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RESUMO GERAL

() abacaxi ou ananas pertence a familia Bromeliacea {Subclasse monocotileddneas),
Pertence ao género Ananas mill e & espéeie dnanas comosus (L), a qual abrange todas as
variedades atualmente cultivadas de abacaxis. O "mill juice”™ € um subproduto da industria de
abacaxi que € elaborado com as cascas, extremidades e miolo de abacaxi. Em alguns paises,
este subproduto € utilizado para aumentar o rendimento do suco simples {eito com a polpa, e
também para substifuir a dgua no xarope de sacarose para a produgdo de abacaxi enlatado.
Este subproduto esta tendo uma grande demanda em pafses que elaboram bebidas de ala
gualidade, embora nfio existarn dados na bibliografia sobre a composigBo, carateristicas
sensoriais, microbiclogicas e detecgBio de residuos de pesticidas  do  “null
Juice”(NOOMHBORM ef af 1998; SPROGO er of 1997, APV 1996). A utilizagio do “mill

juice” na forma de sucos integrais, ou misturas com outros sucos, também néo ¢ reportada.

O presente trabalho teve como objetive caracterizar e estudar a estabilizagBo das
particulas suspensas do suco extraido dos subprodutos de abacaxi (cascas, miolo e
extremidades) havaiano variedade Smooth Cayenne. Na caracterizagfo foram realizados as
seguintes determinagSes no suco: composiclo centesimal, contagem microbiologica de
bolores, bactérias, leveduras e esporos de bolores fermorresistentes, e detecgdo de residuos de

pesticidas.

No que diz respeito & estabilizag¢fio, neste frabalho foi estudado o eferto do
homogeneizador a pressdo, da hidrélise da goma nativa do suco ¢ da atividade da enzima

pectinamtilesterase sobre o comportamento das particulas suspensas no suco.

Palavras Chave: suco de abacaxi — sub-produtos | pesticidas;, microbiologic; gomas;
enzimas, homogeneizagdo.



ABSTRACT

SUMMARY

The pineapple or ananas, belongs 1o the family Bromeliacea (subclass: monocotoledoneas).
The species Ananas comosus (L) belongs 1o the genus Ananas mill, which includes all the
currently cultivated varieties of pineapple. “mill juice™ is a subproduct of the pineapple
industry, elaborated from the peel, core and tops and tails. In some countries this sub-product
is used to increase the yield of the single strength juice made from the pulp, and also 10
substitute the water in the sucrose syrup used in the production of canned pineapple. There is
a great demand for this sub-product in countries which produce high quality beverages,
although there is no information in the literature with respect fo its composition, sensory
characteristics, microbiology or presence of pesticide residues (NOOMHORM et al 1998,
SPROGO et al 1997; APV 1996). The use of “mill juice” in the form of whole juice or
mixtures with other juices, has not been reported.

This present work aimed at characterizing and studying the cloud stabilization of the juice
extracted from pineapple by-products (peel, core and toops and tails) of the Hawalan variety
Smooth cayenne The following determinations were carried ouf to characterize the juice:
proximate composition, microbiological counts (moulds, bacteria, yeasts, heat resistant
moulds) and the presence of pesticide residues.

With respect to clond stabilization, the behaviour of the particles in suspension was studied as
a result of homogenizing under pressure, hydrolysing the native gum of the juice and as a
fanction of the activity of the natural enzyme pectin methyl esterase.

Keywords: pineapple juice - sub-product ; pesticides;, microbiology, gums, enzymes,
homogenization,

)



INTRODUCAQ GERAL

“Existe um nimero sem fim de plantas eultivadas, sendo a principal de todas elas o
abacaxi, a natureza o coroou com uma diadema (coroa) de suas préprias folhas”. (Sebastian

De Rocha Pitta inicio do século XVIIL

Conhecida como abacaxi no Brasil e Paraguai esta fruta recebe ¢ nome de pineapple
em inglés, pomme de pin ou anands em francés, pifia en castellane, pifia blanca na Colémbia,

pifia de dgua ou pifia acucarada em El Salvador,,

( abacaxi ou anands, nomes pelos quais se conhecem tanto a planta como ¢ fruto,
pertence & familia Bromeliacea {subclasse das monocotileddneas), ac género Ananas Mill e 2
espécie Ananas comosus (L}, a qual abrange todas as variedades atualmente cultivadas de

abacaxis (MARTIN er af,1978).

JOHNSON, citado por HODGSON.(1993) publicou uma lista de 133 variedades de
abacaxis cada uma acompanhada de uma breve descricdo; aproximadamente a metade dessas

variedades tém alguma importincia comercial,

No Brasil, a variedade cultivada em maior escala € a Férola, vindo em ordem de
h >

producio a Smooth cayenne em segundo e Jupi, cultivada no nordeste, em terceiro (DE

MARTIN ef al, 1978; CARVALHO er ol , 1998),

A producdo mundial do abacaxi em 1997 aumentou em 1 milhfo de toneladas com
relaco a 1996, aproximando-se de um total de 13 milhdes de toneladas. Nos Ghtimos dez anos
a produgdo aumentou em um fergo, encontrando-se, junto com a péra, em décimo lugar no
ranking mundial da produgfo fruticola. Os principais produtores em ordem de importéncia e
que ultrapassam a casa de 1 mithio de toneladas séo: Taildndia, com 153% da produgfo

mundial; Brasil, com 14,8%,; Filipinas, com 13,0% (FAO, 1998; LOILLET, 1998}

O abacaxi pode ser consumido em seu estado natural nas proprias regides de producio,
no mercado interno do pais produtor, ou exportado. A fruia em calda ou enlatado e o suco sdo
os principais produtos da industrializago do abacaxi. (CARVALHO, ef al, 1998; DE
MARTIN et af, 1978). No que se refere a exportag@o de suco de abacaxi o volume negociado

em 1996 pelo Brasil foi de 1.578 1, sendo a Holanda o pais de destino de 96% deste volume

Lk



exportado, O Brasil exportou nesse mesmo ano 11,5 mil toneladas de abacaxi in natura

(PAIVA & ANDRADE, 1998).

Entre os diversos produtos e subprodutos industrializados de abacaxi temos: abacaxi
em calda. “crush” de abacaxi para confeitaria, sucos, geléia, raglio, salada de frutas tropicais,
gbacaxi enstalizado, suco simples preservado, suco simples pasteurizado, suco concentrado
pasteurizado, suco concentrado congelado, suco de abacaxi desidratado e suco de
extremidades e casca de abacaxi ("“mill juice”). O “mill juice” ¢ utilizado em alguns paises
en misturas ou substituindo a 4gua no xarope de sacarose para a producio de fruta em calda.
Algumas fabricas no exterior ainda utilizam parte desse suco concentrado para a fabricagio de
geléias de abacaxi. Na década de 80 esse produto tinha importdncia apenas local
(MONTENEGRO, 1982; DE MARTIN ef of 1978), passando a ter expressdo comercial
recentemente, com o crescimento da produgiio de “mill juice” nos paises asiaticos, Tailandia e

Filipinas (APV, 1996; SPROGO, 1997; CARVALHO er al, 1998).

Além da composicio, sio relevantes as caracteristicas toxicolégicas e microbiologicas
do produto processado obtido a partir de subprodutos. No processamento de subprodutos €
comum detectar residuos de pesticidas na pele de frutas e vegetais, que podem concentrar pela
perda de sgua CABRAS, 1998. ELKINS, 1983, reportou aumento de concentracfo de
pesticidas em amostras em base seca comparadas com as de base umida. Durante o
processamento tem sido feitos alguns estudos do comportamento dos pesticidas. A majoria

reportam a degradagio dos resfduos nas etapas de lavagem, branqueamento ¢ pasteurizacfo

PETERSEN et al, 1996

O ahacaxi cultivado no campo estd sujeito ao ataque de pragas como a broca,
cochonilha, ervas daninhas e fungos. Para neutralizar estas adversidades e garantir uma fruta
de boa qualidade ¢ necessario que o abacaxizeiro seja cultivado com aplicagdo de pesticidas
segundo as boas praticas agricolas. Os agrotdxicos mais utilizados na cultura do abacaxi séo:
paration metilico, vamidotion, diuron e benomil (insecticida, herbicida ¢ fungicida

respectivamente).

A sanificacdo na industria de alimentos visa basicamente & obtengéo de um produto
final que alia as suas qualidades nutricionais ¢ organolépticas a uma condigdo ganitaria
adeguada de modo a n#o oferecer nenhum risco 4 sande do consumidor. A avaliagfo da

limpeza e das boas praticas durante o processo € baseada principalmente na analise



a 4gua formando solugfes viscosas mesmo em concentragdes fortemente diluidas JANSER,
1997. CARLE (1998) reporta que apds a hidrolise enzimética de um polimero (pectina. goma
etc.) ha formagfio de particulas extremamente hidratadas, com menor tamanho e maior
distribuigio, que podem contribuir favoravelmente na estabilizagfio de particulas sélidas em

5uSpensido.

Dos fatores significativos em relagdo a sedimentag@io (perda da estabilizag@io) dos
sucos, as enzimas sfo consideradas importantes. A pectinmetilesterase (PME) € uma enzima
altamente especifica para as estruturas quimicas do D- galacturonanos ¢ catalisa a hidrélise
dos grupos éster metilicos dos residuos de 4cidos galacturonicos da pectina. A PME tem sido
encontrada em todo material extraido de plantas, sendo que nas frutas normalmente existem
dois ou mais isdbmeros desta enzima ALONSO er al 1997. Entre as principais causas da
sedimentacio em sucos, a inativagdo parcial (ou regeneragdo durante a estocagem) da PME €
a mais importante CASTALDO (1991). Diversos autores tém reportado a resisténcia das
enzimas pectinesterases a tratamentos térmicos; esta termoestabilidade tem sido atribuida a
fraces isoméricas da enzima (SNIR, et al, 1996; CAMERON, 1993). Tratamentos térmicos
superiores a 100°C, foram necessarios para inativar a PME, presente no suco de abacaxi

variedade Smooth cayenne GHERARDI, 1994,

A maior parte da produgdo brasileira de abacaxi ¢ consumida “in narura”™ no mercado
interno CHAULFON (1998), sendo inexpressiva a parte copsumidd através de produtos
industrializados. Apesar de nosso pais ser um grande produtor de abacaxi, temos pequena
participagBo como exportador (MONTENEGRO, 8.H., 1982, JAEGER, 1998,

Sendo o Brasil um pais onde a cultura, ¢ comercializagio do abacaxi sdo
representativas, pretende se, como primeiro objetivo, caracterizar o “mill juice” quanto a sua
composicdo, caracteristicas microbioldgicas e residuos de pesticidas, com a finalidade de
utiliza-lo este numa infinidade de produtos gue usam o suco de abacaxi como matéria-prima
principal, assim como, na elaboragfo de misturas de sucos e néctares, néctares de sucos , isto

poderia gerar interesse no mercado extemo ou interno de doces, bebidas ete

Este trabatho fem por ebjetivo, além de caracterizar o “mill juice”, estudar o efeitc da
homogeneizachio & pressio sobre as fibras do suco de abacaxi (6000 psi- 8000ps1); a hidrélise
enzimatica {0.03%-0,75% de enzima gamanase) sobre a goma nativa do suco; a determinagdo

de velocidade de reaciio PME- substrato (75-95°C/ 0,05-3,5 min) ¢ finalmente a determinagio



da atividade residual da enzima pectinmetilesterase na melthor condigfio, tempo/temperatura
estabelecida na determinagdo de velocidade de reacdio da PME, para entender melhor o
fendmeno da sedimentagBo e tentar resolver o sério defeito de qualidade que representa a

separacio de fases nos sucos.

Fica para nds o desafio constante de aproveitar a0 maximo OS50S TECUIsos,
aperfeigoar nossa tecnologia ¢ nos constituir em fornecedor de produtos tropicais

diferenciados, cuja tendéncia de consumo interno e externc cresceu nestes ltimos anos

OBJETIVOS

1 OBJETIVO GERAL

Obter um suco de boa qualidade a partir dos residuos de abacaxi (“mill juice™) e

otimizar a estabilizacfo do mesmo.
2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

21  OBJETIVOS DA CARACTERIZACAO DO “MILL JUICE”

Obter um suco de excelente qualidade microbiologica que ndo tenha residuos de agrotdéxicos

acima dos estabelecidos na legislag8o brasileira e internacional
2.2 OBJETIVOS DA ESTABILIZACAO DO “MILL JUICE”

Entender melhor ¢ fendmeno da sedimentacdo ¢ tentar resolver o sério defeito de

qualidade que representa a separagio de fases (soro - polpa) nos sucos



CAPITULO 1
CARACTERIZACAQ FISICO - QUIMICA DO “MILL JUICE”

1 RESUMO

O mill juice (suco extraido das cascas, extremidades e miolo do abacaxi) foi pasteurizado
a 90°C por 30segundos ¢ posteriormente quantificou-se seus principais ¢ alguns menores
componentes. Os resultados incluem: acidez titulavel como acido cifrico (0,63g/100mi), pH
(3,7), acucares totais (5,9¢/100ml), agicares redutores {3,63g/100ml), agticares ndo redutores
(2,27¢/100ml), Brix (12°), séldos totais {48 g/100g), cinzas (0,25 g/100g), pectinas
{0,1g/100¢), proteinas (0,33 g/100g), carboidratos totais (7,8g/100g), teor de acido ascérbico
(7,3 mg/100g), potassio (122,9 mg/l160g). Foram feitas andlise de cor analisando os
pardmetros de cor (L, a, b) utilizados pelo método de Hunter. A cor do “mill juice™ foi
comparada com um suco comercial. A Juminosidade representada pelo pardmetro “L” fol
maior no suco comercial controle que no “mill juice”, este dado coincidiu com as observagfes
visuais que a primeira vista mostravam a uma coloracfio mais escura do “mill juice” em
relaco ao controle. As coloracdes vermelha e amarela (a , b) respectivamente, foram maiores

no “mill juice™ gue no suco controle.
2 INTRODUCAO

O3 subprodutos de abacaxi correspondem aproximadamente (30-40%) do total descartado
em uma produgdo de sucos o frutas enlatadas. Deste fotal podem ser extraidos
aproximadamente 83% de suco, on que elevaria o rendimento de suco consideravelmente.
(TISSEAU, 1986; SAVITCL, 1995). O “mill juice” (suco obtide das cascas, extremidades,
miolo do abacaxi) é um subproduto que esta sendo industrializado pela importincia
econdmica que representa, pelo aproveitamento dos aglicares redutores ¢ ndc redutores que
ele possul e pela extracio do suco das cascas que aumenta o rendimento total. Alguns grandes
produtores de produtos processados de abacaxi tem produzido e comercializado este
subproduto com muito sucesso. Os paises importadores wtilizam o suco clarificado de “mill
Juice” para elaborar bebidas mistas com outras frutas, ou concentrando e deionizando o “mill
Jjufce” clarificado para preparar uma soluglo de acucar, (NOOMHORM, 19%8&; SPROGO
1997; APV 1996 ).



A caracterizagaco e a avaliacfo de adulteracio do suco de abacaxi processado a partir da
polpa é feita atraves dos seguintes pardmetros: acidez titulavel (g acido citrico/100g amostira),
aglicares reduiores, aglucares nfio redutores, potdssio, aminodcidos livres {aspargina,
mettonina, histiding, lisina) e finalmente o valor de HMF (hidroximetilfurfural), nitratos,
acido L~ ascérbico, OQGHE, 1995, Muitos processadores do Brasil estdo processando o suco
de abacaxi com cascas (SAVITCI, 1995) devido a isto € muito importante conhecer a
composicio quimica e fisico-quimica do suco extraido dos subprodutos de abacaxi {cascas,
extremidades, miclo) além das carateristicas sensoriais como a cor. HODGSON, 1992
reportou que a composi¢io de pigmentos (carotendides, antocianinas) da casca difere da polpa
em quantidade e estrutura guimica; 4 clorofila abundante no inicio da frutificacc do abacaxi

decresce na maduracio da fruta,

O efeito psicologico da cor sobre a preferéncia do consumidor tem sido demonstrado
muitas vezes. A cor embora seja sd um componente dos atributos dos sucos influi muito no
valor e aceitabilidade do produto, além de ser um fator da qualidade que esta sendo avaliado
como uma importante carateristica sensorial das bebidas e produtos alimenticios (HEIDJEN,
1979; ANTHONEY, 1984; BUSLIG, 1985). Tratando-se o “mill juice” de um produto
elaborado de cascas achamos importante determinar, ¢ respectivamente comparar a cor, com

um suco controle feito sé com a polpa do abacaxi.

Nizo foram achados dados na literatura sobre a composico de “mill juice”, de modo
gue este trabalho tem pdr objetivo determinar caracteristicas quimicas ¢ fisico-quimicas deste

produto visando caracteriza-lo.
3  MATERIAL E METODOS.

3.1 MATERIAL

O abacaxi havaiano (Smooih cayenne) wtilizado para obter ¢ suco “mill juice™ integral
(49% 1,041) de teor de polpa e densidade relativa {(1,1212g/ce), {oi extraido e analisado apés
pasteurizacio 90°C/30 segundos. O suco foi embalado em latas de aluminio apds exaustio a
temperaturas acima de 75°C. As analises foram feitas ap6s um dia a extragfo do suco. O suco
utilizado como controle para a avaliagiio da cor foi suco de abacaxi comercial adquirido‘no

supermercado.
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3.2 METODOS

Foram realizadas as seguintes determinacdes: teor de polpa (REDD er af 1986); “Bnx
(Sélidos soltiveis) método refractométrico; pH ; acidez titulével, reportada como 4aido citrico
(AOAC 1997); actcares totais & agiicares redutores e ndo redutores (Normas Adolfo Lutz Zed.
1976); sélidos totais (AOAC 1997); fibras com o método de detergéneia (GOERING er af
1970); cinzas (AOQAC 1997); proteinas {(AQAC 1997);, carboidratos totais método
colorimétrico, 4cido ascorbico (BENASSI, 1990); pectinas. Método m-hidroxidifenit
(BLUMENKRANTZ er af 1973), densidade relativa a 90°C .

O potassio foi determinado por espectrometria de emisséo em plasma indutivamente
acoplado (ICP-AES) em um equipamento ICP 2000 BAIRD com vazio da amostra 3mi/min e
posicio da tocha: horizontal 19mm, vertical 19mm, pot (1000 hertz).

A determinacfo de cor foi feita no espectrofotémetro marca Hunter jJab modelo Color
Quets 11 calibrado para transmiténcia total usando padrio de calibragio C 6299. O sistema de
cor utilizado foi CIELAB ( L*, a*, b*), iluminante DGS, angulo observador 10°. Foi utilizada
cubeta de caminho 6tico 10mm prépria para o equipamento acima. Todas as andlises foram

feitas em duplicatas
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As médias dos valores e desvios padrio das propriedades fisicas e fisico-quimicas

foram calculados ¢ sfo apresentadas na TABELA 1



Tabela. 1 Determinacdes fisicas e fisico-quimicas do "mill juice ”.*

Determinagdes

Porcentagem (g/100g de amostra)

Acidez Tituldveis (g acido citrico/100g suco)
pH

Solidos Soldveis (°Brix)

Solidos Totais

Cinzas

Patassio {mg/100g)}

0,63 £ 0,002
3.66
1240071
48+ 0,029
0,25+ 0,031

1229 £ 0,731

* Desvio Padrio de duplicatas.

Os resultados obtidos das determinagdes quimicas de fibra, proteina, pectina,
carhoidratos totais, actcares totais , agUcares redutores e ndo redutores e vitamina C, séo
apresentadas na (TABELA 2.

Tabela 2- Determinacdes Quimicas do “mill fuice”. *,

Determinacdes Porcentagem (g/100g de suco)
Fibras 0,17 £ 0.01
Proteina 0,33 +0.01

Pectina’ 0,1

Carboidratos Totais 7.80+2,72
Agucares totals 327 +0,.21
Agucares redufores 3,24+0.04
Acucares ndo redutores 2,05 £0.04
Acido ascorbico (mg/100g) 7,30 % 1.55

* Desvio Padrio de duplicatas



A maioria dos valores obtidos nas determinagdes da composigho do “mill juice” foram
comparados com os parametros reportados por (KRUEGER et a/, 1992; HODGSON, 1992) e
s#o apresentados na TABELA 3.

Tabela 3- Comparagio da composigio do suco de abacaxi e “mill juice” (suco feito

exclusivamente com cascas, extremidades e miolo de abacaxi). *

Composicio (g/100g de suco) Suco de abacaxi “mill juice”
Acticares redutores 3,3-5.8 3,24
Actcares ndo redutores 4 7-6,25 2,03
Acucares totais 8-12 5,27
Carboidratos totals 12,77 7.8
Proteinas 0,4 0,33
Fibras 0,10 0,17
Cinzas 0,30 0,25
Vitamina C {mg/100g) 10,7 7.3
Potassio (mg/100g) 110-136 1229
“Brix 13,8 12°
Acidez (g Acido citrico/100g 0,46 0,63
suco)
pH 3,4-3.7 3,66

*(1s dados correspondem as médias das determinagQes.

** Segundo KRUEGER er ol 1992 e HODGSON 1592

Analisando os dados apresentados na tabela 3, podemos perceber a grande

simitaridade que existe entre a composigio do suco de abacaxi processado da polpa e o feito
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com o0s subprodutos (cascas, extremidades, miolo). Existem diferengas imporianies na
composicio de carboidratos totais e aglicares totais, principalmente na composigio de
agucares ndo redutores. A acidez do “mill juice”” € maior que as dos sucos de abacaxi. no
entanto CAMARA, 1995 reportou acidez de sucos de abacaxi comerciais muito proximos e

ainda matores (0.69%) aos do “mill juice” (0,66%).

O valor de carboidratos totals determinado pelo método coloriméinco apresenta um
desvio muito alto, embora aparentemente de acordo aos valores calculados no “mill juice™ ndo
foram representativos (40,%ug/ml e 37,5ug/ml) quando transformados em g/100ml, as
diferencas foram mais notaveis, a sensibilidade do método € muito importante ser considerada

em relagdo a este parametro.

Os outros pardmetros comparados apresentam valores muito semelhantes. Sendoe os
dados do suco de abacaxi (tabela 3) as médias da composicio de sucos comerciais dos
principats produtores do mundo e muito similares com os de “mill juice”, € muito importante
utilizar tecnologia de ponta para processar residuos de abacaxi, de maneira que a0 processar
junto, os componentes da fruta (polpa e casca) prética tecnolégica muito comum entre 08
processadores brasileiros SAVITCL, 1995, o segundo ndo altere as propriedades Sensoriais

principalmente a cor do produto

Em relacBo as andlises de cor realizadas no espectrofotémetro Hunter Lab foram
observadas diferencias entre o “mill juice” ¢ o suco de abacaxi utilizado como amostra
conirole principalmente no parfmetro "a’ (intensidade de cor vermetho) que é 44,8 vezes
maior no “mill juice” que no suco controle. Medidas objetivas de cor indicam que a cor
amarela ‘b’ é 1,76 vezes maior no “mill juice” que no suco controle. A luminosidade
determinada pelo pardmetro ‘L’ é maior 1,39 vezes no suco controle em relagio ao "mill
juice”. Com relagdo a este parfmetro, embora néo tenha sido feito andlise sensorial da cor, foi
perceptivel claramente a diferenga de cor entre os dois sucos, o suco “mill juice” € muito mais

escure (marrom), gue o suco controle.

Os principais pigmentos reportados no abacaxi sio: carotendides, aniocianmas e
clorofila, presentes tanto nas cascas como na polpa do abacaxi HODGSON, 1992, Os
resultados apresentados na TABELA 4, indicam uma maler concentragiio de carotendides e

antocianinas nas cascas do abacaxi em rela¢@io a polpa, principalmente das antocianinas que
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conferiram maiores valores do parimetro ‘a’ (coloraghio vermelha) nas amostras do “mill

juice”.

Tabela 4- Determinacdes de cor no “mill juice” e suco de abacaxi comercial.*

Determinagdes Suco de abacaxi controle “mill miee”

Pardmetro : Cor

L 62,74 45,22
a 0,22 9,86
b 32,82 37,63

* Média de duplicatas.

Também foram feitas andlises do suco filtrado de abacaxi e do “mill juice”. Os sucos foram
filtrados com papel filtro Whatman (filtragio répida). O aspecto do suco foi Iimpido sem

nenhuma turbidez perceptivel, os resultados sio apresentados na tabela 3,

Tabela 5- Determinacdes de cor no “mill juice” ¢ suco de abacaxi comercial (filtrados).*

Determinagbes Suco de abaéaxi controle {filtrado)}  “mill juice {(filtrado}

Parimetro : Cor

L 93,74 79,07
a -1,31 0.78
b 12,22 24,54

* Média de duplicatas

Die acordo aos valores apresentados na tabela 5, observa-se que continua sendo maior 0
parimetro ‘L’ (luminosidade) da amostra controle em relagio ao “miil juice”. Os valores do

pardmetro ‘b’ (intensidade amarela), foram duas vezes maiores no “mill juice” em relacio ao
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suco controle. O suco comercial apresentou intensidade verde (-a) maior no suco comercial
que no “mill juice™, embora tenha diminuido o valor de coloragio vermetha (*2’+ 0,78). Em
ambas situacBes evidencia-se a baixa solubilidade do pigmento vermetho (antocianina). O
pardmetro ‘b’ (intensidade amarela) também diminuiu em ambos sucos ne entanto 0 pigmento
amarelo (possivelmente carotendides) ¢ mais solivel que o pigmento vermelho ac

compararmos as diminuigdes da intensidade de cor apés a filtrag8o.
5  CONCLUSAO

Podemos concluir que o “mill juice” (suco extraido e pasteurizado das cascas,
extremidades e miolo do abacaxi) tem uma composicio muito similar aos sucos comerciais
feitos de polpa de abacaxi, € que os principais pardmetros que podem estabelecer diferenga
significativa enire eles sdo: porcentagem de agucares totais (principalmente agucares nio
redutores) e carboidratos totais. Em relagio a cor, de acordo aos resultados apresentados nas
tabelas e observacdes qualitativas concluimos que ¢ suco dé cascas possui  menos
luminosidade (¢ mais escurc} que o suco de abacaxi comercial utilizado como controle. Dados
obtidos no Hunter e apresentados na tabela 5 sugerem que a filtragio do “mill juice” pode
corrigir a luminosidade e pigmentagdo, melhorando seu aspecto, no entanto isto s6 poderd ser
inteiramente concluide fazendo wma analise sensorial da cor onde possam ser levadas em

conta as preferéncias do consumidor.
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CAPITULO 2

AVALIACAO MICROBIOLOGICA DO “MILL JUICE” (SUCO
OBTIDO DAS CASCAS, MIOLO E EXTREMIDADES DO ABACAXI
(SMOOTH CAYENNE)

1 RESUMO

Suco “mill juice” obtido das cascas, miolo e extremudades do abacaxi havaiano (Smooth
cavenne) pasteurizado e in matura fol avaliado quanto os parfmetros de qualidade
microbioldgica estipulados para sucos integrais: bolores e leveduras, coliformes totais,
coliformes fecais, ¢ fambém confagem de esporos de bolores termorresistentes. Os resultados
das andlises do suco in natura foram: contagem total 1,9 x 10° UFClg, coliformes totais 46
UFCl/g, coliformes fecais < 0,3 NMP/g, esporos termorresistentes 46 NMP/100ml suco. O
“mill juice” processado foi pasteurizado a 91,5°C/30 segundés e as amostras foram recothidas
em frascos estéreis. Os resultados das analises foram: < 10 UFC/g de bolores ¢ leveduras,
<(,3 UFC de coliformes fecais, < INMP/g de coliformes totais, 1UFC/100ml de suco de
esporos termorresistentes. Segundo os resultados obtidos nas andlises microbioldgicas
concluimos que ¢ suco “mill juice” pasteurizado encontra-se dentro dos limites estabelecidos
pela legislagdo brasileira ¢ o CODEX. O suco in nafura do abacaxi ndo tem padrdes
estabelecidos na legislacfio. Foram estudados nesté trabalho os efeitos do hipoclorito de sédio
em concentracbes de Sppm e 100ppm sobre a reduglo de esporos de bolores
termorresistentes, Os resultados encontrados nfo sugerem uma efetiva redugSo nem

eliminacdo pelo cloro sobre os esporos do bolor,
2 INTRODUCAO

0 Brasil € o segundo produtor de abacaxi e esta entre os 20 maiores exportadores de
suco. O suco e o terceiro em ordem de preferencia dos consumidores, atras do suco de laranja
¢ maca, a nivel mundial (FAO, 1998; OLESEN, 1996; SAVITCI, 1995). O consumo de suco
processado de abacaxi no mercado interno € desprezivel, pois aproximadamente o 95% da
produgfo ¢ consumido "in natura” CARVALHO et al 1998. A partir de 1989 as industrias no
Brasi] passaram a aproveitar o suco extraido das cascas e extremidades da fruta (“mill juice™),
pratica tecnoldgica que aumentou 30% do rendimento total de suco (polpa- subprodutos)
SAVITCI, 19935, Esta pratica diminuiu as qualidades sensorias (cor, sabor) e aumentou o risco
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de contaminagdo por miicrorganismos, principalmente esporos de bolores termorresistentes,

leveduras, bolores e coliformes, no suco inte gral e concentrado de abacaxi.

