, e com isso se observou que a adicao de farinha de aveia na

formulacdo dos biscoitos nio influenciou a perda de peso em relacdo a formulacio
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com 100 % de farinha de trigo, provavelmente devido a maior retencio de dgua pelas
fibras. Porém os pesquisadores verificaram um aumento no didmetro dos biscoitos
apos o forneamento para todas as formulacdes, exceto para aquela com 100 % de fari-
nha de arroz parboilizado (ASSIS et al., 2009).

Os biscoitos geralmente apresentam aumento no didmetro apds assamento
devido ao baixo contetdo de gliten e a menor forca da farinha de trigo, havendo a
formacao de um filme fragil em vez de uma rede viscoelastica, o que é muito posi-
tivo no caso de biscoitos (ZOULIAS; PIKNIS; OREOPOULOU, 2000).

Assis e colaboradores (2009) ainda verificaram uma reducio da dureza e
aumento da fraturabilidade dos biscoitos com o aumento da proporcio de farinha
de aveia na formulacdo. Os biscoitos com farinha de arroz parboilizado também apre-
sentaram dureza menor que os biscoitos elaborados somente com farinha de trigo.
Os biscoitos com farinha de aveia e arroz parboilizado apresentaram-se mais macios
que os biscoitos elaborados com farinha de trigo. A reducdo da dureza dos biscoitos
com a adic@o da farinha de aveia pode ser atribuida ao maior teor lipidico da aveia.
E a menor dureza dos biscoitos com arroz parboilizado, comparada a da formulacio
com farinha de trigo, pode ser explicada pela auséncia de rede proteica de gliten no
arroz, o que torna a massa mais fragil.

Os pesquisadores também apontaram que os biscoitos desenvolvidos apresen-
taram propriedades sensoriais aceitdveis e poderiam ter uma aceitacao comercial
satisfatoria (ASSIS et al., 2009).

Consideracées finais

A utilizagdo de farinhas compostas ou mistas na elaboracio de produtos panifica-
dos é importante para aumentar a qualidade nutricional dos produtos, assim como
para aproveitar alguns alimentos ou parte deles que s3o descartados como subprodu-
tos pela industria de alimentos. Entretanto, a incorporacio de farinhas mistas deve
ser bem analisada do ponto de vista tanto das propriedades tecnoldgicas quanto das
sensoriais, para que o produto elaborado apresente caracteristicas semelhantes ou
superiores nutricionalmente, em comparac¢ao com as ja encontradas nos panificados

produzidos apenas com farinha de trigo.
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Capitulo 17

Aproveitamento de
residuos agroindustriais

Antonio Manoel Maradini Filho
Luisa Oliveira Mendonca
Nicoly da Silveira Menditi
Raquel Vieira de Carvalho

Suzana Maria Della Lucia
Introducao

Observa-se, nos tltimos anos, uma atencio especial no sentido de diminuir os resi-
duos sdlidos gerados pela maioria dos processos agroindustriais e de buscar formas
de reaproveitamento desses residuos. Provenientes da industria de alimentos, mui-
tos deles apresentam quantidades aprecidveis de cascas, bagacos, carocos, sementes,
entre outras partes reaproveitéveis. De acordo com Coelho e colaboradores (2001)
esses materiais representam importante fonte de matéria organica e podem fornecer
nutrientes, como proteinas, fibras, 6leos essenciais, vitaminas e minerais, e outras
substancias biologicamente ativas, benéficas a saide humana, como antioxidantes,
compostos fendlicos e fitormonios.

Segundo Pelizer, Pontieri e Moraes (2007) muito se tem falado atualmente em
gestao ambiental e certificacdo da ISO 14000 - conjunto de normas que determi-

nam diretrizes para garantir que o desenvolvimento de atividades dos mais diversos
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segmentos seja realizado sem transgredir as leis ambientais vigentes — visto que
os principais paises desenvolvidos estio cada vez mais preocupados com o meio
ambiente e a sustentabilidade do planeta. De fato, varios 6rgios governamentais e
muitas indudstrias vém demonstrando crescente preocupacio com o meio ambiente
e mobilizando vérios segmentos do mercado para a criaco e aplicagio de uma poli-
tica ambiental que diminua os impactos negativos na natureza.

Os subprodutos agroindustriais descartados no meio ambiente representam
fontes de sérios problemas, pois a liberagio excessiva de nutrientes, como o fés-
foro e o nitrogénio, pela matéria organica pode causar eutrofizacido de ambientes
aquaticos, com consequentes reducio de oxigénio dissolvido, morte de organismos
aero6bios e desequilibrio do ecossistema local (PELTZER et al., 2008). Os residuos
industriais necessitam, portanto, de destino e tratamento adequados, pois, além de
criarem potenciais problemas ambientais, eles representam perda de matéria-prima
e energia que poderiam ser (re)aproveitadas.

Tal preocupacio com o meio ambiente tem levado ao estudo e a viabiliza-
¢do de projetos que visam a sustentabilidade do sistema de producio industrial e
o aproveitamento dos subprodutos na elabora¢io de produtos para o consumo
humano (GARMUS et al., 2009 apud FAVARIN et al., 2012). A inddstria de ali-
mentos, por exemplo, produz uma série de residuos com alto valor de (re)utiliza-
¢ao, e por isso inumeros estudos com residuos industriais do processamento de
alimentos tém sido realizados.

Lallo e colaboradores (2003) pesquisaram a possibilidade de substituicio da
silagem de milho pela silagem de residuo industrial de abacaxi em racio de gado de
corte. Ferrari, Colussi e Ayub (2004) realizaram um estudo para caracterizar e veri-
ficar o melhor aproveitamento das sementes excedentes do processamento do suco
do maracuja na alimentacio humana. Borges e colaboradores (2004) desenvolveram
um trabalho sobre a viabilidade da utilizacao de residuos das industrias de conserva
de abacaxi da regido de Pelotas (RS) para a producio de suco.

Kobori e Jorge (2005) realizaram uma pesquisa cuja finalidade foi caracterizar
os Oleos extraidos das sementes de laranja, maracuj4, tomate e goiaba como aprovei-
tamento de residuos industriais. Segundo os autores as analises realizadas indicaram
que esses 6leos possuem caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a alguns 6leos

comestiveis e podem ser uma nova fonte para o consumo humano.

288



Reda e colaboradores (2005) fizeram a caracterizacio dos éleos essenciais de
liméo rosa e de limao-siciliano, considerados residuos industriais, e concluiram que
eles apresentam propriedades semelhantes aos dos 6leos comestiveis e tém boa pers-
pectiva de utilizacio na producio de alimentos.

Outros trabalhos estudaram a bioutilizagdo de vérios residuos, como: palha de
trigo (ABDULLAH; TENGERDY; MURTHY, 1985), residuos da batata-doce (YANG
et al., 1993), polpa de magcd residual da industria de suco (JOSHI; SANDHU, 1996) e o
bagaco de cana-de-acicar (MONTEIRO; SILVA; MORAES, 1991; BRAVO et al., 1994;
PELIZER; PONTIERI; MORAES, 2007) para enriquecimento proteico de ra¢io animal.

Os estudos com residuos industriais do processamento de alimentos demons-
tram resultados ndo somente para o (re)aproveitamento desses materiais como tam-
bém para a minimizacdo do impacto ambiental das inddstrias nas regides onde estdo
situadas, bem como para a agregacio de valor de mercado aos produtos (PELIZER;
PONTIERI; MORAES, 2007).

Nas secdes a seguir, serd abordado com mais detalhes o reaproveitamento de

residuos agroindustriais de uva e gergelim.
1. Utilizacio da farinha do bagaco de uva na elaboracio de muffins

A uva é uma das frutas mais consumidas em todo o mundo, na forma in natura ou
processada, e recebe grande aten¢iao como uma fonte importante de compostos biolo-
gicamente ativos, que sio benéficos a saide humana (SHRIKHANDE, 2000; ORAK,
2007). E constituida basicamente de acucares, dcidos, pectinas, gomas, compostos
aromadticos e compostos fendlicos. Durante a maturacio, sofre um acréscimo de
alguns desses constituintes, como os agucares, dcidos, compostos fenélicos, vitami-
nas e minerais, que sio responsaveis pelo crescimento da baga da uva, pelo acimulo
de actcares, pela formacio de taninos, pela diminuicio de dcidos e, consequente-
mente, pela formacao de aromas.

