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RESUMO
BEZERRA, Valeria Saldanha. Efeito de diferentes processos de sanitizacdo de frutos de acai

sobre a sua qualidade microbioldgica, fisico-quimica e sensorial.

O acai batido ¢ um dos principais alimentos componentes da dieta tradicional da populacéo
amazonida, sendo fonte de energia, fibra e compostos fendlicos importantes como as antocianinas
de potencial poder antioxidante. O processamento do fruto é realizado regionalmente de forma
semi-artesal e sem aplicacdo de tratamento térmico, representando potencial perigo biolégico ao
consumidor, pois a contaminacdo natural do fruto é aumentada em toda a cadeia de
comercializacdo até o processamento, e consequentemente transmitida ao acai batido. A
adequacdo de processo de sanitizacdo do fruto para este tipo de processador deve levar em
consideracdo suas condigdes estruturais, assim como a conservacdo da qualidade nutritiva do
fruto e do perfil sensorial do acai batido, caracteristico do produto tradicionalmente consumido.
Neste sentido estudaram-se: i) processos térmicos por branqueamento a 80 °C e a 90 °C por 10s e
n&o-térmicos por ozonizagdo aquosa (4 mg.L™* O3 por 5min) e cloracdo (150 mg.L™ por 15min)
aplicados em frutos de acai inoculados com microrganismos indicadores de patogenicidade,
Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria monocytogenes, ii) os impactos dos processos de
descontaminacdo microbiana dos frutos na composicdo quimica e nas caracteristicas sensoriais.
Os resultados microbiolégicos obtidos evidenciaram que ozonizacdo aquosa nao foi eficaz como
tratamento de sanitizacdo de frutos de acai inoculados, nas condigdes do estudo, com
desempenho semelhante a simples lavagem com agua clorada ou destilada. Na ozonizagéo
tambem houve o comprometimento das caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais do fruto e da
coloracgéo do produto acai batido em relagdo ao acai tradicionalmente consumido, mas dentro dos

limites de padrdes regulamentados para polpa integral de acai, sendo aceito sensorialmente. O



branqueamento dos frutos a 80 °C por 10s ndo alcangou resultados satisfatérios quanto a reducéo
da contaminagdo por Escherichia coli e Salmonella spp., demonstrando 0 mesmo desempenho
sanitizante que a lavagem dos frutos por simples cloragdo ou lavagem com agua destilada. Frutos
branqueados a 80 °C conservaram a maioria dos seus componentes nutricionais, tendo a
qualidade sensorial do seu produto processado final preservada em relagdo ao acai tradicional e
com intencdo de compra também sinalizada positivamente pelos consumidores. Ja o tratamento
de branqueamento a 90 °C por 10s apresentou-se superior aos demais, sendo considerado um
novo pardmetro para o branqueamento na sanitizacdo de frutos de agai, combinado com o
resfriamento em &gua clorada a 50 mg.L™, evitando a infiltracio e internalizacdo do patégeno no
fruto e aumentando a garantia da oferta de um produto final mais seguro aos consumidores.
Frutos branqueados a 90 °C apresentaram menores teores no teor de compostos fendlicos,
notadamente das antocianinas monomeéricas, em relacdo aos frutos processados sem tratamento
térmico. Entretanto, tais frutos permaneceram com teores ainda significativamente elevados
quando comparados a outras fontes alimentares, além de terem sido sensorialmente aceitos e com

intengdo de compra positiva por consumidores tradicionais de acai batido.

Palavras-chave: branqueamento, ozonizacdo, cloracéo



ABSTRACT

Bezerra, Valeria Saldanha. Effect of different sanitizing processes on acai berries on their

microbiological, physical-chemical and sensory quality.

The acai beverage is a major food component of the traditional diet of the Amazonian population,
representing a source of energy, fiber and important phenolic compounds such as anthocyanins, a
potencial antioxidant agent. The fruit processing for local consumption is carried out regionally
by artisanal way, without the use of heat treatment, representing potential biological hazard to the
consumer, since the natural contamination of fruit can be increased throughout the product chain
from harvesting to marketing and consequently transmitted to the agai beverage. The adequacy of
fruits sanitation processes for this type of regional processor that sells acai beverage should take
into consideration their structural conditions, as well as the preservation of nutritional quality of
the fruit and sensorial profile of acai beverage, characteristic of the product traditionally
consumed. In this way it was studied in this work: i) blanching at 80 °C and 90 °C for 10s, and
non-thermal aqueous ozonation (4 mg.L™ Oz for 5min) and chlorination (150 mg.L™ 15min)
applied in acai fruits artificially inoculated with pathogenic microorganisms indicators,
Salmonella spp., Escherichia coli and Listeria monocytogenes; ii) the impacts of sanitizing
procedures on fruits nutritional composition and sensory aspects. The results concerning
microbiological aspects showed that aqueous ozonation was not effective as a treatment for
sanitizing acai fruits artificially inoculated, with performance similar to simple washing with
chlorinated water or distilled water. In addition, aqueous ozonation implicated on the physical-
chemical and nutritional characteristics of the fruits and the color of the agai beverage against the
acai traditionally consumed, but within the limits of standards regulated for the whole pulp of
acai, also the beverage presented sensory acceptance by consumers. Blanching of fruits at 80 °C

for 10s did not reduce satisfactory the contamination by Escherichia coli and Salmonella spp.,



this treatment demonstrated the same performance of chlorination or washing by distilled water.
Fruits blanched at 80 °C retained most of their nutritional compounds with the sensory quality of
processed product preserved, when compared to traditional acai beverage and its purchase
intention was also signaled positively by consumers. The treatment at 90 °C for 10s was superior
to others, being considered a new parameter for blanching in the sanitization of acai fruits,
combined with cooling in chlorinated water to 50 mg.L™, avoiding infiltration and internalization
of the pathogen in the fruit and increased the guarantee of supply of a safer final product for
consumers. This treatment showed lower levels in phenolic content, particularly of monomeric
anthocyanins in relation to fruit processed without heat treatment. However, these fruits still
contained high levels of anthocyanins when compared to other foods. Fruits treated at 90 °C were

also sensory accepted and had positive intent to purchase by traditional consumers of acai.

Key-words: blanching, ozonation, chlorination
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1 INTRODUCAO

O acai (Euterpe oleracea Mart.) é uma fruta nativa da floresta amazonica sendo produzida em
areas nativas, manejadas ou cultivadas (MALCHER; CARVALHO, 2011). O consumo mundial
de seu produto processado na forma de polpa de acai pasteurizada e congelada teve um grande
impulso devido a sua reputacdo como “super-alimento” pela presenca de antocianinas e sua
capacidade antioxidante (SCHAUSS, 2010; TREVISAN et al., 2015).

O mercado consumidor interno regional amazoénico, bastante tradicional e peculiar, tem
preferéncia pelo produto processado sem tratamento térmico para consumo imediato. Este
processamento de forma semi-artesal ocorre em pequenas processadoras, distribuidas nos centros
urbanos denominadas “amassadeiras” ou “batedeiras”, com a venda do produto diretamente ao
consumidor (CARVALHO, 2010). Entretanto, este alimento tdo importante para a populagéo
amazobnica possui na matéria-prima uma elevada carga microbiana que quando ndo tratada
adequadamente é repassada para o produto final, acai batido, principalmente os microrganismos
patogénicos coliformes fecais, Salmonella spp. e Escherichia coli (COHEN et al., 2011). Os
cachos do acai sdo fonte de alimento e abrigo para uma grande diversidade de passaros e outros
animais, entdo desde a colheita do fruto em plena floresta, passando pela operacdo logistica de
recolhimento dos frutos nas areas ribeirinhas até a comercializacdo do acai batido nos centros
urbanos, existem inimeras fontes de contaminagdo de natureza ambiental, animal e humana
(SENAI/SEBRAE/SESI/SESC/SENAC, 2013). Além disso, uma outra importante fonte de
contaminacédo do fruto é a agua utilizada durante todas as operagdes de processamento do fruto,
pois mais de 50% dos municipios localizados na regido amazénica brasileira ndo realizam a
cloracdo simples da agua (BRASIL, 2008a). No Brasil, a ingestdo do acai processado
artesanalmente, sem tratamento térmico, tem sido relacionada a casos crescentes de doenca de

Chagas (STRAWN; SCHNEIDER; DANYLUK, 2011), pela contaminagdo dos frutos pelo
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protozoario Trypanosoma cruzi (PEREIRA et al., 2009), agente causal da doenca. Diante deste
quadro, o Governo do Estado do Paré estabeleceu uma legislacdo preconizando a realizacdo do
branqueamento dos frutos a 80 °C por 10s nas processadores artesanais como medida para
inativacdo do protozoario (PARA, 2012a). Muitos estudos estfo sendo realizados para alcancar a
seguranga necessaria ao acai batido em relacdo ao protozoario. Mas, a alta contaminacéo
microbiana encontrada nos frutos, principalmente nos periodos de entressafra, ainda €
preocupante para a saude do consumidor cotidiano e contumaz de agai batido, que tem restri¢oes
sensoriais ao produto que é tratado termicamente por pasteurizacao.

A adocdo de tecnologias mais eficazes na reducéo da contaminacdo microbiana dos frutos de acai
passa necessariamente pelo fator s6cio-econdmico dos processadores artesanais, principalmente
quanto a estrutura fisica do empreendimento. Desta forma, 0s processos sanitizantes para estes
processadores de acai, considerados micro-empreendedores, devem ser eficazes para a reducdo
dos perigos bioldgicos, de facil implementacdo e principalmente ter um custo reduzido, para que
ndo interfira no preco final do produto. Outro aspecto importante é que o tipo de processamento,
mesmo melhorando a qualidade microbioldgica, ndo pode interferir no perfil qualitativo sensorial
do produto e influenciar na aceitabilidade pelo consumidor tradicional de acai batido.

Neste sentido, este trabalho propds estudar alternativas eficazes de tratamentos de sanitizagéo de
frutos de acai, que sejam factiveis de implementacdo para o processador artesanal, e seu produto
aceitdvel para o consumidor tradicional. Para tanto, utililizou-se tratamentos térmicos
(branqueamentos a 80 °C e 90 °C por 10s) e ndo-térmicos (cloracdo e ozonizacdo) dos frutos de
acai os quais foram submetidos a avaliacdo microbioldgica e fisico-quimica, além da analise

sensorial do acai batido processado.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A alta carga microbioldgica presente nos frutos do acai faz com que a sanitizacdo seja um
processo imprescindivel na garantia da qualidade do acai batido, processado artesanalmente sem
qualquer tratamento térmico e consumido tradicionalmente na regido Norte do Brasil
(SENAI/SEBRAE/SESI/SESC/SENAC, 2013).

Os tratamentos sanitizantes para estes processadores de acai, considerados micro
empreendedores, devem ser eficazes quanto aos perigos bioldgicos, de facil implementacdo no
reduzido espacgo estrutural que possuem e principalmente ter um custo reduzido, para que nao
interfira no preco final de seu produto. Na maioria das processadores artesanais de acai do estado
do Amapa, os frutos sdo somente lavados com agua potavel (MALCHER; AMARAL, 2009) e
apos o advento da transmissdo da Doenca de Chagas pelo consumo do acai, o estado do Para
instituiu tratamento térmico dos frutos a 80 °C para inativagdo do protozoario Trypanossoma
cruzi, agente etioldgico desta doenca (PARA, 2012a).

O acai € reconhecidamente um alimento de propriedades nutricionais importantes e considerado
fonte de energia devido ao seu alto teor de lipideos (Quadro 1), além de apresentar uma elevada
concentracdo de pigmentos antocianicos, que lhe conferem uma alta capacidade antioxidante
(INACIO et al., 2013). Mas a configuracdo de seu fruto Ihe concede uma elevada fragilidade,
pois apresenta uma casca (epicarpo) muito fina que envolve o mesocarpo (polpa) com espessura
de 1 a 2 mm, representando cerca de 5 a 15% do fruto, e onde se concentram 0S compostos
nutricionais e bioativos (POMPEU; SILVA; ROGEZ, 2009)

Dependendo do tipo de processo de sanitizacdo destes frutos, algumas perdas na qualidade fisico-
quimica dos frutos podem ocorrer. Tais perdas podem ser principalmente quanto as propriedades
intrinsecas do fruto, relativas a sua composicdo centesimal, assim como caracteristicas fisico-

quimicas de seus pigmentos de natureza antioxidante e de seus componentes lipidicos.
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O acai batido é um dos principais produtos do fruto agai (Euterpe oleracea Mart.) sendo
considerado o principal componente das refei¢cGes didrias da populacdo mais carente de muitas
comunidades amazonicas e um complemento alimentar da populagdo de melhor poder aquisitivo
(CARVALHO, 2010). Esta bebida também se tornou internacionalmente conhecida, sendo
exportada para varios paises por causa de seu sabor caracteristico e peculiar aliado ao seu
potencial poder antioxidante (YAMAGUCHI et al., 2015).

O fruto é transformado em agai batido de forma semi-artesal, para um comércio regional, com
maceracdo dos frutos em pequenos equipamentos de processamento utilizando apenas agua
clorada para a sanitizacdo dos frutos. Frutos de acai também sdo processados em agroinddstrias
de médio e grande porte e transformados em polpa pasteurizada e congelada, sendo utilizada
como matéria-prima para sucos, sorvetes e ingrediente para iogurtes, néctares, refrigerantes e
bebidas energéticas (NOGUEIRA; FIGUEIREDO; MULLER, 2005; ROBINSON; BEREAU;
FAHRASMANE, 2013). Estas polpas sdo comercializadas tanto no mercado interno amazonico,
outras regides do Brasil ou ainda exportadas.

A elevada carga microbiana presente no fruto de acai aumenta gradualmente na cadeia de
producdo e deve ser minimizada para ser garantida a seguranca do produto final para o
consumidor. A atual legislacdo de ambito estadual do Para (PARA, 2012a) determina que o acai
batido produzido artesanalmente e vendido diretamente ao consumidor seja processado de frutos
branqueados a 80 °C por 10s, para inativacdo do protozoario Trypanosoma cruzi, agente causal
da Doenca de Chagas Aguda. Outros estados amazonicos ndo estdo sob esta determinacéo legal, e
0 acai batido comercializado ndo possui nenhum tratamento térmico dos frutos.

A melhoria dos processos de sanitizacdo dos frutos, tornando-o0s mais eficazes quanto a reducéo
da carga microbiana, devem passar pela avaliacdo do impacto sobre as caracteristicas sensoriais
do produto final. E este € um dos maiores desafios, uma vez que as propriedades sensoriais como

sabor, textura, qualidade e aparéncia do produto final constituem um importante papel na decisdo
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do consumidor (VIDIGAL et al.,, 2011). No caso especifico de suco de frutas, os fatores
sensoriais importantes especialmente sabor podem ser afetados por tratamentos térmicos (SUNG

etal., 2014).

2.1 Agai

2.1.1 Botanica

O acaizeiro espécie Euterpe oleracea (Mart.) pertence a familia Arecaceae, subfamilia
Ceroxylineae, sendo reconhecidamente uma espécie nativa do Brasil (HENDERSON, 2000). Ha
evidéncias de que o centro de origem seja a regido do estuario amazonico, precisamente entre o
norte do estado do Maranhd&o e os arredores do municipio de Parintins (PA) (DUCKE, 1946). O
acaizeiro € uma palmeira cespitosa, caracterizando-se pelo caule tipo estipe com diametro de 12-
18 cm e altura de até 30 m, podendo apresentar varios caules na fase adulta formando touceira

composta de até 45 estipes (OLIVEIRA; MOCHIUTTI; FARIAS NETO, 2009) (Figura 1A).

Figura 1. Palmeira agai com Vvarios estipes (A) e fruto maduro aderido as raquilas do cacho (B)

Sua inflorescéncia é do tipo cacho formada por raquis, que por sua vez, é composta de varias
rdquilas onde estdo inseridas milhares de flores dispostas em espiral que se transformam em
centenas de frutos (Figura 1B). Os frutos sdo do tipo drupa globosa com leve depressdo, com

peso variando de 0,5 a 2,8 g e diametro de 1 a 2 cm. A cor do fruto é um fator varietal, podendo
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apresentar coloracdo verde brilhante quando imaturo e evoluindo a violaceo na variedade acai
preto, e 0 acai verde cujos frutos exibem cor verde escuro brilhante ou verde opaco quando
alcanca a maturidade (OLIVEIRA; MOCHIUTTI; FARIAS NETO, 2009; OLIVEIRA et al.,
2002; TREVISAN et al., 2015).

O fruto de acai € composto de epicarpo (parte mais externa do fruto) de cor violacea-purpura
quase negro e muito fino, seguido do mesocarpo com 1 a 2 mm de espessura, sendo que estas
duas camadas representam a parte comestivel do fruto (polpa), que dependendo da variedade e do
grau de maturidade do fruto representa cerca de 5 a 15% do volume do fruto (POMPEU; SILVA;
ROGEZ, 2009). Frutos totalmente maduros também séo cobertos por uma cuticula de cera (DIAS
et al., 2012), sendo considerada um fator de determinacgdo visual do estadio de maturacdo dos
frutos. O caroco de acai possui uma camada fibrosa envolvendo um endocarpo duro, um embrido
pequeno com um cotilédone apresentando endosperma abundante e ruminado (Figura 2), e de
comportamento recalcitrante (OLIVEIRA; MOCHIUTTI; FARIAS NETO, 2009; ROGEZ,

2000).

epicarpo
) mesocarpo
endocarpo

Fonte: (RABELO, 2013)

Figura 2. Detalhe de fruto de agaizeiro em corte transversal.

2.1.2 Produgéo de frutos, mercado e consumo

O acaizeiro é encontrado em campos localizados em areas ribeirinhas e que se tornam inundaveis

durante determinada época do ano (area de varzea), e em florestas inundadas ao longo das
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margens dos rios (igapds), assim como em areas sem interferéncia das marés, ocorrendo em
terras brasileiras principalmente nos estados do Pard e Amapa (TREVISAN et al., 2015) (Figura
3A e B), sendo também encontrado na Guiana Francesa (ROBINSON; BEREAU,

FAHRASMANE, 2013).
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Figura 3. Principais areas de ocorréncia de acai nos estados do Para (A) e Amapa (B).

Esta palmeira representa um importante fator socioecondmico para a regido amazoénica, devido a
um dos seus principais produtos, o acai batido para o consumo imediato da populagdo, assim
como a polpa congelada industrialmente e o seu corante natural denominado antocianina, que é
largamente empregado nas industrias farmacéuticas, cosméticas e alimenticias (HEINRICH,;
DHANJI; CASSELMAN, 2011). Quando a polpa de acai é extraida sem a adigdo de agua,
obtem-se a polpa integral, que deve conter pelo menos 40% de s6lidos totais, sendo utilizada para
analises laboratoriais e também direcionada diretamente para mercados localizados longe dos
centros de producdo. As maquinas comerciais disponiveis ndo sdo capazes de realizar 0 processo

de remocdo da polpa de modo eficiente sem que haja a utilizagdo da &gua (YAMAGUCHI et al.,
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2015). O palmito também agrega relevancia pelos valores de sua exploragdo, assim como o caule
ou estipe na construcao rustica de casas, pontes e cercas; as folhas na fabricacdo de coberturas e
esteiras; e 0s carogos na producéo de carvdo vegetal, adubo organico, o uso da borra na producéo
de cosmeéticos; as fibras dos carogos em moveis, placas acusticas, xaxim, compensados, industria
automobilistica, entre outros; e 0s carocos limpos na torrefacdo de café, panificacdo, extracdo de
Oleo  comestivel, fitoterapicos, racdo  animal e producdo de  biojdias
(SENAI/SEBRAE/SESI/SESC/SENAC, 2013).

No Brasil, a producgdo de frutos nestes dois principais estados estad bem definida, tendo no Para
uma producdo mais volumosa no periodo de junho a agosto, e uma pequena safra no periodo de
dezembro a marco. No Amapé4, a producdo acontece no segundo semestre do ano, sendo o
periodo compreendido entre julho a setembro, os meses de maior concentracdo da producdo
(MALCHER; CARVALHO, 2011). De acordo com Mintel (2015) citado por Silva et al. (2016),
dos alimentos processados que apresentaram acai em sua composicao e que foram lancados no
mercado global nos Gltimos 5 anos, 22% sdo representados por sucos, 12% bebidas energéticas e
esportivas, 9% lanches, 7% sobremesas e sorvetes, 5% na categoria lactea e 3% em doces e balas.
Estados Unidos (30%), Brasil (19%) e Canada (8%) foram os paises mais representativos no
lancamento de produtos contendo acai.

A producdo nacional de frutos de acai, levando-se em conta que o estado do Paréa representa 80 a
90% da produgdo nacional (POLL et al., 2013), no ano de 2011 foi de 215,3 mil ton frutos
gerando um movimento US$ 700 mil, quando o prego da tonelada de acai (US$ 3,22 milhdes)
superou 0s pregos da tonelada de soja e da castanha do Brasil, duas das principais commodities
com alto volume de exportacdo (YAMAGUCHI et al., 2015). No ano de 2012, a producéo de
frutos alcangou 817,2 mil ton, sendo que o aumento foi relacionado tanto ao aumento da area de
plantio em terra firme, quanto da producdo de frutos em si, sendo avaliada em US$ 1,2 bilhdo

(IBGE, 2013). No estado do Amap4, no ano de 2009, somente uma empresa exportou cerca de
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US$10,2 milhdes em produtos de agai, representando cerca de 5,6% do total de exportacdo do
estado (CARVALHO, 2010).

No consumo interno, o estado do Pard apresentou um consumo per capita anual de 17,8 L,
enquanto que na capital Belém onde o acai representa o alimento mais popular, o consumo per
capita foi de 10,4 L (IBGE, 2009), alcangando um consumo familiar anual de 102,1 L de agai
(SANTANA et al., 2014). Em estudo do perfil do consumidor de agai na regido metropolitana de
Belém observou-se que quanto menor o salario recebido, maior a frequéncia do consumo de agai,
sendo que até um salario minimo mantinha-se o consumo diario no periodo da safra (60,71%), e
0s consumidores que ganhavam entre 2 a 4 salarios minimos mantinham a frequéncia de
consumir agai entre duas a trés vezes por semana (SANTANA; CARVALHO; MENDES, 2010).

Mas no estado do Amapa, o consumo per capita de acai no mesmo periodo foi de 24,4 L na
capital Macapé (IBGE, 2009), sendo que no periodo de safra do fruto, quando o preco do acai
batido € bastante popular, 0 produto se torna o principal componente das refei¢cGes diarias da
populacdo mais carente (CARVALHO, 2010).

De acordo com Santana et al. (2014), o mercado varejista de acai batido de Belém foi
configurado em trés segmentos: i) quitanda ou local onde o acai € despolpado e vendido
diretamente ao consumidor, representando 37% do mercado; ii) microempreendedores com
pontos de venda com marca especifica, participando em 40%, e iii) segmento supermercado,
atualmente composto de redes de supermercados, pracas de alimentagdo em shoppings e pontos
de venda em que o acai é o produto principal, que a partir de 2002 conquistaram 23% deste

mercado.

2.1.3 Processamento do acai

Um dos principais produtos processados do fruto do acai é o acai batido ou simplesmente agai,
definido como a polpa extraida com adi¢do de agua transformado semi-artesalmente e consumido

diretamente pela populacdo amazodnida. O processamento do fruto realizado de forma
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industrializada é denominada de polpa pasteurizada e congelada (BRASIL, 2000;
SENAI/SEBRAE/SESI/SESC/SENAC, 2013). A polpa é exportada para toda a regido nordeste,
assim como para os estados de Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Goias e Brasilia (FREGONESE et al.,
2010) e para mercados internacionais como Estados Unidos, Japdo, Itdlia e Holanda

(HEINRICH; DHANJI; CASSELMAN, 2011), obedecendo a legislacdo especifica.

2.1.3.1 Acai batido

Os padrdes de identidade e qualidade minimos especificos para polpa de acai e o produto acai
foram definidos na Instrucdo Normativa N° 01 (BRASIL, 2000), assim como 0S processos
tecnoldgicos adequados para transformacdo do produto para consumo e a classificacdo do
produto final. O produto acai batido é classificado conforme a quantidade de &gua adicionada
durante o processamento, na seguinte padronizacdo: i) acai grosso ou especial (tipo A) sendo a
polpa extraida com adicdo de agua e filtracdo, apresentando acima de 14% de solidos totais e uma
aparéncia muito densa; ii) acai médio ou regular (tipo B) é a polpa extraida com adicao de agua e
filtracdo, apresentando entre 11 a 14% de sélidos totais e uma aparéncia densa; iii) acai fino ou
popular (tipo C) é a polpa extraida com adi¢do de agua e filtracdo, apresentando de 8 a 11% de
solidos totais e uma aparéncia pouco densa (BRASIL, 2000).