Os bolores termorresistentes, Neosartoria fischeri, Talaromyces flavus, Bissochlamys
fulva, Eupenicillium, Talaromyces bacillisporus, Talaromyces wormanii, Penicillium ¢ outras
mais (PIECKOVA er al 1997; KOTZERIDOU, 1997) so habitantes do solo e importantes
pela sua alta resisténcia a temperaturas € por contaminar produtos processados. Os fungos
termorresistentes tem sido indicados repetidamente como causadores de deterioraglio em
sucos e enlatados de frutas (TOURNAS, 1994} e em sucos integrais e concentrados de
abacaxi ja foi reportada a ocorréncia (TOURNAS & TRAXLER, 1994 ; KING &
HOLBROOK, 1987).

As leveduras também formam parte da microbiota natural de frutas e vegetais, e sdo a
causa mais comum da deterioraciio dos sucos de frutas devido & sua elevada tolerdncia acs
acidos, altas concentragdes de agticar, ¢ altas concentragbes de sal, além da particularidade de
muitas delas se desenvolverem anaerobicamente. Dentre as principais deteriorantes de sucos
de frutas, a espécie Z. baillii merece destaque pela sua resisténeia a agentes guimicos
(PRAPHAILONG et al, 1997; UBOLDI, 1989. Em um estudo realizado por TOROK er af,
{1991}, 0 abacaxi na forma de sucos concentrados e sucos simples, foi 0 que maior incidéncia
apresentou dentre as ocorréncias de leveduras em frutas e vegetais. TCHANGO et al., 1997
reportou presenga de leveduras (Candida pelliculosa e Kloeckera apis) em sucos comerciais
de abacaxi. A Candida pelliculosa tem alta resisténcia térmica ¢ so foi destruida a 94°C/

3 4min,

Outros microhabitantes do solo, os bolores, sdo os responsaveis por detericragdes em
alimentos de frutas e vegetals. Os bolores formam parte da microbiota natural das {frutas, sdo
capazes de se desenvolver num amplo intervalo de pH e de atividade de 4gua, s80 pouco
exigentes em nutrientes, fundamentalmente sfo aerdbios e, em geral, apresentam baixa
resisténeia térmica (UBQOLDI 1989), Devido a esta ultima caracleristica a ocorréncia de
bolores nio é freqiiente em produtos termicamente processados. Os esporos assexuados dos
géneros mais comuns de bolores, tais como: Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus,
Fusariuwm, sio destruidos completamente a 60°C por 5 minutos. As células vegetativas destes

género.s Ao também inativadas entre S e 10 minuios 4s mesmas temperaturas (TOURNAS
1994).
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Outras microrganismos que também podem produzir deterioraglo em produtos
processados sdo as bactérias. A ocorréncia de bactérias em sucos de frutas pasteurizados tem
sido reportada com pouca fregiiéncia, embora tenham sido isoladas algumas espécies lacticas
em suco de manga, maca ¢ laranja UBOLDI, 1989, As andlises microbioldgicas de coliformes
e coliformes fecais em sucos de frutas sdo realizadas visando um controle higiénico do
processo e em vista da tolerincia de algumas espécies de bactérias ao pH baixo (E. coli} e aos
tratamentos térmicos {alguns patogenos fecais). O grupo coliforme compreende 05 generos
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter, and Klebsiella. A E.coli por ser um organismo acido
tolerante tem sido considerado como parfmetro indicador de qualidade em alimentos de
acidez moderada (PARKS ef al 1998). Néo tem sido encontrados dados na literatura que
relacionem contaminagdo de sucos de abacaxi processados com bactérias. Estudos
microbiolégicos realizados em sucos comerciais de abacaxi nfio reportaram incidéncia de

coliformes totais e fecais (EWATDAH 1992; SOUZA et al 1974).

Sendo os esporos de bolores termorresistentes, bolores, leveduras e bacténas
habitantes comuns da microbiota vegetal, é necessario um controle rigoroso da limpeza das
frutas antes do processamento. As matérias primas de origem vegetal freqlientemente
apresentam porgdes de solo aderidos na sua superficie, as quais, se nfo forem removidas por
umna lavagem adequada, podem transformar-se em um veiculo de contaminacio (UBOLDI,
1989).

Para a fabricég;ﬁo de produtos de alta qualidade & necessdrio monitorar todas as etapas
do processo, principalmente no que diz respeita a limpeza da matéria prima e equipamentos
(GRONBERG 1995) devido a que as sujidades aderem as superficies de equipamento €
matéria prima de um modo muito complexo. Elas podem enclausurar-se mecanicamente em
poros, frestas ou qualsquer reentrincias e s3o necessarios métodos de limpeza e desinfecdo
adequados para garantir uma remoglo de sujeiras € a diminuiciio da carga microbiana do
produto. Os compostos de cloro por terem agao microbicida répida e forte sfo amplamente
utilizade nas etapas iniciais dos processamentos de frutas € outros produtos que provem do
campo (HOGKING, 1984; UBOLDI 1989, KUNIGK, 1994). A etapa de lavagem com &gua
clorada acomparthada por limpeza manual (esfregacio) ¢ muito jmportante para remover
sujidades {organicas ¢ inorgénicas) e reduzir os niveis de contaminagio por MiCrorganismos

do produto REINOLD, 1994,
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Considerando que o controle de microorganismos € muito importante para a qualidade
geral de um produto, a salide piblica, a produtividade da empresa; e que a industria de
alimentos que nfo puder manter a contaminagio do produto em niveis relativamente baixos,
poderd ter rendimento industrial reduzido por causa da perda por deterioragic e alta

porcentagem de rejeigfo dos produtos no mercado o estudo teve como objetivos:

* Avaliar 2 influéncia do processamento térmico nos niveis totais de: bolores e leveduras,
bactérias (coliformes fecais e totais) e fungos termorresistentes em suco obtido de

subprodutos de abacaxi (cascas, extremidades)

s Determinar a influéncia da etapa de lavagem com hipoclorito de s6dio, Sppm e 100 ppm,

na redugfo ou eliminagfio de esporos de bolores termorresistentes.
3 MATERIAL E METODOS

O suco obtido dos subprodustos de abacaxi havaiano (Smooth cayenne) foi utilizado para
fazer as andlises microbioldgicas. O abacaxi foi comprado no Ceasa de Campinas. Foram
utilizados para a higienizac@io e desinfecfo das frutas, dgua clorada (Sppm e 100ppm de
hipoclorito de s6édio marca Suprema). Ao determinar o cloro ativo na dgua de lavagem pelo
método (APHA ,1992), a soluglo preparada de concentragfo 100ppm apresentou na realidade
117 ppm, e a solugdio de 5 ppm .apresentou 5,8%ppm de cloro ativo.

3.3  PROCESSAMENTO A

Este processo corresponde ao estudo do efeito do tratamento térmico (91,5°C/30
segundos) na contagem total dos miarbrganismos {bolores e leveduras, coliformes totais ¢
fecals e fungos termorresistentes). Os subprodutos de abacaxi (cascas, miolo, extremidades),
foram processados na seguinte seqii€ncia: Seleclio de abacaxis inteiros e sadios, lavagem
(100ppm de hipoclorito de sédio), corte manual das extremidades(faca), corte mecinico para
separar a polpa dos subprodutos do abacaxi (ginaca), corte manual para reduzir o tamanho
dos subprodutos (facas), trituwraglo (multiprocessador), extrag@o (finisher), pasteurizago
(pastevrizador tubular). O suco obtido fol dividido em duas partes: a primeira que
corresponde as amostras colhidas antes da pasteurizagio (suco in nafura) € a segunda 2s
amostras do suco recolhidas apds pasteurizacdo. De cada parte foram colhidos 4 litros de

amostra em embalagens estéreis. As anélises das amostras foram feitas em duplicatas.
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Todo 0 equipamento € materiais utilizados antes, durante e apds o processamento com
excecio do pasteurizado foi lavado com solugdo de hipoclorito de sédio (100 ppm). O
pasteurizado foi lavado por circulagio 2 vezes (antes e apds o processamento) com solugio de

soda caustica (2%) e finalmente dgua quente.

Abacaxi Inteiro

¥
Lavagem com

hipoclorito de
sddio (100ppm)

4
Caorte manual

com facas
R Extremidades
v "1 do Abacaxi
Corte mecénico
(Ginaca)
»i Casca e mivio
w
Polpa

k4
Trituragio dos

subprodutos com

multiprocessador

l

Extracdo do suco
com Finisher

1°Coleta para
analise 4__.__—-///1

microbiolégica

Pasteurizacio
2°Coleta para /
analise e
microbiolégica

Fluxograma do processamento A .
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3.2 PROCESAMENTO B

Para o efeito da avaliacdo da lavagem do abacaxi com solugio de hipoclorito de sodio
(5 e 100ppm) em relagéo & contagem de fungos termorresistentes foram processados outros 20

abacaxis.

Dividig-se o processamento em 2 partes e a sua vez cada parte em dois lotes de 5
abacaxis cada um: uma parte correspondia so lote que ndo seria submetido a lavagem e a
cutra parte corresponderia ao lote de abacaxis que foram submetidos a lavagem nas

respectivas concentracdes de hipoclorito de sédio.

No total foram realizados 4 processamentos: o primeiro lote processado foi o da fruta
lavada com 100ppm de solugdo de hipoclorito de sddic e posteriormente 0 lote controle que
ndio foi lavado, Seguidamente foram processados os lotes correspondentes a fruta lavada com
Sppm de hipoclorito de sodio e seu respectivo lote controle. Foram colhidas apés extracio 2
litros de amostras por lote. Nenhum dos 4 lotes de suco foi pasteurizado. As amostras foram
recolhidas em embalagens estéreis e guardadas na geladeira entre (10-13%C) para serem
analisadas no mesmo dia. Nestas 4 amostras s6 foi feito contagem total de termorresistentes,

as andlises foram feitas em duplicatas.
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3.3  METODOLOGIA DE ANALISE
331 METODOA

Todas as analises para avaliar o efeite de tratamento frmico na qualidade
microbioloégica do suco foram feitas de acordo com a metodologia de VANDERZANT &
SPLITTSTOESSER, (1992). A contagem de fungos termorresistentes fol realizada pela

metodologia em placas que esta descrita na bibliografia acima citada.
332 METODOB

Para reduzir ou eliminar esporos de bolores termorresistentes presentes nas cascas de
abacaxi utilizou-se na dgua de lavagem uma solugio de cloro nas concentragles de 5 ppm ¢
100 ppm. A atividade desta solugfo foi determinada pelo métode jodométrico descrito pelo
APHA (1992). Para fazer a contagem dos esporos restantes utilizou-se a metodologia em
placas VANDERZANT & SPLITTSTOESSER, (1992).

4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os resultados obtidos das analises microbiolégicas de bolores e leveduras, coliformes
totais e fecais e dos bolores termorresistentes determinados em suco extraido dos subprodutos

de abacaxi (“mill juice”) estdio apresentado na TABELA 1.

Tabela 1- Valores médios das contagens de microrganismos dos sucos “mill juice”

pasteurizados {91,5°C/30s) e in natura.*

Microrganismos “mill juice” in natura “mill juice” pasteurizado
Bolores e leveduras 1.9 % 10 UFClg Auséneia
Coliformes Totais 46 NMP/g < 1 NMP/g
Coliformes fecais «(3,3 NMP/g Auséncia
Fungos termorresistentes 46 (UFC/100ml de suco) HUFC/100ml de suco)

* Médias de duplicatas.



A avaliagio microbiolégica do suco “mill juice” pasteurizado estd dentro dos
pardmetros microbiolégicos estabelecidos pela pelo codigo Sanitério do Estado de 580 Paulo
(1992) para sucos processados, Resultados similares foram obtidos por (EWAIDAH 1992;
SOUZA et al 1974) em sucos de abacaxis comercials que ndo reportaram nenhuma
contaminag#o por microorganismos em sucos de abacaxi pasteurizados. O cédigo Sanitério

estabelece os seguintes padries para sucos integrais pasteurizados de abacaxi:
s Bactérias do grupo coliforme: méaximo 10%/mi

» Bactérias do grupo coliforme de origem fecal: ausénciaem } ml.

« Rolores e Leveduras: méximo, 10°*/ml.

Em relacBo azos resultados encontrados na comtagem de esporos de fungos
termorresistentes, nio existem padrdes para estabelecer limites de presenga de Rungos
termorresistentes nos codigos federais e estaduais do Brasil, nem nos OrgaAniSmMos

internacionais.

Resuitados praticos indicam que, para suco de maracuja, uma contamina¢do inferior a
2 ascdsporos/100mi de suco € desprezivel no que se tefere ao seu reflexo sobre o produto
final. Um eritério geral adotado pelos processadores de sucos, em varios paises do mundo, € a

auséneia de ascosporos de bolores termorresistentes em 100ml de suco (HODKING, 1984).

Foram detectadas com major freqiiéncia nmo suco ““mill juice™ in natura €
posteriormente isoladas e identificadas as espécies: Talaromyces bacillisporus C.R Benjamin,

Eupenicillium, e Penicillium (CBS, 1998)

Analisando o segundo item estudado neste trabalho sobre 2 influencia do hipoclorito
de sédio {(concentragles de Sppm € 100 ppm) na diminuigdo de miCrorganismos

termorresistenies presentes no “mill juice” a tabela 2 apresenta os resultados.
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Tabela 2- Influéncia do hipoclorito de Sodio (5 ppm ¢ 100ppm) na eliminaclo de esporos

fungos termorresistentes, Valores médios de duplicatas.

(Coneentrac@o (ppm) Contagem de esporos (UFC/100m! suco)
5 22
Controle 1* 22
100 3
Controle 2* 2

* Ag amostras controle correspondem a amostras lavadas sem adigio de NaClO.

Este estudos pelos resultados obtidos indicam que o cloro nio influiv na redugéo da
contagem de termorresistentes, resultados similares foram encontrados (Ito, 1972} citado por
TOURNAS, 1994 onde esporos de Byssochlamys sobreviveram a tratamentos com 200 ppm
de cloro. MOZOLLIER 1988 sugere que o efeito reduzido do cloro ma inativaglo de
microrganismos pode ser devido as ceras presentes nas cascas de frutas e vegetais. O abacaxi
possui 1,4% de cera bruta nas cascas COLLINS (1960) além de ter uma morfologia rugosa e
fendas onde os esporos podem ficar menos sujeitos 4 acho abrasiva da bucha ao arraste com
Agua e ao efeito germicida do cloro. TOURNAS (1994), sugere que a remogio mecdnica das
sujeiras presentes nas frutas poderia ser a mais efetiva forma de reduzir a incidéncia de
contmminacic por fungos termorresistentes e de acordo aos resultados obtidos pode-se
acrescentar que esta remogdo deveria ser otimizada para cada fruta, pois a morfologia difere

muito de uma para outra. .
5  CONCLUSAO

Concluimos entfio que o suco de ““mill juice™ obtido apds pasteurizagdo a 91,5°C/30s
ests dentro dos Hmites aceitdveis de acordo aos codigos brasileiros e do CODEX internacional
e que ¢ um produto indeuo do ponto de vista microbiolégico. O suco ™
esta fora dos padrdes estabelecidos nos cddigos. O uso de concentragbes de cloro ativo 5 ppm
e 100pmm utilizadas na etapa de lavagem do abacaxi ndo influenciaram na eliminagfio e

reducio de esporos de fungos termorresistentes.
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CAPITULO 3A

BOLORES TERMORESISTENTES

Os bolores formam parte da microbiota natural das frutas, sendo capazes de se
desenvolver num amplo intervalo de pH e de atividade de dgua, so pouco exigentes em

nutrientes. Fundamentalmente sfo aerdbios e, em geral, apresentam baixa resisténcia térmica
{UBOLDI 1989}

(s esporos assexuados dos géneros mais comurs de holores, tais como: Pewicillium,
Aspergillus, Mucor, Rhizopus, Fusarium, 530 destruidos completamente a 60°C por 5
minutos. As células vegetativas destes géneros 8o também inativades entre 5 e 10 minutos ag

mesmas temperaturas (TOURNAS 1994).
1 BOLORES TERMORRESISTENTES.

S0 microrganismos potencialmente deteriorantes em alimentos vegetais processados, e
sho reconhecidos como importantes agentes de deterioragiio em sucos e produtos de frutas no
mundo inteiro UBOLDI (1989). Entre as principais espécies de fungos termorresistentes
reportadas tém-se os membros dos géneros: Neosartorya, Bissochlamys, Talaromyces e
Eupenicilium (KOTZEKIDOU, 1997). Seus esporos séo sexuados € seus génercs apresentam

duas fases: teleomérfica e anamorfica.

Qs bolores termorresistentes devem a sua alta resisténcia ao calor 4 produglo de um
estado de fase teleomdrfica comumente conhecido como estado esporulado de bolor. Nesta
fase 0$ esporos sio sexuados e ém carateristicas bem definidas (HOGKING, 1984). Ex: O
género Neosartorya apresenta na fase teleomorfica ascosporos fermorresistentes capazes de
sobreviver 60 minutos em agua de ebuliglo; Talaromyces ¢ outro género que pode sobreviver

de 3 a 12 minutos nas mesmas condicdes (TOURNAS19%4).

2 HABITAT

Os bolores termorresistentes sdo habitantes do solo. As matérias primas de origem
vegetal freqiientemente apresemtam’ porgBes de solo aderidos na sua superficie, que se néo
forem removidas por uma lavagem adequada, podem transformar-se em um veiculo de

contaminacio (UBOLDI, 1989).

Lk
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Em um estudo feito por SPLITTSTOESSER (1971) em 9 campos e 15 vinhedos, foram
cothidas 99 amostras de véarias frutas, vegetacio e solo; 70% das amostras coletadas estavam

contaminadas por espécies de microorganismos termorresistenteas.

Hull 1939, citado por TOURNAS (1994), pesquisou a incidéncia de bolores
termorresistentes em distintas partes de uma arvore frutifera de morango, folhas, frutos e
palhas e achou que partes de plantas e frutos que estavam mais proximas ao solo foram as

mais contaminadas.

3  RESUMO CRONOLOGICO DE OCORRENCIAS DE FUNGOS
TERMORRESISTENTES EM CONSERVAS E FRUTAS IN NATURA.

No ano de 1930 (Inglaterra), fol mencionada a primeira ocorréncia de fungos
termorreststentes apos tratamento térmico de morangos em conserva, Mais tarde, descobriram
que tratava-se de um fungo da espécie Bissochlamys. Neste mesmo anc Hull propGs o
primeiro mecanismo de prevencgdo para evitar a contaminacio por fungos termorresistentes

Olliver e Rendle (1934), Hull (1939) citados por HOGKING & PITT (1984)

Nos anos de 1964 & 1965 {Australia), detectaram-se os Bissochlamys sp.em morangos
processados termicamente, e também em maracujd, mangas e abacaxis (Spurgin 1964, citado
por HOGKING 1984). '

No ano de 1967 (Estados Unidos), foi isolada a espécie Bissochlamys de uma bebida
de frutas enlatada (Splittstoesser 1969 citado por TOURNAS 1994)

Nos anos de 1968-1969 (Canada), foram encontradas em cultura de uvas algumas

gspécies de fungos termorresistentes enire elas o Bissochlamys ( SPLITTSTOESSER, 1971).

Entre os anos de 1958-1968 na Alemanha, Holanda e Irlanda foram detectados e

reportados fungos termorresistentes em produtos enlatados de morango (TOURNAS, 1994),

Na década de 70, continuaram sendo apresentadas ocorrénicias por contaminacio de
fungos termorresistentes, principalmente nas frutas ndo processadas, como cerejas, uvas.
- Nesta década também foram testados nos Estados Unidos métodos de prevenclo para
dimimuir a incidéncia de fungos termorresistentes na carga inicial das frutas que seriam
processadas (SPLITTSTOESSER, 1974).
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No final da década de 70 e inicio da de 80, os fungos termorresistentes passaram a ser
mais estudados. Um trabatho detathado da composicBo quimica dos ascosporos de
RBissochlamys fulva foi realizado por Banner ef af, (1979). Na Dinamarca, foi publicado um
trabalho sobre a produgéo de toxinas de fungos (NIELSEN ef al, 1988).

Um fato muito importante na década de 80 foi o interesse de pesquisadores do Brasil
no estudo destes fungos. Uboldi e Amstaldem (1985) citades por UBOLIMI {1989) realizaram
um estudo na regifio de Campinas sobre a incidéncia de termorresistentes nos campos.

ARAGAQ (1989), mais tarde, isolou e estudou algumas espécies de funges termorresistentes.

Nos anos 90 os estudos destes fungos nfo cessaram ¢ as ocorréncias também néo.
TOURNAS & TRAXLER (1994) isolaram Neosartoria sp.eni. um suco congelado e
concentrado de abacaxi. Na india,.esta mesma espécie foi isolada de mamdo in natura.
(RAJASHAKARA er af, 1996). Neste mesmo ano, SURESH {1996), em outra pesquisa,

isolou Neosartorya fischeri de uvas in natura.

O objetivo principal desta revisfo ¢ deixar em evidéncia que a ocorréneia de fungos
termorresistentes em produtos termicamente processados ¢ em produtos in matura ¢ uma

realidade e que as devidas precaugdes tém que ser tomadas.

4 PERIGOS QUE APRESENTAM 0S8 FUNGOS TERMORRESISTENTES AOS
PRODUTOS PROCESSADOS E A SAUDE PUBLICA.

41  AOSPRODUTOS

O fato de os fungos termormesistentes estarem presentes no solo faz com que o alimento
cultivado nele seja um veiculo potencial de contaminagfo, principalmente quando o produto

recebe um tratamento térmico relativamente brando (RAJASHAXKARA, 1996).

Os fungos termorresistentes sdo deteriorantes, podendo alterar o aroma, cor, sabor,
consisténcia, estabilidade, turbidez, distribuigio de particulas etc. A origem destas alteragGes
¢é provavelmente a produglio de enzimas como amilases, pectinases e profeinases por estes

microrganismos (TOURNAS, 1994).
42 A SAUDE PUBLICA
Alguns microrganismos termorresistentes produzem micotoxinas, por gxemplo a

patulina, que € um metabolito secundario de alguns fungos.
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Tém sido encontradas evidéncias de toxicidade deste metabdlito aos microrganismos,

plantas e animais e suspeita-se de que seja um perigo a saude dos humanos.

Experimentos em ratos indicaram ser esta toxina um agente carcinogénico potencial
para animais e humanos (Raistrick ef al 7943) citados por TOURNAS {1994). Verificou-se
que concentragbes de 0,1 até 0,00012% de patulina sBo téxicas aos leucocitos e 10ug do

mesmo metabdlito inibe culturas de células fibrobldsticas e de corago.

O acido bissocldmico inibe algumas enzimas muito importantes nos ciclos vitais de
todo organismo vivo e, em grandes doses, é tGxico para animais de laboratorio (KING er al,

(1972).

Bissotax, asimetrina ¢ variolina sfio oufras toxinas produzidas por fungos.
Fumitremorgina A,B,C ¢ verrucolégeno agem sobre o Sistema Nervoso Central, provocando
tremores, convulsdes e morte em animais. O mais toxico de todos € o verrucolégeno. Lstes
trés sdo produzidos pela Neosatorya fischeri. A fischina provoca peritonite letal em ratos. A
euperifeldrina é uma toxina produzida pelo Eupenicillium brefeldianum, ¢ citotdxica, embora
tentha in vivo uma atividade antirumoral segundo dados recentemente publicados por Fujimoto
(1993} citado por TOURNAS 1994,

5  LIMITES ACEITAVEIS DE CONTAMINACAO POR BOLORES
TERMORRESISTENTES

Para estabelecer um limite de aceitaciio de ascosporos de bolores termorresistentes

devemn ser considerados os varios aspectos que influenciam a contaminacfo do produto final..
1.~ (3 nivel de contaminac@o das matérias-primas com ascosporos.

2.~ Qu¢ matéria ou matérias-primas serfio o principal ingrediente.

3.- Se o produto final serd ou néo adicionado de conservadores.

4 .- Se o suco serd ou ndo concentrado, congelado ou submetido a tratamento 1€érmico.

Resuliados praticos indicam que para suco de maracujé uma contaminagfio inferior a 2
aseOsporos/100mi de suco € desprezivel no que se refere ao seu reflexo sobre o produto final.
Para produtos que sejam constituidos por misturas de sucos, gue contenham elevada

proporgiio de suco de raracuja, que nfo contenham copservanies e que sejam destinadas a
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processamento UHT deve-se exigir uma populacdo baixa de ascosporos. Um critério geral
adotado pelos processadores de sucos em vérios paises do mundo ¢ a auséncia de ascosporos

de holores termorresistentes em 100ml de suco (HOGKING & PITT 1984; UBOLDI, 1989

Antes de analisar a proposta feita por nds para a reducfio ou eliminacdo de fungos
termorresistentes apresentaremos as diferentes tecnologias que estdo sende empregadas
atualmente com a finalidade de ehminar a mcidéneia de contagem alta de microrganismos

terrnorresistentes deteriorantes.