O Brasil cultiva basicamente duas espécies de uva, a Vitis vinifera, que é desti-
nada principalmente a elaboracio de vinhos e outros produtos finos, e a Vitis labrusca,
que é destinada a producao de vinhos de mesa, sucos e seus derivados e ao consumo
in natura e corresponde a 80 % da producio nacional (SAUTTER, 2003; NACHTI-
GAL; SCHNEIDER, 2007). Do total de produtos industrializados elaborados a partir
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da uva, especialmente de cultivares de Vitis labrusca, 77 % representam os vinhos de
mesa, 9 % sao sucos de uva e o restante sao doces, geleias, graspa, entre outros. Grande
parte da producio brasileira de uvas e derivados é destinada ao mercado interno. O
suco de uva é o principal produto de exportacio, em volume, representando cerca
de 15 % do total destinado ao mercado externo. Apenas 5 % da producio de uvas de
mesa é destinada a exportacao e menos de 1 % dos vinhos produzidos sao comercia-
lizados no exterior (PROTAS; CAMARGO; MELLO, 2006).

A cada safra, no pais, produz-se uma grande quantidade de subprodutos da
industrializaciao da uva, representando cerca de 10 % a 15 % do total vinificado.
Porém eles sio praticamente desprezados (WENDLER, 2009). Os principais subpro-
dutos obtidos na vinificacao sofrem separacdes nas etapas de esmagamento e pren-
sagem das uvas, e somente reduzidas quantidades sdo aproveitadas (TORRES et al.,
2002 apud ROCKENBACH, 2008). Atualmente, a forma predominante de aprovei-
tamento desses subprodutos é a producio de racio animal e adubos apds passarem
por um processo de compostagem (MARASCHIN et al., 2002).

Os subprodutos da vinificacio sio o bagaco, as sementes, a casca, residuos da
polpa da uva (borra), folhas e engaco, sendo resultado do esmagamento da baga por
um processo tecnoldgico adequado de separagio do suco ou mosto. Segundo Rocken-
bach (2008) tais subprodutos correspondem a 20 % do total do fruto e podem ser rea-
proveitados para producao de alimentos nutritivos ricos em antioxidantes naturais
e fibras. O bagaco constitui a maior parte desses residuos, representando de 12 %
a 15 % em peso da matéria inicial, e é obtido por meio das prensagens das partes
solidas da uva e do mosto, que constituem a matéria-prima da vinifica¢io (SILVA;
BORGES; MARTINS, 2001; SILVA et al., 2005).

Mesmo depois da extracio do suco ou da elaboracio do vinho, os residuos
ainda contém compostos, como antioxidantes, agtcares e outros glicidios, protei-
nas, corantes, entre outros, com capacidades funcionais que evidenciam seu elevado
potencial para utilizacdo no desenvolvimento de produtos destinados ao consumo
humano (CAMPOS, 2005; SILVA et al., 2005; FERRARI, 2010). O bagaco, por exem-
plo, é composto por acticares e outros glicidios, proteinas e fibras, e nas sementes se
encontra um alto teor lipidico.

De acordo com Aradjo (2010 apud PERIN; SCHOTT, 2011), a farinha obtida

desses subprodutos possui um alto teor de fibras e flavonoides e, tal como a uva,
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representa uma importante fonte de antioxidantes naturais, servindo para comba-
ter os radicais livres e, assim, prevenir doencas degenerativas. A farinha de uva auxi-
lia ainda no tratamento de doencas circulatdrias, na diminuicdo do aparecimento
de varizes, na prevencio de problemas cardiovasculares e de artrite, na minimiza-
¢3o dos danos no fibroma e no combate a doencas de pele como psoriase e eczema.

A farinha do bagaco de uva pode, por conseguinte, ser utilizada na elaboracio
de diversos produtos, como biscoitos, paes, bolos, barras de cereais, massas casei-
ras, vitaminas e sucos, e contribuir para a melhoria nutricional dos produtos. O uso
de farinhas compostas empregadas em produtos panificados nio é recente e vem se
expandindo na elaboracio de bolos e biscoitos, uma vez que esses produtos apresen-
tam uma alta aceitabilidade, sendo consumidos por pessoas de diferentes faixas eta-
rias (EL-DASH; CABRAL; GERMANI, 1994). A viabilidade técnica e econémica do
uso de farinhas mistas em produtos panificados é bem empregada no setor industrial
alimenticio; uma das tecnologias mais empregadas consiste na secagem de residuos
para obtencio de farinha como ingrediente alimentar para posterior incorporacio
nos mais diversos alimentos, objetivando a substituicio parcial ou até total da fari-
nha de trigo (ABUD; SANTOS; SILVA, 1994; MATIAS et al., 2005).

2. Utilizacao do residuo da extracio dos sélidos soluveis de gergelim na

elaboracao de biscoitos

O gergelim (Sesamum indicum L.) é uma espécie de oleaginosa que pertence a fami-
lia pedalidcea. E originario da Africa, onde se encontra a maioria das espécies silves-
tres do género Sesamum. Na Asia, por sua vez, é encontrada a maioria das espécies
cultivadas. No Brasil, essa semente foi introduzida pelos portugueses no século XVI,
sendo plantada, tradicionalmente, na Regiao Nordeste para consumo local.

Suas sementes sio pequenas, apresentando formato achatado e coloracgio
variando do branco ao preto, sao ricas em constituintes minerais e podem ser con-
sumidas in natura ou utilizadas para complementar produtos confeitados, como os
de panificadoras. Na industria de alimentos, sao usadas principalmente para produ-
¢do de 6leo, mas também na producido de pastas do tipo tahine e em formulacoes de
alguns produtos alimenticios (ELLEUCH et al., 2014). O gergelim possui também

diversas aplica¢cdes na industria 6leo-quimica, de firmacos e de cosméticos. Além
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disso, a torta obtida da prensagem dos graos se constitui em excelente concen-
trado proteico para a alimentacio de bovinos, suinos e aves (BELTRAO; VIEIRA,
2001; PRIMO, 2008).

O gergelim ¢, atualmente, a nona oleaginosa mais cultivada mundialmente.
Segundo levantamento estatistico feito pelo Instituto Interamericano de Coopera-
cion para la Agricultura (lica) (2004), 88 % do comércio global desse produto é de
sementes, seguido pela torta (8 %) e pelo dleo (4 %). A principal demanda de gerge-
lim provém da industria alimenticia, sendo que 70 % da producao, na maioria dos
paises importadores, sao utilizados para a elaboracdo de 6leo e farinha.

O cultivo do gergelim apresenta grande potencial econémico devido a obtencio
de sementes com teores de 6leo superior a 50 %, com elevada estabilidade quimica
(ARAUJO et al., 2006), e as possibilidades de exploracio, por ser usado pelas inds-
trias de alimentos, quimica, farmacéutica e de racdes (BARROS; SANTOS, 2002).
Gracas a sua tolerancia a seca e também a facilidade de manejo, ele apresenta alto
potencial agronémico, tanto para os sistemas de cultivo tradicionais quanto para a
agricultura orgéanica e sustentdvel (EMBRAPA, 2006).

Nos ultimos anos, o gergelim também tem despertado maior interesse de pro-
dutores e empresarios brasileiros que buscam uma cultura alternativa para alimen-
tacdo, e com exploracio agricola vidvel, gracas as descobertas de novas formas de
aproveitamento do grao e de seus subprodutos. Vem sendo explorado comercial-
mente no Centro-Oeste e Sudeste, sobretudo no estado de Sao Paulo, para atender
o segmento agroindustrial de 6leos e de alimentos in natura (ARAUJO et al., 2006).
O mercado do gergelim é sempre crescente nos setores de panificacio e de biscoitos
(BARROS; SANTOS, 2002).