O processamento é realizado em processadoras semi-artesais denominadas regionalmente como

“batedeiras” ou “amassadeiras” (Figura 4A) ou em agroindustrias de pequeno porte (Figura 4B).
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Fonte: (A) (BARTOLOMEU et al., 2013), (B) (GOMES, 2015).

Figura 4. Estrutura de processadoras tipo semi-artesal (A) e agroindustrias de pequeno porte (B)

De acordo com Malcher e Amaral (2009) e Santana et al. (2014), os empreendimentos artesanais
operam na informalidade, atendendo a um pequeno nimero de consumidores, geralmente de
baixa renda, tendo como unica exigéncia que o acai seja processado no mesmo dia. As
“amassadeiras” paraenses apresentam capacidade de processamento didrio variando entre 4 e 10
“rasas” (medida regional) de 14 kg de frutos por dia, produzindo cerca 36 L.dia™ de acai batido
na entressafra e 90 L.dia™ de acai popular, ou acai médio durante a safra. Nas principais cidades
consumidoras no estado do Amapa, estes pequenos batedores semi-artesais processam de 2 a 20
rasas por dia em periodo de safra, obtendo em média 37,5 L.dia® de acai tipo médio
(MALCHER; AMARAL, 2009).

Nas processadoras classificadas como microempresas ou agroindustrias de pequeno porte ha
uma maior preocupagdo com a qualidade do produto, incluindo aplicagdes de estratégias
competitivas como servigcos de entrega em domicilio e informac6es sobre a marca e 0 processo
de fabricacdo (SANTANA et al., 2014). Sua capacidade de transformacdo é de cinco rasas de
frutos na entressafra, produzindo 40 L.dia™ de acaf batido, e 20 rasas na safra ou 160 L.dia™, em

média (SANTANA; COSTA, 2008).
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0 segmento supermercados também processa e comercializa o agai@batido tipo popular e
acai médio, mas de melhor qualidade, com capacidade de processamento médio de cinco
rasas na entressafra ou 35 L.dia™ e 25 rasas na safra ou 200 L.dia™ (SANTANA et al., 2014).
Em relacdo as diretrizes legislatorias, as agroindustrias de processamento de acai sao
direcionadas pela Resolucdo n® 275 (BRASIL, 2002), que dispde sobre o Procedimentos
Operacionais Padronizados e as Boas Praticas de Fabricagio em Estabelecimentos
Produtores/Industrializadores de Alimentos.

Ao considerar a suspeita de ocorréncia de surto de Doenca de Chagas Aguda (DCA) transmitida
por alimentos contaminados com Trypanosoma cruzi, inclusive o acai (SILVA VALENTE;
COSTA VALENTE; FRAIHA NETO, 1999), assim como de outras doencas de origem
alimentar, publicou-se a Resolu¢cdo RDC 218 (BRASIL, 2005) contendo os Procedimentos
Higiénico-Sanitarios para Manipulacdo de Alimentos e Bebidas Preparados com Vegetais, com o
objetivo de complementar e aprimorar as acdes de controle sanitdrio em unidades de
comercializacdo e servicos de alimentacdo tais como lanchonetes, quiosques, barracas,
ambulantes e similares, o que inclui o acai. Com o advento da confirmacdo da contaminacéo oral
de DCA veiculada pelo acai (NOBREGA et al., 2009; VALENTE et al., 2009) e a auséncia de
padronizacdo de procedimentos para as processadoras de acai batido e polpa, o estado do Para
elaborou Termos de Ajustamento de Conduta (TAC) para comprometimento do processador
artesanal de acai abtido em realizar o rastreamento da matéria-prima, peneiramento, cloracéo e
processo de branqueamento dos frutos a temperatura de 80 °C durante 10s, como substituto do
pasteurizador (PARA, 2007a) (Figura 5A), assim como para as agroinddstrias, submetendo o
suco de acai ao processo de pasteurizacdo, sob a temperatura de 80 °C a 90 °C, durante um

minimo de 10s, e imediatamente resfriamento no préprio trocador de calor (PARA, 2007b).
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A B
Recebimento dos frutos Recebimento dos frutos
Selegdo/peneiramento Selegéo
1* Lavagem Lavagem

'

2% Lavagem (cloragdo)

'

3% Lavagem (enxague)

‘

Branqueamento
v v
Resfriamento/amoleciment Amolecimento
Despolpamento Despolpamento
Medicdo/envase Medicdo/envase
Refrigeracdo/congelamento Refrigeracdo/congelamento

Figura 5. Fluxograma de processamento de acai batido conforme legislacdo (PARA, 2007a,

2012a) (A) e da maneira tradicional (sem tratamento térmico) (B).

Em 2008, a Anvisa estabelece o Gerenciamento do Risco Sanitario na Transmissdo de Doenca de
Chagas Aguda (BRASIL, 2008b) para melhoria da qualidade higiénico-sanitaria do acai, assim
como recomendacdes aos processadores de acai desde a colheita do fruto. E em 2012, o estado do

Para determina por legislacdo propria (PARA, 2012a) etapas imprescindiveis na prevencio dos
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surtos com Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA) e minimizando o risco sanitario durante
0 processamento artesanal de acai, por meio de peneiramento dos frutos, uso de &gua potavel
durante as lavagens, sanitizagdo com agua clorada e branqueamento dos frutos a uma temperatura
de 80 °C por 10s com imediato resfriamento e/ou amolecimento (Figura 5A). Malcher e Amaral
(2009) ao estudarem a cadeia de comercializagcdo do acai nas principais cidades do estado do
Amapé relataram que a grande maioria das processadoras artesanais nao utilizavam &gua clorada
durante a fase de sanitizacdo dos frutos e nem &gua filtrada na fase de amolecimento do acai.
Outro fator importante foi a constatacdo da auséncia de qualquer tratamento térmico dos frutos
durante o processamento em acai batido, apesar dos esforcos dos Grgdos competentes em

transferir as técnicas sanitizantes conforme a nova realidade (BEZERRA, 2007) (Figura 5B).

2.2 Composigao

Nos ultimos anos, observou-se um aumento da exploracdo econémica de determinados produtos
devido ao apelo pela inser¢do de alimentos mais saudaveis na dieta, e dentre estes, os alimentos
que apresentem compostos com propriedades funcionais como a atividade antioxidante, pois
auxiliam a proteger o organismo humano contra o estresse oxidativo, evitando e prevenindo uma
série de doencas cronico-degenerativas (CANUTO et al.,, 2010). O acai é considerado um
alimento energético e benéfico a salde, fonte de fibras, proteinas, vitamina E e &cidos graxos
essenciais, como Omega-6 e Omega-9, além de minerais, como manganés, boro, cromo e cobre
(ETO et al., 2010). A coloracéo arroxeada de seus frutos é devido a presenca de antocianinas que
apresentam um elevado poder antioxidante (FREGONESE et al., 2010), conferindo ao agai a
identificacdo de alimento funcional (POMPEU; BARATA,; ROGEZ, 2009). Muitos autores
relatam os beneficios & salde trazidos pelo consumo de acai, entre eles 0 aumento da capacidade
antioxidante do plasma sanguineo (MERTENS-TALCOTT et al., 2008), diminuicdo do estresse
(NORATTO et al., 2011), efeitos anti-inflamatérios (KANG et al., 2011), melhoramento da

funcdo endotelial (MICHALSKA et al., 2010), agregacdo de plaquetas e melhoramento das
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propriedades sobre a sindrome metabdlica (UDANI et al., 2011), efeitos anti-alérgicos e
propriedades anticancerigenas (HORIGUCHI et al., 2011). Por outro lado, Heirinch, Dhanji e
Casselman (2011) relatam que as evidéncias cientificas que promovem o0 acai como um
excepcional suplemento de salde ainda sdo insuficientes e insatisfatorias, mas assinalam um
promissor potencial em relacdo as atividades antiproliferativas e de cardioprotecao.

A composicao nutricional do acai tem sido relatada em muitos estudos, mas infelizmente ndo tem
havido muito consenso em relagdo aos resultados, principalmente quanto & metodologia

(SCHAUSS et al., 2006a) e a matriz utilizada para analise (Quadro 1).



Quadro 1. Composicao e valor energético de frutos e polpa processada de acai.
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Polpa e frutos integrais
(9.100g™* MS)

Polpa
(9.100g™* MS)

Polpa
(9.100g™)

Polpa
integral
(9.100g™)

Variavel

pH
Umidade
(%)

Solidos totais
(%)

Solidos
sollveis totais
(°Brix)
Acidez total
titulavel (%)
Lipideos
(9.100g™)
Proteinas
(9.100g™)
Fibras
(9.100g™)
Carboidratos
(9.100g™)
Calorias
(kcal.100g™)
Cinzas

(%)

Cr
(mg.100g™%)
Zn
(mg.100g™%)
Fe
(mg.100g™%)
Cu
(mg.100g™%)
Mn
(mg.100g™%)
Na
(mg.100g™%)
K
(mg.100g™%)
Mg
(mg.100g™%)
Ca
(mg.100g™)
P

(mg.100g™)

Neida &
Elba
(2007)

33,1-49,4
13,8-15,9
20,0-30,9

31,6-48,8

2,2-5,2
0,3-0,4
0,6-0,2
2,3-15
1,0
9,0-1,3
6,6-9,0
69,7-46,6
7,9-11,2
37,3-18,2

Schauss

Gordon
et al

(2010)  (2012)

34 -

- 1,2'+0,0
325 48,040
8,1 12,0£0,0
442 -
522  36,0+4,0
533,9 -

3,8 4,0+£0,0

- 2,1+0,0

44 7,840,2

= 13,3+0,1
6,8+0,7
= 930+9,9
- 172+0,3
260,0 423+1,2

- 186+1,6

Fregonese
et al
(2010)

90,01

9,98

0,18
36,47
8,84
1,68
3,61
58,36

0,30

Rufino
et al
(2011)

20,82+1,60

6,27+0,31

1,99+0,17

Oliveira
silva et
al
(2011)
4,30

10,35

0,532
31,07

9,45

Nascimento
et al
(2008)

5,0
89,18

0,7

0,192

4,61

0,17

5,63

0,41

Eto et al
(2010)

3,4-4,4
93,4-95,0

4,7-7,0

3,6-5,4

0,6-0,7

A acidez é expressa acido malico (%). ~ expressos acido citrico (%)

Em estudos anteriores, o produto acai batido foi considerado pouco &cido com pH médio de 5,23

(ROGEZ, 2000), sendo que nos resultados relatados os valores variaram dentro do mesmo tipo de

produto (Quadro 1), variacdes estas podendo ser decorrentes do estadio de maturacdo dos frutos,
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pois ocorre uma leve alcalinizacdo dentro dos meses de safra. O acai € reconhecidamente um
alimento altamente calérico em varios estudos (FREGONESE et al., 2010; NEIDA; ELBA,
2007), pois os teores de lipideos relatados foram quantitativamente maiores do que os demais
componentes da matéria seca. Também pode ser considerado um alimento fonte de fibras, sendo
comparado aos teores encontrados na farinha de trigo integral ou do farelo de arroz (BELDA-
GALBIS et al., 2015). Rogez (2000) relatou que o acai batido, num volume de 1 L, constitui uma
excelente contribuicdo em lipideos, fibras, manganés, cobre e em cromo, pois contribui com
valores superiores a 65% do valor recomendado. Também fornece valores notaveis de proteinas,
calcio, magnésio e potéassio, com valores entre 25% e 65% dos valores recomendados. Mas é
considerado pobre em fosforo, sédio, zinco e ferro, por contribuir com valores inferiores a 25%
do valor recomendado. Os acidos graxos componentes da fracdo lipidica do acai merecem uma
atencdo especial (Quadro 2), pois &cidos graxos mono e poli-insaturados tém sido associados a
reducdo do risco de cardiopatias, incluindo a hipertenséo e a aterosclerose (BASU, 2006; SILVA

etal., 2013).

Quadro 2. Composicao de &cidos graxos em diferentes produtos de acai

Polpa e frutos integrais Polpa Polpa Oleo bruto Extrato
Produto
(9.100g™* MS) (9.100g* MS)  (g.100g™)  (g.100g™ MS) (g.100g™* MS)
Acido graxo Neida & Elba Rufino etal | Schauss [Nascimento et al Silva et al.
(9.100g™) (2007) (2011) (2010) (2008) (2013)
Cis0 palmitico 2310,1 25,3 24,1 26,2 20,4 20,7
Cig.0 €stearico 1,3+0,0 1.4 1,6 1,8 1,3 1,3
Cis1 palmitoleico 5+0,1 5,4 4,3 49 3,4 3,5
Cys1 Oleico 54,4+0,2 56,9 56,2 55,5 63,9 63,7
Cig:2 linoleico 16+0,0 10,6 12,5 7.3 10,3 10,2
Cig: linolénico 0,8+0,1 0,5 0,8 0,6 0,5 0,6
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O &cido oleico (6mega 9) é encontrado em teores elevados na polpa de agai (Quadro 2), variando
de 54,4 % a 63,9% dos lipideos, dependendo do produto de acai estudado. Este &cido graxo é
considerado um &cido graxo insaturado essencial e vital na sintese hormonal (FAVACHO et al.,
2011). O &cido graxo linoleico (émega 6), relatado em 10,6 a 16% dos lipideos em polpas e
frutos integrais de acai (Quadro 2), participam da estrutura de membranas celulares,
influenciando a viscosidade sangliinea, permeabilidade dos vasos, a¢do anti-agregadora, pressdo
arterial, reacdo inflamatoria e fungdes plaquetérias. Estudos mostram que os efeitos causados pela
substituicdo de gordura saturada por gordura monoinsaturada na dieta, leva a reducdo nos niveis
de colesterol total e de LDL (low density lipoprotein), sem alterar significativamente os niveis de
HDL (high density lipoprotein). O acido graxo linolénico (6mega 3), encontrado de 0,5 a 0,8% da
fracdo lipidica de polpa e frutos integrais de acai (Quadro 2), é também o precursor primordial
das prostaglandinas, leucotrienos e tromboxanos com atividade anti-inflamatoria, anticoagulante,
vasodilatadora e anti-agregante (MORAES; COLLA, 2006). Silva e Rogez (2013) observaram
que os teores de acidos graxos em Oleo de acai e em um extrato comercial eram bastante
similares, mas as transformacoes e os processamentos do fruto em diversos produtos podem levar
a perdas destes componentes essenciais ao organismo humano. Em anélises de sucos clarificados
e filtrados houve perda significativa de &cidos graxos mono e poli-insaturados encontrados
naturalmente na fruta, havendo inducdo de consumidores a crer erroneamente que aqueles
produtos excessivamente processados eram nutricionalmente similares ao suco de acai original
(SCHAUSS, 2010). Silva e Rogez (2013) ao estudarem estabilidade oxidativa do 6leo bruto
de acai submetido a 60 °C observaram que os &cidos graxos poli-insaturados apresentram

reducdo significativa ao longo da cinética de oxidacao.
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2.2.1 Compostos bioativos e atividade antioxidante

2.2.1.1 Compostos fendlicos

Os compostos fendlicos, incluindo os acidos fendlicos, sdo metabdlitos secundarios de plantas e
fungos, e tem a funcéo de protecdo contra luz UV, a insetos, virus e bactérias. Também existem
plantas que possuem compostos fenolicos, como os &cidos cafeico e ferulico, capazes de inibir o
crescimento de outras plantas competidoras (alelopatia). Deste modo, acredita-se que estes
compostos sdo fundamentais para que as plantas conquistem seu ambiente terrestre, como a
lignina que estéa relacionada ao sistema vascular vegetal contribuindo para a rigidez de seus vasos
(HELENO et al., 2015). A presenca dos compostos fendlicos em vegetais é altamente variavel
qualitativamente e quantitativamente, sendo que alguns de seus compostos sdo ubiquos enquanto
outros sdo restritos a algumas familias ou espécies, e dentro de uma mesma espécie a variagdo
destes compostos pode ser devida a fatores genéticos, assim como aos estadios de crescimento e
maturacdo (CHEYNIER, 2005). Os compostos fenolicos também sdo responsaveis por algumas
caracteristicas sensoriais nos alimentos como a adstringéncia, amargor e aroma, além de conferir
estabilidade oxidativa de produtos derivados de vegetais (CRUZ, 2008; SHAHIDI; NACZK,
1996). Aos compostos fendlicos tem-se reportado maltiplas fungdes bioldgicas, incluindo a
atividade antioxidante, tendo os polifendis como os principais agentes antioxidantes na dieta
alimentar humana (ALSHIKH; DE CAMARGO; SHAHIDI, 2015). E nesta funcdo, compostos
fenolicos sdo capazes de prevenir o inicio da oxidacdo em cadeia pela eliminacdo dos radicais
primarios como radicais hidroxilas, decompor produtos primarios de oxidacdo para espécies ndo
radicais, e quelar metais ions prooxidantes (SHAHIDI; NACZK, 1996). Por estas caracteristicas,
0 papel dos compostos fendlicos e polifendis presentes nos alimentos tem sido reconhecido na
prevencdo de doencas cardiovasculares e de certos tipos de céncer, assim como reducdo da

obesidade e gordura visceral e como anti-inflamatorios potenciais (CAMARGO et al., 2015).
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Os compostos fendlicos sdo derivados metabdlicos dos aminoacidos L-fenilalanina e L-tirosina
produzidos em células vegetais, mas ocorrendo em variadas classes e subclasses e em
concentragcdes diferenciadas, dependentes de onde se encontram no vegetal. A fenilalanina
amonia-liase (PAL) é a enzima chave na regulacdo da via metabélica convertendo a L-
fenilalanina em &cido cindmico e iniciando a biossintese de fendlicos, sendo que as classes e
subclasses serdo determinados por fatores genéticos (CRUZ, 2008). Os fendlicos vegetais
incluem os fendis simples, acidos fenolicos (derivados dos é&cidos benzoico e cinamico),
coumarinas, flavonoides, estilbenos, taninos hidrolizaveis e condensados, lignanas e ligninas

(NACZK; SHAHIDI, 2004) (Figura 6).
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Fonte: (NACZK; SHAHIDI, 2004)

Figura 6. Producdo dos fenilpropanoides lignanas, ligninas, suberinas, cutinas, estilbenos,

flavonoides e taninos a partir da fenilalanina.
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Os compostos nédo-flavonoides sdo uma classe heterogénea, composta em sua maioria de
moléculas simples, tais como acidos fendlicos que se subdividem em &cidos benzoicos e acidos
hidroxicinamicos baseados em um esqueleto C1-C6 e C3-C6, respectivamente, e em estilbenos,
mas também de moléculas mais complexas como galotaninos e ligninas, entre outras
(CHEYNIER, 2005) (Figura 7).
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ex. pentagaloilglicose

Fonte: (CHEYNIER, 2005)

Figura7. Estrutura quimica das principais classes de polifenolicos ndo-flavonoides.

O grupo dos flavonoides apresenta um esqueleto carbénico basico Cs-C3-Cq caracteristico deste
agrupamento, consistindo de dois anéis fenolicos ligados por trés carbonos compondo um
heterociclo oxigenado denominado nucleo flavano (Figura 8). Os flavonoides séo divididos em
varias classes que diferem pelo estado oxidativo do nucleo flavano (anel heterociclico C) (ex.
antocianidinas, flavanonas, flavanois, flavonas, flavononois e chalconas). E dentro destas classes
de flavonoides podem haver inimeros padrbfes de substituicbes nos anéis A e B (ou
adicionalmente glicosilagdo ou acilagdo) formando compostos especificos, as vezes com

estruturas altamente complexas, sendo que mais de 4.000 tipos de flavonoides ja foram
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identificados em vegetais e este numero estd sempre aumentando (CHEYNIER, 2005;

DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

A
: Flavonols

Flavanones

O .
o
Flavanonols

Fonte: (NATURSTOFFWIKI, 2015)

Figura 8. Esqueleto carbbnico de algumas classes de flavonoides importantes, tendo em comum o

nucleo flavano.

Neste grupo dos flavonoides encontram-se as antocianinas que é considerado um dos grupos de
pigmentos de maior distribuicdo no reino vegetal, responsaveis por diversas cores nas plantas
como azul, roxo, violeta, magenta, vermelho e laranja (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA,
2010). O acai apresenta um teor consideravelmente elevado de compostos fendlicos, e entre estes
uma variedade de antocianinas, flavonas e acidos fendlicos, que Ihe confere uma alta capacidade
antioxidante in vitro (GORDON et al., 2012). O fruto é reconhecidamente uma substancial
fonte de antocianinas, responsaveis pela cor violacea de seus frutos, além de conferir uma alta

capacidade antioxidante (INACIO et al., 2013; LICHTENTHALER et al., 2005), maior do que
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qualquer fruta ou vegetal que tenha sido analisado, incluindo mirtilos, morangos e framboesa

(SCHAUSS et al., 2006a).

2.2.1.1.1 Andlise de compostos fendlicos

Muitas dificuldades sao listadas quando se trata de analise de componentes fenolicos, como a
heterogeneidade de pesos moleculares e diversidade dos compostos, assim como pela auséncia de
técnicas de separacdo eficazes (CHEYNIER, 2005). A identificacdo individual de todos os
compostos fenolicos ndo é possivel, devido a sua complexidade quimica, podendo haver a
determinacdo de modo individual em alguns casos, mas em amostras complexas pode ser mais
atil determinar grupos de compostos semelhantes. Tradicionamente, o termo “teor de fendlicos
totais” ¢ referente ao resultado obtido por métodos espectrofotmétricos, especialmente o método
de Folin-Ciocalteu (GARCIA-GUZMAN et al., 2015), mas outros métodos de determinacio do
teor de fendlicos totais sdo utilizados como as metodologias cromatograficas, como liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e eletroforese capilar, que permitem quantificar as concentracfes de
varios compostos fendélicos de forma mais individualizada (SHAHIDI; NACZK, 1996).

O método do reagente Folin-Ciocalteu foi inicialmente descrito para a analise de proteinas,
levando a vantagem da atividade do reagente estar direcionada ao residuo da tirosina, que contem
um grupo fenol (FOLIN; CIOCALTEU, 1927). A metodologia de Folin-Ciocalteu ficou
reconhecida e popularizada para quantificar fendlicos totais, tendo por base a transferéncia de
elétrons em reacdes de oxidacdo/reducdo ocasionada pela mistura de dois oxidantes inorganicos
fortes como os acidos fosfotungstico (HsPW1,040) e fosfomolibdico (HsPMo01204), que
oxidam um grande nimero de substancias reduzidas presentes na amostra, com monitoramento
da mudanga de absorbancia durante uma reagéo colorida. Ou seja, 0 que realmente € avaliado ¢ a
capacidade de redugdo da amostra, o0 que ndo reflete a quantidade de fendlicos desta amostra

(MARTINEZ-PERINAN et al., 2011; STEVANATO; FABRIS; MOMO, 2004).
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H3sPW 15040 + H3PM015,040 + FENOL —= W30,3 + M03024

Também reconhece-se a falta de especificidade do método, pois varias substancias nao fendlicas
tais como acido ascorbico, glicose e frutose em sucos, frutos e hortalicas podem interferir na
mensuracao dos fendlicos totais (KANG et al., 2012). Georgé et al. (2005) prop6s um método
colorimétrico mais répido, utilizando o mesmo reagente de Folin-Ciocalteu, para estimar o teor
de polifendis total de alimentos e bebidas, apés a emoc¢do dos interferentes redutores néo
fendlicos presentes na amostra.

Véarios métodos cromatograficos  foram desenvolvidos para quantificacdo de compostos
fendlicos em vegetais, baseados em diferentes principios utilizados para determinar grupos
estruturais diversos presentes nos compostos fendlicos. As técnicas cromatograficas liquida de
alta eficiéncia (CLAE) e gasosa (CG) séo as mais utilizadas para separacdo e quantificagéo de
compostos fendlicos (NACZK; SHAHIDI, 2004), assim como para avaliacdo das interacdes
entre os fendlicos com outros componentes da matriz (CRUZ, 2008). Mas muitos destes
compostos fendlicos apresentam uma grande diversidade de estruturas que ndo sdo detectados
quando analisados por CLAE, pois had uma auséncia de padrdes comerciais, levando geralmente a
um teor de polifenol total subestimado (GEORGE et al., 2005). Mas a elucidacdo destas
estruturas pode ser alcancada utilizando a combinacédo das técnicas cromatograficas CG e CLAE
com a técnica de espectrometria de massa (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Garcia-Guzmén et al. (2015) relataram que alguns métodos eletroquimicos tem sido propostos
para a caracterizagdo de polifendis em vinho, levando-se em consideracdo que todas as moléculas
polifendlicas presentes no vinho sdo eletroquimicamente ativas, mas com restricdes pois outros
compostos com potenciais redox semelhantes podem apresentar interferéncias. O primeiro
método eletroquimico descrito foi o de voltametria ciclica, para caracterizacdo e quantificagao

dos compostos polifendlicos, seguido da analise por injecdo de fluxo com detecgéo eletroquimica
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para quantificacdo do teor de polifendlicos totais, além da voltametria de pulso diferencial
(BLASCO et al,, 2005; GAMELLA et al., 2006; SERUGA; NOVAK; JAKOBEK, 2011).
Biosensores tambem foram propostos como uma ferramenta analitica eficaz para deteccdo de
compostos fendlicos, com a vantagem de serem altamente seletivos, como o biosensor
amperomeétrico e as nanoparticulas imobilizadas em eletrodos de vidro ou de ouro (CHAWLA et

al., 2012; GAMELLA et al., 2006).