6 MEDIDAS DE PREVENCAO PARA EVITAR RISCOS DE CONTAMINACAOC
POR FUNGOS TERMORRESISTENTES.

As seguintes tabelas, que sfo um resumo do trabalho de SPLITTSTOESSER (1674),
sio ferramentas de prevenciio para o processador de frutas que quer reduzir a carga inicial de
microrganismos deteriorantes nelas presentes. Estas medidas de prevengdo devem ocorrer

antes do processamento.

Tabela 1- Incidéncia de Bissochlamys sobre cerejas vermelhas cultivadas por viries

procedimentos,”*

Fonte Método de Colheita N®Amostras Esporos/100g
Empresa 1 Mao 14 23
Miquina 5 14
Empresa 2 Mio 11 4.9
Maquina & 5.4
Campo/Cultura Mio{cond. 25 1.0
assépticas) |

* Segundo Splitttoesser (1974),



Tabela.2 .- Método de Transporte versus nivel de contaminac#io de Bissochlamys *

Amostra Ne de Cultivos Esporos/100g
Fruta transportada seca 14 21
Fruta transportada em 24 9.8

tanques com agua entre (10-

14°C)

Agua de transporte 22 6.5

* Segunde Splitttoesser (1974).

Qs resultados obtidos no estudo apresentados nas TABELAS (1,2) sugerem que as
principais medidas para prevenglo de microrganismos termorresistentes antes do

processamento s30: a forma de colheita, transporte classificacéo e lavagem da fruta.

E muito importante, antes de processar uma fruta, saber estabelecer padrBes
apropriados nas diferentes etapas do processo. Um rigoroso controle nas etapas iniciais

garante um produto final de boa qualidade.

As etapas que devem ser controladas envolvem a escotha do terrenc onde vai ser
plantado o abacaxi, a escolha das mudas, que tém que ser sadias, uma orientago profissional
que preste assisiéncia ao plantador na aplicagdo de agrotéxicos controlando as dosagens,

tempo de aplicagio e tempo de caréncia de cada agrotéxico

Na etapa da colheita, os métodos t8m que ser criteriosamnente aplicados para evitar o
aumento da populacio microbiana natural da parte externa da fruta (Vide TABELA 1) A
forma de transportar a fruta deve ser bem controlada para garantir que esta chegue a indastria
em condigdes Gtimas; os caminhdes devem ser higienizados e devidamente protegidos (Vide
TABELA 2). A recep¢iio da fruta na industria deve ser realizada de prcferéncié em lugares
fechados, arejados e longe de poeira e terrenos secos, onde o vento possa ser um veiculo de

contaminacio até a fruta.
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De qualquer forma teremos a presenca de bolores, leveduras e bactérias, além de
microorganismos termorresistentes proprios da microbiota de uma fruta que esteve perto do
solo e cresceu em um amblente gue possui singular microbiota influenciada indistintamente

por fatores ambientais.

Fazendo estudos repetidos de aplicagdes de técnicas simples de controle visando a
diminuigdo da contaminacfo da fruta, os resultados serfio eficientes e os processadores
aplicardo tratamentos quimicos e térmicos menos severos 4 fruta; logo, reduzir-se-4 0 uso de
conservantes e principalmente manter-se-30 as caracteristicas proprias da fruta como cor, odor

¢ sabor, que se perdem em grande parte com os fratamentos térmicos drasticos
7  OTIMIZACAO DA ETAPA DE LAVAGEM.

7.1 EFEITO DO HIPOCLORITO DE SODIO SOBRE 0S8 MICRORGANISMOS
TERMORRESISTENTES.

Recomenda-se como medida preventiva para o controle da deterioraglo por fungos
termoiTesistentes lavar as frutas em 4gua contendo 100 ppm de hipoclorito de sédio
(UBOLDI, 1989, HODKING & PITT, 1984). E questiondvel o efeito do hipoclorito na
destruiglio ou inativaglio dos esporos termorresistentes pois na etapa de lavagem tanto a agua
como as escovas que sio utilizadas para remover a sujeiras das frutas poderﬁ ser as
responséveis pela reduclo da contagem de esporos principalmente em frutas lisas. King ef af
1969 citado por TOURNAS, 1994 reportaram que esporos de fungos da espécie Bissoclamys
fulva resistiram a acio de 200 ppm de cloro ativo. A ineficacia do hipoclorito em solugBes
agquosas pode ser devido a superficie hidrofobica das frutas e vegetais que possuem ceras na
cuticula que se comportam como biofilmes protétores contra os agentes letais do clore

MAZQOLLIER, 1988.

8 TECNOLOGIAS UTILIZADAS PARA ELIMINACAO DE BOLORES
TERMORRESISTENTES

8.1 APLICACAO DE AGENTES FUNGICIDAS

Entre os agentes antimicdticos mals pesquisados para a reduglio de fungos

termorresistentes, estdo o sorbato de potdssio e o benzoato de s6dio,
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Os efeitos inibitérios do benzoato de sddio e do sorbato de potéssio sfo matores a
valores de pH mais baixos, ja que as formas ativas dos conservadores acidos s&o as estruturas

nio dissociadas.

A pH 3,5, 83% do benzoato ¢ 95% do sorbato encontram-se na forma néo dissociada,
entretanto a pH 5.4 as formas ndo dissociadas sfo 6% e 19% respetivamente (TOURNAS,
1504,

Em sucos de uvas, a adicio de 250 mg de sorbato de potassio inibia o crescimento de

Bissochlamys fulva por 16 dias (King ef ¢l 1969 citado por TOURNAS, 1994},

* Esporos de Bissochlamys fulva foram completamente inibidos por 60 dias pela adicdo
de 400 ppm de Sorbatc de potdssio; entretamto s6 houve retardo do crescimenic com

1000ppm de benzoato de sodio (Benchat 1976 citado por TOURNAS, 1994).

Neosartorya cresce com 100mg /L de benzoato de s6dio entretanto os outros géneros

ndo crescem (Bissochlamys, Eupenicilium, Talaromyces). NIELSEN, 1991

Gillespe (1938) citado por TOURNAS (1994), reportou que menos de 3ppm de 80,

reduz a resisténcia térmica de Bissochlamys, desde que o pH seja menor que quatro.

Beuchat (1976) citado por TOURNAS (1994), observou uma completa inibiglo
quando 200 ppm de SO, foram utilizados em PDA a pH 3,5.

NIELSEN (1991) reportou que 300 mg/L de SO, inibia todas as espécies a pH 3,5.
82  ALTAS PRESSOES

Esta técnica fol utilizada visando eliminar as 4 espécies mais conhecidas de esporos de
fungos termorresistentes, Bissochlamys fulva, Bissochlamys nivea, Neosartorya fischeri ¢
Talaromyces flavus. Os ensaios foram realizados inoculando as espécies em néctar de
damasco, ¢ as pressdes utilizadas foram 7000, 8000 ¢ 9000 bar. O melhor resultado foi obtido
com o processo de pré aquecimento do suco a 60°C, seguido por aplicago de uma presséo de
7000 bar por um tempo de 1 ¢ 2 minutos. Todas as quatro espécies foram inativadas (MAGGI
et al, 1994).



83 FILTRACAO

Utilizando terras de diatomdceas na filtrago dos sucos, King ef af {1969), citado por
TOURNAS (1994), registraram que 99,95% de ascosporos de Bissochlamys fulva foram
removidos desta forma. O mesmo pesguisador sugere que ascésporos de Talaromyces flavus

podem ser facilmente removidos pela filtragio devido ao seu grande tamantio.

Considerando que a maioria dos sucos s8o filtrados antes de serem concentrados, neste
caso a filtracfio pode ser um método pratico para remover esporos, mas Seriam NEcessarias

precaucdes para evitar a recontaminagdo dos sucos filtrados KING ez af, 1987.
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CAPITULQ 3B -

ATIVACAO E GERMINACAQO DE ESPOROS
TERMORRESISTENTES: Tecnologia alternativa para reduzir a
contagem de esporos termorresistentes no “MILL JUICE” (suco obtido

dos subprodutos industriais do abacaxi Smooth cayenne)
i  RESUMO

Diversas tecnologias tem sido propostas para eliminar ou reduzir a incidéncia de
fungos termorresistentes nos produtos termicamente processados. Este trabalho propSe uma
tecnologia alternativa, que consiste em catalisar a germinaglo in vivo, (os fungos
termorresistentes presentes nas cascas do abacaxl Smooth cayenne), da forma esporulada
termorresistente para sua forma vegetativa termosensivel. Os abacaxis inteiros, apos a
favagem foram submetidos a choque térmico com jato de vapor (ativagho dos esporos).,
Seguidamente foram colocados no tanque de germinago a temperatura constante. Apos
tratamento foram enxapuados com Agua corrente e processados. As condigbes de germinago
utilizadas foram: temperatura constante do tanque de germinaggo 40°C, ativagiio dos esporos
a 95-97°C por 30 segundos , concentragdo de NaCl (2% -3% ), tempo de germinagdo (2-5
horas). O experimento foi delineado estatisticamente pela metodologia da superficie de
resposta. Foram feitos onze experimentos, escolhidas duas variaveis independentes (tempo e
concentracio de sal) e uma variavel dependente (porcentagem de germinagio). Os resultados
foram avaliados fazendo uma comparagio na contagem de esporos termorresistentes do suco
nio pasteurizado (extraido dos abacaxis submetidos a tratamento de germinagdo dos esporos
presentes nas cascas) com um suco controle. Os resultados apresentaram uma diminuigéo
variavel de esporos termorresistentes em aproximadamente 73% dos tratamentos, sendo que
dos 2 tratamentos apresentaram methores resultados de porcentagem de germinagdo (88,9%):
Concentracio de NaCl 3%, tempo de germinaggio 2 horas ¢ NaCl 5,4%, tempo 2 b/30min. As
anAlises estatisticas demonstraram que a varidvel {tempo de germinagdo) teve maior
influéncia na porcentagem de germinag@io que a concentraciio de sal, embora o efeito isolado

da varigvel seja menor gue o efeito da interagio (tempo- concentragdo de sal}.
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2 INTRODUCAO

Os fungos termorresistentes sfo microorganismos potencialmente deteriorantes em
alimentos vegetais processados, e 580 reconhecidos como importantes agentes de deterioragéo
em sucos e produtos de frutas no mundo inteiro (UBOLDI, 1989; SCOTT er al, 1987;
MAGGL e al, 1994). Estes microorganismos sio habitantes comuns do  solo
(SPLITTSTOESSER, 1970; JESENSKA et al, 1992).

Entre as principals espécies de fungos termorresistentes reportadas temos o5 membros
dos géneros: Neosartorya, Bissochlamys, Talaromyces e Eupenicilium, (KOTZEKIDOU,
1997).

Além da resisténcia ao calor a maioria das espécies de fungos termorresistentes
produzem metabslitos téxicos prejudiciais & sande (PIECKOVA er al, 1997, MOGGI et al,
1954),

Devido & incidéncia generalizada de microrganismos termoresistentes em produtos
processados, tem sido utilizadas algumas tecnologias para elimmar ou reduzir a presenga
destes nos produtos. 14 foram utilizadas a tecnologia de altas pressdes MAGGI ef of (1994),
filtracAo, wtilizando terra de diatoméceas KING er af, (1987) ¢ aplicagdo de conservantes
NIELSEN (1991). Todas foram bem sucedidas embora onerosas para serem aplicédas em
produgdo de sucos em pequena escala. A utilizacdo de conservantes guimicos € muito
freqitente por ser a mais pratica ¢ menos onerosa, embora a tendéncia de sua aplicagiio em
sucos integrals, concentrados, € sucos embalados assepticamente esteja cada vez mais

restringida.

Nos ensajos iniciais para avaliar o rendimento do "“mill juice™ foram detectados
microrganismos termorresistentes da espéeie Talaromyces. Eupenicilium, FPenicilium. De
acordo com os dados da literatura a presenca destas espéeies poderia ter efeito deteriorante no
produto. Em fungdo disso pensou-se em uma tecnologia que elimina ou reduza a contagem de
esporos termorresistentes sem alterar as propriedades sensoriais do suco, e a0 mesmo empo
que evite o uso de conservantes quimicos e apresente uma alternativa tecnologica de haixo

custo.

A tecnologia proposta esta fundamentada nos principios da tindalizagéo, e consiste na

ativacdo & germinacio In vivo de ascdsporos termormesistentes presente nas cascas de abacaxl,
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utilizando um catalisador inorgnico (NaCl). A tecnologia foi adaptada e modificada, do
trabalho realizado por SPLITTSTOESSER & CHUREY (1992}, da ativacio e germinagho in

vitro de esporos da espécie termorresistente Neosartoria

A germinacio é um processo pelo qual um esporo é transferido de seu estado de
dorméncia e de baixa atividade metabdlica a um estado de alta atividade. Esta alta atividade €
refletida na ativacdo de processos produtores de energia que s80 necessarios para a sintese de
proteina e subsequente germinagdo. A ativagio de processos produtores de energia, requerida
para a germinagdo, pode ser estimulada pele calor, aplicagdo de quimicos, huz, etc. Ela

carateriza-se pelas altas velocidade de respiragio Gotlieb, 1964 citado por TOURNAS, 1994.

Os esporos termorresistentes sic sexuades e seus géneros apresentam duas fases:
teleomorfica e anamérfica. A fase teleomérfica, comumente conhecido como estado
esporulado de bolor, é responsével pela resisténcia ao calor do fungo, sendo a fase anamérfica
menos resistente (HOGKING, 1984). Cada espécie termorresistente pode se apresentar na
natureza nas duas fases. Nosso objetivo neste trabalho foi estimular a germinag#o dos esporos
(presentes nas cascas do abacaxi) através de ativagio com calor para posteriormente eliminar

a fase anamérfica germinada por processamento térmico (80°C/ 30min).
3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL

Foram utilizados neste estudo 110 abacaxis da variedade Smooth cayenne adquiridos

ne CEASA de Campinas.
3.1.1  EXTRACAOQ DO SUCO

Os abacaxis submetidos a tratamento, eram enxaguados com dgua corrente ¢ 1ogo
processados da mesma maneira que as amosiras de abacaxi controle, embora separados. Os
sbacaxis foram cortados manual e mecanicamente (facas, ginaca), triturados
(multiprocessador), extraido (finisher) e recothido o suco com teor de polpa aprox. 50%, em
frascos estéreis de 1 litro. Foram recolhidos 2 litros de amostra para cada tratamento. O suco
(pH 3.5; °Brix 13) foi armazenado sob refrigeragao (10-13°C) e analisado no mesmo dia.

Nephuma amostra, nem tratada nem controle, foi pasteurizada durante o processo.

45



32  METODO
32.1 PLANEJAMENTO ESTATISTICO DO TRATAMENTO DE GERMINACAO

Foi escolhida a metodologia de superficie de resposta para analisar os resultados,
descrita por ARTEAGA er al (1994). A metodologia trabalha com vanidveis independentes, ¢
com varidveis dependentes que seriam a resposta da interaglo das independentes. Nos
trabathamos com 2 variaveis: Concentragio de sal (NaCl) e tempo, a variave] dependente era
porcentagem  de germinagdo avaliadou por contagens microbiologicas de fungos

termorresistentes. Utilizando esta metodologia delineou-se o trabalho.(Tabela 1).
Concentragiio de NaCl = 3- 5%

Temﬁo = 2-3 horas

Numero de Experimentos =2" + 2n + 3

= Numero de varidvels independentes

Variavel Dependente: Porcentagem de Germinagio

Os valores (£ 1, = o e 0) sfio valores codificados das variaveis independentes, (sendo

a= 1,414, e “0™ o ponto central). Para obter os dados de concentracdo de NaCl dos pontos

extremos {-o, +a) se realizam os seguintes calculos: -

Equagio:

- 1 0 +1 ot

Xi 3 4 3 X
0+1414 _0+1 1414-0 _1-0
4-X,  4-3 X,-4 5-4
4-X, =1414 X, ~4=1414
X, =26 X, =54
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Da mesma forma, s6 mudando os valores da equaglo 1, obter-se-fo os valores
extremos do tempo {-o, +o) dos experimentos. Os valores médios (-1 +1) de tempo e
concentracio de sal NaCl obtém-se das médias dos valores propostos para o experimento. Os
niveis codificados e nio codificados que representam os valores maiores ¢ menores das
varidveis independentes sfo apresentados na tabela 1

Tabela 1- Niveis reais ¢ codificados das varidveis independentes no delineamento
experimental

Niveis reais { No codificados)
Niveis Codificados Concentragio de Nall {%) tempo (horas)
-a 2,60 1,8
-1 3 2
0 4 25
+1 5 3
+q 540 3.2

Com estes valores apresentados na tabela 1 dos niveis foi feito o delineamento dos 11

experimentos apresentados na tabela 2.
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Tabela 2- Niveis codificados e nio codificados dos 11 experimentos

Parfmetros codificados Pardmetros nc codificados
Concentracio de Tempo (horas) Concentracio de Tempo (horas)
NaCl (%) NaCl (%)
- . 3 2
+ - 5 2
. + 3 333
+ + 5 33
- 4] 2,60 2.5
+oL 0 5,40 2,5
0 -0 4 1,8
0 +Q 4 3,2
0 0 4 | 2.5
0 0 4 2.5
0 0 4 2.5

Os dados da tabela 1 apresentam os valores reais dos 11 experimentos que foram delineados

experimentalmente pelo modelo de superficie de resposta.

322 METODOLOGIA DE ATIVACAO E GERMINACAO DE ESPFOROS
TERMORRESISTENTES PRESENTES NAS CASCAS DE ABACAXI

Foram realizados 11 tratamentos, para cada um utilizou-se 10 abacaxis {cince da
amostra com tratamento e cinco de controle, sem tratamento).O tratamento de germinacio dos
esporos presentes nas cascas de abacaxis inteiros, foi realizado antes do corte da fruta para ser

processada. As frutas foram lavadas por imersdo em soligio de 4gua clorada (100 ppm de

48



Hipoclorito de sddio), esfregadas com uma bucha para ajudar na remogio de sujeiras,
submetida a wm choque térmico 95-97°C/30s (ativagdo). Posteriormente foram submergidas
em tanque com Agua (germinagdo} com concentragBes de Na(Cl diferemtes para cada
tratamento (2-5%) sendo a temperatura da solugBo(dgua-sal) sempre constante (40°C)0
tempo (2-3 horas) em que os abacaxis permaneciam na solugfo também variou de tratamento
para tratamento O delinsamento estatistico que foi utilizado para desenvolver e anahisar este

experimento foi o de superficie de resposta.
3.2.2.1 CONDICOES DE EXPERIMENTO
Tempo ¢ terperatura de Ativagfio: Vapor (80-95°C, 30 s.)
Temperatura de germinagio: 40°C, fixa.
Concentragio de NaCl: 2-5%, varidvel independente.
Tempo de Germinagfo: 2-3 horas, varidvel independente.
Resposta: Porcentagem de Germinagio Variavel dependente
3.2.2.2  EQUIPAMENTO.
TermoOmetro digital.
Tangue para germinacgdo.
Awtoclave. (improvisada para a ativagio}.
Bandejas de aluminio.

323 METODOLOGIA DE  ANALISE. CONTAGEM DE  FUNGOS
TERMORRESISTENTES:

Esta metodologia foi descrita por (HOGKING & PITT, 1984).

Apds o processo a amostra ndo pasteurizada foi acondicionada em garrafas estéreis.
Foram tomadas para cada analise 2 litros de amostra do suco extraido do abacaxi, submetido a
tratamento de germinagio com NaCl e 2 litros do suco extraido sem tratamento {amostra

controle). Nos 11 tratamentos procedeu-se da mesma forma.
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As andlises sempre realizavam-se no mesmo dia da extragio do suco. Foram
distribuidos 100 ml de amostra em 4 garrafas esterilizadas de vidro, 25 m! em cada uma, tudo
sendo medido com uma proveta também esterilizada, realizando a andlise em fluxe laminar

para evitar qualquer contaminago do meio.

As garrafas foram tampadas e colocadas em banho 2 80°C/ 30 minutos {ativagloj e o
tempo contado apds a temperatura atingida. Usou-se uma garrafa contendo amosira com 0

suxilio de um termbmetro calibrado.

Apos os 30 minutos foram resfriadas rapidamente e logo se misturon com 100 mi do
meio PDA contendo 1,5% de dgar a mais que 05 meios normais, ¢ logo distribui-se em §
placas de 150mm, especiais para realizacio da contagem de termorresistentes. Apds o
resfriamento guardou-se as placas em sacos plasticos, arejados e fechados, e as incubou a

30°C por 6 dias, para depois serem realizadas as contagens.

Feito em duplicatas, este procedimento foi utilizado para os 11 watamentos.. Para
realizacdo de uma analise confidvel ¢ necessério um suco de °Brix menor que 35 e pH acima

de 3,3.

Os fungos muitas vezes comegaram & CIescer no terceiro dia apds incubaglo; como
critério pessoal as contagens foram feitas apés 6 dias, para evitar falsas contagens. As
amostras foram deixadas na incubadora vm més a 30°C como indica 2 metodologia, a

contagem nac mudou e s¢ foi detectado crescimento das coldmas.

A metodologia prevé contaminagbes de fungos de outras cspecies ndo
termorresistentes que podiam dar resultados falsos. Estes fungos tém carateristicas bem
definidas e simples de distinguir. Sao0 de cor verde intenso, crescem nas bordas das placas, ¢
no segundo dia de incubagio ja estdo bem desenvolvidos. Durante as analises da contagem de
fungos termorresistentes s6 houve uma ocasifio que foi observado crescimento de fungos nas
paredes das placas, foram feitos ensaios de identificagiio e efetivamente nfo apresentavam

nenhuma carateristica de 85COMICELOS,
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3231 CALCULO DA PORCENTAGEM DE GERMINACAD DOS ESPOROS
TERMORRESISTENTES NO TRATAMENTO ALTERNATIVO.

A etapa da ativagfio (80°C/30 minutos) descrita na metodologia de contagem de
esporos in vitre (HOGKING & PITT, 1984), € muite importarte pois além da fungdo de
ativar esporos termorresistentes, destruird qualquer forma vegetativa do esporo germinado
pelo tratamento de germinagBo in vive, de modo que apos feita a analise de contagem, so
germinardo in vifro 0s esporos termorresistentes dos fungos que nfio puderam germinar no
tratamento descrite na tecnologia alternativa. Posterior a andlise, foram comparadas as
contagens de esporos das amostras com as do controle, calculando-se em base estes dados a

porcentagem de germinac#o de cada tratamento.
12ufe/100mi de suco = Contagem de esporos termorresistentes do controle.
4 ufe/100m! de suco = Contagem de esporos termorresistentes da amostra

Estas contagens correspondem & germinagdo, in vitro. Se obteve a porcentagem de
germinagio in vitre fazendo um calculo de regra de trés considerando que 12 ufe

correspondem a 100% de porcentagem germinacgo

12ufe/100m} de suco 100% (Porcentagem de germinacio}
4ufc/100mi de suc0>< X

X =333%

Os 33.3% representam a porcentagem de esporos germinados na fase in viro o
restante que ndo germinou (66,7%), representam os esporos que germinaram na fase in vivo

do tratamento proposto e que foram eliminados na etapa de ativagfo (80°C/30min).
4  RESULTADOS E DISCUSSAO

O suco extraido dos subprodutos {casca, miolo extremidades) dos abacaxis tratados e
controle foram analisados pela metodologia de contagem de esporos termorresistentes descrita
por HODKING & PITT, 1984). E muito importante citar que 0s esporos termorresistentes
sempre apareceram nas contagens dos 11 tratamentos, tanto nas amostras controle como nas
amostras que foram submetidas a germinagdo, o que significa que as cascas de abacaxi

possuem condigdes favordveis para o desenvolvimento destes. Este comentério concorda com
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o trabalho de SPLITTSTOESSER & CHUREY, 1992 que reporta a contagem de esporos
termorresistentes em 13 frutas diferentes, onde o abacaxi foi o que apresentou maior
incidéncia.

Os resultados das contagens e porcentagem de germinagde dos onze (11)

experimentos sdo reportados na TABELA 3.

Tahela 3- Médias das contagens de esporos termorresistentes de amostras iratamento €
controle. influéncia das variveis independentes NaCl, tempo, na porcentagem de germinagao

(variavel dependente).

Parfmetros Contagem de esporos Germinaglo
[Wall} Tempo (horas) *CTC **CTA % de Germinagio {ufe/100mi
{ufc/100mh) (ufe/100mb) Suco)
3 2 85 4,5 47,1
5 2 4.5 05 889
3 3 8,5 2 76,5
3 3 4 4 0
2,60 2,5 1t 10 9.1
5,40 2.5 31 3.5 88.9
4 1,8 5 1,5 76
4 32 12 12 0
4 2.5 12 4 66,7
4 2,5 13 6 53,8
4 25 3,5 1.5 57,1

* Coniagem de termorresistentes (amostras controle), ** contagem de amostras com tratamenlo,

A incidéncia das variaveis independentes (tempo e concentragio de NaCl em relaglo 2
porcentagem de germinaclo dos 11 experimentos foi avaliada estatisticamente g obtiveram-se

os seguintes resultados apresentados na TABELA 4.
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Tabela 4- Interagdes das varidveis independentes (tempo e concentragio de NaCl) e o5

efeitos sobre a porcentagem de germinacio de esporos.

Variavels Principais Efeitos
Principais interagles 50,7304
(1)Concentragio de NaCl. A (L) 90,7693
(2)Tempo B (L) 19,8179
1L x 2L 29,5750

A tabela 4 apresenta as varidveis independentes ¢ os principais efeitos. Os efeitos
significativos de estudo, destacados com vermelho, correspondem a efeitos de primeira ordem
(lineares). O valor do efeito linear de tempo com sinal negativo (-) € significativo, o que
significa, que com o aumento do tempo nos tratamentos, a porcentagem de germinagdo
Jiminui. Os valores lineares de interaiio da concentragdo de NaCl vs tempo s30 significativos

nas condi¢Bes estudadas.

A concentracio de NaCl analisado como efeito isolado, corresponde a um valor ndo
significativo, nio entanto representa um valor linear com sinal positivo (+) que poderia sugerir
uma tendéncia, com o aumento da concentragdo da sal, maior a porcentagem de germinagao
se obteria. Este argumento sugerido, pode ser reforgado pélos valores significativos que se

obtém quando interage com o tempo. estes resultados sdo descritos também nas figuras

(1,2,3).
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Figura 2- Superficie de resposta da porcentagem de germinagio em fungado da concentra¢ao

de NaCl e do tempo.

Porcentagem de germinacdo (%)

tempo (horas)

I above 2.60 3 4 5 5.40
Concentragdo de NaCl (%)

Figura 3: Superficie de contorno da porcentagem de germinagdo em fungdo da concentragao

de NaCl e do tempo.

Os principais efeitos e coeficientes de correlagdo do experimento foram calculados

pelo software estatistica e os resultados sdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5- Principais efeitos e coeficientes de correlagao

Principais efeitos Coeficiente de correlagao
Efeitos significativos 50,7364
(1) Concentragao de NaCl A (L) 19,5386
(2) tempo B (L) -39,6237
1L x 2L -59,1500
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Os valores ressaltados com vermelho sdo os efeitos mais significativos e descrevem a equagao

modelo deste experimento

Y= 50,7+ 19,5 [CINa] - 39,6 (t)- 59,2 [CINa] x t

A equagio descrita sO representara um modelo preditivo apos a analise de variancia
(ANOVA). A analise da variancia, apresentada na tabela 6, foi calculada no software
estatistica, e descreve alguns valores dos parametros que sao importantes para determinar se o

delineamento experimental corresponde a um modelo preditivo ou nao.