Esse aumento da popularizaciao do consumo de gergelim no Brasil se iniciou
na década de 1980 com a instalacdo da rede norte-americana de fast-food McDonald’s
no pais, pois as sementes dessa oleaginosa sio colocadas na parte superior dos paes
utilizados nos sanduiches. Por conta disso, diversas padarias também comecaram
a usar o gergelim na elabora¢io dos mais diversos tipos de paes, bolos e biscoitos,
alavancando o consumo da semente, o qual, desde entao, passou a crescer a razao
de 10 % ao ano. Ainda assim, a utilizacao da semente e dos subprodutos de gerge-
lim apresenta-se baixo em comparacio com o mercado mundial e, especialmente,

diante das potencialidades de aplicacio dessa oleaginosa (ARRIEL et al., 2009).
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2.1. Caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais das sementes

O gergelim desempenha um importante papel na nutricio humana, pois possui alto
valor nutritivo devido a quantidade elevada de proteinas, lipideos, sais minerais e
vitaminas importantes (KAYA et al., 2008). Segundo Elleuch e colaboradores (2014)
a composicio quimica do gergelim comprova que a semente é uma importante fonte
de lipideos (44-58 %), proteinas (18-25 %), carboidratos (13,5 %) e cinzas (5 %).

O ¢leo que é extraido das sementes é muito rico em 4cidos graxos insatura-
dos, principalmente o oleico (41-45 %) e o linoleico (31-42 %) (HWANG; SHYU,
2001). E um éleo especial e muito procurado, devido a sua estabilidade quimica.
Alimentos produzidos com o 6leo de gergelim ficam livres de rancidez num periodo
dez vezes maior do que aqueles fabricados com qualquer outro éleo vegetal conhe-
cido (FIRMINO et al., 2001).

Também podem ser destacados como principais minerais presentes nas
sementes de gergelim o célcio, o fésforo e o ferro, e também potdssio, magné-
sio, zinco e selénio, conforme Namiki (1995). A maior quantidade desses mine-
rais e outros micronutrientes do gergelim se localizam na casca, por isso ocorrem
perdas nutricionais quando é feita a retirada dessa camada protetora das semen-
tes (ARRIEL et al., 2009).

Os teores de fenodlicos do gergelim ficam em torno de 700 mg/100 g™ de acordo
com Rangkadilok e colaboradores (2010), mas valores inferiores (em torno de
260 mg/100 g!) foram encontrados por Silva e colaboradores (2011). E Mohdaly
e colaboradores (2010) obtiveram valores ainda menores de fendlicos totais,

81 mg/100 g™!, em estudo sobre a torta de gergelim.
2.2. O residuo de gergelim (“torta de gergelim”)

Durante a extra¢io do 6leo das sementes de gergelim, quando realizada a frio e sem
uso de solventes (prensagem a frio dos grios), gera-se um subproduto denominado
torta. Em diversos paises produtores de gergelim, a torta é usada somente para fabri-
cacio de racdo animal ou é descartada, num subaproveitamento que ja foi ressaltado
por diferentes autores (SUJA et al., 2004; SUJA; JAYALEKSHMY; ARUMUGHAN,
2005; MOHDALY et al., 2010, 2011; RESHMA et al., 2010).
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De acordo com Morrison (1966) o residuo da prensagem das sementes de ger-
gelim apresenta elevado teor proteico, elevada concentra¢io de aminoécidos e baixo

teor de fibras, conforme disposto na Tabela 1.

Tabela 1 - Composicdo média da torta de gergelim

Constituintes %
Umidade 8,2
Lipideos 12,8
Proteinas 39,7

Carboidratos 22,8
Fibras 4,7
Cinzas 11,8

Fonte: Morrison (1966).

Embora a literatura sobre a utilizacio da torta de gergelim na producio de
alimentos para consumo humano ainda seja muito escassa, estudos recentes reve-
lam que ela pode ser utilizada para fins alimenticios (BELTRAO; VIEIRA, 2001;
MILANI; GONDIM; COUTINHO, 2005). Por apresentar excelentes caracteristi-
cas nutricionais e possuir uma quantidade significativa de antioxidantes, a torta é
um residuo que pode, portanto, ser recuperado e utilizado como um produto de

alto valor agregado.
Consideracées finais

O bagaco da uva e a torta de gergelim, como subprodutos, possuem uma rica com-
posicio nutricional e funcional. A utilizacdo desses residuos na formulac¢io de ali-
mentos, tais como bolos, paes e biscoitos, a fim de incrementa-los com maior valor
nutricional, trazendo mais satide e qualidade de vida para quem os consumir, cons-
titui uma alternativa potencial e viivel, com menor custo. Além disso, o aproveita-
mento dos residuos gerados permite aumentar o faturamento das industrias e reduzir

a poluicdao ambiental.
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Capitulo 18

Potenciais da andlise
de correlacdo canonica
na ciéncia e tecnologia

de alimentos

Joel Camilo Souza Carneiro

Paulo Roberto Cecon

Valéria Paula Rodrigues Minim
Cosme Damiao Cruz

Antdnio Policarpo Souza Carneiro
Suzana Maria Della Lucia

Sérgio Henriques Saraiva

Luciano José Quintio Teixeira

Tarcisio Lima Filho
Introducao
Entre as varias técnicas de analise estatistica usadas para relacionar variaveis, algu-
mas sdo univariadas e outras, multivariadas. As analises univariadas sdo usadas
com objetivo de verificar se existe relacdo entre duas varidveis. Mas, se em um

estudo existem muitas varidveis, é necessario que cada par delas seja analisado
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separadamente, o que pode tornar o trabalho oneroso diante de uma grande “massa”
de dados; nesse caso, é melhor usar a analise multivariada.

Algumas das técnicas abordadas na literatura e implementadas em progra-
mas para andlise de dados, com propésito de verificar relacdes entre varidveis, sdo:
correlagio de Pearson, correlacido de Spearman, correlacio parcial, analise de tri-
lha e correlacio canonica.

Essas técnicas sao aplicadas em varias dreas do conhecimento, inclusive na cién-
cia e tecnologia de alimentos. Por exemplo, Endo (2010) usou a correla¢io de Pear-
son para relacionar dois atributos sensoriais (aroma caracteristico de laranja e aroma
de casca de laranja) com compostos volateis (citralcis, citraltrans, limoneno e linalol)
avaliados em néctar de laranja acondicionado em filmes aromatizados.

Silva e colaboradores (2003) utilizaram a correlacio de Pearson e a de Spear-
man para relacionar medidas in vivo obtidas por ultrassom e algumas caracteristicas
de carcaca pds-abate em novilhos nelore.

Figueir6 (2013), ao utilizar regressio linear simples, verificou que o aumento
gradual na concentracio de nitrito de sédio adicionado em linguica suina frescal cau-
sou reducio na oxidac¢do da linguica.

Miguel e colaboradores (2013) relacionaram caracteristicas de qualidade de
manga (ocorréncia de injdrias e podriddes, colora¢io da casca e polpa, firmeza da
polpa, teores de sélidos soluveis, acidez tituldvel e de dcido ascérbico, além da ati-
vidade das enzimas peroxidase, polifenoloxidase e fenilalanina amoénia-liase) com o
tempo de armazenamento da fruta.

Dibgenes e colaboradores (2013) ajustaram modelos matemdticos para obter
as curvas de secagem de graos inteiros de abobora, grios de abébora sem tegumento
e farinha de graos de abdbora, nas temperaturas de 40, 50, 60, 70 e 80 °C.

Viana (2010) estudou a influéncia da temperatura (10, 20, 25, 30, 40, 50, 60 e
70 °C) e do teor de sélidos soltveis (14, 17, 19, 23 e 25 °Brix) nas caracteristicas reo-
légicas e termofisicas da polpa de cupuacu. Nesse estudo foram utilizadas a anélise de
correlacio e a anilise de regressao linear multipla, além do ajuste de outros modelos
matematicos, para explorar a relacao entre varidveis.

Frente aos estudos citados, observa-se que, na drea de ciéncia e tecnologia
de alimentos e suas vérias subdreas (como conservacio, avaliacio sensorial, quali-

dade dos alimentos, estudos envolvendo pds-colheita, desidratacio e secagem de
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alimentos, propriedades fisico-quimicas, microbioldgicas, reoldégicas, termofisi-
cas, entre outras), hd grande necessidade de explorar as relacdes entre varidveis.
Quando é necessario relacionar dois grupos de varidveis, a alternativa é o uso da
andlise de correlacio canonica.