2.2.1.2 Antocianinas e atividade antioxidante

A palavra antocianina deriva das palavras anthos (flor) e kyanos (azul) e representa o grupo de
pigmentos de maior expressdo e distribuicdo no reino vegetal. Pertencem ao grupo dos
flavonoides apresentando o cation flavano, em comum na estrutura basica 2-fenilbenzopirilium
(Figura 9) (MAZZA; BROUILLARD, 1990), que se apresenta muito reativo pois € deficiente de

elétrons (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010).

Fonte: (PASCUAL-TERESA; MORENO; GARCIA-VIGUERA, 2010)

Figura 9. Estrutura basica do cation flavano

Ja foram identificadas mais de 500 diferentes antocianinas em plantas, 23 antocianidinas das
quais somente seis Sd0 as mais comuns em vegetais vasculares: pelargonidina, peonidina,
cianidina, malvidina, petunidina e delfinidina (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009). Os fatores
que diferenciam as antocianinas entre si encontram-se: i) no numero de grupos hidroxila e/ou nos

grupos metoxi presentes; ii) na natureza, numeros, posicao de ligagdo dos agtcares na molécula;



48

iii) no natureza e numeros de &cidos alifaticos ou aromaticos que estdo ligados aos aclcares da
molécula; iv) o pH (MAZZA; BROUILLARD, 1990).

Os acUlcares estdo ligados as antocianinas pelos grupos hidroxila OH-, sendo que 0s mais
comumente encontrados sdo glicose, ramnose, galactose, arabinose, xilose, di e tri sacarideos
formados como glicosideos desses agucares. As antocianinas quando se encontram livres destes
acUcares sdo chamadas de antocianidinas ou agliconas, sendo que muitas ocorrem com maior

frequéncia na natureza (DAMODARAM; PARKIN; FENNEMA, 2010) (Figura 10).
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Figura 10. Principais antocianidinas em relagdo ao aumento da intensidade das cores vermelho e

azul.

As mesmas antocianinas podem ter diferentes cores, dependendo do pH e a concentracdo da
solucdo e a presenca de copigmentos. Em pH 1, o cétion flavano é a espécie predominante e
contribui para as cores vermelhas e parpuras, e em pH variando de 2 a 4, as formas quinoidais

azuis sao predominates, enquanto valores de pH 5 a 6,2 somente as duas espécies sem cor sdo
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observadas: pseudobase carbinol e chalcona. Em meios com pH acima de 7, as antocianinas sdo
degradadas dependendo de seus frupos substituintes (CASTANEDA-OVANDO et al., 2009).

A estabilidade das antocianinas é altamente influenciada pelas substituicbes que podem ocorrer
do anel B (Figura 9), e também pela presenca de grupos hidroxilas e metoxilas que diminuem a
estabilidade da aglicona em meio neutro. Por outro lado, a presenca de derivados de
monoglicosideos e a maioria de diglicosideos conferem mais estabilidade em condicdes de pH
neutro, pois as moléculas de agucares evitam a degradacdo de intermediarios instaveis em &cido
fendlico e compostos aldeidos (FLESCHHUT et al., 2006).

O fendmeno da co-pigmentacdo com antocianinas acontece quando outros compostos organicos
(co-pigmentos) sem cores formam moléculas ou complexos que mudam a cor, podendo até
mesmo aumentar sua intensidade, sendo um dos principais mecanismos de estabilizacdo da cor. O
cation flavano pobre em elétrons e altamente reativo torna-se estavel quando sdo associados com
co-pigmentos, como o acido clorogénico que sdo sistemas ricos em p-elétrons (MAZZA,
BROUILLARD, 1990).

As antocianidinas e antocianinas apresentam uma elevada atividade antioxidante pela capacidade
de captura de radicais livres do meio pela doacdo do atomo de hidrogénio fendlico, sendo que ja
foi observado uma correlagdo linear positiva entre capacidade antioxidante e o teor de
antocianinas em mirtilos, framboesas pretas e vermelhas e morangos (CASTANEDA-OVANDO
et al., 2009)

As principais antocianinas encontradas em frutos de agai, em quantidades consideréaveis, foram
cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo (GOUVEA et al., 2012). Outras antocianinas
monoméricas também foram relatadas como cianidina-3-O-sambubiosideo, pelargonidina-3-O-
glucosideo, e peonidina-3-O-glucosideo em menores concentragdes (SCHAUSS et al., 2006a). A
polpa de acai apresenta valores de atividade antioxidante relativamente altos (48,6 pumol Trolox

equivalentes.mL™) quando comparados a outros frutos reconhecidamente ricos em antocianinas
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como mirtilos, morangos, framboesas, amoras, oxicoco e suco de uva (DEL POZO-INSFRAN;

BRENES; TALCOTT, 2004; TONON; BRABET; HUBINGER, 2010).

2.2.1.2.1 Anélise de antocianinas

As antocianinas podem ser avaliadas quantitativamente por metodologias baseadas em
espectrofotometria e cromatografia. Dados bibliograficos mostram que o teor de antocianinas
totais sdo determinados mais frequentemente pelos métodos baseados no efeito clareador de SO,
e no pH diferencial, sendo que ambos apresentam certos desvios dos resultados reais, pois 0
primeiro superestima o teor de antocianinas, enquanto o segundo subestima devido a conversao
incompleta das formas antocianicas copigmentadas (PRODANOQV et al., 2005). O método do pH
diferencial foi proposto para caracterizacdo qualitativa dos extratos antocidnicos, baseado
principalmente em mensuracdes do espectro do visivel das mudancas estruturais do cromoforo
das antocianinas entre os pH 1,0 e 4,5. A técnica de avaliacdo quantitativa de antocianinas em
amostras pela mudanca de absorbancias foi primeiramente introduzida utilizando valores de pH
de 3,4 e 2,0 (SONDHEIMER; KERTESZ, 1948), sendo seguido por varios autores que
propuseram valores de pH de 1,0 e 4,5 e as absorbancias medidas em dois comprimentos de onda,
700 nm e comprimento de maxima absor¢do (Amsx), que pode variar de 510 a 550 nm em fungao
das antocianinas presentes na amostra (FULEKI; FRANCIS, 1968; GIUSTI; WROLSTAD,
2001). Com esta metodologia, as antocianinas monomeéricas sofrem uma modificacdo estrutural
reversivel em funcdo do pH, pois em pH 1,0 temos a forma colorida e em pH 4,5 a forma
hemiquetal incolor (Figura 11) e esta diferenca de absorbancias é proporcional a concentracdo do

pigmento (LEE; DURST; WROLSTAD, 2005).
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Base quinoidal (A) Cition flavilio (AH")
azul vermelho

I

Chalcona (C) Carbinol (B)
incolor Incolor

Fonte: (LEVI et al., 2004)

Figura 11.  Estrutura molecular encontradas em solugéo aquosa com diferentes valores de pH.
quimica das principais classes de polifendlicos ndo-flavonoides. Cation flavano (AH"), (A) base

quinoidal, (B) carbinol ou pseudo base, (C) chalcona.

A identificacdo das antocianinas individuais por técnica cromatografica liquida (CLAE),
eletroforese capilar e espectrometria de massa foram relatadas, onde o teor da aglicona e 0s
padrdes de glicosilacdo sdo estabelecidos, assim como para quantificagdo (CANUTO et al.,
2016). A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) tem sido utilizada para quantificacédo de
antocianinas em uvas, vinho, sucos, frutos e flores, mas esta técnica separa e quantifica somente
as formas antocianicas monbmeras e oligbmeras individuais onde a polimerizacdo das
antocianinas ainda ndo foi iniciada (PRODANOQV et al., 2005). Varios sistemas CLAE foram
testados para a deteccdo de antocianinas (MERKEN; BEECHER, 2000), assim como o
acoplamento de diferentes técnicas instrumentais formando os instrumentos hifenados ou técnicas
de segunda ordem, como por exemplo, a cromatografia liquida com detecc¢do por espectrometria

de massas ou detecgdo na regido UV-Vis através de um sistema de arranjo de diodos, permitindo
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a obtencao de informagdes de melhor qualidade por correlagiao de diferentes respostas (CANUTO

etal., 2016; MARCO; POPPI; SCARMINIO, 2008).

2.2.1.2.2 Anélise da atividade antioxidante

Os métodos para avaliacdo da capacidade antioxidante podem ser classificados basicamente em
dois grupos: métodos baseados na transferéncia do atomo de hidrogénio e métodos baseados na
transferéncia de elétrons (HUANG; OU; PRIOR, 2005). A capacidade antioxidante total de
produtos alimentares tem sido objeto de varios estudos in vitro, mas ainda ndo ha meétodo oficial
padronizado, sendo entdo recomendado que as avaliacdes sejam realizadas em varias condicGes
de oxidacdo e diferentes métodos de mensuracdo (FRANKEL; MEYER, 2000; ZULUETA;
ESTEVE; FRIGOLA, 2009). Nos ensaios baseados na transferéncia de atonos de hidrogénio, o
antioxidante e o substrato competem pelos radicais peroxil produzidos termicamente pela
decomposicdo de compostos azo. Ja nos ensaios baseados na transferéncia de elétrons mede-se a
capacidade de um antioxidante na reducdo de um oxidante, que quando reduzido leva a mudanca
de fluorescéncia do meio. A intensidade da fluorescéncia produzida é correlacionada com a
concentragdo de antioxidantes da amostra (ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009).

Os métodos baseados na transferéncia de atomos de hidrogénio incluem os métodos de
capacidade de absorcdo de radicais de oxigénio (ORAC), total radical-trapping antioxidant
parameter (TRAP), inibicdo de oxidacdo de LDL induzida, capacidade de captura do radical oxy
total (TOSCA), branqueamento-Crocin e quimioluminescéncia. Os métodos baseados na
transferéncia de elétrons inluem os seguintes métodos: fendlicos totais por Folin-Ciocalteu,
capacidade antioxidante equivalente Trolox (TEAC), poder antioxidante redutor do ferro
(FRAP), potencial antioxidante total usando complexo-Cu?* como oxidante, captura do radical
2,2-diphenil-1-picrilhidrazil (DPPH), captura do radical livre 2,2 -azinobis(3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfonico) (ABTS™), captura do radical N,N-dimetil-p-fenilenediamina (DMPD™) e

poder antioxidante redutor dos fons cobre (Cu®") (GULCIN, 2012).
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O método TEAC € o mais popular utilizando a transferéncia de elétron, pois é considerado um
método barato e estdvel em pH, podendo ser utilizado para estudos do efeito do pH na atividade
antioxidante. Mas, por outro lado, TEAC necessita de um fase anterior para gerar o radical livre
ABTS”", que ndo permanece estavel por muito tempo. O método ORAC, baseado em
transferéncia de atomos de hidrogénio, é o mais utilizado pois utiliza radicais livres
biologicamente relevantes, além de possuir padronizacdo permitindo a comparagdo entre
laboratérios e conseguindo integrar grau e tempo das reagdes antioxidantes. Suas desvantagens
maiores sdo a necessidade de equipamentos especificos, alem de produzir dados varidveis em
todo o processo, apresentando sensibilidade a mudacas de pH além de requerer longos periodos
de tempo para quantificacio dos resultados (ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009). O método

ORAC, basicamente, mede a diminuicdo da florescéncia de uma proteina como resultado de
perda de sua conformacdo apds sofrer um dano oxidativo de radicais peroxil (ROO®), ou seja

mensura a habilidade dos antioxidantes presentes na amostra de proteger a proteina do ataque

oxidativo (Figura 12).
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Figura 12. Reacéo do radical APPH durante o ensaio ORAC.
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O método TEAC ou ABTS ¢é baseado na eliminacdo do cétion radical ABTSe+ pelos oxidantes
da amostra a ser analisada. O radical ABTSe+ apresenta coloracdo azul-esverdeada com
absorbancia maxima a 645 nm, 734 nm e 815 nm (RE et al., 1999) (Figura 13). Desta forma, 0s
compostos antioxidantes presentes no meio capturam o radical livre, havendo uma perda de
coloracdo e entdo uma reducdo em absorbancia, que corresponde quantitativamente a

concentragdo do antioxidante presente na amostra (ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009).
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Figura 13. Reacdo do radical ABTS na presenca de compostos oxidantes durante o ensaio ABTS.

2.3 Aspectos microbioldgicos

2.3.1 Contaminacéo do fruto de acai

Os frutos de acai sdo altamente contaminados em termos microbiolégicos. Os cachos do acai sdo
fonte de alimento e abrigo para uma grande diversidade de passaros e outros animais. Desde a
colheita do acai em plena floresta, passando pela operacdo logistica de recolhimento dos frutos
nas areas ribeirinhas até a comercializagdo da bebida nos centros urbanos, existem inumeras
fontes de contaminacgéo de natureza ambiental, animal e humana

(SENAI/SEBRAE/SESI/SESC/SENAC, 2013).
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Uma das principais fontes de contaminacdo do fruto € a agua, pois somente 49,4% dos
municipios localizados na regido amazonica brasileira realizam a cloracdo simples da agua
(BRASIL, 2008a). Os frutos in natura comercializados para a producdo da bebida podem
apresentar concentracdes de coliformes fecais na ordem de > 3,0 log.g” MS, bactérias de 7,05
log.g MS, bem como 5,24 log.g™ MS de bolores e leveduras (OLIVEIRA; FARIAS NETO;
PENA, 2007), representando uma matéria prima ja comprometida em termos de conservagao. Os
frutos podem apresentar uma carga bacteriana de 9,5 log UFC.kg™ fruto de bactérias mesofilas
(AGUIAR; MENEZES; ROGEZ, 2013), além de relatos da presenca de Escherichia coli e
Salmonella spp. em frutos, assim como em produtos processados como polpas e bebidas de agai
(SANTOS; COELHO; CARREIRO, 2008). Bactérias mesofilas totais foram também encontradas
em bebidas prontas em concentracdes entre 2 a 7 log UFC.g™ (FARIA; OLIVEIRA; COSTA,
2012; SILVA et al., 2009), mas geralmente em maior numero na bebida processada de forma
artesanal, consumida regionalmente, e onde ndo ha aplicacdo de nenhum tratamento térmico

(COHEN et al., 2011; OLIVEIRA; FARIAS NETO; PENA, 2007).

2.3.2 Microrganismos indicadores de qualidade

Microrganismos indicadores sdo utilizados na avaliacdo da qualidade microbiolégica da agua e
posteriormente foram incorporados também na avaliacdo de alimentos. Estes microrganismos
indicadores pertencerem a grupos ou espécies que, quando presentes em um alimento, fornecem
informac@es sobre a ocorréncia de contaminacao de origem fecal, sobre a provavel presenca de
patdgenos ou sobre o estado de deterioragdo potencial daquele alimento, indicando as condigdes
sanitérias inadequadas durante o processamento, producdo ou armazenamento (LANDGRAF,
2008).

No passado, tomava-se por verdade que os sucos de frutas eram livres de patégenos alimentares
devido aos seus relativos pH reduzidos (LIAO et al., 2007; SUNG et al., 2014). Entretanto, varios

eventos de surtos foram causados pelo consumo de suco de frutas contendo patdgenos resistentes



56

a pH &cido, como Escherichia coli 0157:H7 e Salmonella spp. (CHOI et al., 2012; WILLIAMS;
SUMMER; GOLDEN, 2005) indicando que sucos de frutas também poderiam se tornar fonte de
patégenos (VODJANI; BEUCHAT; TAUXE, 2008). Embora a bactéria Listeria monocytogenes
néo tenha sido diretamente relacionada aos surtos de doencas de origem alimentar com sucos, ela
foi identificada como uma bactéria patdgena pertinente a seguranca sanitaria de sucos,
juntamente com Escherichia coli O157:H7 e Salmonella enterica, pela legislagcdo americana

(GABRIEL; NAKANO, 2009).

2.3.2.1 Salmonella spp.

O género Salmonella pertence a familia Enterobacteriaceae e compreende bacilos Gram-
negativos ndo produtores de esporos, podendo crescer em alimentos com atividade de agua a,, >
0,95, pH > 4,9 e temperatura entre 8 °C a 45 °C. S&o anaerdbios facultativos e produzem gas a
partir da glicose (exceto S. typhi) e sdo capazes de utilizar o citrato como fonte de carbono. A
maioria tem mobilidade pela presenca de flagelos peritriqueos. Sdo amplamente distribuidas na
natureza, tendo como principal reservatério natural o trato intestinal do homem, mas presente
também nas aves, animais silvestres e domesticados (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Inimeros relatos de surtos toxinfec¢do alimentar causados por Salmonella sdo conhecidos, nos
mais varios tipos de alimentos, mas Salmonella foi considerada o principal organismo causador
de surtos relacionados a sucos de laranja ndo pasteurizados, assim como sucos de varias frutas
comercializados diretamente nas ruas (ANEJA et al., 2014). Salmonellae ndo sdo particularmente
resistentes ao calor e podem ser eliminadas por tratamentos térmicos tais como Varias

combinag0es de tempo-temperatura utilizadas em pasteurizagéo (ICMSF, 2001).

2.3.2.2 Escherichia coli

Escherichia coli é um grande e diverso grupo de bactérias encontradas em uma variedade de

ambientes, incluindo bioaerosois, sendoea espécie predominante entre o0s diversos
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microrganismos anaerébios facultativos que fazem parte da flora intestinal de humanos e
mamiferos e por isto utilizada como indicador de contaminacdo de origem fecal em &gua desde
1892 (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; LANDGRAF, 2008). Estes microrganismos
pertencem & familia Enterobacteriaceae, bacilos Gram-negativos, ndo-esporulados, capazes de
fermentar a glicose com producdo de &cido e gé&s e considerados anaerdbios facultaticos
(FRANCO; LANDGRAF, 2008). Embora a maioria das cepas de E. coli sejam inofensivas,
algumas causam sérias doencas aos humanos, sendo que E. coli O157:H7 esté associada a casos
de anemia, célicas intestinais e diarreia sanguinolenta, podendo ser letal pela alta viruléncia,
apresentando dose infecciosa extremamente baixa (<10 a 100 UFC), e sendo responsavel por
epidemias em muitas partes do mundo (ARMSTRONG; HOLLINGSWORTH; MORRIS, 1996;

KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; KIM; RHEE, 2015).

2.3.2.3 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes € um patdégeno Gram-positivo, anaerobico facultativo crescendo a
temperaturas de -0,4 °C a 45 °C, valores de pH 4,39 a 9,4, a,, > 0,92, movel devido a flagelos
peritricosos e ndo formadores de esporos (GANDHI; CHIKINDAS, 2007; ICMSF, 2001).
Frequentemente encontrado em alimentos prontos para consumo minimamente processados e sao
capazes de crescer em ambientes muito hostis (FOOD SAFETY AUTHORITY OF IRELAND,
2005), com ou sem oxigénio, sob condi¢bes de refrigeracdo, além de poder desenvolver uma
tolerancia acida (DAVIS; COOTE; O’BYRNE, 1996) e de formar biofilmes em quase todos os
materiais utilizados na industria (BELDA-GALBIS et al., 2015; SILVA; MARTINIS, 2013).
Considerada uma bactéria ubiqua, L. monocytogenes ja foi isolada de alimentos crus ou
processados, agua, agua de esgoto, solo, vegetacdo em decomposicéo, silagem, animais selvagens
e domésticos, e de humanos (CONCHA-MEYER et al., 2014; IVANEK; GROHN;
WIEDMANN, 2006). Embora alguns relatos tenham ligado L. monocytogenes principalmente a

contaminagdo lactea, carnea e produtos de origem marinha, alguns surtos foram associados a
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produtos vegetais frescos nos ultimos anos (COSGROVE; CRONQUIST, 2011). Os serotipos
mais comumente associados com casos clinicos humanos sdo: 1/2a (linhagem 11) e serotipos 1/2b
e 4b (linhagem 1), sendo que a linhagem Il é mais comumente isolada de alimentos e animais
com listeriose, e a linhagem | esta associada a surtos de listeriose em humanos (ORSI; BAKKER,;
WIEDMANN, 2011). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saiude (FAO/WHO, 2004),
L. monocytogenes é de grande importancia para a sadde publica, sendo considerada um dos
patdégenos emergentes lideres associados a doengas transmitidas por alimentos. Nos EUA, ¢é
estimado que acontegcam 1.600 casos de listeriose por ano, levando a 250 mortes (SCALLAN et
al., 2011). No Brasil, exemplares de L. monocytogenes foram isolados de diferentes fontes de
alimentos e vegetais processados, mas muitos surtos e casos de listeriose ndo séo diagnosticados

e/ou ndo comunicados (REIS et al., 2011; SANT’ANA et al., 2012).

2.3.3 Processos sanitizantes

2.3.3.1 Processamento térmico

O processamento térmico envolve aquecimento de produto alimentar a uma temperatura que
varia de 50 a 150 °C fundamentalmente para inativacao de microrganismos e enzimas enddgenas.
E um processo dependente do pH, da carga microbiana inicial e da tempo de vida-de-prateleira
almejado (REIN, 2005). As operacdes de processamentos térmicos sdo convencionalmente
classificadas de acordo com a intensidade de calor aplicada: i) pasteurizacdo 65 a 85 °C, ii)
esterilizacdo (110 a 121 °C), iii) tratamento de ultra alta temperatura (UHT) (140-160 °C)
(KONG et al., 2007). Mas os processos térmicos também incluem esterilizacdo comercial,
operacOes para amaciamento de alimentos e pre-tratamentos térmicos tais como branqueamento,
que séo conduzidos antes do congelamento e enlatamento para inativagdo de bactérias e enzimas,
além da retirada do ar aprisionado (TIJSKENS; SCHIJVENS; BIEKMAN, 2001). Durante a

elevacdo da temperatura pode haver um aumento na atividade enzimatica e no crescimento
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microbiano até certo limite no qual o ponto de inativac&o se inicia. Alguns produtos processados
termicamente como verduras e frutos frescos, por necessidade de controle de microrganismos
para garantia da salde publica, a aplicagdo de calor pode causar deterioracdo qualitativa severa,
com a degradacdo da cor e textura, perda de nutrientes e de massa e diminuicdo de tamanho.
Além do mais, os consumidores demandam alimentos que foram termicamente processados mas
com um minimo de perdas nutricionais quanto possivel (AAMIR et al., 2013; KONG et al.,

2007).

2.3.3.1.1 Branqueamento

O branqueamento € uma das mais importantes opera¢6es unitarias onde as verduras sdo aquecidas
a uma dada temperatura objetivando a inativacdo de enzimas, induzindo mudancas texturais,
preservando a cor, sabor e valores nutricionais. O aquecimento promove a remocao do ar
aprisionado e dos gases metabdlicos que se encontram dentro das células vegetais e 0s substitui
por agua, formando uma fase aquosa semicontinua que favorece o crescimento de cristais
uniformes durante o congelamento e tornando o tecido menos deformavel. O branqueamento
industrial pode ser realizado em agua ou vapor, por micro-ondas (RUIZ-OJEDA; PENAS, 2013),
assim como gas aquecido (RAMESH et al., 2002). O branqueamento pode propiciar a
pasteurizacdo completa ou parcial, sendo que o branqueamento pela agua envolve um processo
de temperatura baixa-tempo longo (LTLT) ou de alta temperatura-tempo curto (HTST). A
temperatura tipica de branqueamento varia de 70 a 100 °C, e geralmente para verduras o tempo é
de 1 a 10min a 75 a 95 °C, com vapor ou &gua quente, e a combinacdo tempo-temperatura
dependente do tipo de alimento (PATRAS; TIWARI; BRUNTON, 2011). Os atributos sensoriais
sabor, textura e cor sdo afetados pelo branqueamento, sendo que a qualidade do alimento é
diretamente afetada pelo tipo e extensdo do branqueamento, podendo reter alguns sabores e
remover amargores indesejaveis (AAMIR et al., 2013). O branqueamento pode ter efeitos

negativos em nutrientes tais como vitaminas e compostos fendlicos, pois sdo relativamente
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instaveis quando submetidos a tratamentos térmicos (PATRAS et al., 2010; RAWSON et al.,
2011).