Tabela 6 - Principais fatores e seus residuos. Analise de varidncia (ANOVA).

Fonte de SQ GL MQ F F R
Variagao (calculado) (tabelado)
Regressao  7581,96 3 2527.32 4.96 4.35 0,66
Residuos 3565,71 7 509,39
Falta de 3655,53 5 731,11 16,27 19,30

Ajuste
Erro Puro 89,92 2 4491

Total 11147,67 10 114,77

A TABELA 6 mostra os principais valores de residuos para fazer a analise de
variincia (ANOVA). Os valores de F calculado e F tabelado sdo importantes para determinar
se o delineamento experimental corresponde a um modelo preditivo. Para que equagéo de um
delineamento seja preditiva o valor de F calculado deve ser trés vezes maior que o F tabelado

BARROS (1994).

Através da analise de variancia (ANOVA), conclui-se que a equagdo modelo descrita
na tabela 2 ndo ¢ preditiva, a falta de ajuste do experimento € muito grande € 0 R* muito
baixo, no entanto o erro puro ¢ baixo e sugere que a falta de ajuste do experimento pode ter
ocorrido por outros fatores que participam no fendmeno de germinagdo dos fungos e que ndo

foram incluidos como variaveis independentes neste estudo. Outra razio para a falta de ajuste,
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pode ter sido a baixa contagem de esporos termorresistentes, Contagens maiores ampliariam a
freqiiénecia, diminuiriam ¢ erro € obteria-se um valor de F caleulade maior, embora isto do
ponto de vista pratico nfio respondesse ao objetivo deste trabalho, que foi de reduzir ou

¢liminar as contagens de esporos termorresistentes do suco.

Os resultados apresentados na tabela 4, sugerem que a concentraco de sal como
pardmetro isolado ndo teve um efeito significativo na germinacdo dos esporos, embora a

interagio deste com o tempe awmento a porcentagenm de germinacfio (vide tabela S e fig 1),

Existern argumentos na bibliografia que fortalecem que o sal pode agir como um

catalisador da germinaclo de esporos em: concentragdes menores a 6%.

SPLITTSTOESSER & CHUREY, 1992, reportaram que o NaCl, embora diminuia a
Aw de dgua, nfo impede 2 germnacdo de esporos de Neosarforia pseudofisheri. Quando
usado em concentracdes menores a 6% aumenta a porcentagem de germinagido em 2%. Eles
abtiveram in vitro porcentagens de germinagio do esporos termorresisientes de 97% sem
NaCl, & 99,6% com o uso da sal. Concentragfes malores a 6% de sal inibiam parcial ou
totalmente a germinacio de esporos pela diminuiciio da atividade de 4dgua e devido a outros

fatores que eles desconheciam.

Esses fatores parecem estar ligados a composi¢do e funcionalidade das cadeias longas
de lipideos presentes na membrana dos esporos termorresistentes. A seguinte segiléncia de
conceitos sa3o noessos principals argumentos para sustentar a hipotese gue o sal catalisa a

germinaciio embora o efeito deste nfo tenha sido significativo no delineamento estatistico.:

A sal € um pro-oxidante, que além de diminuir 2 Aw em uma solugdo, reduz a
solubilidade de oxigénio nela, que certamente favorece o contato entre o oxigénio € o

substrato (dcidos gra:kos) PARDI ef al, 1993,

O conteido de lipideos na membrana dos esporos termorresistentes € duas vezes mator
gue o contendo presente nos esporos de fungos normais e estes estéio envolvidos em sistemas

de transporte através da membrana BANNER, 1979,

A oxidacio de Acidos graxos produz NADH ¢ FADH que traﬁsferem elétrons para Oy,
que é necessaric para a formagfo de ATP. O ATP € a principal fonte de energia de

organismos aerdbios {fungos sdo organismos aerébios) (STRIER, 1992},
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A respiragdo é um processo gerador de ATP, no qual um composto inorgénico como o
Uz serve como o receptor final de elétrons. O doador de elétrons pode ser um composto

orgénico ou inorganico STRIER, 1992

A alta atividade de processos produtores de energia, que s30 necessarios para a sintese
de proteinas e subsequente germnag@io, se caracleriza entre outras coisas pelas grandes

velocidades de respiracio (Gotlieb, 1965 citado por TOURNAS, 1994)

Yates, 1973 citado por TOURNAS, (1994) utilizou ions de acetatos (0,02M), que
segundo ele foram essenciais na respiragdo e posterior germinagio de ascospéros de
Bissoclamys nivea Neste trabalbo o antor destaca a importancia do choque térmico (ativagéo)
antes que 0 acetato possa entrar no esporo e reporta a possibilidade do ion acetato influir no

‘infcio daoxidag@o dos Acidos graxos.

Sussman, 1976 citado por TAQ, er ol., 1997 sugere que o inicio da germinagdo de
esporos, fungos e bactéras pelo calor (ativagio), € a desnaturagiio das proteinas com

mudancas na membrana lipidica do esporo e subsequente germinagio,

Segundo os resultados apresentados na tabela (4-5} o valor do efeito linear de tempo
com sinal {-) é significativo, o que quer dizer que, com o aumento do tempo nos fratamentos,

a porcentagem de germinagdo diminui.

(s tratamentos (2 e 4) apresentaramn porcentagens de germunagdo de (88,9% e 0%)
respectivamente. No experimento 2, os abacaxis ficaram 1 hora a menos em germinag8o gue
no experimento 4. Yates, 1973, citado por TOURNAS, 1994, reportou que pode ocorrer uma
reversfio do estado de germinacio ao estado de dorméncia em condicdes desfavoravels, apos o
esporo ter germinado, neste caso poderia ter ocorride uma reversio total dos esporos do
experimento 4 pelo tempe que ficou submetido a uma concentragio alta de sal, o mesmo

fendmeno de reverséo pode ter ocorrido no tratamento.

Foi escolhida a condigao de ativagiio (95-97°C/30s) empregado na genninagdo in vivo
de esporos de fungos, partindo do critén’o do WILKINSON et al, {1973) que repgné. a
ativacdo de esporos de Bacillus cereus em 15 segundos acima dos 80°C. Néo existem dados
na literatura que reportem as mesmas condicdes de ativagBio em fungos, King ef al, 1969

citado por TOURNAS, 1994 reporta condiges de ativacdo favordveis para germinacéo de
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Rissoclamys fulva 80°C/4 min, e dentre as bibliografias encontradas estas s80 as condigGes

mais proximas as utilizadas em nosso experimento.
5 CONCLUSAO

Concluimos ao relacionar 73% dos tratamentos com os seus confroles, que a
metodologia alternativa proposta, reduziu as contagens de esporos termorresistentes. Os
methores tratamentos de germinacio foram 2 horas/5% de NaCl e 2,5 horas/ 5,4% de NaCl
onde se reportaram 88,9% de germinac3o. O tempo e um efeito significative em relagdic a
porcentagem de germinac#io. Na interagfio dos efeitos tempo/concentragéo, a concentragio de
NaCl é mais significativa que o efeito tempo isolade. O efeito isolado da concentragfio de

NaCl nio foi significativa segundo o modelo estatistico.
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CAPITULO 4~

ESTUDO DOS NIVEIS RESIDUAIS DE BENOMIL E VAMIDOTION
EM SUCOS PROCESSADOS DE SUB-PRODUTOS DE ABACAXI

(Smooth cayenne),
1 RESUMO

O objetivo deste trabalho foi estudar os niveis de residuos de vamidotion e benomil nos
sucos obtidos nas diferentes etapas de processamento dos subprodutos do abacaxi (Smooth
Cavenne). Aphicaram-se vamidothion (Kilval 0,25%) e benomil (benlate (,15%) no abacaxi
cultivado no campo. Apéds colheita, dividiram-se as frutas em dois grupos: ndo lavados e
lavados (100 ppm de hipoclorito). Dos abacaxis nfc lavados, extraiu-se o suco dos
subprodutos e descartou-s¢ a polpa-e ¢ bagaco. Dos lavados separaram-se a pelpa e os
subprodutos; em seguida exiraiu-se apenas ¢ suco da polpa e os sucos obtidos dos
subprodutos foram submetidos a branqueamento (95 *C/min) e pasteurizagio (91,5 °C/30 s).
Foram analisados residuos de vamidotion € benomil por cromatografia gasosa (Detector
Termoidnico Especifico) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (detector uv/visivel),
respectivamente, No foram detectados benomil em nenhuma amostra dentro do limite de
guantificacdo do método (0,1mg/kg). No entanto detectou-se apenas tragos de vamidotion no
suco oriundo das frutas ndo lavadas e 0,021 mg/kg no bagaco. De acordo com os resuitades
obtidos, todos os sucos (da polpa e sub-produtos) e bagaco podem ser utilizados para
consume humano ou racdo animal, respectivamente, em relacfio a legislac@io brasileira de

residuos de pesticidas.
2 INTRODUCAO

O abacaxi é uma das frutas mais apreciadas para consumo in natire em todo o mundo
e o Brasil, indiscutivelmente ¢ maior exportador desta fruta na América latina, com produgio
no ano de 1996 de 843.940 frutas em 40.760 hectare (CARVALHO o1 al |, 1998), estd
enquadrado como um dos maiores produtores do mundo. Porém, nos tltimos anos, devido a
praticidade ¢ ao seu sabor, o suco de abacaxi vem sendo amplamente requisitado pelos
consumidores. De acorde com o COMTRADE(1993), o suco de abacaxi € o ferceiro mais
preferido mundialmente, com um consumo estimado em 200 mil toneladas anuais. Segundo
SAVITICI, 1995, o consume do suco de abacaxi 86 € superado pelos sucos da laranja e da
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macd. Além de ser o maior exportador de suco de fruta da América do Sul, o Brasil € um dos

guatro maiores exportadores em todo o mundo.

O processamento dos alimentos, utilizado mundialmente, é empregado para aumentar
a vida de prateleira, melhorar a qualidade, aumentar a disponibilidade e facilitar o
aproveitamento dos alimentos por parte do consurnidor, oferecendo comodidade e sobretudo
seguranca ( ZEUTEN et al., 1990; GAVA, 1978). Por estas razdes, processar suco de frutas
tem sido uma pratica mundial, principalmente dos seus subprodutoes, porque, alem de
aumentar ¢ rendimento do suco as empresas sio favorecidas economicamente. Nos tltimos
anos, o Brasil tem adotado a pratica de processar os subprodutos do abacaxi (casca,
extremidade e miolo) {SAVITICI, 1985). Os subprodutos de abacaxi representam de 35% a
40% da fruta. Segundo dados de rendimentio em uma planta de processamento de suco de
abacaxi, pode-se obter §5% de suco a partir dos subprodutos, e o restante (15%) € utilizado

para outras finalidades, como por exemplo ragfio animal (TISSEAU, 1986).

A qualidade do suco de abacaxi esta subordinada a vérios fatores como sabor, textura,
acidez e a sua composicio quimica. Entretanto, devido z natureza desta fruta, a mesma €
vulneravel, durante o seu cultivo no ¢campo, ao atague de insetos e ao aparecimento de fungos
gue deterioram e inviabilizam sua produc@io. Desta forma, € necessario combater estas
adversidades através dos tratos culturais com o emprego de pesticidas, Enfretanto se estes nfo
forem administrados segundo as boas praticas agricolas, pode comprometer a qualidade da
fruta com niveis de residuos acima do estabelecido pela legislaciio (OOGHE &

DRESSELAERTS, 1995; AMEND, 1996).

Durante o cultivo do abacaxizeiro, a fruta estd suieita ao ataque da fusariose, também
conhecida como gomose, causada pelo fungo Fusarium monoliforme Sheld. var. subglutinans.
Fatima-se em 30% as perdas de abacaxi no Brasil devido a ocorréncia de fusariose. Esta
doenca manifesta-se em todos os estagios de desenvelvimento do fruto, da planta e das mudas
do abacaxizeiro, causando a exsuda¢lio de uma substéncia gomosa na regido mfectada. Outro
obstaculo no seu cultive € a presenca das pragas conhecidas como a cochonitha (Dymicocus
brevipes), dcaro vermelho ou acaro plano (Dolichtotetranychus floridarnus), com ocorréncia
em todas as partes do mundo. Este acaro € responsavel em tode o mundo por perdas de até
16% do fruto. Para neutralizar a presenca dos fungos e pragas, admimstram-se benomil

(benlate) (figura 1) e vamidotion (kilval) (figara 2), respectivamente (MEDINA 1987).
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Figura 1. Estrutura molecular do benomil (2} e carbendazim (b).

O benomil é um fungicida sistémico, pertencente ao grupe dos benzimidazoles,
aplicado no solo e administrado para controlar diversos tipos de doengas de frutas, Estd
enquadrado na classe toxicoldgica IV, possui DLsy via oral para ratos de 10.000 mg/kg. O
benomil degrada-se rapidamente a carbendazim (figura 1), seu principal produte de
degradacdo, e este também ¢ um fungicida sistémico utilizado para combater um amplo
espectro de doencas. Acredita-se que a fungitoxicidade do benomil seja devido a presenga do
carbendazim (CLEMENS & SISLER, 1969; GUAN et al,, 1994; ITAK et al,, 1993; LIU et
al., 1990),

) vamidotion € um inseticida que foi descoberto nos laboratérios da Rhéne-Poulenc
em 1959. E empregado em varias culturas para combater vérios tipos de insetos ¢ pertence a
classe toxicologica II; com DLsg oral para ratos de 10 mg/l. Aplicado no campo, o vamidotion
é gradualmente oxidado a vamidotion sulfdxido e vamidotion sulfona (figura 2) (TSUMURA
et al, 1993; DUBOSQ & DEDDE, 1972).
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Figura 2. Estrutura molecular do vamidotion (a), varmidotion sulféxide (b) ¢ vamidotion
sulfona {c}.
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A abordagem associativa entre residuos de pesticidas e processamento de alimentos &

muito escassa no Brasil. Com referencia a fruta abacaxi, ndo se disp&e de dados que enfoque

esta relago,

Em fun¢io destes aspectos, o objetivo deste trabalho foi estudar os niveis de residuos de

vamidotion € benomil nas diversas etapas do processamento dos subprodutos do abacaxi.
3  MATERIAIS E METODOS
31 DEMARCACAQ NO CAMPO

Abacaxis de variedade havaiano (Smooth cayenne) foram plantados em Dezembro de
1996 ¢ coletados em Margo de 1998 na fazenda Nova Esperanca municipio de Canépolis
{Estado Minas Gerais). Cultivaram-se as frutas em uma drea de 15 hectares (31.250
abacaxis/hectares), com espacamentos de 1,0 m enire as linhas dupla, 0,60 m entre linhas da

linha dupla ¢ 0,40 m entre cada fruta na mesma fileira.
32  APLICACAO DE AGROTOXICOS

O benomil {(benlate) foi aplicade 4 vezes {0,15%) no solo, formulado com 0,05% de
espalhante adesivo, durante o ciclo de frutificacdio. As pulverizagdes foram realizadas com
intervalo de quinze dias com pulverizador de barra fratorizada e adaptada com pistolas com

bico tipo cdnico para aplicacdo manual fruto a fruto.

O vamidotion (kilval 300} foi aplicado trés vezes (0,20%), com pulverizador de barra
tratorizado com bico tipo cbnico para aplicacio manual frute a fruto, durante o ciclo
vegetative, em intervalo no minimo de 60 dias apds o plantio para controle da cochonilha

{Dvsmicoccus brevipes) € 0§ caros.

Irrigou-se o abacaxizerro, durante o periodo da seca {maio a setembro) com uma

ldmina de 84mm, com turno de rega de 10 dias

65



33 AMOSTRAGEM DOS ABACAXIS

De cada uma das trés dreas reservadas pare amostragem, colheram-se aleatoriamente
50 abacaxis com caréncia de 90 dias. Transportaram-se as amostras até a planta piloto, onde

foram submetidas a processamento.
34 PROCESSAMENTO

Dividiram-se cada um dos trés lotes de amostra em duas partes de 20 (nfo lavado) e
30 abacaxis, sendo estes nltimos submetidos a lavagem com hipoclorito de s6dio 100 ppm
durante 2 minutes utilizando-se de wna bucha para eliminag3o das sujeiras. O processamento

esta Hustrado na figura 2.
Abacaxis ndo lavados:

Separaram-se a polpa e os subprodutos (casca, miolo, extremidades) dos abacaxis n3o
lavados. Descartaram-se a polpa, trituraram-se os subprodutos e obteve-se o suco apds

exiragdo no finisher (A1)
Abacaxis lavados com hipoclorito de s6dio (100 ppm)

Separaram-se a polpa e os subprodutos dos abacaxis lavados. Em separado trituraram-
se ambas as partes e extrairam-se seus respectivos sucos no finisher (A2 e A3). Parte do suco
obtido dos subprodutos foram misturados com o bagaco e em seguida esta mistura fo
submetida a chogue térmico a vapor (95 °C/1 min) ¢ posteriormente extrain-se ¢ $uco no
finisher (A4). Uma fracio deste suco foi pasteurizada em pasteurizador tubular (91,5 °C/30s)
{A5). O bagaco restante (A&) da extraclo, assim como todas as amostras de suco, foram
acondicionadas em frascos de vidro e armazenadas em freezer (-20 °C) até a ocasifio das

analises.
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Figura 2. Hustrac&o do processamento dos subprodutos do abacaxi.

35 METODOS DE ANALISES
31.51 METODO DE LUKE ef al. 1975.

Utilizou-se o método modificado de LUKE er o (1973) para extracdo de vamidotion.
(Quantificaram-se o8 residuos de vamidothion sulfona (Rhone Paulenc 98,8% de pureza) na
amostra através da oxidagio com KMnf0, (DESMORAS, 1972). Para obtengio de

vamidotion multiplicaram-se os resultados pelo fator estequiométrico de 0,90.

Pesou-se 10 g de amostra em erlenmeyer de 250 mL, adicionou-se 150 mL de acetona
e extriiu-se durante 1 hora em agitador horizontal. Filtrou-se a vacuo com papel filtro
Whatman n. 1, 125mm, adaptado em funil blichner acoplado em Kitassato, Lavou-se o

erlenmeyer e o biichner com acetona e o filtrado foi transferido para um balio volumétrico de
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200 mL, completando-se o velume. Refirou-se uma aliquota de 10ml ¢ em seguida foi
colocado em funil de separagfo de 500 ml. Adicionou-se 5 ml. de solugio de Permanganato
de potassio 0,02% ¢ 20 mL do tampio fosfato ( 0,1367g de KoHLhPOL3H0 e 0,9886 g de
NaHPO,.7H,0 0,9886g em 100ml de dgua deionizada). Particionou-se 3 vezes com 80 mlL
de diclorometano, agitou-se vigorosamente, descartou-se a fase aguosa. Percolou-se as trés
fases inferiores constituidas por diclorometanc em Sulfato de sodio anidro (previamente
muflado a 400°C durante § horas ¢ posteriormente mantido em dessecador). Recolheu-se em
baldo de 250 mL e evaporou-se em rotavapor a * 40 °C. Retomou-se em 10 mL com acetona,
transferiu-se para um tubo concentrador e evaporou-se até a secura em ar comprimido.
Completou-se o volume para 1 mL de acetona e injetou-se em Cromatégrafo gasose Varian
modelo 3.400 equipado com Detector Termoibnico Especifico (TSD). As condicBes
cromatograficas foram: Fase movel (N; = 10 psi), Ar (175 mlUmin), H; (5 mb/min), Pérola
{corrente 3.100), coluna megabore DB — 608. 'i‘emperamra de coluna ( 245 °C) injetor (250
°C) e detector (300 °C). Registrador com velocidade de papel de 30 co/min, sensibilidade de
1 mV.

352 METODO DE BARDALAYE & WHEELER, 1985

Para andlise de benomil utilizou-se o metodo modificado de BARDALAYLE &
WHEELER, 1985. Como o benomil degrada para carbendazin, inicialmente quantificou-se
este fungicida e multiplicou-se pele fator 1,52 para obtenclo do valor correspondente a
concentracfio de benomil (WHITE & KILGORE, 1972). Preparou-se inicialmente 100 mi de
100 ppm de benomil {98,2%;) (du Pont) diluido em acetona.

Pesou-se 5 g de amostra em erlenmeyer de 250 ml., adicionou-se a mustura
metanoltampio (0,1367g de K;H,PO4.3H0 e 0,9886g de NapyHP Q4. 7H0) (60:40) e extraiu-
se em agitador horizontal durante 30 minutos. Filtrou-se em papel de filiro Whatman n. 41,
125mm, Javando-se o fumil e o erlenmeyer com a mistura metanol:tampdo (60:40}. Transferiu-
se o filtrado para funil de separagio de 500 ml e particionou-se 2 vezes com 50 mi de
clorofdrmio. Descartou-se a fase aquosa e recolheu-se as fases de cloroférmio. Lavou-se o
cloroférmio duas vezes com agua e descartou-se esfa. Filtrou-se em sulfato de sédio amdro
toda g fase de cloroférmio e recolheu-se em balio de fundo chato de 500 ml. Evaporou-se em
rotavapor (40°C) até a secura e retomou-se em 5 mi de metanol. Filtrou-se o extrato
metandlico em filtro de membrana de 0,25 micrometro e Injetou-se em Cromatdgrafo liquido

de alta eficiéncia Vanan modelo 9002 equipado com detector uv/v Varian modelo 9050 a 286
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nm. Utilizou-se coluna RP-18 5 micrometros de 15 ¢m de comprimento e 4 ram de didmetro

interno, loop de 10 microlitro, RCDR/AUFS de 0,01, fluxo de 1,0 mi/min.

4  RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores de recuperagio do vamidotion para os niveis de fortificagio 1.0 mg/kg e 0,1
mg/kg estiveram na faixa de 88% a 120%, enquanto benomil apresentou recuperacdes de

100% a 118% nos niveis de fortificaces de 1,0 mg/ke e 0,1 mg/kg, respectivamente.

Néo foram detectados residuos de benomil em nenhuma amostra de suco e bagaco
dentro do limite de quantificagiio do método (0,1 mg/kg). Nao foi encontrado na literatura
trabalhos focalizando residuos de beniomil em suco obtide do processamento dos subprodutos

do abacaxi cultivado no campo sob tratamento em pré-colheita.

Porém tratamentos em pés-colheita com altas concentracdes por irersio {0,5g1 —
2,99¢/1 de benomil) aplicade em citrus, ma¢d e banana, apresentaram, com zero dia de
armazenamento, resultados de nd (nfio detectado), 0,0lppm e menor que 0,03 ppm.
respectivamente. O fato de se ter encontrado este teor deve-se as metodologias empregadas
que permitiram quantificar estes niveis na segunda casa decimal, o que nfio ocorreu no
presente trabalho, cujo limite de quantificag@io ndo passou da primeira casa decimal. Qutra
guestdio relevante, que pode explicar a nfo quantificacdo de benomil, sfc os distintos
tratamentos aplicados (pré-colheita ¢ pés-colheita): enquanto no primeiro os pesticidas
podem no campo safrér degradacfo ou remocgdo por agio da chuva, Juz solar, metabolismo da
planta, calor, no segundo a fruta € submetida a imersfio em altas concentragdes ¢ nfo sofrem
as mesmas intempéries do tempo e transformagdes advindas do metabolismo celular, que
favorecem a degradagdo dos pesticidas (BEM-YEHOSHUA et al., 1981; CANO et al., 1987;
COX & PINEGAR, 1976)

A legislagd@o brasileira de residuos de pesticidas estabelece para o benomil, no abacaxi,
limite maximo de residuo de 2,0 ppm. Este nivel € cerca de 20 vezes maior que o limite de

quantificacio do método do presente trabalho.

Os resultados das analises de residuos de vamidotion encontra-se na tabela 1. Segundo
TSUMURA, 1993, o vamidotion, apds aplicacio no campo, degrada-se nos metabolitos
vamidotion sulféxido e vamidotion sulfona. Como quantificou-se apenas o vamidotion

sulfona, foi necessario, para obtengdo deste pesticida, utilizar uma solugio de permanganato
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de potassio para promover a oxidagiio total do vamidotion. Com a adicio de tampéo no

extrato, a extragfo do vamidotion nas amostras foram satisfatorias.

Na tabela 1 verifica-se que o suco obtido do abacaxi nfio lavado apresentou tragos (pico
abaixo do limite de guantificacio do método) do vamidotion. Provavelmente a casca atucu
como prote¢do & penetraglo deste pesticida na polpa. Alguns trabalhos, como de SCALON et
al.,1996, e OLIVEIRA et al. 1997, relatam este comportamento em mangas tratadas por

imersio em pds-colheita.

TABELA 1. NIVEIS DE RESIDUOS DE VAMIDOTION NOS SUCOS OBTIDOS DOS
SUBPRODUTOS DO ABACAXI NAS DIVERSAS ETAPAS DE PROCESSAMENTO E
NO BAGACO. MEDIA DE TRES DETERMINACOES COM DESVIO PADRAO(DS).

ETAPAS DO PROCESSAMENTO CONCENTRAGAO RESIDUAL

(1 -6} . (mgkg)+ DS

Sem Lavagem
1-Subprodutos (A1) Tracos

Com Lavagem

2-Polpa {A2) Nd
3-Subprodutos (A3} Nd
4-Subprodutos Brangueamento (A4) Nd
5-Subprodutos Pasteurizado  (AS) Nd
6-Bagaco dos subprodutos {AG) 0,021 + 0,003

Nd —n&o detectado (abaixo o limite de quantificacfio do método 0,005 mg/kg)

Nio foram detectados residuos de vamidotion nos sucos extraldos nas diversas etapas
do processamento dos subprodutos do abacaxi, conforme tabela 1. Provavelmente as
quantidades de vamidotion estavam muito diluidas e por isto os valores mantiveram-se abaixo
do limite de quantificaciio do método. Por outro lade encontrou-se residuos no bagaco,
provavelmente porque as ceras epicuticulares, presentes nas cascas, mantiveram o vamidotion
ligado quimicamente, impedindo a sua solubilidade com a dgua no momento da extragio do

suco (RIEDERER & SCHREIBER, 1995).
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Os niveis enconfrados no bagago estdio abaixe do limite maximo de residuos (0,1

mg/kg) estabelecido pela legislacfo brasileira de residuos de pesticidas (Brasil, 1994).

Em virtude de ndo ter sido encontrado residuos nos sucos nas diversas efapas do
processamento, ndo foir possivel avaliar a influencia deste sobre a diminvigio dos residuos de

henomil e vamidotion.
5  CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que referente a legislacdo
brasileira de resfduos de pesticidas, todas as amostras de suco e o bagaco estdo proprias para

consumo humano e rag8o animal, respectivamente.