Neste capitulo, a analise de correlacio canodnica serd abordada por meio de
exemplos a partir de dados experimentais de diferentes subareas da ciéncia e tecno-
logia de alimentos, com o propésito de explorar o potencial da técnica. As analises
sao realizadas utilizando-se o programa Genes - aplicativo computacional em gené-
tica e estatistica experimental (CRUZ, 2013), desenvolvido no Departamento de Bio-
logia Geral da Universidade Federal de Vicosa e disponibilizado gratuitamente via
internet. O Genes ja estd consolidado na drea de genética, estatistica experimental e
andlise multivariada, e pode ser utilizado, sem prejuizo, em outras ireas do conhe-

cimento, como na 4rea de ciéncia e tecnologia de alimentos.
1. Analise de correlacao candnica

De acordo com Shafto, Degani e Kirlik (1997) e Mingoti (2005), a analise de correla-
¢do canonica (ACC) é um tipo de anilise estatistica multivariada descrita, inicialmente,
por Hotelling (1935, 1936), para analisar as relacdes entre dois conjuntos de variveis.

Segundo Mingoti (2005), a ideia bésica é resumir a informacao de cada conjunto
de varidveis-resposta em combinacdes lineares, sendo que a escolha dos coeficien-
tes dessas combinacodes é feita tendo-se como critério a maximizacao da correlacio
entre os conjuntos de varidveis-resposta. As combinacdes lineares que podem ser
construidas sao chamadas de varidveis canodnicas, e a correlacdo entre elas é chamada
de correlacao canodnica.

Ao considerar-se que o primeiro grupo seja composto por p variaveis (U' = [”1’
Uy ooey up]) e o segundo por gvariaveis (V' =[v, v, ..., vq]), o ntimero possivel de corre-

lagdes canonicas serd igual a s (0 menor entre p e g). Os pares can6nicos sio dados por:
U=a'U=au +au +.+au
i i i11 272 ip p

V=bV=buv+buv+.+bv
i i i171 272 iqg q
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Sendo que:
ivaria de 1 a 5, sendo s o menor entre p e g;
a: autovetor associado a autovalor de R, "R ,R 'R’ ;

b;: autovetor associado a autovalor de R,R' R R, .

As correlacdes canonicas siao dadas por:
ri( l]l ,‘/l) = Jxl

Sendo:
A, : autovalores da matriz R. 'R._ R_"'R' .
i 11 127 22 12
Os autovalores )\i e correspondentes autovetores a e bi sao obtidos de,

respectivamente:

(R 'R RR -A)a=¢

1222
( Rzz_lR'lan_lRlz_ A)b= ¢

De acordo com Cruz (2006), para verificar as significancias das correlacdes cano-
nicas r, (U,, V), utiliza-se uma aproximacao do teste de qui-quadrado. Este, segundo

Dunteman (1984), é dado por:
X’ =-tlog, [H (l—riz)}

Com:

t=n-0,5(p+q+3)

Sendo:
n: namero de observacdes experimentais;
p: numero de variaveis do grupo I;

¢: nimero de variaveis do grupo II.
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A estatistica é associada a pq graus de liberdade e a hipétese de nulidade tes-
tada é de que todas as possiveis correlacdes canonicas sdo nulas. Caso a hipétese seja
rejeitada, testa-se uma nova hipétese, por meio de:

—tloge[ﬁ (1—ri2)}

i=k+1

— que estd associada a x%, com (p - k)(q - k) graus de liberdade.

Esse procedimento deve continuar até a nao rejeicio de H. O enunciado dessa

ultima hipdtese determina, entdo, o numero de correlacdes canonicas diferentes de zero.
2. Aplicacoes

2.1. Relacdo entre caracteristicas sensoriais e instrumentais

2.1.1. Conjunto de dados

Foram utilizados os dados parciais da dissertacio de Silva (2010), referentes a nove
formulacoes de requeijao cremoso light adicionado de concentrado proteico de soro
(CPS), avaliadas por avaliadores treinados quanto a duas caracteristicas sensoriais de
textura (consisténcia e espalhabilidade) e cinco caracteristicas instrumentais quanti-
ficadas pela anilise do perfil de textura (firmeza, gomosidade, mastigabilidade, coesi-
vidade e elasticidade) em méquina universal de teste mecanico (Instron). O interesse
foi verificar possiveis relacdes do grupo I de varidveis (caracteristicas sensoriais) com
o grupo II (caracteristicas instrumentais), conforme Tabela 1. Nessa ilustracio, ambos

0S grupos sao compostos por varidveis-resposta.
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Tabela 1 - Varidveis avaliadas em nove formulacoes de requeijio light

Caracteristicas sensoriais (U)

Scon Consisténcia
Sesp Espalhabilidade
Caracteristicas instrumentais (V)
PTFIR Firmeza
PTGOM Gomosidade
PTMAS Mastigabilidade
PTCOE Coesividade
PTELA Elasticidade

Fonte: Elaboracio prépria.

Para quantificacdo das caracteristicas instrumentais, utilizou-se o delineamento
composto central rotacional (DCCR), em que o ponto central (formula¢io nove)
foi repetido trés vezes, e para as demais formulacdes nio foram realizadas repeti-
¢des, como previsto nesse tipo de delineamento. Sendo assim, no estudo de corre-
lacio canonica, considerou-se, para a formulacio nove, a média das trés repeticdes.
Para as caracteristicas sensoriais, foi utilizado o delineamento em blocos casualizados
(DBC) e foram consideradas as médias por formulacdes. Os dados sio ilustrados na
Tabela 2, na qual as siglas das caracteristicas sensoriais iniciam-se pela letra S de sen-

sorial e as siglas das caracteristicas instrumentais, pelas letras PT de perfil de textura.

Tabela 2 - Sete caracteristicas avaliadas em nove formulacoes de requeijio light

Formulaciao Scon Sesp PTFIR PTGOM PTMAS PTCOE PTELA
1 6,3 35 0,290 0,255 1,178 0,869 4,463
2 1,2 8,4 0,020 0,016 0,000 1,203 0,000
3 4,3 57 0,230 0,084 0,000 0,964 0,000
4 8,3 0,6 1,640 1,263 8,776 0,774 6,954
5 2,2 6,1 0,040 -0,041 0,000 1,244 0,000
6 2,0 7,4 0,020 0,033 0,000 1,451 0,000
7 7,8 1,4 1,930 1,422 10,088 0,742 7,099
8 7,0 0,9 2,340 1,577 10,514 0,674 6,663
9 4,9 4,4 0,233 0,226 0,907 0,963 4,073

Fonte: Elaboracdo prépria.
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2.1.2. Processamento da andlise

A partir dos dados da Tabela 2, foi estimada a matriz de correlacdo entre as sete carac-
teristicas sensoriais, por meio do procedimento “estatistica experimental/correlacdes/
correlacdes simples/correlacio de Pearson”. E, a partir dessa matriz de correlacio,
foi realizada a analise de correlacdo canodnica, por meio do procedimento “Andlise

multivariada/correlacdes canonicas”.
2.1.3. Resultados e discussdo

A consisténcia (Scon) e a espalhabilidade (Sesp) estdo correlacionadas com algumas
das caracteristicas instrumentais, conforme Tabela 3 (nessa tabela, as caracteristicas
com nome iniciados pela letra S foram quantificadas usando-se a avaliacdo sensorial
e as iniciadas por PT a técnica de perfil de textura).

Espera-se que haja correlacio entre os dois grupos de caracteristicas. Essa ins-
pecio preliminar da matriz de correla¢io d4 uma ideia do que se esperar da ané-
lise de correlacdo canodnica. Mas, 2 medida que se trabalha com maiores nimeros de
varidveis, torna-se mais dificil ter essa percepcao e fica mais evidente a necessidade

de uso de correlacbes canonicas.

Tabela 3 - Matriz de correlacdo linear simples
entre as sete caracteristicas de requeijdo light

Sesp PTFIR PTGOM PTMAS PTCOE PTELA

Scon 1

Sesp -0,97 1

PTFIR 0,82 -0,88 1

PTGOM 0,85 -0,90 0,99 1

PTMAS 0,83 -0,89 0,99 1,00 1

PTCOE 0,10 0,05 0,03 0,07 0,03 1

PTELA 0,94 -0,95 0,86 0,90 0,88 0,11 1

Fonte: Elaboracdo prépria.
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Os resultados da analise de correlacio canonica estdo apresentados na Tabela
4. Note-se que foram estimados dois pares candnicos, visto que o menor dos grupos

possui apenas duas variaveis.