Rogez et al (1996) relataram os primeiros trabalhos com tratamento térmico por branqueamento
em frutos de acai objetivando a redugdo da sua carga microbiana, que aumentou de 3 a 4 log
UFC.g™ em relacéo & populacio inicial, apés 40 h da colheita dos frutos. A temperatura de
aquecimento da agua variou de 80 a 100 °C em tempos de imerséao do fruto de 0 a 360 s, além do
uso de vapor, utilizando frutos de acai colhidos na safra e na entressafra. Os autores concluiram
que o bindmio tempo-temperatura mais eficaz na redugdo microbiana foi o de 80 °C por 10s, nas
condicGes estudadas, principalmente no acai de safra quando a carga microbiana é relativamente
menor que aquela encontrada nos frutos durante o periodo de entressafra. A eficiéncia maxima do
branqueamento nestas condi¢fes também foi condicionada a tratamentos prévio como lavagem e
posterior como a pasteurizagdo do suco. O brangueamento do acai nestas condicGes foi
particularmente indicado pelo fato dos pigmentos presentes nas camadas mais externas serem
melhor preservados, devido a pequena espessura da polpa permitindo o planejamento de
tratamento por curtos periodos de tempo, e a conservacao da energia acumulada nos frutos ndo se
perde, pois a temperatura da agua de resfriamento é inferior a do branqueamento (ROGEZ,
2000). Pelo fato da bebida acai estar comprometida pela contaminacdo do Trypanosoma cruzi
(PEREIRA et al., 2009), a pasteurizacdo da polpa processada e do suco em escala industrial foi
institucionalizada como um método preventivo de inativacdo do protozoario que poderia
possivelmente estar presente. Para 0s processadores artesanais do estado do Pard, o
processamento térmico por branqueamento do fruto pelo binémio tempo-temperatura 80 °C, 10s
foi indicado como preventivo da doenca de Chagas, levando em consideracdo as condigdes
estruturais destes estabelecimentos (PARA, 2007a, 2012a). Em relacdo a influéncia do
branqueamento sobre os compostos fendlicos de acai (E. oleracea) e jucara (E. edulis), suas

polpas integrais foram tratadas termicamente a 80 °C por 1, 5, 10, 30 e 60min, na presenca e
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auséncia de oxigénio, sendo que a elevada degradacédo polifenolica observada, principalmente de
antocianinas com formacdo de chalconas, foi em decorréncia do tempo de exposi¢do ao calor

(SADILOVA; CARLE; STINTZING, 2007).
2.3.3.2 Processamentos ndo-térmicos

2.3.3.2.1 Cloragéo

O cloro é provavelmente o produto sanitizante mais comumente utilizado, podendo ser
encontrado na forma de gas de cloro, hipoclorito de célcio e hipoclorito de sédio. Muitos estudos
tém sido realizados sobre a eficacia do cloro na descontaminacdo de produtos alimentares
(BEUCHAT, 1998; OLAIMAT; HOLLEY, 2012; PHUA et al., 2014) e reducdo de varios
patdgenos em produtos agricolas (GOODBURN; WALLACE, 2013; WARRINER et al.,
2009). Mas, o0 uso de lavagens com agua clorada tem se tornado um crescente desafio, pois
existem preocupacdes em relacdo a saude publica pela liberacdo de vapores cloridricos durante o
processo de sanitizacdo, a formacéo de subprodutos que sdo compostos carcinogénicos tais como
trihalometanos com potenciais efeitos adversos a saude, assim como o0 impacto negativo deste
produto ao meio ambiente (PARISH et al., 2003; RAMOS et al., 2013; RICO et al., 2007).
Entretanto, os beneficios do uso do cloro na inddstria alimentar se sobrepdem as preocupacoes
sobre a potencial producdo de subprodutos prejudiciais (RAMOS et al., 2013). Estudos tem
demonstrado que as lavagens com agua clorada podem diminuir a carga bacteriana a valores
variando de 1 log UFC.g"! a 3,2 log UFC.g™, dependendo do método de inoculacdo, da
concentracdo de cloro, do tempo de contato e da bactéria alvo (BAUR et al., 2005; BELTRAN et
al., 2005; CASTEEL; SCHMIDT,; SOBSEY, 2008, HUA; RECKHOW, 2007). Para que
sanitizacdo com agua clorada seja eficaz, a concentracdo de cloro deve estar de 50 a 200 mg.L™
em tempo de contato crescentes, mas em ndo menos que 1min (BEUCHAT, 1998; RICO et al.,

2007). Relatos de contagem média de mesofilos em hortalicas prontas para consumo



62

apresentaram 54 x 10° a 3,7 x 10’ UFC.g* apés 24h de embaladas, indicando que a
contaminagdo ainda continuava relativamente alta nos produtos embalados, apos lavagens com
agua (clorada, em sua maioria), levantando questdes sobre quais patégenos poderiam ainda estar
presentes (DE GIUSTI et al., 2010). Alguns fatores podem limitar a eficacia do cloro como
sanitizante, como a degradacdo pela matéria organica (RICO et al., 2007), o fendbmeno da
internalizacdo de patdgenos dentro do tecido vegetal, (GOMES; MOREIRA; CASTELL-PEREZ,
2011), a formacdo de biofilme por bactérias e a consequente reducdo no processo de
descontaminacdo de E. coli (FETT, 2000), assim como a condi¢do de hidrofobicidade das
superficies vegetais (WHIPPS et al., 2008). Apds varios ensaios sobre desinfec¢do de alimentos
utilizando agua clorada com concentracdes variando de 100 a 200 mg.L™, por tempos de imersdo
variando de 5 a 10min, em temperaturas diversas e microrganismos alvo diferentes, Beuchat
(1998) concluiu que mesmo em diferentes concentragdes de cloro, a reducédo logaritmica tipica €
de < 2 log, sendo necessario que outras tecnologias sejam desenvolvidas para garantir a

seguranca dos alimentos.

2.3.3.2.2 Ozonizagao

O géas o0zodnio (O3) foi descoberto pelo quimico suico Christian Friedrich Schénbein em meados
do século XIX, relatando que se tratava de uma forma alotropica do oxigénio, sendo claramente
identificado em sua composicao triatbmica. Apresenta-se como um gas incolor em temperatura
ambiente e em baixas concentracfes, adquirindo uma coloracdo azulada em altas concentracdes;
possuindo odor penetrante e sendo facilmente detectdvel em concentragdes muito baixas (0,01 a
0,05 mg.L™") (COELHO et al., 2015; FREITAS-SILVA; MORALES-VALLE; VENANCIO,
2013). O ozébnio tem sido utilizado como agente conservante de alimentos desde 1909, mas
tinha a desvantagem de ter um custo mais alto em relagdo a outras substéncias como, por
exemplo, o cloro. Em 1982, o oz6nio foi declarado como substancia reconhecidamente segura

(GRAS — “Generally Recozined as Safe””) pelo FDA (Food and Drug Administration) somente
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como sanificante para agua engarrafada, e posteriormente sua utilizacdo foi estendida aos
alimentos (FREITAS-SILVA,; VENANCIO, 2010; KIM; YOUSEF; DAVE, 1999). O ozonio se
destacou pela elevada capacidade de desinfeccéo e esterilizagdo, principalmente em relagdo ao
cloro, devido a sua eficacia em baixas concentra¢des, necessitando de pouco tempo de contato e
sua decomposi¢do em produtos ndo toxicos. Apresenta um elevado potencial de oxida¢do (2,07
mV) sendo considerado o segundo mais poderoso agente oxidante perdendo apenas para o fltor
(3,06 mV) (RUSSEL; HUGO; AVLIFFE, 1999; SILVA et al., 2011). Novas tecnologias de
utilizacdo do o0z6nio tem sido relatadas em diferentes areas de aplicagdo, como no tratamento
de efluentes domésticos e industriais, processos de branqueamento de celulose e tratamento
de &gua potavel, entre outros, assim como nas areas de processamento de alimentos e
agricultura, principalmente apds a aprovagdo para o uso em alimentos também no Canadé, Japao
e Europa, e no Brasil pela Anvisa (O’DONNELL et al., 2012; ROZADO et al., 2008). O 0z6nio
tem sido considerado efetivo contra um grande espectro de microrganismos, incluindo virus,
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, esporos e fungos (ALEXANDRE et al., 2011). Mas
elevadas concentracbes de Os;  podem promover perdas de nutrientes ou alterar a
qualidade sensorial dos alimentos, devido a danos oxidativos resultando na producéo de odor

desagradavel e alteracéo na coloracdo do alimento (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999) (Quadro 3).

Quadro 3. Efeito do 0z6nio sobre os parametros de qualidade sensorial e nutricional

“Aimento  Forma de aplicagao do 0,  Populagao microbiana alvo _ Atributos de qualidade sensorial e nutricional _ Referéncias
0,6 g m? 0y gasosos Aumento da perda de dgua apos 5 semanas de

por 4 semanas; condicoes de Reduglo do crescimento de armazenagem; nenhuma alteragao na respiragao Palou et al.

Péssegos armazenagem de 5 °C e ;L‘:‘ce:: & esporulagdo de e nas taxas de producao de etileno, sem lesoes (2002)
90% de umidade relativa g fitotxicas
1,5 uL L' 05 gasoso, Reducdo da incidéncia de Reducdo da perda de peso, e amolecimento dos Nadas et al
Morango  armazenadas durante 3 dias @  podriddes por Bolrytis frutos tratados, resuftando em perda de aroma (2003) ’
2°C cinerea de fruta
Uva de 10.000 L L™ de 0, gasoso Reducao da Reducao em residuos de fenhexamida, Mlikota-Gabler et al.
mesa por 2h; 2.500 ou 5.000 contaminacao por Botrytis ciprodinila, pirimetanila e piraclostrobina; nao (2010)
uL L de 0;gasoso por 1 h cinerea alterou residuos de iprodione e boscalida

Melhoria da firmeza, manutencao dos

Tomates  Aplicacao de 0,4 mg L™ Os Reducao da contagem 5 5 . Aguayo et al.
: = ke parametros de qualidade sensorial. Reducao da
fatiados  aquosoarmazenados a 5 °C microbiana vida de prateleira de 14 para 10 dias 25 °C (2013)
. » Melhoria da qualidade com referéncia aos

Imersao em 0,36 mg L Reducdo da contagem - G S Alencar et al.
Banana 03 2quoso por 10 min microbiana gg:}asr:g;rlos microbioldgico, fisico-quimico e (2013)
o 9.2 uL L' de 05 gasoso por Reducdo da contagem Exposicao prolongada reduz a concentracao de Yeoh etal.

10, 20 e 30 min microbiana vitamina C, ndo afeta a atividade antioxidante (2014)

Fonte: (COELHO et al., 2015)
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O poder sanitizante do ozdnio pode ser explicado pelo dano oxidativo do 0zénio sobre as células
bacterianas pela inducdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) nas moléculas de lipideos e
proteinas incorporadas na membrana da célula bacteriana, levando a uma subsequente reacdo em
cadeia de degradacdo de lipideos, aumentando a fluidez da membrana, perturbado o equilibrio
osmatico celular e levando a ruptura da parede celular e morte da célula (ALWI; ALI, 2014;
KEUTGEN; PAWELZIK, 2008). A inativacdo bacteriana também pode ser devida a oxidacdo
dos grupamentos sulfidrilas de aminoécidos de enzimas e proteinas, decompondo as proteinas em
peptideos menores, mudando sua conformacdo e consequentemente inativando-a (AL-HADDAD;
AL-QASSEMI; ROBINSON, 2005; TORLAK; SERT; ULCA, 2013). O 0zbdnio também pode ser
responsavel pelo rompimento do DNA bacteriano por transformagfes em suas estruturas
secundarias ou introduzindo mutac¢des no cédigo genético, alterando seu metabolismo e levando a
morte celular (HUNT; MARIN, 1999; TORLAK; SERT; ULCA, 2013). A inativacdo bacteriana
pelo rompimento da membrana celular € um mecanismo eficaz e ndo leva a resisténcia
microbiana, e 0 0z6nio ou seus produtos reativos ndo necessitam permear dentro das células para
serem efetivos (TORLAK; SERT; ULCA, 2013). A combinacdo do processo de ozoniza¢do com
outras técnicas sanitizantes tem evidenciado resultados eficazes e promissores, principalmente
para o controle de fungos ao associar a 0zoniza¢do aquosa ao tratamento térmico (KECHINSKI
et al., 2012; SUNG et al., 2014), que pode ser implementado em pequenas agroindistrias e/ou
setor supermercados, com melhores condicdes estruturais, conforme relatado por Santana et al.

(2014).

2.4. Aspectos qualitativos e sensoriais

2.4.1 Cor

O primeiro atributo de um alimento a ser avaliado pelos consumidores € a sua cor, sendo portanto

um importante componente de qualidade relevante para a aceitagdo deste alimento no mercado
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(WU; SUN, 2013). Por definigdo, a cor é a resposta perceptiva mental de um espectro de luz
visivel, em fungdo do poder luminoso e do comprimento de onda, que é refletido ou emitido de
um objeto. Esta percepcdo da cor € considerada um fenbmeno muito complexo pois depende da
composi¢do do objeto, pois a cor ndo é uma propriedade inerente do objeto que apenas reflete ou
transmite a luz. Também depende de possiveis alteracbes que possam afetar a fonte desta luz,
alterando também a cor do objeto (MELENDEZ-MARTINEZ; VICARIO; HEREDIA, 2005).
Nos alimentos, a aparéncia € um critério muito importante na tomada decisdes de compra, sendo
também utilizada em toda a cadeia de producdo até a utilizacdo final como fator de julgamento da
qualidade de um produto. O atributo aparéncia é avaliado considerando varios fatores: tamanho,
forma, cor, condicdo de frescor e a auséncia dos defeitos visuais. A cor, em especial, € um
atributo que fornece informagfes basicas de qualidade para a percepcdo humana, estando
associada a fatores de qualidade como frescor, a maturidade, variedade e desejo, seguranga
alimentar, sendo um fator para a maioria dos sistemas de classificacdo de produtos alimentares
(COSTA et al., 2011; KAYS, 1997, 1999; MCCAIG, 2002). A aparéncia € um dos primeiros
critérios na tomada de decisdes de compra de um alimento, e posteriormente os consumidores
julgam atributos como sabor e aroma (IQBAL et al., 2010; PALLOTTINO et al., 2010). A
influéncia da cor é tdo profunda na percep¢do humana, que € capaz de causar mudancas nos
estados fisiolégico e emocional e pode formatar o que é percebido em outras modalidades
sensoriais. Em estudos para identificar a influéncia interativa da cor no senso do tato, a interagio
entre cor e textura foi automaética e imediata, e com efeito moderador sobre a percepcdo da

textura (CHYLINSKI; NORTHEY; NGO, 2015).

2.4.1.1 Espacos da cor

Os espacos de cor orientados para humanos sdo correspondentes aos conceitos de matiz (Hue),

sombra e tom baseados nas caracteristicas intuitivas das cores. O espaco de cores L*C*h*,
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utiliza 0 mesmo diagrama que o espaco de cores L*a*b*, porém utiliza coordenadas cilindricas

ao invés de coordenadas retangulares (Figura 14).

(A'“a:9‘°) Figura 8:
Go*b Diagrama de cromaticidade a*, b*
e PR

T 0
iz Tonalidade
HH
HHH H

* -6 0 +a*
Rl (verde) (Vermelho)

1T
T

-60
(Azul)

Fonte: (KONIKA MINOLTA, [s.d.])

Figura 14. Representagdo de um (A) sélido no espaco CIE L* a* b* e (B) diagrama de

cromaticidade a* b*

Nesse espaco de cores, o L* indica luminosidade, e € o mesmo L* do espaco de cores L*a*b*, o
C* indica o “croma” e o h ¢ um angulo de tonalidade. O valor de croma C* é 0 no centro e
aumenta conforme a distancia deste. O angulo de tonalidade h inicia-se no eixo +a* e é dado
em graus; O seria +a* (vermelho), 90 seria +b* (amarelo), 180 seria —-a* (verde) e 270 seria —
b* (azul).

Os espacos instrumentais sdo usados para equipamentos de medi¢do de cor ou colorimetros, e a
maioria destes espacos sdo padronizados pela Comissdo Internationale d'Eclairage (CIE) em
condicdes padrbes (iluminantes, observadores, e metodologia de espectros) (VISCARRA
ROSSEL et al., 2006). Na medicdo da cor dos alimentos, 0 espago de cores L* a* b* é o mais
utilizado devido a distribui¢do uniforme das cores, e porque ele é perceptivamente uniforme ou
seja, a distancia Euclidiana entre duas cores diferentes, corresponde aproximadamente a diferenca
de cor percebida pelo olho humano (LEON et al., 2006). Os equipamentos de mensuracio da

cor, colorimetros, mais utilizados sdo o Konika Minolta; Hunter Lab e Dr. Lange, no entanto eles
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tém a desvantagem de que a superficie a ser medida deve ser uniforme e de tamanho reduzido

(DRLANGE, 1999; KONIKA MINOLTA, [s.d.]; MENDOZA; AGUILERA, 2004).

2.4.2 Anélise sensorial

A gqualidade de um alimento para consumo passa, obrigatoriamente, pelos fundamentos de trés
disciplinas: a fisico-quimica com o0s aspectos nutricionais, a microbiologia e a sensorial. A
qualidade percebida pelo consumidor e consequentemente, a tomada de decisdo na escolha
daquele determinado produto, é o fator que esta mais intimamente relacionado com o0s aspectos
da qualidade sensorial (DUTCOSKY, 2013). A analise sensorial € uma disciplina cientifica usada
com os objetivos de: i) evocar, ou seja, preparar e servir amostras sob condi¢cdes controladas para
dimuicéo do erro, ii) medir a relacdo entre as caracteristicas do produto e a percep¢cdo humana
por meio dos dados coletados, iii) analisar os dados na forma estatistica e iv) interpreter os dados
e a informacdo estatistica no contexto das hipoteses formadas e do conhecimento prévio para a
tomada de decisdo. A avaliacdo sensorial tem sido utilizada de forma critica pelo setor industrial
desde a fase de desenvolvimento do produto, passando pela producdo até a manutencdo da
qualidade de varios tipos de produtos como géneros alimenticios, cosméticos, téxteis,
medicamentos, moveis e até automoveis Entre as varias aplicacBes neste segmento, a andlise
sensorial funciona como uma ferramenta deciséria na avaliacdo do efeito de alteracdes realizadas
na matéria-prima ou do processamento tecnolégico aplicado na matéria-prima sobre o produto
final (CIVILLE; OFTEDAL, 2012; DUTCOSKY, 2013). Deste modo, a aplicacdo de processos
de sanitizacdo em matérias primas pode levar a mudancas na qualidade sensorial dos alimentos
processados finais, podendo comprometer sua aceitacdo pelo consumidor (KAYS, 1999; WU,
SUN, 2013).

O atributo textura de um alimento pode indicar sua qualidade, influenciando sobremaneira na sua
aceitacdo e preferéncia pelo consumidor. E um atributo complexo que depende de algumas

caracteristicas quimicas e fisicas do produto. As propriedades e distribui¢do da agua presente em



68

um alimento pode afetar sua estrutura e textura (FIGIEL; TAJINER-CZOPEK, 2006; SILVA et
al., 2016). No caso do acai batido a quantidade de agua é altamente influenciavel em sua
classificacdo, preco, comercializagdo e aceitabilidade pelo consumidor tradicional (ROGEZ,
2000).

Atributos ndo-sensoriais também estdo tornando-se importantes na escolha dos alimentos
(VIDIGAL et al., 2011). Entre os fatores ndo-sensoriais mais analisados e que afetam o
comportamento dos consumidores destacam-se a relacdo entre o alimento, satde do consumidor e
0 contetido de substancias naturais no alimento (ALLISON; GUALTIERI; CRAIG-PETSINGER,
2004). As qualidades nutricionais e relativas a saude de um produto alimenticio séo, entretanto,
intangiveis e invisiveis aos consumidores (SABBE et al., 2009; VAN TRIJP; VAN DER LANS,
2007), mas podem ajudar na escolha de produtos mais saudaveis (DRICHOUTIS et al., 2008),
principalmente na aquisicdo de sucos de frutos tropicais (SABBE; VERBEKE; VAN DAMME,
2009).

Outro atributo extrinseco que afeta a aceitagdo de um produto é a influéncia do processo de
tomada de decisdo, pois quando consumidores decidem adquirir um determinado produto hd uma
combinacdo de desejos (utilidade, objetivos e valores pessoais) com crengas (expectativas,
conhecimento, significados) (ANGIE et al., 2011). Durante uma tomada de decisédo de compra
de um determinado produto, consumidores com experiéncias emocionais ficam atados em seus
desejos e crencas, como quanto aquele produto vai fazer por eles e se o produto ird ou nao
satisfazer as suas expectativas sobre o consumo (LI; JERVIS; DRAKE, 2015). Caracteristicas
individuais do consumidor também podem influenciar na compra de um produto, e deste modo o
género, idade, nivel de renda, atitude em questbes de salde, niveis de escolaridade e
conhecimento podem decidir como uma imagem de um produto pode ser processada no momento

da tomada de decisdo (SHEPHERD; TOWLER, 2007; SHEPHERD et al., 1996).
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O agai, por apresentar em sua composi¢do quimica um elevado teor de compostos fendlicos e
consequentemente uma alta capacidade antioxidante, tem sua imagem ligada a um grande leque
de beneficios a satde (SILVA et al., 2016), principalmente no mercado exterior. No caso do
mercado interno, principalmente na Regido Norte, sua imagem estd ligada como ingrediente
essencial na alimentacdo diaria da populagdo local (TEIXEIRA et al., 2013). A introducdo de
etapas de sanitizacdo do fruto durante o processamento do acai batido, necessarias para assegurar
a oferta de um produto mais seguro e por forca de legislagdo (PARA, 2012a), pode comprometer
a qualidade sensorial do produto final e sua aceitagdo pela populagdo local. No entanto, deve-se
levar em consideragdo que a qualidade sensorial é uma resposta individual, variando conforme as
experiéncias, a expectativa, o grupo étnico e as preferéncias individuais, e por isto desenvolver
um produto para consumidores do Norte brasileiro pode ser diferente de formular um produto
para os da regido Sul (MINIM, 2013). Além do mais, alguns estudos indicam a tendéncia de
consumidores tradicionais de evitar novos produtos (neofobia), afetando a aceitagéo de produtos
novos ou ndo-familiares (EL DINE; OLABI, 2009; SABBE et al., 2009).

A escolha de um método de analise sensorial estd baseada na resposta a, pelo menos, um dos trés
questionamentos fundamentais: i) o produto € aceito/preferido pelos consumidores?, ii) existe
diferenca perceptivel entre o produto em avaliacdo e algum produto convencional?, iii) quais 0s
principais pontos de diferenca entre os produtos e suas intensidades? As respostas destas questdes
permitem classificar o tipo de método sensorial a ser aplicado (DUTCOSKY, 2013; MINIM,

2013).

2.4.2.1 Métodos afetivos ou heddnicos

Para resolucdo da primeira pergunta utilizam-se técnicas subjetivas pelos métodos sensoriais
afetivos ou hedo6nicos, que ndo requerem treinamento dos julgadores e sdo importantes para
conhecimento da opinido dos consumidores sobre idéias, caracteristicas especificas ou globais de

um determinado produto, sendo também reconhecido como teste de consumidor. Estes tipos de
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testes determinam qual o produto preferido e/ou, mais aceito por um determinado publico-alvo,
em funcdo de suas caracteristicas sensoriais, como por exemplo consumidores de agai batido
processado artesanalmente. Entre os varios testes afetivos (qualitativos e quantitativos)
encontram-se 0s testes de aceitacdo e de preferéncia, que conseguem expressar
quantitativamente a opinido sobre a preferéncia entre produtos e a disposi¢do do consumidor em

comprar o produto, respectivamente (MINIM, 2013).

2.4.2.2 Métodos discriminativos

Uma analise sensorial mais objetiva, que meca de forma quantitativa e qualitativa, a sensacdo ou
a compreensdo de um produto, utiliza os métodos discriminativos ou os métodos descritivos. Os
métodos discriminativos respondem a segunda pergunta fundamental, sendo que os tipos de testes
mais comuns sdo os testes triangulares, duo-trio ou escolha forcada, também conhecida por
comparacdo pareada (MEILGAARD; CARR; CIVILLE, 2006), assim como comparagao
multipla, ordenacdo, “A ou Nao A” e “dois em cinco”. Séo, em geral, de facil interpretacéo,
requerem pouco tempo, e de baixo custo. Na industria sdo normalmente utilizados para testar
substituicdes de ingredientes quando o objetivo € manter a semelhanca do produto original

(MINIM, 2013).