A casca presente no bagaco atuou como um sistema de protecfo impedindo a difusfo

do vamidotion para a polpa do abacaxi.
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CAPITULO 5 -

AVALIACAQO DOS NIVEIS RESIDUAIS DE DIURON E PARATION
METILICO NOS SUB-PRODUTOS DO ABACAXI (Smooth cayenne )
PROCESSADO

I RESUMO

Abacaxi havaiano (Smooth cayenne) cultivado no campo, foi submetido a aplicagio dos
nesticidas diuron (krovar) e paration metilico (Folidol 600). Apos colheita e antes do
processamento, os abacaxis foram separados em amostras ndo lavadas e lavadas (100 ppm
Hipoclorito). Separaram-se a polpa e os subprodutos (casca, muolo, extremidade) dos
abacaxis lavados e estes foram submetidos aos processamentos de branqueamento (95
°C/min) e pasteurizagao (91,5 °C/30 s). Foram analisados residuos de paration metilico por
cromatografia gasosa (Detector Termoidnico Especifico) e diuron por Cromatografia Liguida
de Alta Eficiéncia (detector uv/visivel). No foram detectados divron em nenhuma arostra
dentro do limite de guantificacio do método {0,1mg/kg). Porém foram detectados paration
metilico nos subprodutos: sem lavagem (0,013mg/kg), com lavagem (0,013mg/kg). apés
branqueamento (0,024mg/kg), apds pasteurizacio (0,023 mg/kg), bagago (0,052me/ke). Os
niveis encontrados de paration metilico nos subprodutos estdo abaixo dos limites
estabelecidos pela legislagio brasileira de residuos e pesticidas (0,1mg/kg). Os sucos obtidos
dos subprodutos do abacaxi processado e o bagago podem ser utilizados para consumo
humano ou ragio animal, respectivamente, em relacdo a legislagiio brasileira de residuos de

pesticidas,
2 INTRODUCAO

O processamento dos alimentos € um dos recursos mais antigos utilizados pelo homem
para estender a vida de prateleira dos mesmos ou para melhorar a sua qualidade . Dentre os
vérios tipos de alimentos processados, 0s sucos obtides a partir de frutas naturais, sdo um dos
mais requisitados pelo consumidor devido a sua praticidade na hora do consumo. Estes
alimentos, antes de atingir o produto final, sio submetidos a vérias etapas de processamentos
como selecdio, lavagem, brangueamento, pasteurizagio até atingir determinada caracterfstica

aceitavel pelo consumidor. O processamento de sucos de frutas e produtos elaborados a base
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de frutas € sempre precedido por atividades agricolas de protecio a estas culturas frutiferas (
ELKINS, 1989, AMEND, 1996).

(O Brasil possui uma area plantada de 44,338 hectare de abacaxi ¢ uma producZo anual
de 914.229 toneladas, O FEstado de Minas Gerals € o primeiro produtor com uma 4area
plantada de 15.622 hectare, com produgfo de 311.079 toneladas de abacaxi, correspondendo a
34% e 35.2% da area e da produgio total do Brasil, respectivamente (IBGE, 1996}, Alem do
Seu COnmSumo in natura, o suco obtido do abacaxi estd em terceiro lugar na preferencia
mundial entre os consumidores (SAVITICI et al., 1995). O Brasil, até 1994, estava entre 08 20
maiores exportadores de suco de abacaxi do mundo, ocupando a décima posi¢ao
(KORTBECH-OLESEN, 1596).

Durante o seu cultivo, o abacaxi, como toda cultura frutifera, estd sujeito ao ataque de
pragas como a broca (Thecla basilides), a cochonilba (Dysmicoccus brevipes) e a ervas
daninhas como o sapé (Imperata sp), o carure { Amaranthus hybridus L) e a tixirica (Cyperus
rotundus). A incidencia destas pragas acarretamn  destruicdo ou diminui¢Sio da produgiio de
abacaxi, podendo também comprometer a qualidade do fruto destinado a comercializagdo
interna e a exportagio. A aplicaglo de agrotéxicos pode ser uma das alternativas para

neutralizar estas adversidades (DE BORTOLI, 1982; DURIGAN, 1982}

Os agrotéxicos utilizados no abacaxi para combater o ataque de insetos e ervas daninhas

sio ¢ paration metilico (Folidol 600) e o diuren (krovar), respectivamente (Figura 1).

S 0
ii

|1
(CH30)2P0®—N02 Cl Q—NHCN(CH3)2

Ci

(a) )

Figura 1. Estruturas moleculares do paration metilico (a) e do diuron (b).

O paration metilico é o segundo inseticida mais aplicado no mundo, segundo Benett

1990 citado por BAYNES er af 1993, Classifica-se como um organcfosforado de contate,
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sendo aplicado durante a fase de desenvolvimento do fruto para garantir o crescimento normal
deste. O dinron € um herbicida seletivo sistémico, classe toxicolégica 11, derivado da uréia,
emnpregado em virias culturas, sendo que na cultura do abacaxi € aplicado antes da floraglio.
Segundo AMEND, 1996, os herbicidas sdo compostos que destroem plantas daninhas
inibindo o processo normal de fotossintese. Testes por via oral em ratos machos apresentou

DLxo para o diuron de 3400 mg/kg.

Antes da década de noventa, as indistrias usualmente processavam a polpa do abacaxi
para obtencéo do suco e desprezavam os seus subprodutos como a casca € a extremidade. Este
procedimento naturalmente acarretava prejuizos, considerando-se que toneladas destes
subprodutos poderiam ser significativamente aproveitados. Entretanto, a partir de 1691,
segundo SAVITCI ef ol 1995, o Brasil passou a exportar o suco de abacaxi preparado a partir
de seus subprodutos. Atualmente algumas indistrias de suco mamtém esta pratica de
aproveitamento integral da fruta, porém este procedimento. tecnologico pode afetar a
qualidade do suco, podendo, também, aumentar o risco de contaminagio por agrotdxicos,
caso a matéria prima no tenha sido cultivada segundo as boas praticas agricolas. Dependendo
dos niveis de residuos de pesticidas encontrados no suco, este alimento pode estar impréprio
para consumo, considerando-se que a presenca destes residuos estd associada com questSes

toxicolégicas.

No Brasil nio existe trabatho avaliando o3 niveis de residuos de pesticidas em suce de
abacaxi processado, assim como ndo ha dados sobre os niveis destes residuos nas diversas

etapas do processamento,

Baseado nos aspectos apresentados, o objetivo deste trabalho foi avaliar os niveis de
residuos de pesticidas no suco processado a partir da polpa e nos subprodutos do abacaxi, e

quantificar os niveis destes residuos em cada etapa do processamento,
3  MATERIAIS E METODOS
31  DEMARCACAO NO CAMPO

Abacaxis de variedade havaiano (Smooth cayenne) foram plantados em Dezembro de
1996 e coletados em Marco de 1998 na fazenda Nova Esperanga municipio de Candpolis

{Estado Minas Gerais). Cultivaram-se as frutas em uma area de 15 hectares (31.250
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abacaxis’/hectares}, com espagamentos de 1,0 m entre as linhas dupla, 0,60 m entre linhas da

linha dupla e 0,40 m entre cada fruta na mesma fileira.
32  APLICACAO DE AGROTOXICOS

O diuren (Krovar) foi aplicado 2 vezes {3 kg/ha). Realizou-se a primeira aplicagfio em
area total com trator equipado com barra sem adaptagfo e a segunda antes da inducHo floral

com jato dirigido adaptado com pistolas com bico tipo leque.

O paration metilico (folidol 600} foi aplicado trés vézes {0,15%) apés o plantio para
controle da cochonilha (Dysmicoccus brevipes) e quatro vezes (0,15%) apds foragBio para
controle da broca (Thecla basilides). As pulverizagbes foram realizadas com intervalo de
quinze dias com pulverizador de barra tratorizada e adaptada com pistolas com bico tipo

cOnico para aplicac8o manual fruto a fruto.

A lavoura foi irrigada, durante o periodo da seca (maio a setembro) com uma ldmina

de 84 mum mensais, com furno de rega de 10 dias.
33 AMOSTRAGEM DOS ABACAXIS

- De cada uma das irés dreas reservadas para amostragem, cotheram-se aleatoriamente
50 abacaxis com caréncia de 90 dias. Transportaram-se as amostras até a planta piloto, onde

foram submetidas a processamento.

3.4 PROCESSAMENTO

Dividiram-se cada um dos trés lotes de amostra em duas partes de 20 (nfo lavado) e
30 abacaxis, sendo estes submetidos a lavagerm com hipoclorito de sédio 100 ppm durante 2
minutos utilizando-se de uma bucha para eliminacio das sujeiras. O processamento estd

ilustrado na figura 2.
34.1  Abacaxis ndo lavados:

Separaram-se a polpa e os subprodutos (casca, miolo, extremidades) dos abacaxis nio
lavados. Descartaram-se a polpa, trituraram-se os subprodutos e obteve-se o suco apds

extracdo no finisher (A1)
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24,2  Abacaxis lavados com hipoclorito de sédio (100 ppm):

Separaram-se a polpa e os subprodutos dos abacaxis lavados. Em separado trituraram-
se ambas as partes e extrafram-se seus respectivos sucos no finisher (A2 e A3). Parte do suco
obtido dos subprodutos fol misturado com o bagago ¢ em seguida esta mistura foi submetida a
choque térmico a vapor (95 °C/1 min} e posteriormente extraiu-se 0 suco no finisher (A4).
Uma fragio deste suco foi pasteurizada em pasteurizador tubular (91.5 “C/30s) (A5). O
bagaco restante (A6) da extragfo, assim como todas as amostras de suco, foram
acondicionadas em frascos de vidro e armazenadas em freezer (-20 °C) até a ocasifio das

analises,

Abacaxi

i Niio Lavado l.avado
E NaHCI0 160ppm
;

| i
L § ( Subprodutos )

Trituragio
Extragac
Suca
A

Thturado
Extracio

Suco
AZ

Frituragio
Extragdo
Sueo

Suco + Bagago

Branqgueamento
85 C/4min. ( SZ‘;" }

f i
|

Suco Pasteurizade Suca Bagaco
91,5 G/30s
Py Ad Al

Figura 2. Hustracio do processamento dos subprodutos do abacaxl.
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3.5  METODOS DE ANALISE
3,51 METODO DE LUKE ef af. 1975.

Utilizou-se o método modificado de Luke et al (1975} para extragho de paration
metilico. Pesou-se 10 g de amostra em erlenmeyer de 250 ml, adicionou-se¢ 150 mL de
acetona e extraiu-se durante 1 hora em agitador horizontal. Filtrou-se a vécuo com papel
filtro Whatman n°. 1, 125mm, adaptado em funi} biichner acoplado em Kitassato. Lavou-se o
erlenmeyer e ¢ biichner com acetona € 0 filtrado foi transferido para um baldo volumétrico de
200 mL, completando-se o volume. Retirou-se uma aliguota de 10ml que em seguda foi
colocado em funil de separagiio de 500 ml. Adicionou-se 5 mlL de solugdo de permanganato
de potassio 0,02% e 20 mb do tampio fosfato { 0,1367g de KyH:P0O4.3H,0 e 0,9886 g de
Na;HPO,.7H,0 em 100mL de 4gua deionizada). Particionou-se 3 vezes com 80 ml de
diclorometano, agitou-se vig:orosamente e descartou-se a fase aquosa. Percolou-se as trés
fases inferiores constituidas por diclorometano em sulfato de sodio anidro (previamente
muflado a 400°C durante § horas e posteriormente mantido em dessecador). Recolheu-se em
baldio de 250 mL e evaporou-se em rotavapor a + 40 °C. Retomou-se em 10 mL de acetona
em um tubo concentrador e evaporou-se até a secura em ar comprimido. Completou-se o
volume para 1 mL de acetona e injetou-se em cromatégrafc gasosc Varian modelo 3.400
equipado com detector termoibnico especifico (TSD). As condigles cmmatogréﬁcés foram:
fase mével (N = 10 psi), ar (175 mi/min), H2 (5 ml/min}, pérola (corrente 3.100), coluna
megabore DB ~ 608: Temperatura de coluna ( 245 °C) injetor (250 °C) e detector (300 °C).
Registrador com velocidade de papel de 30 cm/min, sensibilidade de 1 mV.

352 METODO DE BARDALAYE & WHEELER, 1985

Para analise de diurop utilizou-se o método modificado de BARDALAYE &
WHEELER, 1985. Pesou-se 5 g de amostra em erlenmeyer de 230 mL, adicionou-se 100 mi.
da mistura metanol:tampdio (0,1367g de KyH;POs3HO e (9886 g de Na,HP(,.7H.0)
(60:40) e extraiu-se em agitador horizontal durante 30 minutos. Filtrou-se em papel de filiro
Whatman n0. 41, 125mm, lavando-se o funil e o erlenmeyer com a mistura metanol:{ampao
(60:40). Transferiu-se o filirado para funil de separagio de 500 ml e particionou-se 2 vezes
com 50 mi de cloroformio. Descartou-se a fase aquosa e recolheu-se as fases de clorofbérmio.
Lavou-se o cloroformio duas vezes com 30 ml de dgua e descartou-se esta. Filtrou-se em

sulfate de sodio anidro toda a fase de cloroférmio e recolbeu-se em baldo de fundo chato de
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500 ml. Evaporou-se em ar comprimido até a secura ¢ retomou-se em 5 mi de metanol.
Filtrou-se 0 extrato metandlico em filtro de membrana de 0,25 micrometro e injetou-se em
cromatografo liguido de alta eficiéneia Varian modelo 2002 equipado com detector uviv
Varian modelo 9050 a 254 nm. Utilizou-se coluna RP-18 5§ micrometros de 15 cm de
comprimento e 4 mm de didmetro interno, loop de 10 microlitro, RCDR/AUFS de 0,01, fluxe

de 1,0 m¥/min.
4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

(s valores de recuperagio do paration metilico para niveis de fortificagfio de 1,0 mg/kg
e 0,1 mg/kg estiveram na faixa de 88% a 120%, enquanto o diuron apresentou recuperagfes

na faixa de 90% a 98% nos niveis de fortificacdes de 1,0 mg/kg, 0,5 mg/kg e 0,1 mg/kg.

N#o foram detectados residuos de diwron em nenhuria amostra dentro do limite de
quantificacio do método (0,1 mgkg). Resultado semethante foi obtido por ELY &7 ol 1993,

apds analisar diuron em amoras colhidas com caréncia de cento e vinte dias.

Embora o herbicida diuron seja persistente ¢ sistémico, a sua néo detecc@o dentro do
limite de quantificag@ic do método pode ser atribuida a varios fatores. Depois que o herbicida
¢ aplicado no solo, 0 mesmo estd sujeito a acdo de diferentes processos que promovem a sua
inativagiio tais como: absorgdo e metabolismo pelos microrganismos do solo, adsor¢do a
minerais e coldides orgnicos, diluigio por chuvas ou irrigaclio, reagles quimicas, alteragles
fotoguimicas, volatilizagdo e absorcio pelas plantas superiores, segundo SHETTS, 1964, O
mMesmo autor reportou gue a persisténcia do diuron no sole varia de 6-12 meses, € que sua
permanéncia no solo vai depender das propriedades do solo, atividade microbiana, chuvas,

irrigagdo e condicBes clirndticas.

Os resultados das andlises de residuos de paration metilico no suco obtido da polpa e

nas diversas etapas do processamento dos subproditos do abacaxi encontram-se na tabela 1.
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TABELA 1. Niveis De Residuos De Paration Metilice Nos Sucos Obtidos Dos Bubprodutos
Do Abacaxi Nas Diversas Etapas De Processamento E No Bagaco. Média De Tres E Duas

{**} Determinagdes Com Desvio Padrdo{Ds).

ETAPAS DO PROCESSAMENTO CONCENTRACAO RESIDUAL
{1-6) {(mg/kg) = DS

Sem Lavagem

1-Subprodutos (A1) 0,013 = 0,003

Com Lavagem

2-Polipa (A2) Nd
3-Subprodutos (A3) 0,013 + 0,002
4.8ubprodutos Branqueamento (A4) 0,024 + 0,001
5-Subprodutos Pasteurizado  (A5) 0.023 £ 0,002 (**}
6-Bagaco dos subprodutos {A6) 0,052 £ 0,004

Nd - ndo detectado {(abaixo ¢ limite de quantificacdo do método 0,005 mg/kg)

Apesar de nfio ter sido detectado paration metilico no suco procedente da polpa dos
ahacaxis lavados (Tabela 1), foi detectado este organofosforado em todos os sucos oriundos
dos processamentos dos subprodutos dos abacaxis. Este comportamento pode ser atribuido a
atuagfio de contato do paration metilico, ficando grande parte dos residuos retidos na casca da
fruta. Este resultado apresentou coeréneia com alguns trabathos que confirmaram atuagio da
casca como escudo protetor & penetracfio de pesticidas na polpa {SCALON et al., 1996;
OLIVEIRA et al., 1997). Por outro lado é importante ressaltar que o grau de migragdo do
residuo da casca depende do substrato ¢ da natureza quimica do pesticida (AWASTI, 1993).

Os niveis residuais de paration metilico encontrados no suco obtido dos subprodutos
apds lavagem ndo apresentaram reducio em relagfo aos niveis encontrados no suco obtido a
partir dos subprodutos nfo lavados. Resultade semelhante foi encontrado por FARROW et
al., 1969, quando n&o obteve nenhuma remogdio de paration ao submeter amostras de brocolis
a lavagem com agua pelos procedimentos caseiros e comercial. THOMPSON & MIDDELEM

(1955) obtiveram remogdes de paration de 16%, 36% e 65% apds lavagem com dgua de
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tomate, feijio verde e mostarda, respectivamente. Provavelmente estes resultados com
remogdes maiores podem ser atribuido & superficie lisa destes produtos em comparagéo ao
abacaxi gue, por apresentar casca com morfologia &spera e rugosa, dificulta a remogéo dos
residuos de sua superficie. Associado com esta caracteristica morfoldgica do abacaxi, soma-se
o mecanismo de difusdo descrito por RIEDERER & SCHREIBER, 1995, Segundo estes
pesquisadores, ap6s tratamento cotn o8 pesticidas as moléculas destes penetram por difusdo na
cera epicuticular presente na superficie das frutas. Desta forma, durante a lavagem com agua,
a cera ndo permite as solubilizagdo do pesticida, ficando este aderido a casca. Segundo Foster

& Fox(1954) citado por COLLINS, 1960, o abacaxi em média possui 1,4% de cera na cascas.

Na quarta etapa (A4) do processamento, correspondente ao branqueamento, ocorreu
um aumento (45,8%) do nivel de paration metilico em relagio a etapa anterior. Este resultado
sustifica-se pela perda de 4gua do produto em decorréncia do processe de branqueamento que
utilizou vapor. Segundo CABRAS et al. (1998) durante o processamento que promove a
evaporagio de dgua, pode ocorrer aumento de concentragdo de pesticida em fung¢do da perda
de agua. Neste caso as condigbes do brangueamento foram diferentes daquelas utilizadas no
trabalho de ELKINS, 1989, que reportou diminuigio em 71% de paration apds

branqueamento do espinafre.

Na quinta etapa (AS), apds pasteurizagdo do suco dos subprodutos, no ocorren
nenhuma mudanca significativa no nivel de residuo de paration metilico em comparagdo ao

nivel encontrado no suco na etapa anterior

Na ultima etapa (AG), que corresponde ac bagago nfio inteiramente seco, obteve-se
0,052 mg/kg de paration metilico, 2 maior concentrag@o (quatro vezes mais que a menor
concentragio encontrada) em todas as etapas do processamento. ELKINS 1989, reportou
anmento de concentragdo de pesticidas em amostras em base seca comparadas com as
mesmas em base tmida. Ele citou o caso do incremento em 11% da concentragdo de paration

em bfeccoii desidratado em relacfio ao fresco apds a etapa de lavagem.
5  CONCLUSAO

Baseado nos resultados obtidos neste trabalho, conclui-se que todas as amostras de suco
e o bagaco estio proprias para consumo humano e ragdo animal, respectivamente, em relagdo
a legislagiio brasileira de residuos de pesticidas (Paration metilico 0,2 mg/kg ¢ Diuron 0.1
ma/kg) (BRASIL, 1994).
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Por apresentar maior concentraglo de paration metilico no bagago, a casca atua como

sistema de protecdo & penetragio deste pesticida.
Nem sempre 0 processamento promove degradagdo dos residuos de pesticidas.
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CAPITULO 6~

O EFEITC DA HOMOGENEIZACAO A ALTAS PRESSOES SOBRE
A ESTABILIZACAO DA TURBIDEZ E AS PROPRIEDADES
REOLOGICAS DO “MILL JUICE™.

I RESUMO

Amostras de “mill juice” (subprodutos de abacaxi, cascas, miolo, extremidades), com
teor de polpa de 34,7 % e 54,3% foram homogeneizados em dois estigios com um
homogeneizador Gaulin de dupla pistdo tipo 15M, 8TA, SMD. As pressdes utilizadas no
experimento foram: no primeiro estdgio 6000 psi, 7000 psi e 8000 psi e no segundo estagio
300 psi. Embora houve uma methora significativa na textura, consisténcia e aparéncia do
suco, a utilizacio de altas pressdes nfo evitou que todas as amostras sedimentassem. A
sedimentagfio ocorreu rapidamente & os ensaios qualitativos demostraram que as amostras
homogeneizadas a 6000 psi sedimentaram mais vagarosamente que as de 7000psi e 8000 psi
respectivamente. As amostras ndo homogeneizadas sedimentaram em menos tempo que as
amostras homogeneizadas. Todas as amostras homogeneizadas analisadas em microscépio
eletronico com aumento de 40x apresentavam mudanga na morfologia, as células que antes da
homogeneizagio tinham carateristicas ovaides, apés a homogeneizacdo estavam esticadas e
tinham semelhanca com fios desfiados de uma mecha. As carateristicas reoldgicas do suco
foram medidas no Reometro de Haake rotavapor RV-20. Foram determinados os pardmetros
de Tensfio Inicial (Ko), viscosidade aparente, e viscosidade plastica de todas as amostras
(homogeneizadas e nfio homogeneizadas). Foi utilizado o pardmetro de Ko para determinar a
maior ou a menor tendéncia dos sucos a sedimentarem. Todas as amostras nio
homogeneizadas possuiam maior valor de Ko e sedimentavam mais vagarosamente que as
amostras homogeneizadas As amostras homogeneizadas a 8000 psi apresentava o menor valor
de Ko de todas as amostras homogeneizadas (0,47 Pa), e sedimentavam com maior rapidez
que as amostms-.homogeneizadas a (7000 psi e 6000psi) respectivamente. Sendo o Ko (Pa'”?)
um pardmetro de ajuste & ndo um valor detectado diretamente pelo redmetro, foi utilizado o
modelo de Casson % = Ko + Kc y1? para correlacionar os valores de tensio de

cisalhamento (1) e taxa de deformagdo (¥) encontrados nas amostras. Todas as amostras
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homogeneizadas ajustaram-se ao modelo e apresentaram coeficiente de correlagio (R?) de
0,99, com exceglio das amostra com teor de polpa 34,7% homogeneizada a 6000 psi gue
apresentou valores de R? de 0,90. As amostras nio homogeneizadas nfio se ajustaram ao

modelo e apresentavam coeficientes de correlagdo muito baixos, pelo tanto sem nenhuma

utilidade pratica.
2 INTRODUCAO

O processo de homogeneizago esta sendo, desde algum tempo, utilizado na industria
dos sucos € néctares de frutas com a finalidade de melhorar a aparéncia e textura do produto,
além de evitar a sedimentagfio dos sdlidos em suspensfio. Diversos trabalhos neste campo
foram aplicados em sucos ¢ néctares e tem mostrado que a viscosidade aparente aumenta ¢ o
tamanho da particula diminui apds homogeneizacio (ASKAR, 1992; STOFOROS et 4l
1992). Muitas carateristicas de qualidade dos sucos como consistdncia, viscosidade, textura,
homogeneidade, separagfo da polpa e aparéncia sfo afetados pelo tamanho das particulas
ROY, 1997. Diferentes produtos como leite, mothos para saladas, iogurte, misturas de sucos,
alimentos infantis, molhos de tomate sfo processados utilizando homogeneizadores para
evitar a separagio de fases nos alimentos (O'DONEL e BERNE , 1997; STOFOROS e REID,
1992). Existem dois tipos de homogeneizadores que estdo sendo utilizados na industria de
sucos e néctares de frutas: os moinhos coloidais e os homogeneizadores de pressio. Nosso
trabalho foi realizado em um homogeneizador a pressio Gaulin, tipo 15M, 8TA, SMD de

dupla pistio (2 estdgios).

O homogeneizador a pressio € essencialmente uma bomba de pistdes de alta pressio
{at¢ 560 bar), provida de uma valvula especial de estrangulamento, denominada valvula
homogeneizadora. O produto entra por um orificio na sede da valvula, cuja saida é fechada
por um embolo pelo aperto de uma mola ou pistdo hidraulico. Pela pressdio do produto, o
émbolo recua uma fracfio de milimetro ¢ 0 produto sai por esta folga com uma velocidade
extremamente elevada, até 300m/seg, bate_n.do contra um anel de impacte, disposto em volta

da valvula,

Pela queda brusca de pressio ¢ o impacto, as particulas de sélidos ou liguidos
suspensos no produto se fracionam em particulas extremamente pequenos, tipicamente na
faixa de 0,1 a 10um, conforme as condigdes de operagio. Em certos cases, por ex. em

produtos de elevado teor de gordura como creme de leite ou massa de sorvete, a
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homogeneizagio produz particulas extremamente finas, mas estag particulas na saida da

vélvula homogeneizadora, se aglomeram formando pequenos grumos.

Neste caso sfo usadas duas valvulas homogeneizadoras em série: na primeira, onde
ocorre a maior parte da queda de pressdo se efetua a micronizaciio das particulas; na segunda,
os aglomerados destas particulas sfio desmanchados, resultando em um produto com boa
dispersio. No nosso caso utilizamos as duas vélvulas para favorecer a disperséio. As molas de
ambas as valvulas s8o regulaveis, e relaxando por completo a2 mola da segunda vélvula, pede-
se operar o homogeneizador em um sO estagio, adequado para a maloria dos produtos.(O°

DONELL er al, 1997; APV-GAULIN, 1982).

Sendo a estrutura celular do suce de abacaxi composto basicamente de fibras, achamos
muito importante conhecer ¢ compertamenfo da fibra perante o f{ratamento da
homogeneizagio trabalhando com altas pressdes. As fibras exercem uma grande influéncia
sobre o comportamento reolégico do suce. O abacaxi ¢ rico em hemicelulosas (41,8%]),
celuloses, ligninas e substancias pecticas (VIDAL ef al., 1982). Em um estudo de fibras em
subproditos de abacaxi reportou a presenga de hemiceluloses, celuloses, acido urdmico ¢
maior quantidade de lignina em relagfio 4 fruta fresca. O total de fibras do abacaxi

correspondem a 99% do total de componentes sélidos insolivels dos subprodutos (cascas,

extremidades) LARRAURI, 1997.

O termo considerado mais adequado € Fibra Alimentar Total (FAT), que inclui todos
os polimeros ndo digeriveis presentes nos alimentos e nfo degradaveis por enzimas digestivas
do intestino delgado (Gordon,1989, citado por Vidal, (1997). Os principais componentes da
FAT sZo as celuloses, P-glucana, pectina, hemicelulose, lignina, gomas ¢ mucilagens
(Schneeman,1989, citado por VIDAL, 1997). As fibras podem ser classificadas quanto ao seu
efeito fisioldgico em fibras soltveis e fibras insoliveis, As fibras soluveis em agua séo
representadas pela pectina, as gomas € certas hemiceluloses. ex: feijdo. frutas, aveia e cevada
e as fibras insolhiveis sfo constituidas pela celulose, hemicelulose e lignina. ex: {verduras e a

maioria dos grios dé cereais). {Franco,1992, citado por VIDAL, 1997).