Tabela 4 — Correlagées canonicas enire medidas sensoriais e instrumentais
Pares canénicos U1, Vi U2, vV2

Correlacdes canodnicas (r) 0,99* 0,76

Cargas canonicas das medidas sensoriais (grupo I)

Varidvel U1 U2

Scon -0,89 0,45
Sesp 0,97 -0,24
Varidvel Vi V2

PTFIR -0,90 0,04
PTGOM -0,91 0,11
PTMAS -0,90 0,07
PTCOE 0,20 0,81
PTELA -0,91 0,38

* Significativo (p < 0,05) pelo teste aproximado de x°.
" Ndo significativo (p > 0,05) pelo teste aproximado de x°.

Fonte: Elaboracio prépria.

Desses pares, apenas o primeiro foi significativo (p < 0,05) pelo teste apro-
ximado de x%, sendo a correlacdo canonica r (U1, VI) = 0,99. Como o teste foi sig-
nificativo para pelo menos um dos pares canonicos, conclui-se que os grupos I e 11
de variaveis ndo sio independentes. Ou seja, a textura avaliada na andlise sensorial
(varidveis do grupo I) e a textura avaliada no perfil de textura (varidveis do grupo
1) nao s3o independentes.

Ambas as medidas sensoriais, Scon (com carga -0,89) e Sesp (0,97), estdo
correlacionadas com UJ e sdo as varidveis desse grupo que contribuem para a
correlacio canénica r (Ul, VI) = 0,99 (Tabela 4). Como ambas as varidveis sio
caracteristicas de textura e mensuradas pela avaliacio sensorial, pode-se nomi-
nar a varidvel canonica Ul como textura sensorial. A espalhabilidade (Sesp) con-
tribui mais, visto que sua carga (0,97), em valor absoluto, é um pouco maior que

a da consisténcia (0,89).
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Quatro das cinco medidas instrumentais estio correlacionadas com V1 e sio
as principais varidveis desse grupo responsdveis pela correlacio canonica entre Ul e
V1. Como as cargas dessas varidveis estdo em valores préximos, em valor absoluto
(oscilaram entre 0,90 e 0,91) a contribuicdo delas é similar. J4 a coesividade (PTCOE),
com carga 0,20, nao contribui para a correlacio canodnica r (U1, VI). A variavel cano-
nica V1 serd denominada de textura instrumental, visto que as quatro varidveis a ela
relacionadas sao medidas de textura e mensuradas por equipamentos.

Uma vez identificadas as relacdes entre varidveis, o sinal das cargas canoni-
cas é considerado para indicar se a relacao entre as varidveis é direta ou inversa. Por
exemplo, a caracteristica sensorial Sesp apresenta relacio inversa com as medidas
instrumentais PTFIR, PTGOM, PTMAS e PTELA (Tabela 4). Assim, formulacdes
de requeijao com alta intensidade na firmeza, gomosidade, mastigabilidade e elasti-
cidade apresentario baixa espalhabilidade sensorial.

As cargas canonicas (Tabela 4) sio usadas também para verificar a importan-
cia relativa das varidveis de cada grupo, na relacio entre os grupos. Quanto maior
a carga nos ultimos pares candnicos nio significativos, menor é a importancia rela-
tiva. Assim, identifica-se PTCOE (carga 0,81 em V2) como a caracteristica do grupo
II de menor importancia relativa na relacio entre os grupos.

Com o uso da anilise de correlacao canonica, foi possivel verificar que os gru-
pos de varidveis estao correlacionados e determinar a importancia relativa das varia-
veis de cada grupo na relacao entre eles.

Dado que existe correlacio entre varidveis dos dois grupos (varidveis quantifi-
cadas por andlise sensorial e varidveis quantificadas por um método instrumental), é
intuitivo buscar as possiveis relacdes funcionais existentes entre as varidveis. Nesse
caso, é recomendada a andlise de regressio. Por exemplo, foi detectado que Sesp se rela-
ciona, principalmente, com as variaveis PTFIR, PTGOM, PTMAS e PTELA. Entio, é
desejavel o uso da andlise de regressio linear multipla para modelar a relacio entre a
varidvel espalhabilidade (Sesp), quantificada por avaliacio sensorial, e as outras quatro
varidveis (quantificadas por método instrumental). O modelo entio obtido tem apli-
cacdo pratica ao ser usado para estimar a espalhabilidade sensorial a partir das varia-
veis quantificadas por método instrumental de novas amostras de requeijao.

Uma opcao é realizar anilise de regressao para obter a relacao funcional

entre as varidveis candnicas Ul (textura sensorial) e VI (textura instrumental). E
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o modelo obtido pode ser usado para estimar a textura sensorial a partir de novas
medidas da textura instrumental.

Estdo apresentados, na Tabela 5, os escores para as variaveis canonicas Ul (textura
sensorial) e V1 (textura instrumental). A relacio entre elas é linear simples, cujo modelo

estd apresentado na Equacio 1, com parametro significativo (p < 0,05) e r’ igual 2 0,814.

Tabela 5 — Relacdo entre textura sensorial e instrumental para requeijio light

Variavel candnica V1  Variavel canonica Ul Textura sensorial
Textura instrumental  Textura sensorial estimada
Formulacio Tins Tsen Tsen estimada’

1 10,470 13,297 14,747

2 0,783 17,851 15,525

3 0,653 15,677 15,536

4 64,700 9,730 10,391

5 -0,158 14,306 15,601

6 0,729 16,765 15,530

7 74,388 10,829 9,613

8 77,246 9,050 9,383

9 8,288 13,743 14,922

! Modelo: Tsen = 15,58 - 0,080* Tins; r* = 0,814; pardametro significativo (p < 0,05) pelo teste t.

Fonte: Elaboracio prépria.

Observa-se que os valores da textura sensorial (Tsen) sdo préximos aos esti-
mados (Tsen estimada) usando o modelo (Tabela 5). Portanto, para uma nova
amostra de requeijdo light, pode-se medir a textura instrumental (Tins) e usar o
modelo para estimar a textura sensorial (Tsen). Isso possibilita ter uma estima-
tiva da textura sensorial, realizando-se apenas as medidas instrumentais de tex-
tura, sem ter de se recorrer a uma equipe de avaliadores treinados. Dessa forma,
o usudrio pode ter interesse em usar a anilise de correla¢io canénica como a téc-
nica para a andlise dos dados ou, se for de interesse, na sequéncia, usar a andlise

de regressao.

Tsen = 15,58 — 0,080 *Tins Equacao 1
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Foi utilizado, na ilustracio, um nimero nao muito grande de varidveis. A
medida que este cresce, mais a andlise de correlacio canodnica se torna importante,

minimizando tempo e facilitando a verificagio de relacoes entre grupos de variaveis.
2.2. Relacdo entre varidveis em estudo sobre conservacdo de alimentos
2.2.1. Conjunto de dados

Os dados experimentais analisados e discutidos a seguir sao parte do experimento de
mestrado de Figueir6 (2013) e se referem a conservacio de alimentos. Considere-se,
entio, o fator quantitativo concentracdo de nitrito de sédio em linguica suina fres-
cal, com cinco niveis (0, 50, 100, 150 e 200 mg de nitrito de sédio/kg de linguica),
no delineamento inteiramente casualizado com trés repeticoes. Nessa ilustracdo esta
sendo considerado apenas um fator com cinco niveis; portanto, trata-se de um estudo
com cinco tratamentos. As linguicas foram elaboradas, armazenadas por quinze dias
a5 °C e avaliadas quanto a pH, acidez (em % de 4cido ldtico), TBA (substancias reati-
vas a0 4cido 2-tiobarbitdrico, expressas em mg de malonaldeido por kg de linguica),
Rnitrito (nitrito residual, expresso em mg de nitrito por kg de linguica) e coorde-
nadas L* (luminosidade), a* (tonalidade de vermelho a verde) e b* (amarelo a azul).

A matriz R, de correlacio linear simples entre as varidveis-resposta, e conse-
quentemente a andlise de correlacio candnica podem ser processadas de diferentes
formas. Se hd um nimero considerdvel de tratamentos, o mais usual é considerar
o delineamento experimental e obter a matriz de correlacdo a partir das médias de
tratamentos. J4, quando existem poucos tratamentos, o mais recomendado é fazer a

andlise a partir do nimero total de observacdes.