2.4.2.3 Métodos descritivos

Os métodos descritivos conseguem obter maxima sensibilidade, reprodutibilidade e
confiabilidade de resultados durante as analises, pois os testes devem utilizar equipe de
avaliadores  selecionados e treinados e permitem documentar os aspectos qualitativos e
quantitativos sensoriais de um produto, respondendo assim a terceira pergunta fundamental
(DUTCOSKY, 2013). Os aspectos qualitativos dos produtos incluem a aparéncia especifica,
aroma, sabor ou de textura, também conhecidos como atributos, e 0 aspecto quantitativo é a

intensidade de cada um dos atributos. Diferentes métodos de analise descritivos sdao conhecidos,
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diferindo principalmente quanto a escala: avaliagdo de atributos (teste de escala), perfil de sabor,
perfil de textura, ADQ® (andlise descritiva quantitativa), analise descritiva do perfil sensorial de
produtos, perfil livre, tempo-intensidade e teste da amostra Gnica (DUTCOSKY, 2013;

MEILGAARD; CARR; CIVILLE, 2006).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia de tratamentos sanitizantes em frutos de acai e 0s
efeitos nas suas propriedades fisico-quimicas, na qualidade sensorial e intengdo de compra do

produto processado acai batido, para aplicacdo em processadoras artesanais.

3.2 Objetivos Especificos

- Adequar metodologia de inoculacdo bacteriana em frutos de acai para garantia de aderéncia e
sobrevivéncia da populacdo microbiana necessaria para testes de descontaminacéo.

- Avaliar a temperatura na superficie do fruto de acai durante o processamento térmico por
branqueamento.

- Avaliar a eficicia dos processos térmicos (branqueamentos a 80 e a 90 °C por 10s), e ndo-
térmicos (cloragdo a 200 mg.L™ por 15min e ozonizacdo aquosa a 4 mg.L™ por 10min) na
sanitizacdo dos frutos de agai inoculados artificialmente com microrganismos indicadores
Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria monocytogenes.

- Avaliar a eficécia do branqueamentos a 90 °C por 10s, seguido de resfriamento por 2m em agua
clorada (cloracdo a 50 e 200 mg.L™) e 4gua ozonizada (4 a 5 mg.L™) na sanitizac&o dos frutos de
acai inoculados artificialmente com microrganismos indicadores Salmonella spp. e Escherichia

coli.
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- Comparar 0s impactos dos processos térmicos e ndo térmicos de sanitizagdo dos frutos de acai
nas suas caracteristicas fisico-quimicas.

- Determinar possivel diferenca sensorial entre produtos acai batido de frutos sanitizados por
tratamentos térmicos e ndo-térmicos quando comparados ao acai batido tradicionalmente
consumido e regionalmente sanitizado por cloracéo (150 mg.L™ cloro por 15min).

- Determinar a aceitacdo e a intengdo de compra dos produtos acai batido apds sanitizacdo por
branqueamento a 80 e a 90 °C por 10s por consumidores regionais de acai tradicionalmente

processados sem tratamento térmico.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Frutos de acai

Frutos de acai (Euterpe oleracea Mart.) foram colhidos manualmente no Campo Experimental da
Embrapa Amapa no municipio de Mazagdo (AP), sob cultivo, no periodo da madrugada. Os
cachos foram colocados sobre lonas plasticas e os frutos foram debulhados manualmente, onde as
maiores  sujidades como folhas, raquis e insetos maiores foram  retirados
(SENAI/SEBRAE/SESI/SESC/SENAC, 2013). No mesmo dia, os frutos foram transportados em
caixas isotérmicas por barco pelo rio Mazagdo e por estrada até o Laboratério de Alimentos da

Embrapa Amapa em Macapa (AP) (Figura 15).

Figura 15. Coleta dos frutos de acai em area ribeirinha no municipio de Mazagao (AP).
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Para os testes de adequacdo e otimizagdo de metodologia e ensaios microbioldgicos, os frutos
foram divididos em lotes de 250 g e acondicionados em sacos nylon-poli 25 x 30 cm (16 micra)
de soldas laterais (TecMaq), embalados a vacuo (TecMaq TM-250) e transportados por avido em
caixas isotérmicas até a Embrapa Agroindustria de Alimentos, no Rio de Janeiro (RJ), onde
foram conduzidos os experimentos. Todos os testes foram realizados com frutos a temperatura
ambiente. Os frutos de acai foram pesados (Gehaka, B2000) e pré-lavados por trés vezes em 200
mL de &gua potavel. Em cada repeticdo dos ensaios foram empregadas 15 unidades de frutos
integros, aproximadamente 20 g de frutos, por tratamento estudado.

Para os ensaios fisico-quimicos e sensoriais, os frutos foram enviados ao Laboratério de
Alimentos da Embrapa Amapa na capital Macap4, onde foram divididos em lotes de 10 kg. Todo
os lotes de frutos foram peneirados em mesa catadora em material inox, com espacamento de 6
cm para retirada de pequenas sujidades e insetos ou parte destes (Figura 16A). Posteriormente, 0s
frutos foram pré-lavados em 12 L de agua potavel por 15min em recipiente de polietileno (Figura
16B), sendo revirados a cada 5min e as sujidades sobrenadantes retiradas com peneira e

posteriormente drenados (Figura 16C).

Figura 16. Etapas de higienizacdo do fruto de acai: (A) mesa de catacdo; (B) lavagem; (C)

retirada de sujidades.
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4.2 Microrganismos-teste

Para a elaboracdo dos inoculos foram preparadas misturas de 5 cepas de cada microrganismo-
teste, Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella spp., utilizados em ensaios de
descontaminacdo distintos. Quatro cepas de Salmonella spp. foram disponibilizadas pela
Fundacao Oswaldo Cruz: Salmonella Choleraesuis ATCC 10708, Salmonella Enteritidis ATCC
13076, Salmonella Typhimurium ATCC 13311 (fezes humanas), Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 (tecido animal) e uma cepa originada da colecdo de trabalho da Embrapa a

Salmonella Brazil, oriunda de acai (Figura 17A).

Figura 17. Cultura dos microrganismos utilizados nos ensaios de sanitizacdo: Salmonella Brazil

(A), Escherichia coli (B) e Listeria monocytogenes (C).

Cinco cepas de Escherichia coli foram doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz: ATCC 8739
(INCQS 00219) (fezes), ATCC 10799 (INCQS 00217), ATCC 11229 (INCQS 00032), ATCC
25922 (INCQS 00033) (material clinico) e ATCC 43893 (INCQS 00170) (leite de vaca). Cinco
cepas de Listeria monocytogenes também foram doadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz: Listeria
monocytogenes 1/2a (CLIST 0305), Listeria monocytogenes 4b (CLIST 0586) e Listeria
monocytogenes 1/2a (CLIST 2035 ATCC 19111) isoladas de em alface, Listeria monocytogenes
1/2b (CLIST 2169) origem humana (sangue de recém-nato) e Listeria monocytogenes 4b (CLIST
3436 SCOTT A). As cepas de Salmonella spp. (Figura 17A) e Escherichia coli (Figura 17B) que

se encontravam liofilizadas foram repicadas em caldo BHI (5 mL, Oxoid) e incubadas em estufa
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a 37 °C = 0,5 sem agitacdo por 24h. As cepas de Listeria monocytogenes (Figura 17C) que
estavam congeladas em frasco criogénico em glicerol foram repicadas em 5 mL de caldo TSB
(Difco) e incubadas a 37 °C + 0,5 por 24h. As culturas-estoque foram mantidas em tubos
inclinados de TSA (Difco) e incubadas a 37 °C £ 0,5 por 24h e posteriormente estocadas em

refrigerador a 8 °C.

4.2.1 Preparo do indculo

Os ino6culos dos microrganismos foram preparados a partir das culturas estoque elaboradas
(JENSEN et al., 2015; LANG; HARRIS; BEUCHAT, 2004) sendo que as cepas de Salmonella
spp. e Escherichia coli foram ativadas separadamente por trés dias consecutivos em 5 mL de
caldo BHI (Oxoid), enquanto as de Listeria monocytogenes foram ativadas em 5 mL de caldo
TSB (Difco). Todas as cepas foram incubadas a 37 °C + 0,5 por 24h, observando o crescimento
das células por turvacdo do meio. Apds o terceiro dia de ativacdo, os volumes dos tubos de vidro
contendo as cepas ativadas de cada microrganismo-teste foram reunidos em tubos plasticos
conicos de 50 mL (tipo Falcon), totalizando cerca de 25 mL de suspensdo de inéculo de cada
microrganismo. Em seguida, as culturas foram centrifugadas a 2.000 x g, por 15min a
temperatura ambiente (CT-500) por trés vezes, tendo o sobrenadante descartado e o sedimentado
lavado com 10 mL de &gua peptonada 0,1% (Difco) entre as centrifugacbes. As massas celulares
resultantes foram ressuspendidas em 10 mL de agua peptonada 0,1% (Difco). A adicdo de dgua
peptonada é realizada geralmente abaixo da concentracdo de proteina necessaria para que haja a
promocdo da adesdo do microrganismo na matriz (JENSEN et al., 2015).

As concentragcbes das suspensdes contendo cada microrganismo foram quantificadas por
enumeracao das col6nias e para isso aliquotas de 1,0 mL das suspensdes obtidas foram retiradas e
procedeu-se a diluicdo seriada em &gua peptonada 0,1% (Difco). Um volume de 0,1 mL de cada
diluicéo foi cultivado em superficie de seus respectivos meios de cultura seletivos. Para contagem

de Salmonella spp. foi utilizado o meio agar Xylose Lysine Deoxycholate (XLD) (Difco), para
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Escherichia coli 0 meio agar Eosin Methylene Blue (EMB) (Acumedia), assim como para
Listeria monocytogenes o meio Oxford (Oxoid). As placas cultivadas foram incubadas a 37 °C +
0,5 durante 24h para Salmonella spp. e Escherichia coli, e por 48 h para Listeria monocytogenes.
As contagens foram realizadas manualmente e os resultados expressos em UFC.mL™.

Os frutos de agai foram inoculados pontualmente com micropipetador, gotejando um volume
total de 1,0 mL de indculo nos frutos, garantindo que todos os quinze frutos recebessem uma gota
de in6culo, até esgotar o volume total por amostra, composta de 15 frutos. Os frutos foram
mantidos em fluxo laminar (Veco) durante 30min até a secagem do inéculo. Em seguida, quinze
frutos inoculados com cada mistura dos microrganismos-teste foram submetidos a analise
microbioldgica. Desse modo, foi possivel quantificar a concentragcdo dos microrganismos-teste

antes da aplicacéo dos tratamentos de sanitizagdo (No).
4.3 Adequacéo e otimizagdo de metodologia

4.3.1 Teste de modo de inoculacgéo e aderéncia

Os tratamentos foram conduzidos conforme metdologia preconizada por Beuchat et al (2003) em
aproximadamente 70 g de frutos de acai (balanga Gehaka, BG2000) inoculados com mistura de
Salmonella spp. da seguinte forma: gotejamento de 1,0 mL de indculo e secagem em fluxo
laminar (temperatura ambiente); gotejamento de 1,0 mL de in6culo e secagem em estufa
incubadora (Solab) a 37 °C + 0,5 por 24h; imersdo em suspensdo de 2,0 mL in6culo com 18,0
mL agua peptonada 0,1% e secagem em fluxo laminar (temperatura ambiente), imersdo em 2,0
mL indculo com 18,0 mL &gua peptonada 0,1% e secagem em estufa incubadora a 37 °C+ 0,5 por
24h .

Os tratamentos de gotejamento dos frutos foram realizados com o auxilio de micropipeta de 100
uL, aplicando gota a gota no fruto em placa de Petri (Figura 18A). Para avaliar os modos de

secagem do indculo, uma parte dos frutos inoculados foram mantidos nas placas de Petri dentro
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do fluxo laminar (Figura 18C) e outros frutos inoculados foram transferidos para Erlenmeyers
tampados com algodéo estéril e levados até a estufa incubadora a 37 °C £ 0,5 (Figura 18D). Os
tratamentos de imersdo foram realizados em sacos plasticos esterilizados (19 x 30 cm, Whirl-Pak),
contendo os frutos e adicionando 18,0 mL de &gua peptonada 0,1% e depois 2,0 mL de in6culo
(Figura 18B). Os frutos foram mantidos imersos por um periodo total de 5min, com revolvimento
a cada 1 minuto, quando a suspenséo de indculo foi drenada e os frutos transferidos ou para placa
de Petri e mantidos em fluxo laminar (temperatura ambiente) (Figura 18C) ou para Erlenmeyers
tampados com algod&o esterilizados e levados a estufa incubadora a 37 °C £ 0,5 (Figura 18D).

BB \

Figura 18. Detalhes do ensaio de inoculacdo por gotejamento (A) e imersdo (B) dos frutos de acai

e secagem a 37 °C (estufa incubadora) (C) e a temperatura ambiente (fluxo laminar) (D).

Os frutos de cada tratamento apds a etapa de secagem do inoculo em fluxo laminar ou estufa
incubadora foram transferidos para sacos plasticos esterilizados (19 x 30 cm, Whirl-Pak) com
20,0 mL de agua peptonada 0,1%, para recuperacdo das células. Os frutos foram delicadamente
esfregados manualmente durante 1 minuto e o saco agitado por mais 30s. Aliquotas desta
suspensdo de recuperacao dos frutos foram diluidas em série e plagueadas em superficie (0,1 mL)
em meios agar XLD (Difco) e agar HE (Hektoen entérico) (Acumedia), em duplicata, pois séo
considerados meios moderadamente seletivos para esta bactéria (VOETSCH et al., 2004). As
placas de Petri foram incubadas a 37 °C + 0,5 por 24h e as col6nias caracteristicas de Salmonella

spp. contadas.
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4.3.2 Teste de compatibilidade entre cepas

As cepas de cada microrganismo-teste foram avaliadas quanto ao efeito antagbnico sobre a
capacidade de inibicdo do crescimento de outras cepas. Conforme metodologia utilizada
(BEUCHAT; WARD; PETTIGREW, 2001), cada uma das cinco cepas de Salmonella spp.,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes foi ativada, a partir das culturas estoque anteriormente
elaboradas (JENSEN et al., 2015; LANG; HARRIS; BEUCHAT, 2004), por trés dias
consecutivos em tubo de ensaio contendo 5 mL de caldo BHI (Oxoid) e incubadas a 37 °C £ 0,5
por 24h, observando o crescimento das células por turvacdo do meio. Foram reunidas em tubo
plastico conico de 50 mL (tipo Falcon) e centrifugadas por trés vezes a 2.000 x g por 15min a
temperatura ambiente (CT-500), sendo posteriormente lavadas e ressuspensas em agua peptonada
0,1% (Difco). As cepas foram avaliadas pelo método de estrias cruzadas em TSA (Difco) e
incubadas por 24h a 37 °C £ 0,5. A inibicdo das cepas foi avaliada pela observacao de inibicdo do

crescimento das colonias nas juncdes das estrias.

4.3.3 Teste de temperatura na superficie do fruto

Frutos de acai foram imersos em &gua aquecida em banho-maria (Huber microprocessado
Control MPC) com o auxilio de escumadeira de aco inox, as temperaturas de 80 °C, 90 °C e 100
°C, monitoradas por termopack (Salcasterm 200). Foram realizadas 6 leituras de temperatura da
superficie do fruto com termdmetro infravermelho (InfraRed Thermometer T1-860) em periodos

de tempo de 2s, 4s, 6s, 8s e 10s em cada temperatura da agua (Figura 19).
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Figura 19. Medicdo da temperatura da superficie do fruto de acai

O tempo de branqueamento dos frutos a 90 °C foi determinado pelo valor L (proporcéo letal)
calculado (1s) (GAZE, 2006). Mas, levando-se em consideracdo que o processador artesanal teria
dificuldades de cumprir este exiguo tempo, aliando ao relatado por Rogez et al. (1996), que
preconizaram que o tempo de branqueamento deveria ser < 10s, optou-se pelo tempo de imerséo

de 10s.

4.4 Métodos de sanitizacao do fruto

Dois ensaios foram realizados separadamente, em momentos distintos.

No primeiro ensaio frutos de acai inoculados com Salmonella spp., Escherichia coli e Listeria
monocytogenes foram testados por tratamento térmico por branqueamentos a 80 e a 90 °C e por
tratamentos ndo-térmicos por cloracdo e 0zonizacao aquosa.

No segundo ensaio, o tratamento mais eficaz na reducdo microbiana observado no primeiro
ensaio, o branqueamento de frutos a 90 °C por 10s, foi estudado com diferentes solu¢Ges aquosas
para resfriamento, avaliando o fenémeno da infiltracdo microbiana em frutos inoculados com

Salmonella spp. e Escherichia coli.
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4.4.1 Tratamento térmico

4.4.1.1 Branqueamento

Para as analises microbiologicas em escala laboratorial com amostras de 15 frutos, 500 mL de
agua destilada foram aquecidos em dois béqueres de 2 L, monitoradas por termémetro analdgico
de imersdo total (HG) e utilizadas nos dois tratamentos térmicos: imersao dos frutos inoculados a
80 °C por 10s, como determinado pela legislacio estadual (PARA, 2012a) e a 90 °C for 10s. A
imersdo dos frutos foi realizada com a ajuda de escumadeira de aco inox e os frutos foram
drenados apos o tempo de imerséo e resfriados em 500 mL agua destilada a temperatura ambiente
por 2min e drenados. O tratamento controle consistiu de frutos ndo inoculados acondicionados
em escumadeira de aco inox e imersos em 500 mL &gua destilada em béquer de polipropileno de
2 L, a temperatura ambiente por 15min e drenados.

Para as analises fisico-quimicas e sensorial em escala piloto, frutos pré-lavados (lote 10 kg)

foram foram colocados em sacos de polietileno de alta densidade (PEAD) com tamanho de malha

de 2,4 x 6,1 mm e imersos em agua aquecida (Figura 20A).

Figura 20. Branqueamento dos frutos de acai a 80 e 90 °C (A), com imerséo dos frutos em &gua

aquecida (B) e posterior resfriamento em agua clorada (50 mg.L™) por 2min (C).
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Um lote foi imerso em agua a 80 °C em autoclave (AV175), durante 10s (Figura 20B), conforme
determinado por lei (PARA, 2012a), com monitoramento da temperatura em termémetro digital
tipo espeto (ref. 6132, Inconterm). Os frutos foram rapidamente drenados e imersos em
recipiente plastico contendo 12 L de 4gua clorada (50 mg. L™) a temperatura ambiente durante
2min para resfriamento (Figura 20C). Outro lote de frutos pré-sanitizados foi branqueado a 90
°C durante 10s. Os frutos foram rapidamente drenados e imersos em recipiente plastico contendo
12 L de 4gua clorada (50 mg. L) a temperatura ambiente durante 2min para resfriamento e

drenados.
4.4.2 Tratamentos ndo-térmicos

4.4.2.1 Cloragéo

Para as analises microbiolégicas em escala laboratorial os frutos inoculados foram acondicionados
em escumadeira de aco inox e imersos em 500 mL de solug&o clorada 200 mg.L™ utilizando-se
agua sanitaria comercial (marca Globo, 2,0 a 2,5% cloro livre p/p) em béquer de 2 L por 15min, e
depois os frutos foram drenados.

As concentracBes iniciais e finais de cloro de todos os tratamentos de cloracdo foram
determinadas pelo método colorimétrico DPD (APHA; AWWA,; WEF, 2005)(APHA; AWWA;
WEF, 2005).

Para as analises fisico-quimicas e sensorial em escala piloto, lote de 10 kg de frutos pré-lavados
foram imersos em 12 L de agua potavel por 15min em solucdo clorada a 150 mg.L™ preparada
com cloro comercial (marca Brilux, 2,0 a 2,5% de cloro livre p/p) e imediatamente enxaguados
em 12 L de agua potavel e drenados, representando o tratamento controle. O uso de cloro

comercial foi utilizado no intuito de simular as mesmas condic¢des do processador semi-artesanal
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4.4.2.2 Ozonizagdo aquosa

Para as analises microbiologicas em escala laboratorial, 500 mL &agua destilada foram
previamente ozonizadas a 4 mg.L™ O5 por 5min em frasco Schott 1 L com aparelho ozonador
(Ozone & Life 3.0 RM, Brasil) pelo método descarga corona (Figura 21A). O ozbnio foi
dissolvido em agua através de uma pedra porosa difusora de gés. O residual de 0zonio na agua foi
medido de acordo com os procedimentos prescritos pela Precision Labs, através do kit analitico
fotométrico (K-7423) em conjunto com o Fotdometro (SAM Oz6nio 1-2019, Chemetrics). Apos
concluido o tempo de ozonizacdo da agua, os frutos foram imersos nesta solucdo aquosa a 4
mg.L™ O3, em ozonizagdo continuada (Figura 21B), e realizada a leitura de concentragdo inicial
de Osz. Apds 10min de imersdo em solucdo aquosa ozonizada, os frutos foram drenados com o

auxilio de garfo de aco inoxidavel e a concentracao final de O3 também foi mensurada.

Figura 21. Aparato do processo de ozonizacao aquosa de frutos de agai (A) e de neutralizacdo do

ozonio residual (B) para analises microbioldgicas.

Por se tratar de um gas prejudicial a saude, o 0zénio gerado durante o tratamento da agua e dos
frutos foi neutralizado antes de ser liberado na atmosfera (SILVA et al., 2007), borbulhando-o em

900 mL solucéo de iodeto de potassio Kl 2% (Proquimios) em um frasco lavador de gés colocado
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em série (Figura 21B). Na reac&o, o ion de iodeto se oxida a iodo através da acdo do ozénio em
uma solucdo de iodeto de potéssio. O oxigénio atémico liberado a molécula de 0z6nio se reverte
em oxigénio molecular (SILVA, et al., 2011).

Para as analises fisico-quimicas e sensorial em escala piloto, o0 0zénio foi gerado em ozonador
(3.0 RM Ozone & Life®) pelo método corona (processo eletroquimico) acoplado a uma fonte de

oxigénio super puro (> 99.5%) (White Martins Ltda.) (Figura 22A).

Figura 22. Esquema de ozonizagdo aquosa (A), recipiente de sanitizacdo (B), difusdo do ozénio

na agua pré-ozonizada (C), ozonizagdo aquosa dos frutos (D), mensuracdo fotométrica da

concentracdo de O3 (E) e conversdo do 0zonio residual com iodeto de potassio (F).

O tratamento de ozonizacdo foi conduzido em recipiente de polietileno retangular, com
fechamento hermético e borracha na juncdo da caixa para melhor vedagdo (Figura 22B). Os
recipientes apresentavam dois orificios na tampa, em cada um deles foi adaptada uma mangueira
de silicone, para entrada do O3 e a outra para a exaustdo do gas (Figura 22B). Um volume de 12
L de agua foi previamente ozonizada a 4 mg.L™ por 5min em recipiente de polietileno por um
difusor poroso (Figura 22C). Os frutos de acai foram imersos nesta solu¢do ozonizada, quando a

concentracdo inicial de O3 foi medida (Figura 22D). Ap6s 10min de imerséo, os frutos foram
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drenados e a concentracdo final da 4gua ozonizada foi novamente medida. O residual de ozénio
na agua foi medido com a mesma metodologia utilizada para a escala laboratorial (Figura 22D).
O excesso de ozonio foi convertido novamente em oxigénio antes de ser liberado para a
atmosfera (Figura 22E). Os experimentos com Os foram realizados de acordo com rigorosas

normas de seguranga e protecao.

4.5 AvaliacBes microbioldgicas

Dois ensaios microbiologicos foram realizados separadamente, em momentos distintos.

4.5.1 Frutos sanitizados por tratamentos térmico e ndo-térmicos

Neste primeiro ensaio microbioldgico, os frutos de acai foram inoculados com Salmonella spp.,
Escherichia coli e Listeria monocytogenes e sujeitos a tratamento térmico por branqueamento a
80 °C e a 90 °C por 10s e a tratamentos n&o-térmicos por cloracdo a 200 mg.L™ e ozonizagdo
aquosa 4 mg.L™ por 10min, separadamente, tendo como tratamento controle frutos lavados em

agua destilada (Figura 23).



Lavagem em
agua destilada
Inoculagao
Secagem
/ /
Controle T,1 T,2 T,3 T,4
agua destilada cloragao branqueamento branqueamento ozonizagao
15min 200 mg.L™ 80°C 90°C aguosa
15min 10s 10s 4mg.L 10min
T,2 T,3
resfriamento resfriamento
agua destilada agua destilada
2min 2min
/
Controle T,1 T,2 T,3 T,4
drenagem drenagem drenagem drenagem drenagem
- Andlise Analise Andlise Analise
Analise micr obiolégica micr obiol égica icrobiol ogi icrobiol égi
micr obiol égica og og micr obiologica microbiologica
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Figura 23. Fluxograma do primeiro ensaio microbioldgico com frutos de agai inoculados com

Salmonella spp., E. coli e L. monocytogenes e tratamentos termicamente (branqueamento a 80 °C

e a 90 °C) e ndo-termicamente (cloragéo e ozonizacdo aquosa) e com agua destilada (controle).
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4.5.2 Frutos sanitizados combinando branqueamento a 90 °C e resfriamentos

No segundo ensaio microbiologico, os frutos inoculados com Salmonella spp. e Escherichia coli
foram primeiramente branqueados a 90 °C por 10s (item 4.4.1.1) e posteriormente resfriados por

2min com diversas solucdes aquosas diversas (Figura 24).