Uma dispersdo de sucos contém um grande ntmero de fibras. Através de técnicas de
processamento, estas fibras formam uma estrutura que € responséavel pela viscosidade do
produto e pela sua capacidade de reter dgua livre. Uma grande redugBo no tamanho dessas

fibras causadas por alguns equipamentos mecénicos de processamento, pode destruir a
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estrutura das fibras, reduzindo desta forma a viscosidade dos produtos e aumentando a
separaclio do soro. A homogeneizago causa a fibrilagdio dos fios de fibra sem uma redugiio
significativa do tamanho das fibras, a fibra adquire a forma parecida com um cabo desfiado, e
pode reter dgua como faria um pavio de mecha de uma lamparina. O resultado serd um
produto de maior viscosidade, e a redugfo da separaciio de fases. Infelizmente este processo
tem as suas limitacdes: Se aplicar uma alta pressfo de homogeneizagiio, a rede de fibras se
separa ou se rompe em um grande nimero de fibras individuais, absorvendo mais dgua,
aumentando a viscosidade, embora alguma fragio de dgua livre retida se separard rapidamente
da rede devido a destruicdo de alguma estrutura que a mantinha pelo processo enérgico de alta
pressio. Utilizando baixas pressdes, existe um aumento da viscosidade embora ocorra uma
maior separagio de soro, Na pratica, condigfes de processos otimos sfo encontrados na base

de um compromisso entre estes dois efeitos opostos (APV- GAULIN, 1982)

As faixas de pressfio utilizadas para o tratamento de suces com homogeneizadores a
presso sio de 2500-3000 psi, mas ao tratar-se de produtos que contém grande quantidade de
fibras, a pressio requerida pode ser acima de 5000 psi. A pressfio utilizada depende
grandemente do tipo de fruta. (BRADDOCK). Em um estudo realizado por GRANDI (1986)
visando a estabilizag8o dos sélidos do suco de abacaxi, utihzou-se um equipamento similar ao
nosso ¢ frabathou-se com pressfes de 1000psi ate 5000 psi no primeiro estagio, e 500 psi no

segundo, mas ndo foram obtidos os resultados esperados e o suco sedimentou rapidamente.

Sendo a separacfo dos sélidos insohiveis um sério defeito de qualidade (ASKAR &
TREPTOW, 1997) e sabendo que 0s homogeneizadores sio muito utilizados na atualidade na
planta de processamento de sucos e néclares de frutas, os objetivos deste trabalho foram
utilizar pressdes de homogeneizagio de (6000,7000 ¢ 8000pst) para evitar a sedimentagéo dos
sucos, determinar algumas propriedades reologicas e methorar a aparéncia do suco feito dos

subprodutos de abacaxi.
3 MATERIAIS EMETODOS

O suco (34,7% e 54,3% de teor de polpa) foi extraido dos subprodutos de abacaxi
(cascas, miolo e extremidades). da variedade havaizna (Smooth cayenne), comprada no

CEASA, de Campinas.

Os abacaxis foram lavados com 100 ppm de hipoclorito de sodio antes de serem
processados. Posteriormente foram separados a polpa dos subprodutos de forma manual
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{(extremidades), ¢ mecénica com a ginaca (miolo e cascas), da polpa. Os subprodutos foram
cortados em pedagos pequencs e trturados em um multiprocessador. Os subprodutos
triturados foram branqueados a vapor durante 1 minuto 2 aproximadamente 95°C com a
finalidade de inativar enzimas pectinoliticas e abrandar os tecidos para obter maior
rendimento da extragio no finisher (mesh de 0,8 mm). Apds extracdo, o suco foi aguecido em
um tacho evaporador aberto até atingir 80°C. Foram enchidas com o suco quente as latas de
600 ml que passaram por um tunei de exaustdo antes de serem recravadas. As latas com o
suco foram pasteurizadas a (95°C/20 min.) em um tanque aberto., Apos pasteurizago as latas

foram esfriadas rapidamente em agua fria.
3.1  HOMOGENEIZACAO

Para homogeneizar o suco feito dos subprodutos do abacaxs foi utiizado um
homogeneizador a pressdo (Gaulin de dupla pistiio Tipo 15M, 8TA, SMD). No prnimeiro
estagio utilizou-se trés pressdes (6000, 7000 e 8000 psi) para os diferentes tratamentos, e no
segundo estagio se utilizou 500 psi para todos os tratamentos. Os sucos com 54,3% de teor de
polpa foram submetidos a todos os tratamentos de homogeneizagio. Os sucos de 34,7% de
teor de polpa s6 foram submetidos ao tratamento com 6000 psi. Foram utilizados 2,5 It de
amostra para cada tratamento. As latas foram abertas e o suco foi esquentado a 60°C/15 para
retirar o ar do suco. O ar pode danificar o equipamento, além de impedir uma correta
regulagem das valvalas do homogeneizador & pressdo desejada. A vazio do homogeneizador
foi de 11t /min. A toma das amostras em todos os tratamentos sempre foi 1,5 min apos o suco
ter entrado no homogeneizador. Apds colhidas foram postas em refrigeracdo {10-13°C) ¢
analisadas no redmetro no dia seguinte. Uma parte das amostras de cada tratamento foi
colocada em tubos especiais para avaliar a velocidade de sedimentagdo, que foi deterrmnada

qualitativamente. Todos os ensaios foram feitos em triplicatas.

As diferencas morfologicas das células fibrosas antes e apds homogeneizagio foram
observadas em um microscopio eletrdnico com objetivos de 40x, com luz e sem luz

polarizada. Algumas imagens observadas foram fotografadas (Vide figuras 12,1b,2a e 2b).

32 METODO PARA AVALIAR AS TENDENCIAS DE UM SUCO PARA
SEDIMENTAR

Foi escolhido como pardmetro de referéncia o Ko (Tensdo inicial) para determinar a

maior ou menor tendéncia de sedimentacio dos s6éhidos insoliiveis.
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Foi proposta esta metodologia apés observar o comportamento de sedimentaglo dos
sucos homogeneizados, quando comparando-os com seus respectivos valores de Ko.
Observou-se que a velocidade de sedimentagfio aumentava em relac@o direta aos valores de
Ko. A tensdo Inicial (Ko) Pa™, é a resisténcia que possui todo fluido para comegar a escoar

de acordo a Seguine, 1957

Nao foi utilizada neste trabalho a eguagio de Stokes para medir a velocidade de
sedimentaciio das particulas, devido ao fato que as estruturas morfologicas das células do
suco mudaram de ovdides antes da homogeneizacfio para esticadas com diferente longitude
apos, dificuitando a escolha de um critério para avaliar o didmetro da célula. Isto deu origem a
necessidade de encontrar um método alternativo para avaliar a velocidade de sedimentacdo,

sendo as observagdes de velocidade de sedimentagio s6 medidas gualitativas.

O parimetro Ko é um valor obtido do ajuste dos valores de tensfo de cisathamento ¢
taxa de deformacio medidos no reométro de Haake rotavapor RV-20, com sistema de medida
ZA 30. A distincia entre as placas paralelas foi de 0,5mm. Todas as amostras foram mantidas
1hora no banho controlado termostaticamente a 20 + 0.1°C antes das analises. O tempo de
corrida foi de 4 minutos, completando um total de 40 pontos analisados, sendo 2 minutos para
as faixas de velocidade de rotagdo crescentes € 2 minutos para as faixas decrescentes, Todas
as medices foram feitas em triplicatas e os 2 valores mais proximos de Ko obtides foram

reportados para a discussdo.

Para fazer o ajuste utilizou-se o modelo de Casson, que correlaciona valores dos

pardmetros de tensio de cisalhamento e taxa de deformagdo.
Equagio de Casson:
7 = Ko+ Ke y'”
1 = Tensio de Cisalhamento (Pa)
v = Taxa de Deformagioe (1/ s}
K o= Tensdo Inicial (Pa)"?

K¢ = Viscosidade Plastica de Casson Ke (Pa * s) ;
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Os dados fornecidos pelo softer acoplade ao reometros s&o calculados no origin 3.5
Estes dados sfo os valores dos pardmetros de tensSo de cisathamento e taxa de deformacio

das 40 corridas detectadas pelo reometro.

Os valores de Ko (Pa) '* foram obtidos no programa origin 3.5 apds o ajuste das raizes
quadradas destes. Também foram obtidos os valores dos parAmetros de viscosidade plastica,

coeficiente de correlagdo (RY).

Obteve-se a viscosidade aparente (Pa*s), dividindo os valores dos pardmetros de
tensio de cisalthamento pelos valores de taxa de deformaco, ambos fornecidos pelo software

acoplado ao redbmetro Haake.

n="1ty.
33  AVALIACAO SENSORIAL-
86 foram fornecidos dados de aparéncia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAC

Os sucos feitos dos subprodutos de abacaxi (54,3% e 34,7% teor de polpa),
melhoraram notavelmente a aparéncia apds ¢ processo de homogeneizago, se apresentando
mais encorpados e com wmna maior homogeneidade das particulas em suspensdo. A primeira
vista nc houve diferenca na aparéncia do suco nos trés tratamentos (6000, 7000 e 8000 psi).
A diferenca foi notavel quando comparou-s¢ estes 2o0s sucos ndo homogeneizados. Todas as
amostras de “mill juice” homogeneizadas nas diferentes pressdes sedimentaram. Estes
resultados s8o similares aos obtidos por (GRANDI et al, 1986; CARLE, 1998) que
trabathando com pressdes altas de homogeneizagdo {menores a 5000 psi), ndo conseguiram

estabilizar 0 suco de abacaxi.

A viscosidade aparente dos sucos homogeneizados esteve em relagiio direta com os
valores de Ko, ¢ em relagiio inversa as presses de homogeneizaglo utilizedas. Para as
mesmas amostras processadas ¢ analisadas, quanto maior viscosidade aparente, maior valor de
Ko e menor a pressdo de homogeneizagio utilizada. Esté tendéncia também se manteve nas

amaostras ndo homogeneizadas {Tabela 1},

O Ko (Tensfio inicial) e a viscosidade aparente diminuem drasticamente apds o

processo de homogeneizagdo, isto pode ter relagio com a perda da estrutura morfologica das
1



fibras que mudam da forma ovéide para alongadas. Estes mesmos pardmetros variaram em
pequenc nimero enfre as amostras homogeneizadas, no entanto estas diferengas sdo
significativas, ac comparé-las com as observagdes feitas de velocidade sedimentacfio. As
amostras homogeneizadas que possufam menor valor de Ko sedimentavam com maior
rapidez, em relagdo as que tinham maior valor. CRANDALL & DAVIS (1991}, reportaram a

diminui¢do da viscosidade aparente apds homogeneizagdo.

Figuras 1-6- Mudangas das caracteristicas morfolégicas e reoldgicas do "Mill Juice”

antes ¢ ap6s a homogeneizagdo
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Figura 2b- Células de abacaxi apos homogeneizagao a 6000 psi, sob luz polarizada.
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Tabela 1- Pardmetros reoldgicos apds processe de homogeneizacio de sucos dos subprodutos

de abacaxi com 54,3% de teor de polpa. Média de triplicatas

Pressao de homogeneizagdo {psi) Ko (Tensad Inicial) Pa'? Viscosidade Aparente
{Pa*s)
6000 0,76 0,050
7000 0,52 0,028
8000 0,48 0,025
Controle* ' | 10,8 2,750

* Controle (suco nde homogeneizado).

A partir destes resultados apresentados na TABELA 1 foi escolhido o processamento
de homogeneizacio a 6000 psi como o melhor dos tratamentos, em relagdo a estabilizacio do
suco, apresentando maior viscosidade aparente, e os valores de Ko coincidiam com descrigbes
qualitativas feitas observando a velocidade de sedimentago, que reportaram que as arnosiras
homogeneizadas a 6000 pst (0,050 Pa'") sedimentavam lentamente, em relacdo as
homogeneizadas a (7000 e 8000 psi) (0,029 ¢ 0,025 Pam) respectivamente. Por motivos de
legislacio que permite até 35% de teor de polpa nos sucos integrais de abacaxi, se processou
umn suco com teor de polpa de 34,7%. Sendo que os resultados de homogeneizacio a 6000 psi
foram otimos, procedeu-se a repetir a operagdo e as andlises reoldgicas neste suce com teor de

polpa menor. Os resultados se encontram na TABELA 2.

Tabela 2- Pardmeiros reoldgicos. Processo de homogeneizago do suco (34,7% teor de polpa)

processado a 6000 psi. Media de tniplicatas

Pressio de Homogeneizagdo (psi) | Ko Tensdo Inicial (Pa)'” Viscosidade Aparente
(Pa.s)
6000 0,75 0,04
~ Controle 3,05 : 0,16
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As amostras conirole do suco com teor de polpa de 34,7% (Ko 3,05 Pa'™)

sedimentavam mais répido que a amostra controle do suco com teor de polpa de 34,3% (Ko

10,8 Pa*?).

Os sucos {dos subprodutos) de maior teor de polpa possuiam maior viscosidade
aparente (2,75 Pa.s) do que os de menor teor (0,16 Pa*s). Em condigdes nommais sem nenhum
tipo de tratamento, a viscosidade de um suco com 54,3% de teor de polpa € 17,2 vezes maior
que um suco que possui 34,7% de teor de polpa. Este dado foi obtido pela divisio do valor de
viscosidade da amostra controle com teor de polpa 54,3% pela viscosidade da amostra
controle com 34,7% de teor de polpa, 2,75/0,16 (tabela 1-2 ). E ¢ 1,25 (0,05/0,04) maior
quando em ambos ¢ aplicada uma pressdo de 6000 psi. A diferenca da viscosidade apos o
processo diminui 13,72 vezes sem alteragio dos respectives teores de polpa. Isto sugere que a
mudanca da morfologia das fibras, componente principal do suco, provocada por um processo
mecdnico drastico ou por outras interagdes desconbecidas, pode notavelmente modificar a

viscosidade aparente do suco.

VITALI 1984 reportou maior viscosidade aparente em suco de laranja com maior teor
de polpa em relagio ao de menor teor, que coincide com nossos dados Contrariando estes
resultados em relacio a (teor de polpa vs viscosidade aparente). BRADDOCK, 1385 reportou
maior viscosidade aparente em suco de abacaxi feito com menor teor (2%) de polpa que o que
possuia maior (12-13%). Iste indica que deveniam ser feitos mais estudos do comportamento
reologico do suco de abacaxi. Os sucos com 34,7% de teor de polpa que foram
homogeneizados a 6000 psi, apresentaram pouca varia¢io nos valores de viscosidade € Ko em
relagio aos sucos com 54,3% de teor de polpa. Isto faz pensar que altas pressdes de
homogeneizagio reduzem a influencia que o teor de polpa pode ter nas propriedades
reologicas do suco (Ko, viscosidade aparente). Ne entanto foram encontradas diferencias
significativas nos valores de Ko e viscosidade dos sucos ndo homogeneizados. (vide
TABELA 1, 2).

O suco homogeneizado (34,7%) a 6000 psi precipitava com maior rapidez que o suco

controle sem homogeneizar.

A determinaciic dos pardmetros precisa de equipamentos com grande sensibilidade, E
muito importante ao fazer as medighes no redmetre considerar as distancias entre as placas,

sabendo gue, quanto menor a distincia entre elas, menor ¢ a porcentagem de €rro nas
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determinagfes. Sucos controle com teor de polpa (54,3% e 34,7%) nas mesmas condicdes de
medigio ndo foram analisados com a mesma sensibilidade que as amostras homogeneizadas;
por esta razio a distancia entre as placas paralelas do redmetro foi aumentada de 0,5 mm

(utilizada para as determinages das amostras homo geneizadas) a 1.0 mm.

As figuras {11-20) apresentam o comportamento da viscosidade aparente X taxa de
deformacio dos sucos homogeneizados nas diferentes pressoes de homogeneizagio e dos
sucos nio homogeneizados (controle). Pode-se observar que a viscosidade aparente diminui
de maneira inversa a taxa de deformacfo em todas as amostras, € as amostras ndo
homogeneizadas apresentam certos desvios na viscosidade préprios de uma estrutura

heterogénea.

As figuras (1-10) demostram o ajuste do modelo de Casson da raiz quadrada dos
valores de tensdio de cisalhamento vs taxa de deformagdo. Dito modelo apresenta coeficiente
de correlagiio muito bom em relag@o as amostras homogeneizadas (Ver tabela 3). Os valores
de coeficiente de correlacio das amostras ndo homogeneizadas s&o baixos. As figuras 9 ¢ 10
demonstram o carater cadtico destas particulas na medig8o no reometro. 0 modelo de Casson

n#io se ajustou aos dados de viscosidade das amostras ndo homogeneizadas.

Tabela 3.. Média dos valores de pressfo de homogeneizagic ¢ Ko com as correspondentes

médias de coeficiente de correlagio.

Pressin de Homogeneizagao (psi) Ko (Pa'?) Coeficiente de Correlagao(R’)
6000 (54,3%) * 0.76 0.99
8000 (34,7%) 0,75 .80
7000 (54,3%) 0,52 0,98
8000 (54,3%) 0,47 0,99
Controle (54,3%) 10,89 0,15
Controle (34,7%) 3,65 8,20

* 54 3% ¢ 34,7% ( teores de polpa dos BUCOS )

#+ Controle {sucos ndo homogeneizados)
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Acreditamos que & importante neste trabalho incluir og dados de Ke (Pa"‘s)”2
(Viscosidade Plastica de Casson) sendo que esta descreve em valores a forga que deve ser
aplicada em um fluido para manter-lo em movimento, ou também a resisténeia deste ao
escoamento (Seguine 1997). Sendo o Ko (Tensko Inicial Pa *) a resisténcia que possui todo
fiuido para comegar a escoar, descrevemos uma relagao Forca/ resisténcia, obtendo a seguinte

equagao:

F(Pas)

R(Pw =5 (tempo)

Aplicando esta equag#o para 08 valores de (I{o”2 e Kcm) obtidos das amostras
homogeneizadas, podemos observar que quanto maior € o tempo (s)'* em que uma forga X
age em um fluido, menor serd a resisténcia deste ao escoamento (sedimentagfo) (ver tabela 4).
Isto também coincide com as observacdes qualitativas de velocidade de sedimentacio onde se
ohservou que amaostras que tinham menor Ko precipitavam com maijor rapidez. Foram
calculados os valores de tempo (s)'” para as amostras nfio homogeneizadas, embora pelo
baixo coeficiente de correlagio destas, ndo incluimos comentéarics dos resultados nesta
discussdo. As amostras homogeneizadas a 6000 psi apresentaram OF IENOres valores de
tempo 0,08.(s)"* comparando com os valores obtidos das outras amostras homeogeneizadas. O
valor da forga (Pa.s)'” agiv em menor tempo porqué a resisténeia deste fol mailor (e
sedimentou com menor rapidez que as amostras homogeneizadas a (7000 e 8000 ps1) que

is2

apresentaram valores maiores (0,15 ¢ 0,23 ) respectivamente, ¢ também sedimentaram

mais répido que a amostra homogeneizada a 6000 psi.
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Tabela 4- Valores das Medias dos Parametros de Casson. Teor de Polpa (34,7-54,3%).

Amostra Ko (Pa)'? Kc (Pa*s)'? (Kc/ko)' ()" Coeficiente de
Correlagéo R?

Padréo CD 10,90 -0,08 Nd 0,15
(54,3%)
Padréo CD 3,05 0,03 0,01 0,18
(34,7%)
6000 psi (54,3%) 0,76 0,09 0,12 0,99
6000 psi (34,7%) 0,75 0,06 0,08 0,90
7000 psi (54,3%) 0,52 0,08 0,15 0,99
8000 psi (54,3%) 0,47 0,11 0,23 0,99

Figuras (1-10)- Ajuste de Casson. Raiz quadrada de Tensdo de Cisalhamento (TC) vs Taxa de
Deformagao (TD)
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Figura 1- “Mill Juice” homogeneizado a 8000 psi. TC vs TD
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Figura 7- “Mill Juice” homogeneizado a 6000 psi. Teor de polpa (34,7%).
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Figura 9- “Mill Juice” controle. TC vs TD. Teor de polpa 54,3%.

105




Auste de Casson
55“]
50
454 g Yoy
40-
35+
304 -
25'-

& _ [ Teo dePopa 34.7% |
19

(Tersé b Cisl ) V2 ()2

104
Q54

Qo T T T
Qo 25 50 75 100
(Tacade Deformeszo) ' (15)

Fig 7- JuiceMill. Swco Cortrd e TensZo de Cisalhamento vs TaxadeDeformagao. J

T T

T T T 1

T T T
1“]22,5 150 175 200

Figura 10- “Mill Juice” controle. TC vs TD. Teor de polpa 34,7%

Figuras 11-20- Viscosidade Aparente (Va) vs Taxa de Deformacio (TD)

Viscosidade Aparente x Taxa de Deformagao. A(8000psi). 54,3%
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Figura 11- “Mill Juice” homogeneizado a 8000 psi. Vax TD.
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Viscosidade Aparente )

Viscosidade Aparente x Taxa de Deformacéo. B(8000 psi) 54,3%
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Figura 13- “Mill Juice” homogeneizado a 8000 psi. Va x TD.

Viscosidade Aparente ()

Viscosidade Aparente x Taxa de Deformacao. A(7000 psi) 54,3%
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Figura 14- “Mill Juice” homogeneizado a 7000 psi. Va x TD.
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Viscosidade Aparente x Taxa de Deformacgdo. B (7000psi). 54.3%
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Figura 15- “Mill Juice” homogeneizado a 7000 psi. Va x TD.
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Figura 16- “Mill Juice” homogeneizado a 6000 psi. Va x TD.
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Viscosidade Aparente x Taxa de Deformagao. B(6000psi). 54,3%
0,12
01
£ 008
2
1]
o
<
o 006
b=
L]
o
0
0
O  004-
A
e
002 T
0+ : . ; ;
0 50 100 150 200 250 300 350
Taxa de Deformagao (1/s)

Figura 17- “Mill Juice” homogeneizado a 6000 psi. Va x TD.

Viscosidade Aparente x Taxa de deformagao. A(6000 psi). 34,7%
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Figura 18- “Mill Juice” homogeneizado a 6000 psi. Teor de polpa 34,7%.
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Figura 19- “Mill Juice” homogeneizado a 6000 psi. Teor de polpa 34,7%.

Viscosidade Aparente x Taxa de Deformagao. Padrao (54,3%)
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Figura 20- “Mill Juice” controle. Teor de polpa (54,3%). Vax TD.
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Viscosidade Aparente x Taxa de Deformacao. B(6000psi). 34,7%
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Figura 21- “Mill Juice” controle. Teor de polpa (34,7%). Vax TD.

5  CONCLUSOES

A aparéncia do suco apos homogeneizagio melhorou notavelmente. A viscosidade
aparente das amostras (homogeneizadas e ndo homogeneizadas) € superior em sucos com
maior teor de polpa em relagao aos de menor teor. Todos os sucos de subprodutos de abacaxi
homogeneizados e ndo homogeneizados sedimentam. A morfologia celular das fibras do
abacaxi sdo modificadas (de ovoides para esticadas) apos o tratamento de homogeneizagao.

Valores de tensdo maior indicam menor tendéncia a sedimentagao que valores menores.

Nao possuimos dados para concluir que maiores ou menores valores de Ko poderiam
marcar uma tendéncia de menor ou maior sedimentagdo em sucos ndo homogeneizados, sucos
com diferentes teores de polpa ndo homogeneizados, sucos homogeneizados a pressoes
menores a 5000 psi, ou em outros sucos de outras frutas com composicdes diferentes (baixo

teor de solidos por ex.)
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Entre as limitacdes de aplicagio desta metodologia citamos as seguintes: nem todes os
fluidos apresentam valores de Ko (Tensdio inicial) s podendo ser aplicada em fluidos que

possuem abundantes sélidos em suspensfio ¢ de estrutura bastante homogénes.
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CAPITULO 7 -

INFLUENCIA DA GOMA NATIVA DE ABACAXI SOBRE AS
PROPRIEDADES REOLOGICAS E A ESTABILIZACAO DO SUCO
DOS SUBPRODUTOS DE ABACAXI (SMOOTH CAYENNE)

1 RESUMO

As gomas sio definidas como materiais poliméricos, que podem ser dissolvidos na dgua
produzindo um efeito espessante. A goma nativa do abacaxi preserte tanto na polpa como no
suco feito dos subprodutos, é um polimero neutro formado principalmente por manose €
galactose muma proporggo de 2,25:1. Neste trabalho foi estudado o efeito das gomas nativas
do abacaxi, sobre a estabilizagio e propriedades reoldgicas do suco (35% de teor de polpa).
Foi utilizada uma enzima pura (hemicelulase) de nome comercial gamanase (Novo Nordisk}
em concentracdes de (0,75, 0,38, 0,3 e 0,03%) para hidrolisar a goma nativa presente no suco
dos subprodutos de abacaxi. As condigdes da hidrélise de tempo e temperatura foram 70°C/th
e o pH do suco foi de 3,5. Foi utilizado o reometro de Haake para fazer as determinacdes dos
pardmetros reologicos. Para fazer as interpretagbes ¢ ajuste no (software origin 3.5) dos
pardmetros reologicos, fol empregado a equagho do modelo de casson. Para avaliar as
tendéncias de sedimentacio do suco apds tratamento enzimatico, foram comparados 08
valores guantitativos de Ko (Tensdo inicial) (Pa)'”, com observagBes qualitativas de
sedimentaciio em tubos de ensaio. Todas as amostras hidrolizadas e controle sedimentaram.
As amostras que apresentaram matores valores de Ko foram hidrolizadas com concentracdes
maiores de enzima e sedimentaram mais ripido em relagdo as de menor concentragio. Os
valores de Ko encontrados foram (2,6, 2,08 1,09 0,8 Pa)”z, na ordem correspondente as
concentracdes de enzima utilizadas para a hidrolise (0,75, 0,38, 0.3 e 0,03%). As mesmas
tendéncias foram encontradas quando se determinou a viscosidade aparente (Pa*s) que
dimimeu emn todas as amostras apos hidrélise. Foram comparados os valores de viscosidade
aparente das amostras hidrolizadas com as das amostras homogeneizadas a (6000, 7000, 8000
psi) em um homogeneneizador Gaulin de Dupla Pistio Tipo 15M, 8TA SMD. A viscosidade
pléastica (Pa*s)® nas amostras controle mudou muito pouco em relacio as armostras
hidrolizadas. Amostras hidrolizadas com (0,3 - 0,03%) de enzima tinham a mesma

viscosidade plastica.
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2 INTRODUCAO

O abacaxi (polpa e subprodutos) ¢ rico em hemiceluloses que estdo compostas
principalmente de xilose, arabinose, glucose, galactose, manose ¢ &cido uronico. As
hermiceluloses  sdo  descritas como  wm  grupo heterogéneo de  polissacarideos
(glucomamananos, galactomananos, xilanos etc) que contém diferentes tipos de aglcar
{hexoses, pentoses) e em alguns casos #cidos uronicos (BARTOLOME, 1995; CHAN, 1977).
A goma de abacaxi é um polimero formado principalmente por manose e galactose numa
relagdio de 2,25:1. A sua estrutura assemelha-se 4 da goma guar ¢ a sua funcionalidade 4s

gomas tragacanto e “locust bean”, todas estas do grupo dos galactomananos (CHENCHIN er
al 1978).