2.2.2. Processamento da andlise considerando-se o delineamento experimental com cinco

tratamentos e trés repeticdes

a) Correlacdes obtidas a partir das médias de tratamento
Inicialmente, sao obtidas as médias por tratamento e estas sao usadas para cal-
cular a matriz de correlacio R. Note-se que, nesse caso, as correlacdes sao obtidas a

partir de cinco medidas (cinco tratamentos).
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Uma das formas de se obter a matriz de correlacio, e que foi utilizada neste
estudo, é proceder 2 Anova como uma andlise preliminar, por meio do procedimento
“estatistica experimental/anélise de varidncia/inteiramente ao acaso” do programa
Genes (CRUZ, 2013). Essa anilise é realizada apenas para se obter a matriz R, que,
no Genes, é denominada de matriz de correlagio fenotipica. Ao final da Anova, o
usudrio do programa tem a opcao de salvar essa matriz na forma de um arquivo de
dados, que posteriormente é processado para a andlise de correlacdo canonica, por
meio do procedimento “anélise multivariada/correlacdes canonicas”.

Para efeito da analise de correlacdo canodnica, considere-se que o interesse seja
verificar possiveis relacdes entre o grupo I de variaveis (acidez e nitrito residual) com
o grupo II (TBA e L), Tabela 6.

Tabela 6 - Varidveis avaliadas em linguica suina frescal
armazenadas por quinze diasa 5 ‘C

Variaveis do grupo I (U)

Acidez Acidez

Ranitrito Nitrito residual

TBA Substéncias reativas ao dcido 2-tiobarbiturico
IL Coordenada L* (luminosidade)

Fonte: Elaboracdo prépria.

Apesar de existirem sete varidveis a disposicao e de ser interessante considera-
rem-se todas elas na analise, serdo consideradas apenas quatro (Tabela 6), pois, para
sete varidveis, o nimero de medidas (cinco tratamentos) disponiveis para calcular as
correlacdes é pequeno e limita o uso de todas as varidveis. Ou seja, para se conside-
rarem as sete varidveis na andlise de correlacao canodnica, seria necessario um maior
numero de tratamentos.

Além de se estimarem as correlacdes canonicas, é realizado o teste aproxi-
mado de qui-quadrado, x> (DUNTEMAN, 1984), Equacio 2, para testar a hipotese de
que todas as possiveis correlagdes canonicas sao nulas. Quando o nimero de obser-
vacdes é muito pequeno em relacio ao nimero de variaveis, o valor de qui-qua-
drado calculado é afetado e pode levar a resultados nio consistentes. Por exemplo,

se fossem consideradas todas as sete varidveis disponiveis, o valor de t seria zero e,
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consequentemente, o do qui-quadrado também seria zero. Isso levaria a nio signifi-
cincia do teste, independentemente de existir ou nio relacio entre os dois grupos de
variaveis. Entdo, para esse conjunto de dados, seria necessario um maior nimero de
medidas (tratamentos). Como se dispde de apenas cinco medidas (cinco tratamen-
tos), consideraram-se quatro variéveis (Tabela 6), a titulo de ilustracdo da anélise de

correlacio canonica para dados de conservagio de alimentos.
x* =-tlog, [H (l—riz)} Equacio 2

Com:

t=n-0,5(p+q+3)

Sendo:

n: namero de observagdes experimentais (neste estudo, niimero de tratamentos);
p: nimero de varidveis do grupo I;

¢: nimero de variaveis do grupo II;

e a estatistica associada a pq graus de liberdade.

b) Resultados e discussio

Nota-se, na Tabela 7, que dos dois pares canoénicos estimados apenas o pri-
meiro é significativo (p < 0,05) pelo teste aproximado de x?, sendo a correlacdo cano-
nicar (U, VI) = 0,999. Assim, os grupos I e Il de varidveis ndo s3o independentes.

A varidvel Rnitrito (com carga 1,00) esta correlacionada com a varidvel cano-
nica Ul e, desse grupo, é a principal varidvel responsavel pela correlacido canénica
entre Ul e V1. Ja no grupo II, TBA (com carga -0,99 em V1) é a principal varidvel
responsavel pela correlacio canonica (U1, V1). O fato de as cargas das correlacdes
serem opostas indica uma rela¢io inversa entre Rnitrito e TBA, ou seja, as formula-
¢des de linguica que apresentarem maior teor de nitrito residual (Rnitrito) exibirdo
menor nivel de oxidacio (menor quantidade de TBA) e, assim, serdo mais estéveis
no que se refere a conservacao.

O que provavelmente estd ocorrendo é que ambas as varidveis (Rnitrito e
TBA) sio influenciadas pela varidvel independente (varidvel de entrada) concentra-

cio do nitrito de sédio (0, 50, 100, 150 e 200 mg/kg), adicionado nas formulacdes
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de linguica e constituinte dos cinco tratamentos em estudo. A andlise de regressio
é, entdo, recomendada para se obterem as possiveis relacdes funcionais entre as
varidveis-resposta e os tratamentos. Tais relacées foram verificadas por Figueird
(2013) em seu estudo.

Tabela 7 - Correlacoes candnicas entre varidveis quantificadas
na conservagdo de linguica suina frescal

Pares canénicos U1, Vi U2, v2
Correlacdes candnicas (r) 0,999* 0,357
Varidvel U1 U2
Acidez 0,60 0,80
Rnitrito 1,00 0,03
Varidvel Vi V2
TBA -0,99 -0,14
L 0,62 0,78

*Significativo (p < 0,05) pelo teste aproximado de x°.
" Ndo significativo (p > 0,05) pelo teste aproximado de x°.

Fonte: Elaboracio prépria.

Pelos resultados, pode-se concluir que a anilise de correlagio canoénica foi ttil
neste estudo sobre conservacio de alimentos porque indicou as relacdes entre varia-
veis dos dois grupos, e que é desejivel sua utilizacio combinada com outras técni-
cas de anidlise, como a andlise de regressio. Porém o usudrio deve atentar-se ao fato
de que nio se deve trabalhar com um nimero muito pequeno de observacdes expe-
rimentais (nimero de tratamentos, neste estudo) quando comparado ao nimero de
variaveis em andlise, pois pode afetar a estimativa da estatistica do teste aproximado

do qui-quadrado, propiciando resultados ndo consistentes para esse teste.
2.2.3. Processamento da andlise considerando-se o niimero total de observacoes

S3o consideradas as quinze observacdes (cinco tratamentos vezes trés repeticdes), a

partir das quais é obtida a matriz de correlacio R, e esta usada na anilise de correlacio
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canonica. Essas andlises sio processadas usando os procedimentos “estatistica expe-
rimental/correlagdes/correlacdes simples/correlagio de Pearson” e “andlise multi-
variada/correlacdes canonicas” do programa Genes (CRUZ, 2013).

Como hi um nimero um pouco maior de observacdes, foi possivel conside-
rar na andlise todas as varidveis-resposta mensuradas no experimento. Essas varii-

veis estdo organizadas em dois grupos e apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 - Varidveis avaliadas em linguica suina frescal
armazenadas por quinze diasa 5 C

Variaveis do grupo I (U)

pH Potencial de hidrogénio

Acidez Acidez

Runitrito Nitrito residual

TBA Substancias reativas ao 4cido 2-tiobarbitdrico

L Coordenada L* (luminosidade)

A Coordenada a* (tonalidade de vermelho a verde)
B Coordenada b* (tonalidade de amarelo a azul)

Fonte: Elaboracio prépria.

a) Resultados e discussio

Foram estimadas trés correlacdes canonicas (Tabela 9), que coincidem com o
numero de varidveis no menor grupo. Daquelas, apenas a correla¢io canonica entre
o primeiro par (Ul, V1) foi significativa (p < 0,05) pelo teste aproximado de x* e vale
0,89. Portanto, os grupos I e I de varidveis ndo sdo independentes.

A varidvel Rnitrito (com carga 0,93), correlacionada com Ul, e a TBA (com
carga -0,95), correlacionada com V1, sdo as principais variaveis, de cada grupo, res-
ponsaveis pela correlacio canénica r (U1, VI). O fato de as cargas possuirem sinais
opostos indica que a relagio entre Rnitrito e TBA é inversa. Assim, as formula-
¢des de linguica que apresentarem maior teor de nitrito residual (Rnitrito) exibi-
rio menor nivel de oxidacio (menor quantidade de TBA) e, por isso, serio mais
estdveis no que tange a conservagao.