Lavagem com
agua potavel
\
Inoculagédo
\

Secagem
Controle T,1 T,2 T,3 T,4
branqueamento branqueamento branqueamento branqueamento branqueamento
ag0°C a9°C a90°C ag90°C a90°C
10s 10s 10s 10s 10s

/
Controle T,1 T,2 T,3 T,4
resfriamento resfriamento resfriamento resfriamento resfriamento
(agua potavel (adguaclorada (agua clorada (agua ozonizada (agua ozonizada
2min) 50mg. L™ 200mg. L™ 4mg. L* 5mg. L*
2min) 2min) 2min) 2min)
/ /

Controle T,1 T,2 T,3 T,4
Drenagem Drenagem Drenagem Drenagem Drenagem
Analises Analises Analises Andlises Andlises
micr obiolégicas micr obiol égicas microbiol égicas microbiolégicas micr obiolégicas
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Figura 24. Fluxograma do segundo ensaio microbiologico com frutos de agai inoculados com
Salmonella spp. e Escherichia coli e tratados por branqueamento a 90 °C com resfriamento em

diferentes solucdes aquosas.
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O tratamento controle consistiu de branqueamento de frutos ndo inoculados acondicionados em
escumadeira inox e branqueados a 90 °C por 10s em béquer de 2 L com resfriamento em agua

potével a temperatura ambiente por 2min, seguido de drenagem da agua de resfriamento.

4.5.2.1 Combinacdo de branqueamento a 90 °C e resfriamento com &gua clorada

Frutos de acai inoculados, branqueados a 90 °C e drenados foram resfriados em 500 mL de agua
clorada em concentragdes de 50 mg.L™* e 200 mg.L™?, separadamente, por 2min, conforme

metodologia descrita para cloracdo (item 4.4.2.1) e depois drenados.

4.5.2.2 Combinacéo de branqueamento a 90 °C e resfriamento com agua ozonizada

Frutos inoculados, branqueados a 90 °C por e drenados foram rapidamente resfriados por
imersdo em 500 mL de aguas previamente ozonizadas (4 mg. L™ e 5 mg. L™) por 2min. A 4gua

foi previamente ozonizada por 5min conforme metodologia descrita para ozonizagéo (4.4.2.2).

4.5.3 Andlises microbioldgicas

Os frutos de acai inoculados e tratados nos dois ensaios microbiolégicos foram colocados em
sacos plasticos esterilizados (19 x 30 cm, Whirl-Pak) e 6 mL de agua peptonada 0,1% (Difco)
foram adicionados para recuperacdo do microrganismo, simulando o volume de agua durante a
confeccdo da acai processado classificado como acai batido fino (14 kg fruto: 4 L &gua) em
processadoras semi-artesais (MALCHER; CARVALHO, 2011). Durante 1 minuto, os frutos
foram friccionados levemente na casca, sob 0 saco esterilizado, evitando assim a retirada da
polpa (Figura 25A). Depois 0 saco contendo fruto e a simulagdo do produto agai batido foi

revolvido durante trinta segundos para homogeneizagéo da suspensao (Figura 25B).
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Figura 25. Frutos de acai sendo friccionados (A) e solucéo de recuperacdo apds homogeneizacao

(B).

Aliquotas de 1,0 mL da suspensdo obtida foram retiradas e procedeu-se a diluicdo seriada em
agua peptonada 0,1% (Difco). Os plagueamentos em superficie (0,1 mL) em duplicata das
suspensdes foram efetuados nos meios respectivos para Salmonella spp. (XLD Difco),
Escherichia coli (EMB Levini Neogen), e Listeria monocytogenes (Oxford Oxoid). As placas
cultivadas foram incubadas a 37 °C % 0,5 durante 24h para Salmonella spp. e Escherichia coli, e
por 48h para Listeria monocytogenes. As contagens foram realizadas manualmente e o0s
resultados expressos em UFC.mL™, representando a contagem microbiana recuperada ap6s
aplicacdo dos tratamentos de sanitizagdo (N).

Trés colbnias isoladas de Escherichia coli foram submetidas & confirmacdo bioquimica pelos
testes IMVIC. A confirmacdo bioquimica de Listeria monocytogenes foi conduzida por API-

Listeria (V1.2 bioMérieux) e de Salmonella spp. por API-20E (V4.1 bioMérieux).
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4.6 Avaliagéo da composicdo

4.6.1 Frutos sanitizados por tratamentos térmicos e ndo-térmicos

Os frutos de acai foram sujeitos a tratamentos térmicos por branqueamentos a 80 °C e a 90 °C por
10s e a tratamentos ndo-térmicos por ozonizacdo aquosa 4 mg.L™ por 10min e cloracdo a 150

mg.L™* como tratamento controle, conforme fluxograma (Figura 26).



Peneiramento
Pré-lavagem
V / N \4
Controle Cloragdo Cloragédo Cloragédo
Cloraggo 150 mg.L* 150 mg.L ! 150 mg.L ! 150 mg.L*
15min 15min 15min 15min
Branqueamento Branqueamento Ozonizagao aquosa
80°C 90°C 4mglL™
10s 10s 10min
)
Resfriamento Resfriamento
Enxague Aguaclorada Agua clorada
50 mg. L 50mg. L
2min 2min
\ / N \
Drenagem Drenagem Drenagem Drenagem
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Figura 26. Fluograma do ensaio fisico-quimico com frutos de agai tratados por branqueamentos a

80 °C e 90 °C, ozonizagdo aquosa e cloragéo (controle).

4.6.2 Liofilizagdo dos frutos

De todos os lotes de frutos tratados conforme fluxograma (Figura 26) amostras de 500 g de frutos

integros foram retiradas e colocados em freezer a -20 °C (Electrolux FFE) durante 24h. Os frutos
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congelados foram liofilizados a -55 °C por 8h em liofilizador (Enterprise | Terroni) e
posteriormente tiveram polpa (mesocarpo) e casca (epicarpo) retiradas manualmente e pesadas
em balanca analitica (Ohaus Adventurer™ AR3130 classe I1). As polpas integrais liofilizadas
foram acondicionadas novamente em sacos nylon-poli, fechados a vacuo e congeladas em freezer
(Eletrolux FFE) e posteriormente transportadas para o Laboratério de P6s-Colheita da Embrapa
Agroinddstria de Alimentos, Rio de Janeiro (RJ) para realizacdo das andlises fisico-quimicas,

onde foram conservadas a -18 °C.
4.6.3 Composicao

4.6.3.1 Umidade

A analise da umidade (UMI) da amostra foi realizada pela perda por dessecacdo por secagem
direta em estufa (Fabbe 119) a 105°C (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Pesou-se 1 g da
polpa de frutos liofilizados em balanca analitica (Shimadzu, AX200) em cépsula de porcelana
previamente tarada e colocadas em estufa (Fabbe, modelo 119), a 105 °C por 3h. O calculo da

umidade foi realizada pela seguinte férmula:

Umidade % = 100 - 100 x (massa final — massa inicial)
massa amostra

4.6.3.2 pH

Para diluicdo da amostra, pesou-se 10 g da polpa de frutos de acai liofilizados em balanca
analitica (Shimadzu, AX200) em um béquer e adicionou-se 100 mL de agua destilada
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008) e procedeu-se as leituras utilizando um potencidometro

digital (Lucadema, modelo Luca-210).



93

4.6.3.3 Acidez total titulavel

Pesou-se cerca de 2 g de polpa de frutos de acai liofilizados em balanca analitica (Shimadzu,
AX200) e agitou-se com 50 mL de agua destilada em agitador magnético. Titulou a solucédo
contendo a amostra com solucdo de NaOH 0,1N (Vetec, PA) (INSTITUTO ADOLFO LUTZ,

2008). O célculo da acidez total titulavel (ATT) foi realizada pela seguinte formula:

ATT =V x N x fx 100 x mEq do acido organico predominante, onde:
P

ATT = porcentagem da acidez titulavel em &cido citrico (%)

V = volume da solu¢do de NaOH gasto (mL)

N = normalidade da solucdo de NaOH (equivalentes.L™)
f = fator de correcdo da solucédo, 0,962

P = peso da amostra (Q)

mEq = miliequivalente do &cido citrico malico, 0,06705

4.6.3.4 Proteina bruta total

O teor de proteina bruta total (PBT) foi determinada através do Método Kjeldahl Classico
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008; NOGUEIRA; SOUZA, 2005) quantificando o nitrogénio
em trés etapas: digestdo, destilacdo e titulagdo. O teor de proteina bruta foi calculado
multiplicando-se o nitrogénio total pelo fator 6,25 (%N x 6,25). A amostra de polpa de frutos
liofilizados foi pesada em torno de 0,15 g (Shimadzu, AX200). O nitrogénio presente na amostra
foi determinado pela titulacdo do excesso de acido borico (Proquimios, PA) utilizado na
destilacdo com hidroxido de sédio (NaOH) (Vetec, PA). Titulou-se o conteudo do Erlenmeyer
com écido sulfarico 0,05 mol.L™ (Vetec PA ACS ISO) até coloragdo résea clara. O célculo do
teor de proteina bruta foi realizada pela seguinte formula:

Proteina Bruta Total (%) = (Va—Ve) XM x 2 x fx 0,014 x 100 x 6,25, onde:
m

Va = Volume (mL) da solucéo H,SO4 0,05 mol.L™ gasto na titulacdo da amostra;
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Vg = Volume (mL) da solugdo H,SO, 0,05 mol.L™* gasto na titulagdo do branco;

M = Molaridade teérica da solu¢o H,SO,4 0,05 mol.L™

f = Fator de correcéo da solugdo H,SO, 0,05 mol.L™

0,014 = Fator de equivaléncia entre os conteudos H,SO, gasto na titulacdo e nitrogénio da
amostra

Fator de converséao de nitrogénio em proteina = 6,25

m = massa (g) da amostra

4.6.3.5 Lipidios totais

Determinado pelo método de extracdo por Soxhlet utilizando éter de petrdleo (Vetec PA)
(INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008). Pesou-se 1 g (Shimadzu, AX200) da amostra em papel de
filtro e transferiu-se para o aparelho extrator tipo Soxhlet (Tecnal, TE-044), adicionando-se éter
de petroleo. Apds a extracdo a quente, transferiu-se o baldo contendo o residuo extraido para uma
estufa a 105°C (Fabbe, modelo 119), mantendo por cerca de uma hora. O calculo do teor de

lipideos totais (LPT) ou do extrato etéreo total foi realizado pela seguinte formula:

Lipideos ou extrato etéreo total % = 100 x| massa (q) de lipidios
massa (g) da amostra

4.6.3.6 Cinzas

O teor de cinzas (CNZ) ou do residuo por incineracdo foi determinado gravimetricamente em
mufla (Quimis) a 550-570 °C por um periodo de 4 h (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 2008).
Pesou-se em torno de 1 g (Shimadzu, AX200) de amostra em céapsula de porcelana previamente
aquecida em mufla a 550-570 °C, resfriada em dessecador até alcancar a temperatura ambiente e
posteriormente pesada. Incinerou-se a amostra até a carbonizacdo total com calculo do teor de

cinzas ou do residuo foi realizado pela formula:

Cinzas % =| massa (Q) cinzas
massa (g) amostra
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4.6.3.7 Carboidratos totais

O teor de carboidratos totais (CBT) foi calculado por diferenca segundo a Resolugdo RDC n°
360, de 23.12.2003 (BRASIL, 2003) pela seguinte formula:

Carboidratos totais (CBT) % = 100 — (UMI + PBT + LPT + CNZ), onde:

UMI = umidade expressa em g

PBT = proteina bruta total expressa em g

LPT = lipideos totais expressos em g

CNZ = cinzas expressos em g

4.6.3.8 Valor Energético Total

O valor energético total (VET) foi obtido aplicando-se os fatores de Atwater 4 kcal.g™ para os
valores de proteina bruta total; 9 kcal.g™ para lipidios totais e 4 kcal.g™ para carboidratos totais
(ANDERSON et al., 1988; BRASIL, 2003) na seguinte formula:

Valor energético total (VET) kcal = (PBT x 4) + (LPT x 9) + (CBT x 4)

4.6.3.9 Atividade de 4gua

A avaliacdo da atividade de agua (Aa) foi realizada por meio de medida direta em aparelho

digital (Novasina, Lab Touch-Aw), com controle interno de temperatura a 25,2 °C.

4.6.3.10 Acidos graxos

Frutos de agai liofilizados foram avaliados quanto ao perfil de acidos graxos, com a extracdo do
oleo realizada a frio com éter de petroleo, para posterior metilagdo pelo método Hartman e Lago
(1973) e analise em cromatografia gasosa.

Para extracdo da fracdo lipidica, pesou-se 1 g de amostra em balanca analitica (Mettler Toledo,
AB204-S) em tubo cénico (tipo Falcon) de plastico de 50 mL e adicionou-se 30 mL de éter de

petréleo (Vetec, PA), com agitacdo vortex por 1min (Figura 27A).



Figura 27. Extracdo do Oleo da polpa de frutos de agai liofilizados (A), extrato lipidico (B),

separacdo dos ésteres metilicos (C), esterificacdo (D) e amostras para injecdo em cromatografo.

Transferiu-se 0 extrato para baldo previamente tarado e repetiu-se a extragdo por mais cinco
vezes. Evaporou-se o éter em rota-evaporador Buchi RE121 e depois com N, (Figura 27B).

A preparacdo dos ésteres metilicos dos acidos graxos (FAME) se deu a partir da conversédo
(esterificacdo) dos lipideos (Figura 27C), pois aqueles derivados tem ponto de ebulicdo menor
para avaliacdo cromatografica gasosa (HARTMAN; LAGO, 1973). O extrato foi saponificado
com 1,5 mL de solu¢do potassa metandlica 0,5 N (KOH Sigma-Aldrich, Metanol Merck) e
esterificado com 4,5 mL de reagente de esterificacdo que contém cloreto de aménio (Merck) e
metanol (Merck) (Figura 27D). Finalmente foi adicionado 10 mL hexano (Tedia) com formacao
de emulsdo, que foi lavada com agua destilada. O sobrenadante foi transferido para vial de
cromatografia (Figura 27E).

A cromatografia em fase gasosa foi realizada em cromatografo gasoso modelo Agilent 7890 com
detector ionizacdo de chama, utilizando-se coluna capilar de silica fundida de 60 m, 0,32 mm de
diametro interno e 0,25 um de fase estacionaria de ciano propil siloxano na temperatura inicial de
100 °C, com programagcdo de temperatura de 100 a 150 °C na taxa de aquecimento de 50 °C.min’
! de 150 a 180 °C, com rampa de 1 °C.min™, de 180 a 200 °C, com taxa de 25 °C.min™* e mantida
a 200 °C por 15min. O injetor foi mantido a temperatura de 250 °C no modo de divisdo de fluxo

(split) na razdo de 50:1. Foi injetado um volume de 1 pL de uma solugdo 2% em hexano 95%
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(Tedia). A temperatura do detector de ionizagdo de chama foi de 280 °C e o fluxo de gas de
arraste (H,) foi de 2,5 mL.min™ (medido a 40 °C). A identificacdo dos ésteres metilicos dos
acidos graxos foi realizada por comparacao dos tempos de retencdo com padrdes da NU CHEK

(Elysian, MN) numeros 62, 79 e 87 e a quantificacdo foi realizada por normalizacéo interna.
4.6.3.11 Antocianinas

4.6.3.11.1 Extracdo das antocianinas

A extracdo das antocianinas totais e monoméricas da polpa de fruto de acai liofilizado foi
realizada com 4&cido férmico (marca Merck) 10% em metanol (Tedia PA HPLC/Spectro).
(BRITO et al., 2007). Pesou-se 0,1 g de cada polpa de fruto liofilizado em balanca analitica
(Ohauss Adventurer™ AR2140, EUA) em tubos conico de plastico (50 mL). Adicionou-se 2 mL
de &cido formico 10% (Merck) em metanol (Tedia PA HPLC/Spectro). Os tubos foram agitados
em vortex durante 1min, colocados em banho-ultrassom (Ultrasson Plus 3LD) por 10min e
depois centrifugados a 3.000 g (Hettich Zentrifugen Rotina 38R) por 10min (20 °C). O
sobrenadante foi recolhido em baldo volumétrico &mbar 10 mL. A extracdo foi repetida por seis
vezes e 0s extratos foram combinados no baldo volumétrico até alcancar o volume de 10 mL.
Este extrato foi utilizado para analise de antocianinas totais por espectrofotometria e

monomeéricas por CLAE.

4.6.3.11.2 Antocianinas totais

As antocianinas totais foram quantificadas espectrofotometricamente pelo método do pH
diferencial com leitura a 517 e 700 nm (ARAUJO et al., 2008; GIUSTI; WROLSTAD, 2001;
SANTIAGO et al., 2010). Foram avolumados 9 mL de extrato antocianico em solugdo de &cido
formico 10 % (Merck) em metanol (Tedia PA HPLC/Spectro). Aliquotas de 2 mL de cada
amostra foram retiradas e colocadas em baldo ambar de 25 mL (duplicatas). Uma replicata foi

avolumada com tampéo pH 1,0. Apds 1min, avolumou-se a segunda replicata com tampao de pH
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4,5. Ap6s um intervalo de 30min apds a adicdo do pH 1,0, realizou-se a leitura do extrato em
cubeta de quartzo com caminho 6tico de 1cm, em espectrofotdmetro Specord 205-222A119, em
dois comprimentos de onda (517 e 700 nm). As leituras do UV-Visivel foram captadas pelo

programa WInASPECT. O teor de antocianinas totais foi calculado pela seguinte equacéo:

(A517 . A700)4,5
m

*

10- X 0,01669 x Vol (mL) dilui¢do x 100

A (mg.100g™1) x 10°

_ gEASN - A700)10 y °
¢ m -
& 2

Onde:

A = Antocianinas totais (mg cianidina 3-O-glicosideo.100g™* de amostra)

x 1000 6 )
. 2 (6] - -
“yp = @2222X1000 016 somg.L = 0,01669 mg.mL

26900 &

IVICialnidina—3-o-glicosideo eq
e

1

*0,01669 =G N
o

PM = Peso molecular da cianidina 3-O-glicosideo = 449,2g .mol™
¢ = absortividade molar da cianidina 3-O-glicosideo = 26900 L.mol™*.cm™

b = caminho ético 1cm

4.6.3.11.3 Antocianinas monomeéricas

As antocianinas extraidas foram separadas e identificadas quanto as antocianinas monoméricas
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) comparando tempos de retencdo com
padroes auténticos de cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo (GOUVEA et al.,
2012). Do extrato obtido (4.6.3.11.1) coletou-se 1,0 mL para microcentrifugar (Hsiangtai MCD-

200) a 14.000 rpm por 5min (Figura 28A).
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comprimido (B), ressuspensdo em vial para compor a solucdo de injecdo (C) e acomodacao no

cromatografo (D).

Retirou-se uma aliquota de 200 pL do sobrenadante obtido na microcentrifugacéo e efetuou-se a
evaporacdo por ar comprimido (Figura 28B). Adicionou-se 200 pL de metanol 10% (Tedia PA
HPLC/Spectro) em acido formico 5% (Merck) ao extrato evaporado para ressuspensdo do extrato
antocianico, formando a solucdo de injecdo (Figura 28C) que foi transferida para vial para analise

das antocianinas monoméricas por CLAE. A analise cromatografica foi realizada em um
equipamento de cromatografia liquida de alta eficiéncia Waters® Alliance modelo 2690/5
(Figura 28D), equipado com detector de arranjo de fotodiodos Waters® modelo 2996, software
Empower®, coluna Symmetry® C1g (4,6 x 150 mm, 3,5 um), fluxo de 1,0 mL.min e 50 pL de

injecdo. A fase mdvel foi formada por solucdo aquosa de &cido férmico 5% (solvente A) e
metanol 10% (solvente B). Os teores das antocianinas monoméricas foram calculados pelas
respectivas curvas analitica de cianidina-3-O-glicosideo (Figura 29) e cianidina-3-O-rutinosideo e

o resultado expresso em mg.100g™ amostra, com padrées isolados segundo Gouvéa et al. (2012).
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Figura 29. Curva analitica de cianidina-3-O-glicosideo (mg.100g™).

4.7 Atividade antioxidante

4.7.1 Fendlicos totais

Polpas de frutos acai liofilizados foram avaliadas quanto ao teor de fendlicos totais utilizando o
método de Follin-Ciocalteu (GEORGE et al., 2005). Os extratos foram preparados pesando em
balanca analitica (Ohauss Adventurer™ AR2140) 0,5 g de cada amostra de polpa de fruto de acaf
liofilizado em baldo ambar de 25 mL. O volume do foi completado com solugcdo acetona/agua
70:30 (Tedia PA HPLC/Spectro). As amostras foram homogeneizadas (Infors AG CH-4103
Bottmingen) por 30min e posteriormente filtradas em papel filtro quantitativo em ambiente
escuro. Aliguotas de 5 mL do filtrado foram diluidas para 50 mL (extrato), para que a
concentracdo de acetona na solucéo fosse de 7%. A curva analitica de acido galico (Sigma) foi
elaborada com diferentes concentragdes, para céalculo da concentracdo de fenodlicos totais

expresso mg acido galico.L™ (Figura 30).
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Figura 30. Curva analitica de 4cido galico (mg.L™)

Desta equacao da curva analitica foram obtidos os valores a e b, para composi¢do da equagdo do
calculo do teor de fendlicos totais da amostra. Para avaliacdo da concentracdo de compostos
fendlicos totais, aliquotas de 500 pL do extrato de compostos fendlicos foram colocadas em dois
tubos de ensaio para reagdo com 2,5 mL de solucdo de Folin-Ciocalteu 10% (Spectrum) a
temperatura ambiente por 2min. Em ambos os tubos, adicionou-se 2,0 mL de solugdo de
carbonato de sddio 7,5% (Vetec). Agitou-se a mistura em vortex e os tubos foram colocados em
banho-maria a 50 °C por 15min e em banho de gelo por 30s. A leitura foi realizada em
espectrofotdmetro Specord 205-222A119 760 nm pelo programa WinASPECT.

Ao realizar a leitura da absorbancia da amostra, o valor da concentracdo, ja expresso em termos

de 4cido gélico (mg acido galico.L™), é obtido a partir da seguinte relacéo:

Concentracdo da amostra (mg acido gélico.L™) = Absorbancia da amostra — b
a

E gerando a seguinte formula a partir da equacéo da reta da curva analitica:

Concentragdo da amostra (mg acido galico.L™) = Absorbancia da amostra — 0,1501
0,0165
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Para o célculo do teor de Fendlicos Totais (mg.100g™) utilizou-se a sequinte formula:
Fendlicos Totais (mg acido gélico.100g™) = [C x (D/m)] x 100 onde:
C é a concentracao de 4cido galico na solucéo de amostra (mg.L™) referente ao extrato;
D é a diluicdo da amostra, em litros, referente ao extrato;

m € a massa da amostra utilizada na extragdo, expressa em gramas;

FT é a quantidade de fendlicos totais expressa em mg de &cido galico em 100 g de amostra.