As gomas sao definidas como materiais poliméricos que podem ser dissolvidos na dgua
produzindo um efeito espessante. A goma presente no suco de abacaxi € solivel em dgua {ria,
é branca, flocosa, higroscopica, contém 79-92% de agucares, 7-12% de umidade, 1.5% de

proteina, 1,5-3,7% de cinzas e 0,5% de compostos fenélicos.

Propriedades inerentes no suco de abacaxi como viscosidade, capacidade de formacéo
de espurna e capacidade de retengdo de polpa, séo atribuidoes a presenca da goma nativa do
abacaxi (CHENCHIN er a/ 1984). Tem se observado a importdncia desta goma por sua grande
capacidade de retengfio de 4gua, pela formaglo de solugBes viscosas ainda que dispersdes bem
dilidas; € muito significativo a eliminagfo desta goma para otimizar processos de

clarificacdo e filtragdo (JANSER, 1997).

Uma das propriedades da goma de abacaxi é o cardter neutro do polimero que maniém
uma viscosidade constante na faixa de pH de 3-9, isto poderia ser importante na aplicacio da
goma em alguns produtos. A hidrélise enzimdtica parece ser um método eficar para tirar a
goma do abacaxi e deste modo avaliar o efeifo que tem a goma nativa na sedimentagdo dos
sélidos suspensos, assim como nas propriedades reologicas do suco. Isto teria um efeito sobre
a viscosidade, solidos em suspensio e estabilidade da turbidez uma vez que a enzima rompe a
rede do polimero, alterando as suas propriedades funcionais. As hemicelulases comercials de
forma similar as nativas sio enzimas que rompem as cadeias polimericas dos galactomananos,

diminuindo a viscosidade aparente e a turbidez do suco (DQKO, 1991: CHENCHIN, 1984).

Para a produgdo de sucos integrais onde a presenga de sOlidos em suspensdo €
desejavel, a presenca desta goma ¢ importante e requer-se, para evitar a sua hidrélise, de
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tratamentos térmicos que inativem enzimas hemicelulases nativas. Pelo tanto toma-se
necessario para a execugdo deste trabalho inativar as hemicelulases nativas do suco para

posteriormente adicionar hemicelulase enddgena comercial.

Para calcular as tendéncias dos sucos & sedimentar foi utilizado a Tenso inicial (Ko)
pardmetro de ajuste incluido na equagio do modelo de Casson. O (Ko Pa*) e a resisténcia

que possui todo fluido para comecar a escoar.

Este parametro junto com (K¢ Pa*s) sio muito utilizados para avaliar as propriedades

reoldgicas do chocolate ¢ fluidos com muitos solidos em suspensao SEGUINE, 1985

Neste frabalho, tratando-se do estudo dos parfmetros reclogicos de um suco com
grande teor de polpa (35%), foi utilizado o pardmetro (Ko) do modelo de Casson. A

sedimentacdo foi avaliada aps ter sido hidrolisada a goma nativa presente no SUCO,

O objetive deste trabalho foi destacar a importincia real da goma nativa do abacaxi na
incidéncia de sedimentaciio da polpa em suspensfio e na viscosidade aparente do suco dos

subprodutos de abacaxi.
3  MATERIAL E METODOS.
3.1 PREPARACAO DA AMOSTRA

Suco de “mill juice” com 35% de teor de polpa (residuos: cascas, miolo, extremidades)}
foi obtido em planta piloto e mantido a temperaturas de refrigeracio entre (3-7°C). As
hemicelulases nativas do suco foram inativadas apds extragdo, submetendo o suco 2
temperatura de 85°C/3min em um tacho aberto, que emseguida foi pasteurizado dentro de

latas (85°C/30min) em um tanque com dgua esquentada a vapor.
311 TRATAMENTO ENZIMATICO

Para hidrolisar a goma de abacaxi foi utilizada uma enzima hemicelulase pura de
nome comercial gamanase 1.0 L (Novo-Nordisk). Foram utilizadas concentracdes de (0,75%,
0,39%, 0.3% ¢ 0.03%) da enzima a 70°C /1h. O pH do suco foi de 3,5. Foi utilizado uma
amostra controle. A enzima foi utilizada pura para evitar hidrolise de outros componenies
celulares do abacaxi, como proteinas, pectinas, celulases (etc). A enzima gamanase €

especifica para hidrolizar galactomananos (NOVO, 1996). Enzimas comerciais sfo
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geralmente misturas de enzimas pectinoliticas, celulases e hemicelulases (SREENATH et al.,

1994; SREENATH et o, 1987, CHENCHIN, 1978).
3.1.2 EQUIPAMENTO

O equipamento para analisar os efeitos da hidrdlise enzimatica nas propriedades
reologicas da goma (Ko, Ke, viscosidade aparente}, foi o Viscosimetro de Haake rotavapor R-
20 com sisterna de medida ZA 30, as distincias entre as placas paralelas sendo de lmmi
Todas as amostras (hidrolizadas e controle) foram mantidas lhora no banho controlade
termostaticamente a 20 + 0.1°C antes das analises. O tempo de corrida foi de 4 minutos,
completando um total de 40 pontos analisados, sendo 2 minutos para as faixas de velocidade
de rotaclio crescentes € 2 minutos para as faixas decrescentes. Todas as medicdes foram feitas

em triplicatas e os 2 valores mais proximos de Ko obtidos foram reportados para a discusséo.

Os pardmetros analisados quantitativamente foram viscosidade aparente (1),
viscosidade plastica de casson Ke (m)'” e tensdo inicial (Ko)™. Foi realizado uma andlise
qualitativa que consistia em observar a sedimentacdo dos sucos com as diferentes
concentragdes de enzimas ( 0,75%,0,39%, 0,3% 0,03%) ¢ estes comparados com o confrole
{sem adicio de enzima). Para efeno da homogeneizagio foi utilizado um homogeneizador

Gaulin de Dupla Pistiio Tipo 15M, §TA SMD.
TENSAO INICIAL (Ko)**

O parmetro Ko (Tensfo inicial Pa') ¢ um valor obtido apds a regressdo linear dos
dados de tensio de cisalhamento e taxa de deformagio medidos no reométro de Haake
rotavapor RV-20. Para fazer o ajuste foi utilizado a equagio do modelo de Casson que como
todo modelo reclogico, descreve ¢ comportamento €m uma determinada condi¢dio dos

pardmetros reclogicos do fluido (MIZRAHL, 1975}
Equacio de Casson:

2 = Ko+ Ke 442

= Tens#o de Cisathamento (Pa)

v = Taxa de Deformagao {1/ s)

Ko= Tensio Inicial (Pa)"”?

Kec = Viscosidade Pléstica de Casson Kc (Pa * s) &
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A tensiio inicial (ko) é um parAmetro inerente no estado de repouso dos fluidos; €
descrito como a resisténcia que possuem alguns fluidos para comegar a escoar, ou a forca que
precissa aplicar-s¢ para que o fluido comece a escoar (SEGUINE, 1985). Com estas
consideragGes © (Ko0)'? foi utilizado neste trabalho como um referencial das tendéncias de

velocidade de sedimentaco do suco extraido dos subprodutos de abacaxi,
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos resultados de (Kom) neste estudo, (Tabela 1) os maiores valores apresentados s&o
os que mais rapidamente sedimentam, em ordem decrescente, Os valores de velocidade de
sedimentaciio nio sio quantitativos, sdo valores qualitatives escolhidos aleatoriamente, no
entanto demostram uma tendéncia que se observou na velocidade de sedimentacfio dos sucos

submetidos a hidrolise enzimatica (figura 1).

Tabela 1- Valores das médios de Ko e Ke

Amostra % de Enzimas (Ko} " Kc (Pa*s)??
0,03 0,80 0,085
0,3 1,09 (1.085
0,38 2,08 0,13
0,75 2,60 0.14
Controle* 2.19 0,145

* Nas amostras controle nenhuma concentragdo de enzima foi adicionada

Concentragdes baixas de enzima gamanase 1.0 L (0,3%-0.03%) s@0 necessarias para
hidrolizar a goma nativa do suco. As amostras (sucos) hidrolizadas com menores
concentragBes possuiam menor viscosidade plastica e sedimentavam menos que as que foram

hidrolizadas com maiores concentragles.
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Ko- Hidrdlise x Velocidade de sedimentacao

Ko(Pa 1/2)
NoW e O~

—_
T

o
=
|

velocidade

Figura 1- Valores de tensdo inicial (Ko™ do suco hidrolisado com gamanase em

concentragdes de (0,3-0.03%) relacionados com velocidade de sedimentagdo observada.

Em um estudo paralelo (medindo o Ko de suco de subprodutos de abacaxi
homogeneizado teor de polpa 35%) observou-se que sucos com valores de Ko maiores
sedimentavam menos que os com valores menores (fig.2), a unica diferencia nas condigdes do
experimento sendo a distancia entre as placas paralelas do reometro, que no caso das amostras
hidrolizadas foi de 1.00mm a diferencia de 0,5 mm que se utilizou para as amostras

homogeneizadas.

Ko- Homogeneizagio x Velocidade de sedimentacao

Ko(Pa 1/2)
{10 TR TR N ) B = > I

velocidade

Figura 2- Valores de tensdo inicial (Ko'?) do suco homogeneizado com pressdes de

(6000,7000, 8000 psi) relacionados com a velocidade de sedimentagdo observada.
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Embora tenha se observado nos experimentos de hidrolise enzimatica, que sucos com
valores menores de Ko sedimentavam menos, € importante fazer algumas observagdes que

justificam estas diferencias de criterio do (Ko) 2 de um processo para outro.

As particulas do suco hidrolizado sdo muito heterogéneas pela mistura de material
(casca, miolo, extremidades e pequenas quantidades de polpa aderidas na casca), as particulas
homogeneizadas sio mais homogéneas. O suco hidrolizado formava grumos que impediam a
medi¢do em distancias de placas menores a 1.00 mm enquanto o suco homogeneizado nao
formava grumos e podia ser medido em distancias de placas de 0,5 mm. O redmetro de Haake
¢ muito sensivel nas suas medidas e uma particula ou conjunto de particulas diferentes
modifica a repetibilidade. As duplicatas de amostras hidrolizadas nao tinham valores

1/2

proximos de (Ko)'"* como as amostras homogeneizadas.

Precisam-se de mais estudos para afirmar que o (Ko)" dos sucos hidrolizados dos
subprodutos de abacaxi pode ser utilizado como um parametro para avaliar a velocidade de
sedimentagio do mesmo. Estes estudos contribuiriam para demonstrar porqué o (Ko)'?

apresentou diferentes critérios em processos diferentes ( fig. 3).

Tensio inicial (Ko) de diferentes processos x
Velocidade de sedimentacao

? ]_... - — T

6 1 \
g -
il i [ homogeneizagao |
el | |—Hidrdlise
X, —

14

O g e — ———— s

velocidade

Figura 3- Valores de tensdo inicial Kol/2 dos processos de hidrolise enzimatica e

homogeneizago em relagdo a velocidade de sedimentagao observada.

A tabela 3 apresenta os valores de (Ko)” nos diferentes processos. Formulando uma
hipotese (mais pelos fatos qualitativos observados que dos quantitativos), no caso destas

tendéncias serem reproduzidos muitas vezes em diferentes condi¢des de medigdo, pode existir
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a possibilidade de testar estes nos processamentos combinados (hidrélise-homogeneizagéo),
para obter um ponto onde forgas antagdnicas com valores similares convirjam e os sélidos

insoldvels em suspensdo nfo sedimentern.

Na hidrélise parcial dos galactamananos aumentam as unidades monoméricas € a area
de retenclo de dgua do substrato hidrolisado. Se uma for¢a empurra wm conjunto de particulas
bem homogeneizadas até o fundo de uma garrafa poderia também existir uma forga
antagbnica de retenglo que a chamaremos gomas nfo hidrolisadas ou parcialmente
hidrolisadas, que exercem o efeito contrario, e tentam evitar essa tendéncia. ASKAR et al,
(1992 e CARLE (1998) reportaram que apds a hidrélise enzimatica ocorre uma formagio de
particulas extremamente hidratadas que podem promover a suspenséo de particulas s6hdas.,
Isto favorece a estabilizac@o dos sucos pelo aumento na distribuigdio das particulas e a redu¢8o

da densidade entre o soro ¢ 0s sélidos em suspensio do suco.

Tabela 3- Valores de Ko dos processos de Homogeneizagio ¢ Hidrolise enzimética.

Hidrélise: (Ko)? Homogeneizagde (Koy'”
(% de Enzima) (pst)
0,03 0,80 6000 (35%)* 0,755
0,3 1,09 7000 (54,3%)+ 0,520
0,38 2,08 8000 (54,3%) 0,509
0,75 2,60 Controle (35%) 3,054
Controle 2,19

* Amostra com 35% de téor de polpa.
+ Amostra com 54,3% de teéor de polpa.

Em relacio a viscosidade aparente n (Pa*s) na TABELA 4 pode-se observar 0s

valores maximo e minimo de viscosidade encontrados € seus respectivos valores de ('Ko)m
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Tabela 4- Parfimetros reclégicos: Viscosidade aparente 7 (Pa*s) e (Ko)'? Pa'? de sucos dos

subprodutos de abacaxi apds hidrdlise com hemicelulase.

Concentraco de enzima (%) | Viscosidade Aparente () (Ko)'* pa'?
(Pa*s}
0,75 0.36 2,6
0,38 0,23 2,1
0,30 0.08 1.1
0,03 0,05 0,8
Controle 0,28 2.2

A perda da viscosidade aparente do suco diminui em proporgio inversa a concentracao
de enzima utilizada para 2 hidrélise, no entanto esperava-se que ocorresse 0 CONtrario, ou seja,
em concentragdes maiores de enzima deveria ocorrer uma perda maior de viscosidade
aparente. Na tabela 4 pode-se observar os valores maximo e minimo de viscosidade

enconirados.

As observacBes do ensaio de sedimentagdo nas amostras analisadas (tabela 4) foram,
em ordem decrescente de velocidade de sedimentagiio: 0,75% > controle > §,38% > 0.3% >
0,03%. Os valores de viscosidade aparente sugerem o contrario das observagdes qualitativas
de sedimentacdo e aquilo indicade pelos valores de (Ko) * | pois maiores valores de

viscosidade sugerem uma menor sedimentagdo, fato que ndo ocorreu neste trabatho.

A viscosidade aparente dos sucos (teor de polpa 35%) homogeneizados a 6000 psi foi
muito préxima a do suco hidrolizado com 0,03% de gamanase, isto também foi observado em

relacfio aos valores de (Ko) * comparar valores destacados com negrito TABELA (4, 5).



Tabela 5- Pardmetros reoldgicos: Viscosidade aparente 1) (Pa¥s) ¢ (Koo)' Pa'”? de

sucos dos subprodutos de abacaxi apés homogeneizagio

Pressio de Homogeneizacio  Viscosidade Aparente (1) (Koo)' pa'”?
{ps1) (Pa*s)
6040 * 0,04 0,76
7000 ** 0,03 0,52
8000 ** 0,63 0,48
Controle * 3,05 0,16

* Amostra com 35% de t€or de poipa.
** Amosira com 54,3% de téor de polpa.

Todos os dados de viscosidade aparente foram as médias dos valores obtidos no
terceiro ponte de corrida & altura do valor de taxa de deformacdo de 50 (1/5). Nio foram
escothidos o primeiro ¢ o segundo pontos para evitar erros provocados pela heterogeneidade e

formag#o de grumos das particulas apés o processo da hidrdlise enzimaética.

A diminuicdo da viscosidade aparente por hidrélise enzimdtica foi maior do que a
provocada pelo processo mecinico de homogeneizagdo nas condicdes de estudo. Dividindo-se
o valor maximo de viscosidade pelo minimo (0.28/0,05), calcula-se a taxa de diminuigdo de
viscosidade (3,6 vezes). Pelo outro lado a diminuigio da viscosidade aparente aplicando uma
pressiio de homogeneizagdo de 6000 psi em um suco de (35%) de teor de polpa foi de 4 vezes
(0,16/0,04) em relagio & amostra controle. Estes dados sugerem que O processo de hidrélise
enzimatico diminui a viscosidade aparente 1,4 vezes (5,6/4) mais que o processo mecanico de

homogeneizagho no suco com teor de polpa de 35%.

As figuras (4-13) representam os ajustes de Casson dos pardmetros tensdio de
cisathamento vs taxa de deformacio.O comportamento da viscosidade aparente das amostras

em relacio a taxa de deformag#io esta descrito nas figuras (14-23 )



FIGURAS (4-13 )- Ajuste de Casson. Tensdo de Cisalhamento (TC) vs Taxa de Deformagao
(TD)
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FIGURAS 14 -23: Viscosidade Aparente (VA) X Taxa de Deformagao (TD)
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Figura 14 - “Mill Juice” hidrolisado com 0,75% de hemicelulase. Va X TD
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Viscosidade Aparente x Taxa de deformagdo. Amostra A (0,38%)
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Figura 16 - “Mill Juice” hidrolisado com 0,38% de hemicelulase. Va X TD
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Figura 17 - “Mill Juice” hidrolisado com 0,38% de hemicelulase. Va X TD
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Viscosidade Aparente x Taxa de Deformagdo. Amostra A (0.3%)
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Figura 18 - “Mill Juice” hidrolisado com 0,3% de hemicelulase. Va X TD

Viscosidade Aparente x Taxa de Deformagéo. Amostra B (0,3%)

0,12 4
014
0.6 |

0oe {

Viscosidade Aparente ( 3)

vz |

- - oy i o
Taxa de Deformagéo (1/s)

Figura 19 - “Mill Juice” hidrolisado com 0,3% de hemicelulase. Va X TD
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Viscosidade Aparente x Taxa de Deformag3o. Amostra A (0,03%)
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Figura 20 - “Mill Juice” hidrolisado com 0,03% de hemicelulase. Va X TD
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Viscosidade Aparente x Taxa de Deformagéo (controle A).
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5 CONCLUSAO

A viscosidade aparente apresenta uma considerdvel diminui¢fio quando sfio utilizadas
menores concentragdes de enzima (0,03% - 0,3%). Aparentemente estas concentragdes s3o as
mais apropriadas neste estudo para hidrolizar a goma nativa presente no suco dos subprodutos

de abacaxi.

Neste estudo referente a gomas nativas presentes no suco, 0s resultados do trabalho
sugerem algumas hipdteses que precisam ser confirmadas, principalmente em relaciic a

1

utilizagdo do parametro de (Ko) *'° como pardmetro para medir as tendéncias de sedimentag3o

do suco,

Estudos conjuntos dos diferentes processos sfo necessarios para entender melhor o

fendmeno da sedimentagio
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CAPITULOS ~
ENZIMAS
1 RESUMO

A pectinametilesterase (PME) € uma enzima altamente especifica para as estruturas
quimicas de D-galacturonanos e catalisa a hidrélise dos grupos éster metilicos dos residuos de
4cido galacturonicos da pectina. A perds da turbidez do suco pasteurizado, como
conseqiéncia da sedimentagfio da fase dispersa é um serio defeito de qualidade que €
provocado pela agBio da PME. A enzima PME esta presente em todo material celular das
plantas e se apresenta nas frutas em difereﬁtes isoformas (isdmeros), que t€m diferentes
estabilidades térmicas. Tem se reportado isdmeros de PME que ndo perdem a sua atividade
total ainda submetidos a temperaturas superiores a 100°C. Neste trabalho estudou-se em 9
condicdes diferentes (de tempo ¢ temperatura) a velocidade de reagBio da PME com o
substrato (pectina de alto grau de metoxilagio 50%-65%), adicionada ao suco extraido dos
subprodutos de abacaxi (Smooth cayenne). Os resultados foram avaliados em (ug) metanol
liberado pela enzima PME que descreveu a velocidade de reagdo entre enzima {PME} e o
substrato (pectina) em diferentes condi¢des de tempo ¢ temperatura. Posteriormente mediu-se
4 atividade residual da PME no tratamento que apresentou 2 menor concentragio de metanol
(menor velocidade de reagho enzima-substrato). Os resultados da atividade residual da enzima
foram descritos em ug/ml/min O tratamento a 85°C/3,5 minutos apresentou baixa velocidade
de reacio enzima-substrato. Nessas condiges a enzima PME Lberou a menor concentragio
de metanol com relagio aos outros 10 tratamentos. O tratamento a 75°C/1,45min fol o que
apresentou maior atividade enzima-substrato pois apresentou a mator concentraglo de
metanol liberada pela PME. Em relago a atividade residual da enzima PME, os tratamentos 2
§5°C/2-3 min. foram os que menor valor de atividade residual de PME apresentaram, sendo ©
melhor 85°C/3min. Estes tltimos resultados de atividade residual da PME concordam com o0s
valores obtidos no estudo de velocidade da reagfio enzima-substrate em condigdes de tempo e

temperatura similares.
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2 INTRODUCAO

Um dos principais problemas na indéstria de frutas, ¢ manter a turbidez dos sucos de
frutas e vegetais durante o tempo de estocagem (CASTALDO et al 1997). Os sucos de frutas
tropicais sfio frequentemente bebidas tirbidas devido ao alto teor de pelpa que possuem. A
dessestabilizachio por sedimentagdo ou parcial separagio da polpa do soro do suco € wm sério
defeito de qualidade (ASKAR & TREPTOW, 1992; BINNING, 1992; GIOVANE, et al
1996). A aparéncia visual {cor) e distribuicio homogénea das particulas em hebidas nd@o
clarificadas é um fator decisivo para a sua aceitag@o (CARLE, 1998). Apds a sedimentagdo
das particulas insoliveis ha também perdas do sabor carateristico do suco (CAMERON et al
1998). Entre as principais causas da sedimentag3o e perda de estabilidade dos sucos estdo o
tamanho das particulas dispersas no suco ¢ a inativagdo parcial (ou regeneragdo durante o

estocagem) das enzimas pectinametilesterase e poligalacturonase CASTALDO, 1991

A pectinametilesterase (PME) é a enzima responsavel pela separaco de polpa dispersa
ern sucos citricos e tropicais (BIGNON, 1996; MACDONALD, et al 1596). A PME rompe 05
grupos metil do C6 das pectinas esterificadas, formande pectina com baixe teor de metoxilo
que sofre seguidamente a agfio da poligalacturonase que rompe & cadeia formando acido
péctico de baixo peso molecular que se liga ao calcio {cross-linking), precipitando

posteriorments (CAMERON ef af 1998, BAKER ef al, 1996; BARRET, ef al., 1994).

Diversos autores tem reportado a resisténcia a tratamentos témmicos das enzimas
pectinesterases. Esta termoestabilidade tem sido atribuida a fragbes (isoméricas) da enzima

(SNIR, ez ¢l , 1996, HOLLAND ef af , 1976; CAMERON et al (1995).

A PME tem sido encontrada em todo material extraido de plantas. Nas frutas
normalmente existern dois ou mais isbmeros desta enzima, tendo um destes maior

estabilidade térmica que seu homdlogo ALONSO et al 1997

A PME tem se destacado por ser termoestivel. Tratamentos térmicos drasticos,
superiores a 101°C, em suce de -abacaxi, foram necessarios para inativar a
nectinametilesterase (CASTALDO er al 1991;GHERARDI et al 1994). Em um trabalho

realizado por CASTALDO er al (1997), com 18 amostras de sucos comerciais processados de
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8 diferentes frutas, somente 4 amostras provenientes de diferentes firmas processadoras de

suco de abacaxi, apresentavam atividade da enzima PME residual.

CAMERON et al (1995) encontrou que 45,2% de atividade da enzima em “grapefruit”,
se mantém apés tratamento térmico de 95°C por 1 minuto. CAMEROGLU, 1998 encontroun
4.5% de atividade de PME em laranjas e “grapefruit” apés 5 minutos a 80°C, Foram também
estudadas as resisténcias térmicas de 6 isomeros de PME em laranjas. A forma mais
termoestavel mantéve 29% da atividade depois de ter sido incubada a 95°C /Imin
(CAMERON et al., 1994). Estes trabalhos fortalecem a hipétese de que o principal fator
responsavel pela sedimentacic e perda de turbidez no suco de abacaxi seja uma fragio

termorresistente de PME ainda nfio caraterizada e purificada, embora sua presenca na sua

forma nativa foi comprovada por GHERARDI et ol (1994).

Tem sido estudada por muito tempo a estabilidade térmica da pectinesterase, a maiona
dos estudos t8m sido feitos no intervalo de 70- 95°C, e na grande parie fol reportada a
ocorréncia de isoenzimas de pectinesterases termoestdveis (DE SIO er af 1995, LABIB ef
al,1993; ALONBQO et al , 1997).

O contetdo de pectina no soro e lamela média das frutas € muito importante na
estabilizacio de sélidos em suspensdo, por exemplo no abacaxl a pouca porcentagem de
pectina é responsavel pela baixa estabilidade deste suco. Desta maneira o baixo contetido de
pectina, acresentado ao retardo da inativagio da PME, sdo uns dos fatores responséveis pela
sedimentaciio de sucos GHERARDI er ol 1994, CARLE, 1998.

As pectinas sdo polissacarideos estruturais que se encontram nas plantas superiores
fornecendo-the certas propriedades de textura. Estdo constituidas por cadeias de acido D-
galacturénico com unides alfa. Dependendo do grau de esterificagéo e do comprimento das

cadeias as substancias pécticas dividem-s¢ em trés:
ay Pectinas

b} Acido péctico ou pectato

) Acido pectinico

As mudangas esfrufurais destas substincias sio fatores que estfio associados a agho de

enzimas, principalmente as pectinestarases e poligalacturonases (MONTANEZ)}
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Tabela 1- Concentragio de pectina em frutas frescas (%)

FRUTA PECTINA %
Maca 0.5-1,6
Péra 0,5-0.8

Damasco 0.7-1,3

Laranja* 4,5-4.9

Lim#o 3,0-4,0
Grapefruit 1,6-4.5
Péssego 0,3-1,2
abacaxi*** .21
Suco de residuos de abacaxi ("Mill 0,08-0,1
Jujceyr¥**

Fonte: FOGARTY, 1972: BRADOCCK*; JANSER, 1997%%*; Anbnimo 1998 BREE

Foi escolhida a metodologia de superficie de resposta para amalisar a atividade da
PME apbs tempos e temperaturas pre-determinacos. Esta metodologia tem a vantagem de

otimizar as condicdes dos pardmetros de estudo, quaisquer sejam os objetivos propostos.