Pelos resultados, conclui-se que a anilise de correlacdo canoénica foi aplica-

vel para analisar os dados provenientes da conservacdo de linguica suina. Quando
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a andlise foi realizada considerando-se todas as quinze observacdes, foi possivel
incluir um maior niumero de varidveis, em comparacio com a andlise feita a par-
tir das médias dos cinco tratamentos.

Se o pesquisador pretende usar a anilise de correlacio canonica, ele deve ficar

atento ao numero de observacdes e de varidveis que comporao o experimento.

Tabela 9 - Correlacées candnicas entre varidveis quantificadas
na conservacdo de linguica suina frescal

Pares canénicos U1, Vi U2, v2 U3, v3
Correlacdes canonicas (r) 0,89* 0,720 0,25
Varidvel U1 U2 U3
pH -0,14 0,83 -0,54
Acidez 0,41 -0,28 0,87
Rnitrito 0,93 -0,21 0,31
Varidvel Vi V2 V3
TBA -0,95 0,30 0,06
L 0,19 -0,98 0,04
A 0,31 0,66 0,06
B -0,54 0,33 -0,77

* Significativo (p < 0,05) pelo teste aproximado de x°.
" Ndo significativo (p > 0,05) pelo teste aproximado de x°.

Fonte: Elaboracio prépria.

2.3. Relacdo entre medidas analiticas em alimentos
2.3.1. Conjunto de dados

Considerem-se os dados parciais do experimento de mestrado de Silva (2010) refe-
rentes a composicio centesimal (porcentagem de dgua, gordura, proteina, cinza,
carboidrato, extrato seco desengordurado) e valor calérico de nove formulacdes de
requeijdo cremoso light adicionado de concentrado proteico de soro (CPS).
Todas as formulacdes foram preparadas com uma reducio de pelo menos

25 % no teor de gordura em relacio ao requeijao tradicional. O teor minimo de
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gordura foi estabelecido por testes preliminares. Variou-se também o teor de dgua
dos requeijdes, sendo os valores minimo e maximo estabelecidos em testes preli-
minares, dentro de uma faixa que resultava em produtos com textura caracteris-
tica de requeijio.

Utilizou-se o delineamento composto central rotacional, em que o ponto cen-
tral (formulacdo nove) foi repetido trés vezes, e para as demais formulacdes nio
foram realizadas repeticoes, conforme previsto nesse tipo de delineamento. Sendo
assim, no estudo de correlacdo canodnica, considerou-se, para a formulacio nove,
a média das trés repeticoes.

Considere-se, ainda, que o interesse seja verificar possiveis relacdes entre as
varidveis do grupo I (porcentagem de gordura e dgua) e do grupo II (porcentagem
de proteina, cinza, carboidrato, extrato seco desengordurado e valor calérico) ava-

liadas nos requeijoes (Tabela 10).

Tabela 10 - Varidveis avaliadas em nove formulacées de requeijio light

Variaveis do grupo I (U)

Agua Agua (%)

Gordu Gordura (%)

Prote Proteina (%)

Cinza Cinzas (%)

Carbo Carboidratos (%)

ESD Extrato seco desengordurado (%)
Vcalo Valor calérico (kcal)

Fonte: Elaboracio prépria.
2.3.2. Processamento da andlise

A partir dos dados experimentais, foi estimada a matriz de correlacio entre as sete

varidveis (Tabela 10), por meio do procedimento “estatistica experimental/corre-

lagdes/correlacdes simples/correlacdo de Pearson”. E, a partir dessa matriz de cor-
)

relacdo, realizou-se a andlise de correlagido canénica por meio do procedimento

“andlise multivariada/correlacdes canonicas”. Ambos os procedimentos estio dis-

poniveis no programa Genes (CRUZ, 2013).
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2.3.3. Resultados e discussdo

As correlagdes canonicas entre os pares (Ul, V1) e (U2, V2) foram significativas
(p < 0,01) pelo teste aproximado de x* e valem, respectivamente, 1,000 e 0,999
(Tabela 11). Assim, os grupos I e II de varidveis nio sio independentes.

As varidveis Agua (com carga 0,60) e Gordura (carga 0,78), correlaciona-
das com Ul, e as varidveis Proteina (-1,00), Cinzas (-0,81), Carboidrato (-0,83) e
ESD (-1,00), correlacionadas com V1, sio as varidveis, em cada grupo, responsé-
veis pela correlacio canonica r (U1, V1). Pelos sinais das cargas (Tabela 11), nota-
-se relacdo inversa entre as variaveis do grupo I (Agua e Gordura) e as variaveis
Proteina, Cinzas, Carboidrato e ESD, ou seja, ao reduzir-se a quantidade de dgua
e de gordura adicionada nas formulacdes de requeijao, hd um aumento na propor-

¢ao dos demais constituintes.

Tabela 11 - Correlacoes canénicas entre varidveis
quantificadas em requeijdao cremoso light

Pares canonicos U1, Vi1 U2, V2
Correlacdes canodnicas (r) 1,000%* 0,999
Varidvel U1 U2
Agua 0,60 0,80
Gordura 0,78 -0,62
Varidvel Vi V2
Proteina -1,00 -0,04
Cinzas -0,81 0,19
Carboidrato -0,83 0,21
Extrato seco desengordurado -1,00 0,00
Valor caldrico 0,39 -0,92

*Significativo (p < 0,01) pelo teste aproximado de x*.

Fonte: Elaboracio prépria.
No que tange a correlagdo canénica r (U2, V2), conforme Tabela 11, nota-se
que a Agua e a Gordura, do grupo I, e apenas o Valor calérico, do grupo II, sdo as

varidveis responsaveis por tal correlacio. Assim, pode-se verificar a influéncia das
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duas primeiras varidveis no valor calérico dos requeijoes: ao reduzir-se o teor de
gordura e ao aumentar-se o teor de dgua adicionado nas formulacdes, hd reducio
no valor calérico dos requeijoes.

Essas conclusdes estio em consonancia com as obtidas, de forma descritiva, por
Silva (2010) em sua dissertacio. Isso sinaliza que a analise de correlacdo canonica é
util para “tratar” dados referentes a2 composicao centesimal de alimentos.

Deve-se destacar que, com o uso de correla¢io canodnica, a magnitude das cor-
relacdes r (U, V) e o teste aproximado de x? tornam as conclusdes mais objetivas, em

comparacdo com o uso de estatistica descritiva.
2.4. Relacdo entre qualidade fisico-quimica e qualidade microbiologica em alimentos
24.1. Conjunto de dados

Considerem-se os dados parciais do experimento de mestrado de Nascimento Neta
(2013) referentes a qualidade fisico-quimica (acidez e extrato seco desengordu-
rado) e qualidade microbiolédgica (contagem bacteriana total, contagem de bacté-
rias psicrotroéficas e de Sthaphylococcus spp.) de leite cru refrigerado proveniente
de quatro tanques coletivos de armazenamento. Foram realizadas duas coletas por
tanque, totalizando-se oito observacdes. O interesse é verificar possiveis relacoes
entre qualidade fisico-quimica (grupo I de varidveis) e qualidade microbiol6gica

(grupo II de varidveis) do leite, conforme Tabela 12.

Tabela 12 - Varidveis avaliadas em oito amostras de leite cru refrigerado

Variaveis do grupo I (U)

Acidez Acidez dornic (g de 4cido latico/100 ml)

Exseto Extrato seco total (%)

CBT Contagem bacteriana total (UFC/ml)

Psicro Contagem de bactérias psicrotréficas (UFC/ml)
Sthafi Contagem de bactérias Sthaphylococcus spp. (UFC/ml)

Fonte: Elaboracdo prépria.
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2.4.2. Processamento da andlise

A partir dos dados experimentais, foi estimada a matriz de correlacio entre as cinco
vari4veis (Tabela 12), por meio do procedimento “estatistica experimental/correla-
¢des/correlacdes simples/correlagio de Pearson”. E, a partir dessa matriz de correla-
¢do, realizou-se a andlise de correlacdo canonica, por meio do procedimento “anélise
multivariada/correlacdes canonicas”. Ambos os procedimentos estdo disponiveis no
programa Genes (CRUZ, 2013).