4.7.2 Captura do radical livre ABTSe+ (TEAC)

Frutos de acai liofilizados foram avaliados quanto a atividade antioxidante total pelo método da
captura do radical ABTSe" com obtencio dos extratos (RUFINO et al., 2007) e quantificacio
conforme Re et al. (1999). Os extratos foram obtidos a partir de 0,1 g (Ohauss Adventurer™
AR2140) de polpa de fruto de acai liofilizado em tubo cénico de plastico 50 mL. Adicionou-se 10
mL solucdo metanol 50% (Tedia PA HPLC/Spectro) e homogeneizou-se em banho-ultrassom
(Plus 3LD) em presenca de gelo, durante 30min. Centrifugou-se a suspensdo a 10.000 rpm
(Hettich Zentrifugen, Rotina 38R) por 20min e coletou-se o sobrenadante em baldo &mbar de 25
mL. Ao residuo, foi adicionado 10 mL de solucdo acetona 70% (Tedia PA HPLC/Spectro) e
homogeneizou-se em banho-ultrassom em presenca de gelo, por 30min. Este residuo foi
novamente centrifugado e o sobrenadante transferido ao mesmo baldo ambar 25 mL, cujo volume
foi completado com agua destilada. Este extrato foi congelado e utilizado para analise em um
periodo de até 15 dias. O radical ABTSe" foi gerado quimicamente pela reacéo do radical 2,2’
azinobis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico (ABTS) (Sigma) com a solucéo de persulfato de
potassio K,S,0g 140 mM (Sigma-Aldrich) durante um periodo minimo de 14 h para estabilizacdo
da solucdo (RE et al., 1999). Esta solucdo contendo o radical ABTSe+ foi diluida,
aproximadamente 70 a 80 vezes, com etanol 95% até atingir absorbancia de 0,700 + 0,020 a 734

nm. Para elaboracdo da curva analitica de Trolox (uM) utilizaram-se as concentracdes de 100,
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500, 1.000, 1.500 e 2.000 uM de Trolox (Aldrich) em etanol 95% (Vetec, PA), sendo que o
branco foi representado por etanol PA. Aliquotas de 30 uL de cada ponto da curva reagiram com
3,0 mL da solugdo ABTSe" em ambiente escuro, durante 6min e a temperatura ambiente, em
triplicata. As absorbancias foram lidas a 734 nm, observando uma diminuicdo dos valores de
absorbancia pela restauracdo de parte do radical ABTSe" pelo Trolox (Aldrich). Pela equagio da
curva analitica os valores a e b foram obtidos, os quais compordo a equagdo para célculo da

atividade antioxidante da amostra (Figura 31).
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Figura 31. Curva analitica da concentracdo de Trolox (uM)

Os extratos também foram lidos espectrofotometricamente em triplicata apos reacdo, na mesma
proporcdo e condigdes utilizadas para a curva analitica, entre 0os compostos antioxidantes
presentes no extrato e a solucdo contendo o radical ABTS "

Para célculo da atividade antioxidante dos extratos, utilizou-se a seguinte equacao :

Atividade antioxidante total = AbSpranco.— APSamostra— b X diluicdo, onde:
a m

Abs = absorbancia lida a 734 nm
a e b = coeficientes da equacdo da reta da curva analitica
diluicdo da amostra = 0,025

m = massa da amostra (g)
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4.7.3 Capacidade de Absorcao de Radicais de Oxigénio (ORAC)

Frutos de acai liofilizados foram avaliados quanto a atividade antioxidante total pelo método do
ORAC (capacidade antioxidante do radical oxigénio) conforme (ZULUETA; ESTEVE;
FRIGOLA, 2009). Este método mede o decréscimo da fluorescéncia de uma proteina
(fluoresceina) ao perder sua conformacdo quando sofre um dano oxidativo causado pelo ataque
de uma fonte de radicais azo (AAPH). Deste modo, este método mede a habilidade dos
antioxidantes da amostra de proteger a proteina dos danos oxidativos.

Os extratos de polpas de acai liofilizados foram os mesmos utilizados no método pela captura do
radical livre ABTSe" (item 4.7.2). Posteriormente os extratos foram diluidos (1:40) em soluc&o
tampéo fosfato 75 mM pH 7,4 para que atingisse uma faixa de concentracdo de 20 a 120 pumol
Trolox.L™. As amostras de extratos, brancos e pontos da curva analitica (80 pL) foram
adicionadas em placas de fundo preto em poliestireno (Greiner) com 96 pogos e analisadas em
fluorimetro Infinite® Pro (Tecan), com comprimentos de onda de 485 nm para excitacdo de 535
nm para emissdo. A curva de calibracdo foi elaborada utilizando a area sobre a curva (AUC) das

solucdes padrdes de Trolox dentro da linearidade variando de 10 a 120 pmol.L™ (Figura 32).
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Figura 32. Curva analitica da concentragédo de Trolox (uM)

O fluorimetro foi programado para dispensar 80 pL de fluoresceina (Sigma-Aldrich) e 40 pL de

AAPH (Aldrich) em cada poco da microplaca de cor preta com fundo solido (PS_Fluotrac
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200_96) contendo amostra, branco e pontos da curva, e realizar a leitura por 90 vezes com
intervalos de 120 s. entre as leituras (em triplicata). Os dados de fluorescéncia lidos foram
plotados em relacdo ao tempo e realizado o céalculo da area abaixo da curva (AUC) utilizando o

programa Graph Pad Prisma 5.03. A atividade antioxidante das amostras, expressas em pM

Trolox Equivalente (uM TE) foi calculada aplicando a seguinte formula:

ORAC (;,lm0| Trolox.g'l) = [(AUCamostra_ AUCbranco) - b] onde:
concentragéo da amostra

b é o valor onde a curva intercepta o eixo Y, coeficiente da equacdo da reta
a é o valor da inclinacdo da curva e, coeficiente da equacdo da reta

concentracdo da amostra € a massa em g em um litro de solucdo (g.L™).

4.8 Avaliacéao sensorial e da cor

4.8.1 Analise sensorial

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Instituto de Pesquisas
Cientificas e Tecnoldgicas (IEPA) (Macapa, AP, Brasil), sob CAAE 45107115.8.0000.0001
(Anexo 4).

Dois testes sensoriais foram realizados na Embrapa Amapa, cidade de Macapa (AP), com

consumidores de acai processado de forma semi-artesal.

4.8.1.1 Recrutamento de avaliadores

O recrutamento de avaliadores foi realizado utilizando funcionarios e colaboradores da Embrapa
Amapé de forma interna e externamente com estudantes e profissionais de organizacgdes afins e
localizadas no entorno (universidade, centro de pesquisa estadual) da Embrapa Amapa. Os

convites foram realizados por meio de e-mail e telefone, contextualizando o projeto de tese
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proposto e da necessidade do enquadramento ao perfil de consumidor frequente de acai batido

(populagdo-alvo), para que ndo houvesse a probabilidade de avaliagdes mal interpretadas.

4.8.1.2 Apresentacgdo da amostra

As amostras foram acondicionadas em copos plasticos descartaveis (tipo café) no volume de 50

mL com codificacdo impressa com numeros de 3 digitos, de forma uniforme entre si.

4.8.1.3 Conducao dos testes

Primeiramente, os individuos foram instruidos previamente sobre os métodos de avaliacdo a
serem realizados, informando os procedimentos necessarios, a conduta durante a avaliacdo,
sanando as davidas, inclusive do preenchimento do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(Figura 33A) (Anexo 5) e da ficha de informacfes pessoais como idade, género e nivel de

escolaridade (Anexo 6).

Figura 33. Quadro de explicitacdo da analise sensorial (A) e condicdes do local dos testes (B)

Aos avaliadores foram disponibilizados 4gua para enxague da boca entre amostras e agucar para
adicdo a amostra-teste, pois estudos demostram que até 80% dos consumidores tem o habito de

adogar o acai batido (Figura 33B) (ROBINSON; BEREAU; FAHRASMANE, 2013).



107

4.8.1.4 Frutos sanitizados por tratamentos térmico e ndo-térmicos

No primeiro teste sensorial, tratamentos térmico por branqueamento dos frutos a 80 °C e a 90
°C por 10s, e ndo-térmico por ozonizagdo aquosa a 4 mg.L™ foram comparados com o acai batido
vindo de frutos transformados da maneira tradicional nas processadoras semi-artesais (cloracdo a
150 mg.L™), conforme fluxograma (Figura 26).

No segundo teste sensorial, os frutos de acai foram branqueamentos a 80 °C e a 90 °C por 10s

conforme metodologia ja descrita (item 4.6.1).

4.8.1.5 Processamento dos frutos em acai batido

As amostras foram processadas pelo periodo da manhd no mesmo dia dos testes sensoriais, em
acai batido classificado tipo comum, com 8-11% de sélidos totais (BRASIL, 2000)

Os frutos dos respectivos tratamentos térmicos e ndo térmicos foram transportados a uma
pequena processadora de frutos (Amassadeira Tropical Ltda.) na cidade de Macapa (AP) também
denominada popularmente como ‘“amassadeira” ou “batedeira” de reconhecida aplicagdo das
Boas Préaticas de Fabricacdo (BPF). Os frutos de cada tratamento de sanitizacdo foram
despolpados, separadamente, em acai batido classificado tipo comum, com 8-11% de sélidos
totais (BRASIL, 2000), por processador de ago inoxidavel 304 com motor de ¥ de energia, HP-
1750rpm e mantidos sob refrigeracdo. A quantidade de &gua filtrada necessaria para o
despolpamento dos frutos ndo estd padronizada por legislacdo, entdo observou-se que para o agai
batido comum, utilizava-se em torno de 3-4 litros de &dgua para processamento de 1 lata de acai
(medida regionalizada), que representa aproximadamente 11 kg frutos ou um volume de 18 L de
frutos. Para fins de homogeneizacdo de amostras, a quantidade de agua utilizada para os frutos foi
de 4 L de &gua para 1 lata de frutos de acai colocada no processador (Figura 34). Apoés
processamento os produtos foram embalados separadamente, fechados em seladora elétrica e
transportados para o Laboratorio de Alimentos da Embrapa Amapa, Macapa (AP) para analise

sensorial e de cor.
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Figura 34. Processamento dos frutos de acai em acai batido com aplicacdo das BPFs.

4.8.1.6 Teste de comparacdo multipla

O teste de comparacdo multipla foi realizado conforme metodologias propostas por Minim
(2013) e Chaves (2013) com participacdo de 50 provadores. As amostras-teste foram compostas
por acais batidos processados de frutos tratados termicamente por branqueamento a 80 °C por
10s, branqueamento a 90 °C por 10s e de frutos ozonizados a 4 mg.L™". A amostra-padrio,
codificada como “P”, foi representada pelo agai batido vindo de frutos clorados (150 mg.L™
cloro) (controle) na forma tradicionalmente comercializada. Também se incluiu uma amostra-
padréo entre as amostras-teste para avaliar o desempenho dos julgadores. Esta referida amostra-
padrdo e as demais amostras-teste foram codificadas com numeros aleatérios compostos de 3
digitos, evitando erros de tendenciosidade e de carater psicoldgico, que poderiam influenciar o
julgamento dos individuos. As amostras foram apresentadas em blocos completos,
simultaneamente, ou seja, o consumidor avaliou todas as amostras ao mesmo tempo e de forma
balanceada, sendo que cada ordem possivel ocorreu em um mesmo nimero de vezes durante as
avaliacbes. A posicdo das amostras na bandeja apresentada aos avaliadores também foi

desenhada de modo a ndo influenciar a percepcdo das caracteristicas de sabores em perfis
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sensoriais, evitando assim cometer erros como o de tendéncia central, que seria a escolha
recorrente da amostra que se encontra no centro da bandeja ou o julgamento de uma amostra
somente em relacdo a imediatamente anterior (MACFIE; BRATCHELL, 1989; MINIM, 2013)

(Figura 35).

Figura 35. Amostras-teste de acai batido codificadas e amostra-padrdo apresentadas de forma de

blocos completos balanceados no teste de comparacdo multipla.

A ficha de avaliacdo foi elaborada para que a discriminacdo entre as amostras-teste fosse
detectada pela magnitude da diferenca de escala com a amostra-padréo. A escala utilizada foi a
estruturada ou discreta indicando 9 categorias decrescentes (“muito melhor do que o padrdo” para

“muito pior do que o padrdo”) (Anexo 7).

4.8.1.7 Teste de aceitacdo

A segunda etapa da anélise sensorial foi realizada pelo método hedénico com a aplicacéo de teste
de aceitacdo (CHAVES, 2013; MINIM, 2013) com participacdo de 68 consumidores, tendo como
amostras-teste acais batidos de frutos tratados termicamente por branqueamento a 80 °C e a 90
°C, por 10s. As amostras-teste foram codificadas com nameros aleatérios compostos de 3 digitos,
e apresentadas de forma monadica, ou seja, 0 avaliador avaliou separadamente as amostras-teste,

de forma sequencial. As amostras foram apresentadas de forma balanceada, sendo que cada
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ordem possivel ocorreu em um mesmo ndmero de vezes durante as avaliacbes (MACFIE;

BRATCHELL, 1989; MINIM, 2013) (Figura 36).

Figura 36. Amostra-teste codificada e apresentada de forma monédica.

A ficha de avaliacdo (Anexo 8) continha os atributos a serem considerados durante a anélise pelo
consumidor: aparéncia, aroma, sabor e impressdo global. Os atributos foram apresentados em
escala hedonica ndo estruturada de 9 cm entre as ancoras esquerda “desgostei muitissimo” (nota
1) e direita “gostei muitissimo” (nota 9) (Anexo 5). Apos as avaliacdes pelos avaliadores, os
espacos marcados pelo consumidor na escala foram medidos (cm) e transformados em valores

numeéricos.

4.8.1.8 Intencdo de compra

Concomitantemente e na mesma ficha de avaliacdo do teste de aceitacdo, também foi analisada a
intencdo de compra dos individuos participantes a estes dois produtos. Utilizou-se uma escala
estruturada de cinco pontos ou categorias de forma decrescente (certamente iria comprar para,

certamente ndo iria comprar) (Anexo 8).

4.8.2 Andlise da cor

A cor do produto acai batido ap6s processamento dos frutos tratados termicamente ou ndo foi

determinada utilizando colorimetro Konica Minolta Chroma Meter CR-400 (Japdo) no sistema
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CIELCh, com o iluminante D65 e observador angulo 10 ° (Figura 37), com 7 leituras de cada

amostra.

Figura 37. Leitura dos atributos de cor do acai batido apds tratamentos térmicos e nao-térmicos

por colorimetro no sistema CIELCh .

A diferenca de cores (AE) dos acais batidos vindo de frutos tratados por branqueamento a 80 °C,
a 90 °C e ozonizacdo aquosa (4 mg.L™") com o acai batido de frutos clorados (150 mg.L™)
(controle) foi determinada por AE* calculado. AE* foi utilizado para designar a distancia no

espaco de cor uniforme (BRAINARD; STOCKMAN, 2010), pela seguinte férmula:

AR = JTALY + (aa P + (40" onde:
AE* é a diferenca entre as coordenadas correspondentes da amostra e do controle
AL* é a diferenga entre a coordenada L* da amostra e a coordenada L* do controle

Aa* ¢é a diferenca entre a coordenada a* da amostra e a coordenada a* do controle

Ab* é a diferenca entre a coordenada b* da amostra e a coordenada b* do controle

4.9 Analise estatistica

Os modelos experimentais foram inteiramente casualizados e todos 0s processos de todos 0S

ensaios foram realizados em trés repeticdes. Os dados foram analisados estatisticamente usando o
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software Statistica (versdo 8.0, StatSoft Inc., Tulsa, EUA) para a andlise de variancia (ANOVA).
Para os casos em que Hy foi rejeitado, a comparacdo dos valores médios dos pardmetros foi
realizada pelo teste de Tukey para determinar as diferencas entre as amostras, em cada sesséo.

No caso dos ensaios sensoriais, a comparagdo dos valores médios dos parametros foi realizada
pelo teste de Dunnett.

O nivel de significancia escolhido para todas as analises estatisticas foi de p < 0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Adequacéo e otimizacdo da metodologia

5.1.1 Teste de modo de inoculacéo e aderéncia

O in6culo composto pelo mistura de cepas de Salmonella spp. apresentou concentracao variando
de 4,0 a 6,2 log UFC.mL™ em meio XLD e 4,0 a 6,5 log UFC.mL™ no meio HE. Estes valores
sdo considerados bastante satisfatdrios, pois estudos de descontaminacao requerem inéculos com
um elevado numero de células para permitir a medida de vérias reducgdes de log (BEUCHAT et
al., 2003). Apds a aplicacdo dos inéculos e dos métodos de secagem dos frutos inoculados,
observou-se que houve diferenca significativa em relacdo ao numero de células microbianas

recuperadas em, pelo menos, um meio de cultura (Tabela 1).

Tabela 1. Populacdo de Salmonella spp. recuperada de frutos de acai.

Modo de Modo de Temperatura Salmonella spp. (UFC.mL™)
inoculacéo secagem °C XLD HE
Gotejamento  fluxo laminar Ambiente 6,2+0.2a" 6,5+04a"
Imersao fluxo laminar Ambiente 55+03 Db 57+00a
Gotejamento estufa 37°C+0,5 46+05 b 49+09a
Imersdo estufa 37°C+0,5 40+£00 b 40+£03 a

TValores na mesma coluna com letras diferentes indicam que os valores séo significativamente diferentes (p > 0,05).
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O indculo aplicado no fruto de acai por gotejamento e posteriormente seco em ambiente de fluxo
laminar propiciou uma maior recuperacao da populacao inicial do inéculo de Salmonella spp. em
meio XLD do que naqueles inoculados por imersdao e na mesma condi¢do de secagem, sendo
também superior a ambos os tratamentos sob secagem em condig¢des de estufa incubadora (37 °C
+ 0,5), em meio XLD. Lang et al. (2004c) ao testarem varios métodos de inoculagdo em alface e
salsa observaram também que o indculo em gotas propiciou uma recuperacdo maior de
Salmonella spp. e Escherichia coli do que por imersdo ou por aspersao, devido ao maior controle
alcancado sobre o volume de in6culo e consequentemente sobre o nimero de células aplicadas.
Ao utilizar como modo de secagem do in6culo o ambiente de estufa (37 °C + 0,5) durante 24h
(meio XLD), a recuperagdo do microrganismo ndo foi afetada de modo significativo pelos
diferentes modos de aplicacdo do indculo nos frutos de acai.

Ao avaliar o recuperacdo das células em meio HE, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos, que apresentaram a mesma contagem de Salmonella spp., pois 0 meio XLD pode ter
exibido maior poder de recuperacdo para esta respectiva bactéria do que o meio HE, devido as
diferencas de seletividades dos meios e as propriedades fisiologicas das cepas utilizadas (LEE et
al., 2015). Outros fatores podem ter afetado a aderéncia e a sobrevivéncia de Salmonella spp. no
fruto de acai, como o alojamento de células microbianas na epiderme do fruto que previnem ou
impedem a sua remocao completa (BURNETT e BEUCHAT, 2001).

Deste modo, observamos que a sobrevivéncia de Salmonella spp. em frutos de acai inoculados
artificialmente pode ser substancialmente afetada pelo método de inoculacdo e tipo de secagem
aplicados. A aderéncia e a sobrevivéncia efetiva de Salmonella spp. em frutos de agai foi
alcancada pela aplicacdo do indculo por meio de gotejamento na superficie do fruto e posterior
secagem em ambiente de fluxo laminar, com melhor recuperagdo da populacdo em meio XLD,

que foi utilizado nos ensaios de descontaminag&o.
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5.1.2 Teste de compatibilidade entre cepas

Os testes de inibicdo cruzada ndo detectaram zona de inibicéo de crescimento entre todas as cepas
dos trés microrganismos componentes dos ensaios. Assim, as misturas de estirpes que compdem
0s inoculantes respectivos de cada microrganismo ndo apresentaram qualquer problema de
interacdo de estirpes (Figura 38), que pudesse interferir na analise de reducao da populacéo apos

a aplicacéo dos tratamentos de descontaminacao.

Figura 38. Teste de compatibilidade entre cepas de Salmonella spp. em TSA e detalhe da

auséncia de zona de inibicéo de crescimento.

5.1.3 Teste de temperatura na superficie do fruto

As leituras das temperaturas na superficie de frutos de acai quando imersos em agua aquecida a
80,2 °C (média) por 2s a 10s (Tabela 2) variaram de 77,8 °C (8 s) a 78,8 °C (4s), ndo alcancando a
temperatura de 80 °C, conforme a legislacdo indica para a temperatura da agua no periodo de 10s

(PARA, 2012a).
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Tabela 2. Temperaturas medidas na superficie dos frutos de acai durante processamento térmico

por branqueamento.

Temperatura Tempo

meédia agua °C 23 4s 6s 8s 10s
80,2 78,0'+0,0b*> 788+0,3a 78,0+00b 778+0,3b 780+03b
88,9 86,5+1,0a 857+03a B84,7+03b 862+08a 857+03a
94,8 86,2+1,3ab 83,7+06b B42+31b 848+21lab 883+14a

! Média de trés repeticdes; 2 Valores na mesma coluna com letras diferentes indicam que os valores sdo significativamente diferentes (p > 0,05).

Quando a temperatura da agua de branqueamento foi fixada em 90 °C no banho-maria, a
temperatura média da agua foi de 88,9 °C. Na superficie dos frutos a temperatura variou entre
84,7 °C (6s) a 86,5 °C (2s), ou seja, em todos os tempos avaliados, a temperatura de 80 °C no
fruto foi alcancada (Tabela 2). Do mesmo modo, quando os frutos foram imersos em agua
aquecida a 100 °C, com temperatura média da agua de 94,8 °C, em todos os periodos de tempo
analisados observou-se temperaturas maiores que 80 °C, variando de 83,7 °C (4s) a 88,3 °C

(10s) (Figura 39).
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Figura 39. Ensaio de verificacdo de temperatura na superficie do fruto de acai imerso em agua

guente a 80,2 °C, 88,9°C e 94,8 °C
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Deste modo, para se alcancar uma temperatura minima de 80 °C no fruto, a mesma recomendada
para a agua de branqueamento por legislacdo regional, foi necessario que a &agua de
branqueamento estivesse a 88,9 °C, o que também foi alcangado durante branqueamento do fruto
com agua aquecida a 94,8 °C. Neste caso, a temperatura da agua de branqueamento do fruto a 90
°C foi determinada para compor o binémio tempo-temperatura, por periodo de 10s, nas

avaliacdes.
5.2 Avaliagdes microbiologicas

5.2.1 Inéculo

No primeiro ensaio, as concentraces de indculos alcancadas nos mistura de Salmonella spp. e
Listeria monocytogenes foram na ordem de 9,4 log UFC.mL™, e a de Escherichia coli alcancou

média de 9,6 log UFC.mL™ (Tabela 3).

Tabela 3. Concentracdo da suspensdo de indculo e contagem dos microrganismos recuperados de
frutos de acai inoculados por gotejamento para ensaio #1 (tratamentos térmicos e nao-térmicos) e

ensaio #2 (branqueamento a 90 °C e resfriamento).

In6culo Recuperacdo em frutos de acai
Microrganismos-teste (log UFC.mL™) (log UFC.mL™)
Ensaio #1  Ensaio #2 Ensaio #1  Ensaio #2
Salmonella spp. 9,4 9,3 8,2 7,2
Escherichia coli 9,6 9,3 8,2 7,7
Listeria monocytogenes 9,4 - 7,9 -

* média de trés repetigdes.

Apos a aplicacdo do indculo contendo os microrganismos por gotejamento (1,0 mL) na superficie
dos frutos e posterior secagem, a recuperagéo foi em torno de 8,2 log UFC.mL™ para Salmonella

spp. e Escherichia coli, e de 7,9 log UFC.mL™ para Listeria monocytogenes.
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No segundo ensaio, as concentracdes dos indculos de Salmonella spp. e Escherichia coli foram
na ordem de 9,3 UFC.mL™ sendo recuperados cerca de 7,2 UFC.mL* e 7,7 UFC.mL™,
respectivamente, apds gotejamento na superficie dos frutos de acai (Tabela 3).

Os valores recuperados est&o dentro da faixa compreendida de 4,1 x 10* a 1,5 x 10° UFC.mL™" de
bactérias mesdfilas relatadas para o produto acai batido comercializado nas cidades amazonicas
(ROGEZ et al., 2012). Por outro lado, os valores recuperados apés inoculagdo foram um pouco
menores ao nimero de bactérias mesofilas encontradas naturalmente em frutos de acai durante o
periodo de entressafra (9,1 a 9,5 log UFC.g™ MS), mas superiores aos frutos colhidos no periodo
de safra (6,6 log UFC.g™* MS) (ROGEZ et al., 1996). Isso pode indicar que a recuperagdo da
contaminacgdo bacteriana foi similar aquela observada naturalmente em frutos de acai por todo o
periodo de safra e entressafra.

A recuperacdo dos microrganismos inoculados pela metodologia proposta foi satisfatéria quando
comparada aos encontrados por Alexandre et al. (2011) ao inocularem Listeria innocua na
superficie de pimentdes vermelhos por gotejamento (250 pL) por um periodo de contato de
15min, observando uma recuperacdo de ~ 7 log UFC.g™. Também foram semelhantes aos
indculos de Salmonella spp. e Escherichia coli (9,2 log CFU.mL™) gotejados em tomates inteiros
e cebolas, apresentando maiores valores de recuperagdo do que nestas matrizes (6,7 log CFU.g™)

(LONG Ill et al., 2011).

5.2.2 Frutos sanitizados por tratamentos térmico e nao-térmicos

Ao observarmos todos o0s ensaios realizados (Tabela 4), o tratamento dos frutos por
branqueamento a 90°C por 10s apresentou a maior eficacia na reducdo microbiana e foi superior
em relacdo a, pelo menos, um outro tratamento aplicado. Ao contaminar os frutos de acai com
cepas de Escherichia coli e Listeria monocytogenes, o tratamento térmico a 90 °C 10s levou a
reducbes da populacdo patogénica (3,0 + 0,8 log UFC.mL™ e 2,9 + 0,4 log UFC.mL™,

respectivamente) superiores a todos os demais tratamentos. No entanto, no ensaio onde frutos de
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acai foram inoculados com Salmonella spp., o branqueamento a 90 °C 10s (2,6 = 0,8 log
UFC.mL™) foi o Gnico tratamento em que se obteve somente uma reducdo de células superior &

simples lavagem dos frutos com agua destilada (controle) (0,8 + 0,7 log UFC.mL™).