O objetivo deste trabalho foi encontrar um tratamento combinado dos pardmetros
tempo (0,05-3,5 min).e temperatura (75-95°C) onde a PME presente no suco do abacaxi
apresente a menor atividade {velocidade de reagiio com o substrato pectina metoxilada). O
segundo objetivo ¢ determinar a atividade residual da enzima PME a 30°C/1h em Intervalos

de 0, 1,2, 3 4.5 minutos, .nas condigdes 6timas determinadas para a velocidade de reago.
3 MATERIAL E METODOS

Foi utilizado abacaxi de variedade Smooth Cayenne para produgio de suco dos
subprodutos de abacaxi “mill juice”. O *mill juice” é o suco extraido das cascas, mioclo e
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extremidades de abacaxi, Na atualidade as industrias processadoras do suco de abacaxi,

utilizam toda a fruta para a extragiio 4o suco, o que representa um aumento no rendimento de
30% (SAVITCIL, 1995; TISSEAU, 1986).

31 DETERMINACAO DA ATIVIDADE (VELOCIDADE DE REACAO ENZIMA-
SUBSTRATO) E ATIVIDADE RESIDUAL DA ENZIMA
PECTINAMETILESTERASE

As atividades da pectinametilesterase (velocidade de reagfic com o substrato e
atividade residual) foram determinadas segundo o método colorimétrico para quantificar
metano! descrito por WOOD E SIDIQUI (1971). As leituras de absorbancia (412nm) foram
realizadas em um espectofotdmetro Beckman DU-70. Foram utilizados reagentes de grau
analitico e de acordo com os requisitos dos métodos empregados, incluindo permanganato de
potassio, arsenito de sédio, acetilacetona (destilada na hora da andlise), tamp8o pH 7.5 ¢

pectina (Unipectine SS 150 citrus), com grau de esterificago entre 50- 65%.
1.1.1  EXTRACAO DE PECTINAMETILESTERASE (PME)

O suco extraido foi centrifugado a 4°C, 5000rpm /8 minutos. A diluigo utilizada foi

1:6 (4gua destilada a 4°C: suco cenfrifugado)}.
3.1.2 AMOSTRA CONTROLE

Foram utilizadas amostras controle (sem adigBio de pectina de alta metoxilagdo) para
cada tratamento, para descontar do resultado a quantidade de metanol liberado antes dos
tratamentos pela pectina nativa do abacaxi pela aglio da PME, Os resuitados apresentados de
concentragdo de metanol foram obtidos pela diferenga de concentragao das amostras tratadas

gue contém a pectina de alta metoxilaglo com 0 controle.
3.1.3 TESTES PRELIMINARES

Ensaios preliminares para testar o método demostraram a grande sensibilidade do
mesmo , € comprovaram que existe atividade enzimatica de PME acima de 95°C. A atividade
fol maiof em 75°C er ambos os tratamentos, no fempo escolhido aleatoriamente (1 min).
Nestes ensaios também foi escolhida a dilvigio de amostra mais apropriada. A atividade da

PME foi definida como: ug metanol /ml /min.
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114 ANALISE ESTATISTICA

Foi escothida a metodologia de superficie de resposta deserita por ARTEAGA er al
(1994) para delinear e analisar os resultados do experimento, que visava medir a velocidade
de reagho (enzima - substrato). A metodologia trabatha com varidveis independentes, e com
varidveis dependentes. Traballiou-se com 2 varidveis independentes: tempo (min) ¢
temperatura (75°C -95°C), a varidvel dependente foi a concentragio de metanol liberada pela
enzima pectinametilesterase. A concentragio de metanol descreve a velocidade de reagdo da
enzima (PME) com o substrato (pectina). Utilizando esta metodologia delineou-se o trabalho
{Tabela 1).

Tempo = 0,05~ 3,5 min.
Temperatura = 75-95°C
Ntmero de Experimentos =27 + 2n + 3
n= Numero de varigvels independentes

Varidvel Dependente: Atividade da enzima pectinametilesterase (velocidade de reagfo

enzima-substrato) expressa em concentragiio de metanol liberado pela enzima.

Os valores (+ 1, = a e 0) sio os valores codificados das variaveis independentes,
(sendo X1= 1,4, e “0” o ponto central). Para obter os dados de tempo dos pontos extremos (-

a, +o) se realizam os seguintes cleulos:
Equagdo 1:

-Xi=136 .

-1 =0,5 (minutos)

0= {Imin. 45 s)

+1 = 3 (minutos)

+X2=14
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-1,36 -1 0 +1 +1,4
X 0.5 1457 3 X
0+136  0+1 ,4-0 X, -105

105-X; 105-30

05-X, =75%(1,36)

X = 3 seg

Da mesma forma, s6 mudando os valores da equagio 1, vap se obter os valores
extremos (X ¢ X, ) da temperatura.. Os valores médios (-1 +1) de tempo e lemperatura se
obtém das médias dos valores propostos para o experimento. Os niveis codificados ¢ ndo

codificados que representam os valores maiores e menores das varidveis independentes sdo

apresentados na TABELA 1.
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Tabela 2- Niveis reais e codificados das varidveis independentes no delineamento
experimental
Nivels
Variaveis Valor Ponto Ponto central Pomto Valor
Mmaximoe fatorial fatorial minimo
+1.4 +1 { -1 -1,36
Tempo {min} 3.5 3 1.43 0.3 0,05
Temperatura 85 92 85 78 75
&Y
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Com os valores dos niveis apresentados na TABELA 2 foi feito o delineamento dos 11

experimentos apresentados na tabela 3.

Tabela 3- Niveis codificados e ndo codificados dos 11 experimentos

Parimetros ndo
Parametros codificados
codificados

Xi(tempo min.y  X2(Temperatura °C} X1 X2
- - 0,5 78
+ - 3 78
- + 0,3 92
+ + 3 92
-1,36 0 0,05 85
+1,4 0 3.5 85
0 -1,36 1,45 75
0 +1,4 1,45 95
& 0 1,45 83
0 0 1.45 85
& 0 1,45 85

Os dados da tabela 2 apresentam os valores reais dos 11 experimentos que foram

delineados pelo modelo de superficie de resposta
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4 RESULTADOS E DISCUSSAQ

Os wvalores de concentracdo de metanol foram obtidos através da leitura no
espectrofotémetro a 412 nm, O indice de correlagio da curva padréo de metanol foi de
0,9956. Com os dados obtidos na curva padrio a partir dos valores de absorbincia, obtiveram-

se os valores de concentragiio de metanol.
Foi utilizada a seguinte equagio:
y = ax + b, onde:
y= Valor de absorbéncia da amostra
a= Valor da inclinagio (dado fornecido pelo software adaptado no espectrofotdmetro)
b= Valor de A int.(fornecido pelo softer)
x=. Concentragic de metanol ug/ ml

A diluicdo da amostra foi 1:6, Os resultados de atividade enzimatica foram obtidos,
apés os calculos prévios de concentragfio de metanol da forma sugerida pelo método de
WOOD et al, 1971.

A TABELA 4 apresenta valores descodificados das varidveis independentes (tempo v$
temperatura), © valores dos resultados da varidvel dependente (concentragiio de metanol
liberado ug/ml). A concentragho de metanol descreve a velocidade de reacBo enzima -

substrato,
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Tabela 4- Varidveis independentes (tempo ¢ temperatura x Concentragdo de metanol .
Atividade da PME (velocidade de reaclo enzima- substrato) descrita pela concentragiio de

metanol liberado em funcio do tempo de tratamento.

Varidveis Resposta
ternpo{min) Temperatura(*C) {conc. metanol) Atividade (enzima-
{ug/m}) substrato)
{ug/ml/min)

0,5 78 0.55 8,8

3 78 0,31 0,83
0,5 92 0,76 12,20

3 92 0,78 2,08
0,05 85 0,67 107
3,5 85 0,01 0,02
1,45 75 1,81 9,98
1,45 | 98 1,45 8
1,45 85 0,81 4,47
1,45 835 0.74 4,08
1,45 85 0,60 33

Os valores de concentragio da terceira coluna foram utilizados para fazer todos os
calculos ¢ graficos. Para converter os valeres obtidos de concentraglo de metanol em
velocidade de reacdo da {ecnzima - substrato) utilizou-se um fator extraido do método de

WOOD er al 1971 ¢ expressou-se a velocidade de reagdo da PME como (ug/ml/min).
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Velocidade de reagdo da PME = CM X VT X t; = ug/ml x 8 ml x 1min
AAXVAXt; 0,5mlx 2mlxt(min)

CM = Concentragao de metanol ug/ml. Obtida da diferenga entre a concentragdo da

amostra com o controle

VT = Volume total 8 ml (4 ml amostra, 2 ml solug@o de pectina, 4 ml solug¢dao tampao
submetida a tratamento). Na amostra controle foi substituida a solugdo de pectina por

agua destilada.

t;= 1 minuto

AA = Aliquota de amostra utilizada para determinagdo de metanol (0,5 ml)
VA = Volume de amostra (2 ml)

t = tempo de duracdo do tratamento térmico

Os resultados dos 11 tratamentos foram avaliados segundo o método estatistico de

superficie de resposta

Tabela 5- VARIAVEIS E EFEITOS

Variaveis Principais efeitos
Mean/interac. 0,735838
(HTEMPO_A (L) -0,275422
TEMPO_A (Q) -0,0622771
(2)TEMPERAT(L) 0,034849
TEMPERAT(Q) 0,725632
- X 2L 0,130000
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A tabela 5 apresenta as variaveis independentes e os principais efeitos, os efeitos
destacados com vermelho sdo os efeitos significativos do estudo, correspondem a efeitos de

segunda ordem.

Os valores da equagdo que descreve o modelo estatistico estdo apresentados na
TABELA 6

y =0,74- 0,32t + 0,36 T~
t=tempo
T= Temperatura

Tabela 6- Principais efeitos e coeficientes de correlagao

Principais efeitos Coeficiente de correlagdo
Mean/Interc. 0,738915

TEMPO A (Q) -0,316301

TEMPERAT(Q) 0,36247

Tabela 7- Principais fatores e seus residuos

Principais Fatores Residuos
TEMPO_A (Q) 0,530336
TEMPERAT(Q) 0,697135
Falta de Ajuste 0,721887

Error puro 0,022867
Residuos totais 2,423164

A tabela 7 apresenta os valores que foram utilizados para a analise de varidncia

(destacados em vermelho).
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No analise de varidncia (ANOVA), concluiu-se que a equagdo modelo descrita na
TABELA 6 ndo € preditiva pela falta de ajuste do experimento, e que esta falta de ajuste pode

ser devido ao comportamento irregular da enzima na faixa de tempo e temperatura estudada.

Tabela 8- Analise de varidncia das fungdes de resposta

Fonte de SQ GL MQ F(cal) F(Tab.) R?
variagao
Regressao 1,7242 3 0,5747 5.75 435 0,69
Residuos 0,6990 7 0,0999
Falta de 0,7219 5 0,1444 12,56 19,3
Ajuste
Erro Puro 0,0229 2 0,0115
Total 2,4232 10 0,2423

SQ- Soma quadratica
GL- Graus de liberdade
MQ- Média quadratica.

Os valores de F(calculado) e F(Tabelado) apresentados na TABELA 8 sdo importantes

parametros para determinar se o delineamento experimental representa um modelo preditivo.

A equagdo encontrada neste modelo estatistico ndo ¢ preditiva pois os valores de F
calculado e F tabelado apresentados na TABELA 8 sd3o muito proximos. O valor de F
calculado tem que ser pelo menos trés vezes maior que o valor do F (Tabelado) para

considerar a equagdo descrita pela TABELA 2 como preditiva

Nas figuras 1,2,3 apresenta-se a quantidade de metanol liberado pela enzima PME nas

diferentes condi¢des de tempo e temperatura.

Na figura 1 podemos observar as histogramas que representam as variaveis lineares,

quadraticas e as suas interagdes. Quando as histogramas atravessam o ponto central (0,5)
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representam que as variaveis sao significativas. O efeito linear de tempo n#o foi significativo

embora o histograma esteja proximo ao ponto central.

Temperatura (Q)

 _

' 7
’// 7 -

7,808578¢

Tempo(Q) §

3,5 4.0 4,5 5,0 5,5 6.0 8,5 7.0 7.5 8,0 8,5

Estimativa de Efeitos (Valores Absolutos)

Figura 1- Pareto

Os efeitos quadraticos de tempo e temperaturas foram significativos. A temperatura

linear ndo foi significativa. As interagdes tempo e temperatura ndo foram significativas.

Na figura 2 se apresenta melhor o comportamento real da enzima na faixa de estudo.
Quando a enzima foi tratada a 78°C a quantidade de metanol liberada foi alta. A 85°C, com
aumento da temperatura, a concentragdo de metanol diminuiu, voltando a aumentar quando

submetida a 92°C e 95°C.

Em relagdo ao tempo a atividade enzimatica também foi irregular. Em tempos de
tratamento maiores (3 - 3,5min), a enzima liberou menor quantidade de metanol, em tempos
intermediarios (1'45min) as concentragdes de metanol liberados eram ainda menores, mas em

tempos inferiores ( 0,05 - 0,5 min) as concentragdes de metanol voltaram a aumentar.

Na figura 3 se apresenta mais claramente o comportamento irregular da enzima na
faixa de tempo e temperatura de estudo. Na faixa central em 85°C observamos o diferente
comportamento de atividade da enzima a diferentes tempos na mesma temperatura. Nos
tempos menores (0,05 min) a atividade da enzima ¢ menor, aumentando em tempos
intermediarios (1,45 min) e voltando a diminuir em tempos maiores ( 3- 3,5 min) onde se

observa as menores atividades de enzima neste estudo.
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Atividade de pectinametilesterase

0,240
0,361
0,482
0,603
0,724
0,845
0,966
1,087
1,208
1,329
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Figura 2- Superficie de resposta referente a concentragdo de metanol em fungdo do

tempo e da temperatura.

Concentragéo de Metanol

Temperatura (o C)

0,240
0,361
0,482
0,603
0,724
0,845
0,966
1,087
1,208
1,329 — :

above 0.05 05 1.45 3 2.5

Tempo (minutos)

Figura 3 : Superficie de contorno referente & concentragdo de metanol em fungdo do
tempo e da temperatura.
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ATIVIDADE ENZIMATICA RESIDUAL DA PECTINAMETILESTERASE

Apos realizados os 11 experimentos e encontradas as melhores condigdes de tempo e
temperatura que inibiam o efeito demetoxilante da PME, foram feitas as analises da atividade
residual da PME.

As TABELAS 9 e 10 apresentam os dados dos experimentos realizados com a
finalidade de comprovar o comportamento da enzima a 85°C. Os dados destas tabelas sdo
descritos nas figuras (6,7).

A TABELA 9-10 apresentam os valores de atividade enzimatica do primeiro e do
segundo experimento. Estes valores de atividade foram obtidos apds tratamento térmico de
(85°C), em uma faixa de tempo entre 4 € 5 minutos. Apds o tratamento, as amostras foram
incubadas a 30°C por 1h. As condig¢des de analise de liberagdo de metanol foram as mesmas
ocorridas no experimento do delineamento estatistico. com uma pequena modificagdo descrita
anteriormente.

Os valores de concentragdo de metanol apresentados na tabela 9-10, sdo obtidos dos
valores de absorbancia.

Os valores de atividade residual de enzima pectinametilesterase (pg/ml/min) sé@o
obtidos a partir dos dados de concentragdo de metanol liberado pela enzima.

As tabelas 9-10 representam a influéncia do tempo (1-4 minutos) de tratamento
térmico sobre a atividade residual da enzima pectinametilesterase. A temperatura do choque
térmico para todos os tratamentos foi de 85°C. Todas as amostras apds tratamentos foram
incubadas a 30°C por 1 hora

TABELA 9- Efeito do tempo na atividade enzimatica a 85°C. Valores do experimento 1

tempo/min Concentragdo de Metanol Atividade residual da enzima
liberado (pg/ml) (ng/ml/min)
Controle * 1,44 0,192
1 0,25 0,033
2 0,06 0,008
3 0,01 0,001
4 0,32 0.04

* Sem tratamento térmico



TABELA 10- Efeito do tempo na atividade enzimatica a 85°C. Valores do experimento 2

tempo/min Concentragdo de Metanol ~ Atividade residual da enzima
liberado (pg/ml) (1g/ml/min)
Controle * 4,74 0,632
1 1,14 0,1520
2 0,72 0,096
4 0,84 Q112
5 2,64 0,352

* Sem tratamento térmico.

Analisando as tabelas 9 e 10 podemos perceber que a concentragio de metanol
liberado ¢ diretamente proporcional a atividade residual da enzima. As menores atividades de
PME encontradas neste estudo, 0,00lug/ml/min e 0,008ug/ml/min, ( 1x107° e 8x107
respectivamente) foram comparadas com as obtidas por CASTALDO ef al, (1997) que mediu
atividade de PME em suco de abacaxi processado. As figuras (4,5) obtidas do trabalho de
CASTALDO ef al, (1997) manifestam o efeito da atividade da PME sobre a estabiliza¢do do

suco.

Figura 4: Suco de abacaxi com atividade Figura 5: Suco de abacaxi com atividade
residual de PME 4,1 x 10 U/ml residual de PME 7,1 x 10” U/ml
154



De acordo ao descrito nas figuras 4 e 5 do estudo de CASTALDO et al, (1997), os
resultados obtidos em nosso trabalho de atividade residual da PME sugerem que nenhuma das
condigdes de tempo e temperatura estudadas asseguram a nao sedimenta¢do do suco de
abacaxi, e que so atividades residuais da enzima acima da terceira casa decimal podem
garantir uma melhor estabilizagdo dos sucos, retardando a sedimentagao. O mesmo autor
reportou atividades de PME em quatro sucos de abacaxis processados de marcas diferentes,
sendo que das 18 amostras analisadas de sucos de sete frutos diferentes, os sucos de abacaxi

foram os Unicos que apresentaram atividade residual de PME.

As figuras 6 e 7 descrevem um comportamento parabolico da atividade residual da
PME e sugerem a hipotese da presenga de uma isoenzima no suco de abacaxi que
aparentemente é ativada ap0s o terceiro minuto de tratamento do suco a 85°C, aumentando
desta maneira a atividade da PME. O mesmo comportamento ndo linear foi observado nos

ensaios de determinagdo de velocidade de reagio enzima- substrato figura (1.2.3)

Atividade Residual de Pectinametilesterase a 85°C
0.25 ‘|
g 0.2
E
-l
£
& 0.15 -
=
©
&
< 0.1 7
£
(]
=
[=]
(X 0.05 A /
0 T Ll T Ll 1 1
0 1 2 3 4 5 6
tempo(min) |

Figura 6- Atividade Residual da enzima pectinametilesterase
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Atividade Residual de Pectinametilesterase a 85°C
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Figura 7- Atividade Residual da enzima pectinametilesterase. Experimento 2.

AMSTALDEM (1995) apresenta em seu estudo com suco de laranja, atividades de
enzima pectinesterase com diferentes termorresisténcias e os resultados sugerem a presenga
de uma fragdo termosensivel e outra termorresistente. LARATTA ef al (1995) estudaram trés
fragdes purificadas de pectinametilesterase em tomate, duas das trés fragdes possuiam maior
estabilidade térmica. CAMERON (1995) estudou quatro fragdes parcialmente purificadas de
pectinametilesterse presente em “grapefruit” e achou diferentes termorerresistencias entre

uma e outra fragao.

GHERARDI (1994) detectou a presencga de pectinametilesterase no suco de abacaxi, e
mediu a atividade residual, encontrando atividade de enzima em tratamentos maiores de

100°C. A termorresisténcia foi atribuida a presenca de um isomero glicosilado da enzima.

Estudos em produtos vegetais tém comprovado que pectinesterases endogenas sao
ativadas a 76°C e completamente inativadas a 87°C (MONTGOMERY, 1991). Este
argumento pode sustentar a hipétese formulada e explicar 0 que aconteceu em nosso estudo.

A 75°C, uma fragio de enzima pectinametileserase comegou a se ativar € iniclou-se a

156



hidrélise; a 85°C a atividade desta fragiio comegou a diminuir, até praticamente nfo ter mais
atividade; subifamente se apresentaram atividades enziméticas em iempos maiores de 4
minutos {ensalos de atividade residual} ¢ a temperaturas maiores a 85°C, {ensaio de
velocidade de reagdio enzima-substrato), nos dois casos a enzima teve um comportamento no
linear em relacio a inauvaglc da enzima nas condigdes preestabelecidas de tempo ¢
tfemperatura, 1sto pode ser devido 4 ativacio de outra ou outras fragdes de pectinametilesterase

com estabilidade térmica maior.

Nio existern dados na bibliografia sobre o isolamente ou purificagho de fracfes de
pectinametilesterase termoestavel no suco ou fruto de abacaxi, embora sua presenga no suce
j4 foi estudada por (GHERARIDN et al 1994, CASTALDO et al 1997). Existe a possibilidade
gque a presenga de uma ou mais fragbes de isdmeros de PME sejam responsavels pelo
comportamento de inativagio n@io linear da enzima, quando submetidas a tratamentos

termicos.
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5 CONCLUSOES

Qs resultados apresentam um comportamento parabélico da enzima pectinametilesterase
¢ sugerem a presenca de fragSes de PME termoestével. Isto foi observado tanto no estudo da
atividade da enzima (velocidade de reagfio enzima - substrato) como ne estudo de atividade
residual da enzima. Os valores das atividades residuaés de enzima (107, 10, 167 ug/m/min)
obtidos neste trabalho, quando comparadas aos valores de atividade (107, 10™) reportados por
CASTALDO et @l (1994) supdem que o “mill juice” tem pouca estabilidade e sedimenta

rapido, o que foi verificado por observagbes visuais.
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CONCLUSOES GERAIS
As conclusBes em relagfo 3 caracterizacfio do “mill juice” foram:

Conclui-se que o "mill juice” (suco extraido e pasteurizado das cascas, extremidades e
miolo do abacaxi) tinha uma composicio muito similar aos sucos comerciais feitos de polpa
de abacaxi, e que o5 principals parfmetros que podiam estabelecer diferenca significativa
entre eles eram: porcentagem de agucares totais (principaimente agucares nfio redutores) e
carboidratos totais. Em relagfio a cor, de acordo aos resultados apresentados nas tabelas e
observacdes gualitativas concluimos que o suco de cascas possuia menos luminosidade (€

mais turvo) que o suco de abacaxi comercial utilizado como controie.

Em relacZo aos parfmetros microbiologicos avaliados (bolores e leveduras, coliformes
totais e fecais, contagem de esporos de fungos termorresistentes) concluiu-se que o “mill
juice” obtido ap6s pasteurizacdo a 91,5°C por 30segundos estava dentro dos limites aceitaveis
de acordo aos cddigos brasileiros e do CODEX internacional e gue foi um produto indcuo do
ponto de vista microbiolégico. Foi também estudado o efeito do clore ativo 5 ppm e 100pmm
utiizadas na etapa de lavagem do abacaxi, e concluiu-se que ndo tiveram mmfluéncia na

eliminagiio nem redugfio de esporos de fungos tenmorresistentes.

A tecnologia de germinac3ic proposta para reduzir as contagens de fungos
termorressitentes teve relativo sucesso e concluiu-se ao relacionar 73% dos tratamentos com

o0s seus controles que a metodologia alternativa proposta, reduziu as contagens.

Neste trabalho também foram determinadas as concentragdes de residuos de pesticidas
presentes no suco “mill juice” apds o processamento, sendo avaliados os efeitos das etapas na
degradagdo ou concentracdo dos mesmos. Conclui-se que todas as amostras de suco ¢ o
bagago estavam proprias para consumo humano ¢ rag@o animal, respectivamente, em relagdo
a legislacdio brasileira de residuos de pesticidas (Paration metilico 0,2 mg/kg e Diuron 0,1
mg/kg) (BRASIL, 1994). Os resultados indicavam que a casca do abacaxi atua como sistema
de protegdo A pengtraglio deste pesticida. € que nem sempre O processamento promovia

degradagio dos residuos de pesticidas.

QOutro aspecto que também foi estudado neste trabalho foi a influencia do tratamento
de homogeneizagBc a pressdio, hidrdlise enzmdtica da goma nativa, e atividade da

pectinametilesterase do “mill juice™ em relagéio 4 estabilidade das particulas em suspenséo.
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Apés homogeneizagBo a aparfneia do suco melthorou notavelmente. A viscosidade
aparente das amostras (homogeneizadas e ndo homogeneizadas} fbi superior em sucos com
maior teor de polpa em relagdo aos de menor teor. A morfologia celular das fibras do abacaxi
foi modificada (de ovdides para esticadas). O Ko'® (tensiio inicial), segundo dados
quantitativos comparados com observacdes qualitativas, demonstrou ser um pardmetro de
avaliagio da tendéncia das particulas suspensas do “mill juice” 3 sedimentagdo. Valores de
tensdo inicial maior indicaram menor tendéncia 4 sedimentacdc que seus respetivos valores
menores. Todos os sucos de subprodutos do “mill juice” homogeneizados e ndo

homogeneizados sedimentaram.,

Para esclarecer o fenbmeno da sedimentacio também foram estudadas as gomas
nativas do “mill juice”. As gomas foram hidrolisadas com diferentes concentra¢des de enzima
pura e posteriormente avaltiados os efeitos da hidrélise sobre a sedimentagiio e propriedades
reclégicas do “mill juice”. A viscosidade aparente apresentou uma consideravel dimimigao
quando utilizadas menores concentragdes de enzima (0,03%- 0,3%). Todas as amostras de”
“mill juice”™ hidrolisadas também sedimentaram. Neste estudo referente a gomas nativas
presentes no suco, os resultados do trabalho sugerem algumas hipéteses que precisam ser
confirmadas, principalmente em relagio a utilizagBo do pardmetro de (Ko} 2 como

parAmetro para medir as tendéncias de sedimentacio do suco,

Finalmente foi estudado o efeito ds acfc da pectinametilesterase (PME) sobre a
sedimentacfio das particulas. Os resultados apresentaram wm comportamento parabolice da
enzima pectinametilesterase e sugerem a presenca de fracdes de PME termoestavel, Isto foi
observado tanto no estudo da atividade da enzima (velocidade de reagfio enzima - substrato)
como no estudo de atividade residual da enzima. Os valores das atividades residuais de
enzima (107 107 107 ug/ml/min) obtidos neste trabalho, quando comparadas aos valores de
atividade (107, 1 0 reportados por CASTALDO er ol (1994) supBem que o “mill juice” tem

pouca estabilidade e sedimenta rapido, o que foi verificado por observagbes visuais,
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SUGESTOES

Pode ser testado a utilizaciio de suco clarificado o filtrado de “mill juice™ para
blending com outros sucos, elaboragiio de xaropes, como matéria prima para elaboragio de

néetares ou bebidas de frutas, ete. Deveria ser feito uma analise sensorial do “mill juice™

Poderia ser otimizada a etapa de lavagem do abacaxi para reduzir microrganismos e

residuos de pesticidas que sdo retidos nas ceras presentes nas cascas do abacaxi.

Devido 3 tendéncia mundial de consumo de sucos in natura ¢ importante que sejam
estabelecidos padrdes que estabelegam um maximo do limite de MICrorganismos para Sucos

de abacaxi e outras frutas tropicais.

Estudos conjuntos dos diferentes processos (hidrélise, homogeneizagfo) sho
necessarios para entender melhor o fendmeno da sedimentagfo. Tratamentos alternativos gue
reduzam 2 atividade da PME sem o uso de temperaturas altas deveriam ser propostos e

avaliados.
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