2.4.3. Resultados e discussdo

As correlagdes canonicas entre os pares (Ul, VI) e (U2, V2) foram nio significativas
(p > 0,05) pelo teste aproximado de x* e valem, respectivamente, 0,51 e 0,11 (Tabela
13). Assim, os grupos I e Il de varidveis sdo independentes, ou seja, ndo houve rela-
¢do entre qualidade fisico-quimicas e qualidade microbiolégica para as amostras de

leite avaliadas.

2.5. Relagdo entre conjuntos de respostas obtidas em levantamentos de dados com aplicacdo

de questiondrios
2.5.1. Conjunto de dados

Considerem-se os dados parciais do experimento de mestrado de Lima Filho (2013),
referentes ao perfil dos consumidores (idade, estado civil, grau de instru¢io e renda
familiar) e 2 preocupacio deles com a seguranca dos alimentos (preocupacgio com o
consumo de alimentos com agrotdxicos, transgénicos, com aditivos quimicos, irra-
diados, organicos, contaminados com microrganismos e contaminados com produ-

tos quimicos).
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Tabela 13 - Correlagées candnicas entre varidveis quantificadas em leite cru refrigerado

Pares canénicos U1, Vi U2, V2
Correlacdes canodnicas (1) 0,51 0,117
Varidvel U1 u2
Acidez -0,24 0,97
Exseto 0,96 0,28
Varidvel Vi V2
CBT 0,54 0,82
Psicro 0,97 0,09
Sthafi 0,81 0,12

" Ndo significativo (p > 0,05) pelo teste aproximado de x°.

Fonte: Elaboracio prépria.

Considere-se ainda que o interesse seja verificar possiveis relacdes entre o per-

fil dos consumidores (grupo I de varidveis) e a preocupacio deles com a seguranca

dos alimentos (grupo II de varidveis), conforme Tabela 14. Na Tabela 15, sio forne-

cidos os cddigos e a escala usados para coleta e tabulacio dos dados.

Tabela 14 - Questoes respondidas pelos consumidores

Variaveis do grupo I (U) - Perfil dos consumidores

Idade Idade

Ecivil Estado civil

Ginst Grau de instrucio
Rfami Renda familiar

Variaveis do grupo II (V) - Preocupacio com a seguranca dos alimentos

Agrot Preocupacido com consumo de alimentos com agrotoxicos

Trans Preocupacdo com consumo de alimentos transgénicos

Aditi Preocupacdo com consumo de alimentos com aditivos quimicos

Irrad Preocupacio com consumo de alimentos irradiados

Orga Preocupacido com consumo de alimentos organicos

Micro Preocupacdo com consumo de alimentos contaminados por microrganismos
Quimi Preocupacido com consumo de alimentos contaminados por produtos quimicos

Fonte: Elaboracio prépria.
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Tabela 15 - Cédigos e escala usados na coleta e tabulagdo dos dados experimentais
Variavel Alternativas Cédigos

) Solteiro

Uniio estavel

Estado civil Separado

Divorciado

Viuvo

Ensino fundamental incompleto

Ensino fundamental completo

Ensino médio incompleto

Ensino médio completo

Graduacido completa

Pés-graduacio incompleta

Pés-graduacio completa

1 a 2 saldrios minimos

> 2 a 5 saldrios minimos

Renda familiar > 5 a 10 saldrios minimos

> 10 a 20 saldrios minimos

Nl WIND|[m, oIV |~ ]|WIND|[R,O]RAR]|W]ND|—

(
()
()
()
()
()
()
()
Grau de instrucao 0
() Graduacio incompleta
()
()
()
()
()
()
()
()

> 20 saldrios minimos

Variavel Escala

Preocupacdo com consumo de alimentos com agrotdxicos

Preocupacio com consumo de alimentos transgénicos

Preocupacio com consumo de alimentos com aditivos

quimicos
Preocupacdo com consumo de alimentos irradiados 1: maior preocupacdo — 7: menor
Preocupacio com consumo de alimentos organicos preocupagao

Preocupacdo com consumo de alimentos contaminados por
microrganismos

Preocupacdo com consumo de alimentos contaminados por
produtos quimicos

* Varidvel Idade: foi considerada a idade, em anos, informada no questiondrio pelos consumidores.

Fonte: Elaboracdo prépria.
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2.5.2. Processamento da andlise

A partir dos dados experimentais, foi estimada a matriz de correlacdo entre as onze
varidveis (Tabela 14), por meio do procedimento “estatistica experimental/correla-
¢des/correlacdes simples/correlagio de Pearson”. E, a partir dessa matriz de correla-
¢do, realizou-se a andlise de correlacdo canonica, por meio do procedimento “anélise
multivariada/correlacdes canonicas”. Ambos os procedimentos estdo disponiveis no
programa Genes (CRUZ, 2013).

2.5.3. Resultados e discussdo

Das quatro correlacdes canonicas estimadas, pelo menos uma foi significativa (p < 0,01)
pelo teste aproximado de x? e vale 0,35 (Tabela 16). Assim, os grupos I e Il de varidveis
nio sio independentes, ou seja, ha relacio entre o perfil dos consumidores e a preocu-
pacio deles com a seguranca dos alimentos.

As variaveis Idade (com carga -0,79), Ecivil (-0,73) e Rfami (0,61), correlacio-
nadas com Ul, e as varidveis Agrot (0,80), Aditi (-0,49) e Micro (-0,44), correlaciona-
das com V1, sdo as varidveis, em cada grupo, responsaveis pela correlacio canonica r
(U1, V1). Pelos sinais das cargas (Tabela 16), pode-se verificar a influéncia das varid-
veis do grupo I (perfil dos consumidores) sobre as do grupo II (preocupacio dos con-
sumidores com a seguranca dos alimentos). Por exemplo, a Idade apresenta relacio
direta com Agrot (preocupac¢io com consumo de alimentos com agrot6xico). Assim,
os consumidores mais velhos atribuiram menores escores (maior preocupacio) para
Agrot, ou seja, os mais velhos foram mais preocupados com o consumo de alimentos
com agrotdxicos quando comparados aos consumidores mais jovens. Usando racio-
cinio similar, nota-se que os consumidores mais velhos se preocuparam menos com
o consumo de alimentos com aditivos quimicos ou contaminados com microrganis-
mos, em compara¢ao com os consumidores mais jovens.

J4 as preocupacdes com consumo de alimentos transgénicos (Trans), irradia-
dos (Irrad), organicos (Orga) ou contaminados com produtos quimicos (Quimi) nio

estdo relacionadas com o perfil dos consumidores (Tabela 16).
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Tabela 16 - Correlacoes canénicas entre perfil dos consumidores
e a preocupacdo deles com a seguranca dos alimentos

Pares candnicos U1, Vi U2, v2 U3, V3 U4, V4
Correlacées canoénicas (r) 0,35 ** 0,25 0,197 0,15
Varidvel U1 U2 U3 U4
Idade -0,79 0,00 0,56 -0,24
Ecivil -0,73 0,68 0,03 -0,07
Ginst 0,45 0,27 0,44 0,73
Rfami 0,61 0,34 0,66 -0,28
Varidvel Vi V2 V3 V4
Agrot 0,80 0,30 -0,07 0,42
Trans -0,03 0,37 0,31 -0,63
Aditi -0,49 0,04 0,24 0,67
Irrad 0,13 -0,15 -0,40 -0,29
Orga 0,11 0,27 0,53 -0,20
Micro -0,44 -0,43 0,16 0,01
Quimi -0,28 0,08 -0,61 -0,13

**Significativo (p < 0,01) pelo teste aproximado de x’.
Fonte: Elaboracdo prépria.

Consideracées finais

Evidenciou-se, neste capitulo, que a exploracio das relacdes entre variaveis é rele-
vante em varias subareas da ciéncia e tecnologia de alimentos. E, quando o inte-
resse estd na relacdo entre grupos de varidveis, a anélise de correlacido canonica
é apropriada, constituindo-se como alternativa de andlise. Portanto, fica claro o
potencial da técnica aplicada na anilise de dados provenientes da drea de ciéncia e

tecnologia de alimentos.
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