Tabela 4. Reducdes logaritmicas (log UFC.mL-1) relativas a tratamentos térmicos e ndo térmicos

de frutos de acai inoculados com microrganismos

Tratamentos E. coli* L. monocytogenes™ Salmonella spp.”
p=0,00009 p=0,00003 p=0.04012
Branqueamento 90 °C 10s 30+0,8a° 29+04a 26+08a
Branqueamento 80 °C 10s 1,1+£06 b 16+£04 b 2,0+0,2ab
Cloraco (200 mg.L™) 15min 09+01 b 08%01 ¢ 1,5+0,3ab
Ozonizacao aquosa (4 mg.L™) 5min 06+01 b 10£0,2 ¢ 16+0,1ab
Agua destilada 15min (controle) 05+02 b 06+0,3 c 0,8+0,7 b

! Média de trés repeticdes; * Valores na mesma coluna com letras diferentes indicam que os valores sao significativamente diferentes (p < 0,05).

No ensaio de inoculagdo com Listeria monocytogenes, os tratamentos térmicos dos frutos por
branqueamento a 90 °C 10s (2,9 + 0,4 log UFC.mL™) e a 80 °C por 10s (1,6 + 0,4 log UFC.mL"
1) apresentaram maiores reducdes em relacdo aos tratamentos ndo térmicos. Na presenca de
Salmonella spp. e de Escherichia coli, a aplicacdo de branqueamento nos frutos a 80 °C 10s
apresentou a mesma eficacia nas reducGes microbianas em relacdo a lavagem com &agua
ozonizada a 4 mg.L™ por 5min, & lavagem com &gua clorada 200 mg.L™ por 15min e da simples
lavagem com agua destilada (controle).

Elevando a temperatura de branqueamento dos frutos de 80 °C para 90 °C (Tabela 4) observamos
reducdes microbioldgicas nas populacdes de Escherichia coli e Listeria monocytogenes
significativamente maiores. Estas diferengas na reducdo da concentragdo dos microrganismos
entre as duas temperaturas apresentam-se maiores do que o aumento tedrico esperado da razéo

letal (L) em 10 vezes (GAZE, 2006). Em estudo anterior com temperaturas de branqueamento em
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frutos de acai em periodos de 10s variando de 80 °C, 90 °C e 100 °C foram observadas discretas
reducdes logaritmicas, ndo significativas (ROGEZ et al., 1996). Sung et al. (2014) observaram
reducdes crescentes na contagem de Escherichia coli O157:H7 e Salmonella Typhimurium em
suco de maca quando tratados termicamente em temperaturas também crescentes (25 °C, 45 °C,
50 °C e 55 °C) por 1min.

A cloracgo dos frutos de acai na concentracdo de 200 mg.L™ 15min néo obteve bom desempenho
nas reducBes microbianas para todos os microrganismos avaliados, variando de 0,9 log UFC.ml™
a 1,5 log UFC.ml™, assemelhando-se estatisticamente ao tratamento controle com &gua destilada
(Tabela 4). As reducgdes das cargas microbianas de Salmonella spp. e Escherichia coli quando
lavadas com agua clorada (200 mg.L™) foram similares aquelas encontradas em tomates tratados
nas mesmas concentracdes de cloro por 5min (1,10 log UFC.mL™Y) (LANG; HARRIS;
BEUCHAT, 2004). A diversidade de resultados encontrados na literatura sobre a eficicia da
cloracdo para sanitizagdo de legumes e frutas podem ser explicados pela estreita relagdo com
fatores tais como a concentracdo de cloro aplicado, o pH e o tempo de imersdo. Alguns autores
ratificaram a reducdo microbiana tipica de < 2 log para sanitizacdo por cloro (GOODBURN;
WALLACE, 2013; RUIZ-CRUZ et al., 2007), mas dependendo do microrganismo-teste estar
combinado com aqueles fatores j& mencionados, as reducdes podem alcancar de < 1 a 3,2 log
CFU.g" (RAMOS et al., 2013). A presenca de matéria organica em 4&guas recicladas,
resfriamento insuficiente, exposicdo a luz ou ao ar, ou mesmo a combinacdo destes trés fatores
também podem levar a reducéo de eficacia do tratamento de cloracdo (RUIZ-CRUZ et al., 2007).
A 0zonizagao aquosa & concentracéo de 4 mg.mL™ O3 por 5min apresentou redugdes microbianas
variando de 0,6 log UFC.mL™a 1,6 log UFC.mL'1, estas diferengas néo foram significativas em
relacdo a sanitizac&o pela cloragdo dos frutos (200 mg.L™) ou & lavagem em &gua destilada, para
todos o0s microrganismos estudados (Tabela 4). Quando os frutos foram inoculados com

Escherichia coli, a ozonizac¢do aquosa apresentou desempenho diferenciado na reducdo da carga
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microbiana apenas do tratamento por branqueamento a 90 °C. Quando houve a inoculacdo dos
frutos com Listeria monocytogenes, a o0zonizacdo aquosa apresentou desempenho
significativamente menor em relacdo aos tratamentos térmicos por branqueamento (a 80 °C e a
90 °C), sendo equivalente as lavagens em &gua clorada a 200 mg.mL™ ou em &gua destilada
(Tabela 4). J& na presenca de Salmonella spp., a reducéo da carga microbiana do tratamento por
ozonizagdo aquosa foi semelhante a todos os demais. Frutos de mirtilos inoculados e ozonizados
com é&gua a 3,7 mg.L™ 05 por 8min apresentaram reducdes na populacdo de Escherichia coli
O157:H7 em torno de 1,5 + 0,1 log CFU.g* e de Salmonella spp. 2,4 + 0,7 log UFC.g™
(BIALKA; DEMIRCI, 2007). Pimentbes verdes pré-cortados e lavados em agua ozonizada em
concentracdes de 3,85 a 3,95 mg.L? O; apresentaram reducdes de 0,7 log CFU.g™
(KETTERINGHAM et al., 2006). Enquanto que cogumelos enoki tratados em agua ozonizada até
3 mg.L? O; obtiveram redugées menores que 1,0 CFU.g" e 0,5 log CFU.g™ na contagem de
Escherichia coli O157:H7 e Listeria monocytogenes, respectivamente (YUK et al., 2007). Estes
resultados divergentes para a eficicia do efeito da ozonizacdo em microrganismos inoculados
artificialmente, podendo ser explicado por varios motivos, i) diferencas das matrizes vegetais
estudadas, ii) o potencial genético dos microrganismos utilizados e o estado fisiolégico das
células microbianas utilizadas, iii) e 0 método de geracdo do ozonio (OLMEZ; AKBAS, 2009).
Aliado a estes fatores, Alexandre et al. (2011) também relacionaram a dependéncia da eficacia da
0zonizagdo aquosa na sanitizagdo em frutas e hortalicas pelo efeito combinado entre o
microrganismo e o alimento estudado. Estes autores relatam ainda um aumento significativo da
eficacia no controle microbiolégico em relacdo a lavagem simples com &gua, quando aumentava
a concentracdo de oz6nio na agua de lavagem. Também se deve levar em consideracdo que a
reduzida eficacia deste tratamento pode ser explicada pela preferéncia do composto a matéria
organica em relacdo a bactéria. Ferimentos e lesdes na superficie de alimentos promovem a

lixiviagdo de material organico e o0 0zonio pode reagir com estas substancias antes de atuar nas
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bactérias presentes na superficie deste mesmo alimento (ALEXANDRE et al.,, 2011;
KETTERINGHAM et al., 2006; KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001; RESTAINO; FRAMPTON;
HEMPHILL, 1995). Neste sentido, se tem reportado que o tratamento com 0z6nio é mais eficaz
quando 0s microrganismos a serem neutralizados estdo suspensos na dgua pura ou em solugdes-
tampdo, que contém menos materiais demandantes de oz6nio do que no complexo sistema do
alimento formado por diversos compostos organicos (CHO; CHUNG; YOON, 2003; SUNG et
al., 2014) tais como acUcares, substancias pécticas e antioxidantes (KIM; YOUSEF; DAVE,
1999). Compostos antioxidantes como polifenois, acidos fenolicos e flavonoides, também
presentesno acai em altas concentragcfes, sdo substancias que reagem com o 0zbnio e que
influenciam em reacOes de quelacdo em sucos, como no caso do suco de macad (LIAO et al.,
2007). A simples presenca do 0zonio em tratamentos sanitizantes geralmente leva a uma redugéo
microbiana de 0,5 a 1,0 ciclos-log (ALEXANDRE et al., 2011), e por isso pode ser considerado
um processo adequado para frutas e legumes que apresentem baixa contaminagdo de patégenos.
Também pode ser uma alternativa para tratamentos térmicos com temperaturas brandas, como no
nosso caso, onde o branqueamento dos frutos a 80 °C apresentou a mesma eficacia na
descontaminacéo de agai inoculado com Escherichia coli e Salmonella spp. (Tabela 4).

O tratamento controle do ensaio, representado pela lavagem com &gua destilada por 15min,
apresentou reducdes de 0,5 log UFC.mL™ para Escherichia coli, 0,6 log UFC.mL™ para Listeria
monocytogenes e 0,8 log UFC.mL™ para Salmonella spp. semelhantes aos encontrados em
cenouras minimamente processadas com valores < 0,5 log UFC.g™. Esta reducéo logaritmica
observada em frutos de acai apos lavagem com &gua demonstra sua insuficiéncia na
descontaminacdo e sanitizacdo de frutos de acai que apresentam uma alta carga microbiana
natural, assim como em frutos e legumes minimamente processados (RUIZ-CRUZ et al., 2007).
A reduzida eficacia na reducdo do numero de células microbianas observadas em ensaios

envolvendo tratamentos térmicos e ndo-térmicos aplicados a frutos de agai também pode ser
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devido ao fendmeno de infiltracdo microbiana que ocorre em direcdo as camadas mais internas
do fruto. Microrganismos patogénicos humanos apresentam esta habilidade de se infiltrar no fruto
através de lesGes e fissuras na cuticula e tecidos epidérmicos, impedindo deste modo, a a¢éo dos
sanitizantes aplicados na superficie do fruto (BEUCHAT, 2004). O fruto de agai apresenta uma
estrutura onde um epicarpo pulposo, que mede cerca de 1 mm de espessura, envolve o endocarpo
e a semente caracteristicamente volumosos e duros, e um abundante endosperma marmorizado
(OLIVEIRA; FARIAS NETO; PENA, 2007), conforme ilustrado na Figura 2. Esta fina polpa
representa apenas 5-15% do volume total do fruto (ROGEZ, 2000), sendo muito fragil e que
pode ser lesionada pela simples friccdo, permitindo que os patdgenos penetrem durante as
atividades de colheita, transporte e processamento. O processo de infiltragdo em frutos e outros
vegetais é dependente de fatores como temperatura, tempo e a pressdo atmosférica. Este
fendmeno é promovido quando a pressao da agua na superficie do vegetal torna-se maior que a
pressao interna dos tecidos, havendo um fluxo do patégeno para o interior da matriz alimentar.
Os patégenos podem estabelecer col6nias internas e que sao extremamente dificeis de serem
alcancadas por solucBes quimicas aquosas (BEUCHAT, 2004), como foi observado em estudos
de infiltracdes realizados em tomates (GUO et al., 2001) e mac¢éds (KENNEY; BEUCHAT, 2002)
envolvendo Salmonella spp. e Escherichia coli, reportando a reduzida eficicia dos tratamentos
sanitizantes. A deformacdo da superficie do alimento ocasionada por estes tratamentos
sanitizantes também podem afetar a habilidade de adesdo e até mesmo da resisténcia do
microrganismo patogénico presente nesta superficie, pois facilitam o aprisionamento destas
celulas microbianas em locais mais internos, dificultando sua eliminagdo (CHIEWCHAN;

PRAPHRAIPHETCH; DEVAHASTIN, 2010).

5.2.3 Frutos sanitizados combinando branqueamento a 90 °C e resfriamentos

O resfriamento dos frutos com agua ap0s tratamento térmico pode representar uma fonte de

recontaminacdo microbiolégica (VAN HAUTE et al., 2015), principalmente se a agua utilizada
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ndo for de fonte confiavel, podendo colocar em risco a saude dos consumidores. Adicionalmente
durante o processo de resfriamento, 0s microrganismos patogénicos podem se infiltrar no fruto,
promovido pela diferenca de pressio (BEUCHAT; MANN, 2010), dificultando a
descontaminacao pela sanitizagéo.

O resfriamento com &guas cloradas a 50 mg.L™ e a 200 mg.L™, apés o branqueamento dos frutos,
apresentou maiores reducdes de Salmonella spp., mas ndo houve diferengca com o resfriamento

com &gua potavel (controle) (Tabela 5).

Tabela 5. Reducdo logaritmica de Salmonella spp. e Escherichia coli inoculados em frutos de

acai tratados termicamente (90 °C) e resfriados em diferentes fontes de agua por 2min.

Resfriamento Salmonella spp. Escherichia coli
p= 0,000000 p = 0,096659
Cloragéo (200 mg.L™) 409+027a" 2,10+0,37 a
Cloragéo (50 mg.L™) 3,44 +0,65a 231+042a
Agua (controle) 3,34+0,63a 1,93+0,08 a
Ozonizacao aquosa (5 mg.L™) 2,24+0,46b 2,31+0,22 a
Ozonizacao aquosa (4 mg.L™) 5min 1,4+0,27 b 2,57+0,18 a

! Valores na mesma coluna com letras diferentes indicam que os valores so significativamente diferentes (p <0,05).

As diferentes concentracdes de ozonio (4 e 5 mg.L™) das &guas de resfriamento alcancaram
menores desempenhos e ndo houve diferenca significativa na reducdo logaritmica de Salmonella
spp.

O tratamento térmico por branqueamento a 90 °C combinado a resfriamento com agua
previamente sanitizada resultou em aumento dos valores médios da reducdo logaritmica na
populagéo de Salmonella spp. em relagdo ao branqueamento a 90 °C seguido de resfriamento
com 4agua destilada no primeiro ensaio, com exce¢do para a combinacdo de branqueamento e

ozonizagdo (Tabela 5 e Figura 40).
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Figura 40. Comparacdo da reducdo logaritmica alcancada em frutos de acai inoculados com
Salmonella spp., branqueados a 90 °C e resfriados em diferentes fontes de 4&guas com a reducao
logaritmica por branqueamento a 90 °C e resfriamento com agua destilada (ensaio #1) (linha

pontilhada).

Em relacdo aos frutos de acai inoculados com Escherichia coli e tratados termicamente a 90 °C,
os diferentes tipos de resfriamento utilizados ndo demonstraram diferenca significativa na
reducdo da populacdo inicial (Figura 41). Pode-se observar também que as reducbes da
populacdo de Escherichia coli observadas nas combinag6es de tratamentos foram menores do que
os encontrados quando os frutos inoculados foram branqueados a 90 °C e resfriados em agua

destilada (controle) no ensaio #1.
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Figura 41. Comparacdo da reducdo logaritmica alcancada em frutos de acai inoculados com E.
coli, branqueados a 90 °C e resfriados em diferentes fontes de aguas com a reducdo logaritmica

por branqueamento a 90 °C e resfriamento com agua destilada (ensaio #1) (linha pontilhada).

Tecnologias combinadas também conhecidas como tecnologias de obstaculos tem sido utilizadas
para aumentar a reducdo logaritmica (sinergia) (GOODBURN; WALLACE, 2013) e assegurar a
qualidade microbioldgica dos alimentos. Mas alguns resultados destas combinacGes podem néo
fornecer a mesma reducdo logaritmica quando os tratamentos sdo aplicados individualmente
(efeito antagbnico) e consequentemente o efeito obstaculo ndo sera observado (ALEXANDRE et
al., 2011). A combinagdo do tratamento de branqueamento a 90 °C com posterior resfriamento
em agua clorada resultou em um efeito sinérgico na reducédo logaritmica de Salmonella spp., pois
os valores foram superiores a aqueles observados quando os frutos foram branqueados e
resfriados em agua destilada, separadamente, no primeiro ensaio (Figura 40). Por outro lado, o
resfriamento com agua ozonizada, nas duas concentracGes estudadas, ndo apresentou efeito

positivo na reducdo de Salmonella spp. e pode até mesmo ser considerado um efeito antagénico
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pois os valores de reducdo foram abaixo da média para branqueamento a 90 °C com resfriamento
em 4gua destilada (Figura 40). Sung et al. (2014) observaram um efeito sinérgico ao combinar
tratamento térmico em temperaturas brandas entre 25 a 50 °C e o0zonizag¢do gasosa em sucos de
macd, pois as reducbes logaritmicas das populacBes de Salmonella Typhimuriumin e de
Escherichia coli O157:H7 inoculadas foram maiores do que as reducdes observadas quando o
suco foi tratado apenas termicamente. Alexandre et al. (2011) relataram que a combinacéo de
branqueamento e 0z6nio ndo resultou em efeito sinérgico ao inocular L. innocua em pimentdes
vermelhos, morangos e agrido, e em algumas situagdes as redugdes microbianas foram menores
do que as observadas quando os tratamentos foram aplicados independentemente.

A acdo indiscriminada do 0z6nio a bactéria e a matéria organica pode ser um dos motivos para a
reduzida eficdcia dos tratamentos ozonizados em ambos 0s ensaios quando comparados as
lavagens com agua (GOODBURN; WALLACE, 2013). Alguns estudos demonstram que 0z6nio
foi significativamente eficaz na reducdo de microrganismos presentes na agua de lavagem, mas
teve um impacto limitado sobre as bactérias aderidas nas superficies dos alimentos (LONG 111 et
al., 2011). A combinacdo de branqueamento em temperaturas mais altas (90 °C) e ozonizagdo em
frutos de acai também ndo demonstrou eficacia na reducdo de populacdes de microrganismos
estudados. Ja em temperaturas menos severas de branqueamento houve um efeito sinérgico com
ozonizagao para Escherichia coli, Salmonella Thyphimurium e Listeria monocytogenes em suco
de macd (SUNG et al., 2014). Desta forma, efeitos sinérgicos e antagbnicos podem ser
observados em situacOes de sanitizagdo com ozoniza¢do aquosa combinada com tratamentos
térmicos por branqueamento, em condic¢Bes diversas, dependendo da concentracdo de 0z06nio
aplicado, da temperatura de branqueamento, da matriz alimentar e da relacdo

microrganismo/alimento.
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5.3 Composigao

5.3.1 Umidade

Polpas de frutos liofilizados apds aplicacdo dos tratamentos térmicos e ndo térmicos
apresentaram teores de umidade variando de 3,99% =+ 0,12 até 6,97% = 0,19 (Tabela 6). Em
polpa e casca de acai foram relatados valores de 3,4% (SCHAUSS, 2010; SCHAUSS et al.,

2006a), e em suco de acai liofilizado 1,55% (PAVAN; SCHMIDT; FENG, 2012).

Tabela 6. Valores de umidade (%), pH e acidez total titulavel (% &cido citrico) em polpas de

frutos de acai liofilizados apds tratamentos térmicos e ndo-térmicos.

Tratamentos Umidade pH Acidez Total Titulavel
(%) (% ac.citrico)
Cloragéo (150 mg.L™) 15min 6,74 £ 0,18 5,31 +0,02 0,49 + 0,04
Branqueamento 80 °C 10s 6,97 £ 0,19 5,35+ 0,03 0,55+ 0,05
Branqueamento 90 °C 10s 6,52 £ 0,25 5,47 £ 0,03 0,54 +0,01
Ozonizagdo aquosa (4 mg.L™) 5min 3,99+0,12 5,49 + 0,01 0,57 +0,02
5.3.2pH

Os frutos liofilizados de acai apds tratamentos térmicos e ndo-térmicos apresentaram pequena
variacdo dos valores de pH de suas polpas integrais, entre 5,31 a 5,49 (Tabela 6). Em estudos
com polpa de agai, o pH encontrado foi 5,2 (ALEXANDRE; CUNHA; HUBINGER, 2004), em
acai batido de frutos de palmeiras plantadas em condicdes diversas, o pH também foi de 5,23 +
0,27 (ROGEZ, 2000), enquanto que em sucos comercializados o pH foi de 5,40 (SOUSA et al.,
2006). As variagdes encontradas em valores de pH em acais batidos podem ser atribuidas tanto
ao periodo da safra do fruto, assim como nas condicdes de cultivo (ROGEZ, 2000). Os valores de

pH das polpas de frutos liofilizados de todos os tratamentos encontraram-se dentro da faixa
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estipulada pelos Padrdes de Identidade e Qualidade Minima para Polpa de Acai (BRASIL, 2000)
com variagdo de 4,00 a 6,20 para acai batido com &gua e processado nos tipos grosso, médio e
fino. Sendo que a faixa de pH das polpas de frutos liofilizados os enquadra na classificacdo de
alimentos de baixa acidez (pH > 4,5) considerados mais sujeitos a multiplicacdo de

microrganismos patogénicos e deteriorantes (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

5.3.3 Acidez total titulavel

A acidez total titulavel das amostras apresentou valores que ficaram compreendidos entre 0,49%
a 0,57% acido citrico (Tabela 6). Em suco de acai foi quantificado 0,40% a 0,45% acido citrico
(PAVAN; SCHMIDT; FENG, 2012), enquanto que em polpa integral (sem adi¢do de agua)
comercial alcangou 0,19% a 0,32 % acido citrico (FREGONESE et al., 2010) e em polpa tipo C

0,27% écido citrico (PAULA, 2007).

5.3.4 Proteina bruta total

Os teores de proteina bruta total dos frutos liofilizados do ensaio variaram de 5,09% a 5,60%

(Tabela 7).

Tabela 7. Valores de proteina bruta total (%), lipideos totais (%) e cinzas (%) de polpas de frutos

de acai liofilizados apds tratamentos térmicos e ndo-térmicos.

Tratamentos Proteina bruta total Lipideos totais Cinzas
(%) (%) (%)
Cloraco (150 mg.L™%) 15min 5,53 +0,13 19,12 +0,47  1,872+0,033
Branqueamento 80 °C 10s 5,60 £ 0,32 20,51+ 2,17 1,932 = 0,027
Branqueamento 90 °C 10s 5,20+0,15 19,70+ 1,01 2,057 £ 0,044
Ozonizagéo aquosa (4 mg.L’l) 5min 5,09 +£0,32 20,52 + 0,40 2,165 + 0,044
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Fregonese et al. (2010) ao analisarem diferentes tipos de polpas de acai encontraram teores de
proteinas entre 6,21% a 9,98% para polpa integral; 8,01% a 10,67% para acai tipo B e 8,81% a
8,89% para acai tipo C, enquanto que Rufino et al. (2011) quantificaram cerca de 6,27% + 0,31
na polpa do fruto da cultivar BRS-Pard. Conforme a legislacdo para polpa de acai (BRASIL,
2000), o valor minimo estabelecido para teor de proteina é de 5% para polpas de acai (integral) e
de 6% para acai tipo B e tipo C. Neste caso, as polpas dos frutos tratados e liofilizadas estavam

dentro dos requisitos para proteinas em polpas integrais.

5.3.5 Lipideos totais

Os teores de lipideos totais nos frutos dos diferentes tratamentos variaram de 19,70% a 20,52 %
(Tabela 7). Estes valores estdo proximos ao minimo teor de lipideos padronizados para polpas de
acai que varia de 20% a 60% (BRASIL, 2000), sendo que Rufino et al. (2011) encontraram teores
de 20,82% + 1,60 ao avaliar a cultivar de acai BRS-Para. Uma grande variacdo foi observada nos
teores de lipideos totais em acai na literatura. Em polpa de acai integral quantificou-se 24,75% a
85,38% de lipideos totais, assim como para polpas tipo B (27,47% a 58,54%) e tipo C (35,19% a
56,60%) (FREGONESE et al., 2010). Teores de lipideos de 4,6% (CANUTO et al., 2010) a
6,7% (PAULA, 2007) foram reportados para polpa de acai, estando de acordo com a faixa de
valores encontrados por Yuyama et al. (2002) (1,5% a 6,9%) citados por Paula (2007) em polpas
de diferentes origens. O contetdo de lipideos em fruto de acai também foi correlacionado ao seu
estddio de maturacdo, podendo aumentar significativamente sao alcancar o processo de
maturacdo final, e consequentemente levando a alteragfes no flavor e textura (GORDON et al.,
2012). O tipo de amostra a ser avaliada também foi relatada como fator de variacdo, pois 0s
lipideos presentes em polpa de acai liofilizada se encontram em estado liquido a temperatura
ambiente, dando mais mobilidade para participar de reacGes de degradacdo, como a oxidagéo

lipidica (PAVAN; SCHMIDT; FENG, 2012).
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5.3.6 Cinzas

Os teores do residuo fixo mineral (cinzas) das polpas de frutos liofilizados variaram de 1,872% +
0,033 a 2,165% + 0,044 (Tabela 7). Em frutos de agai cultivados na Amazonia venezuelana 0s
valores foram de 2,2% cinzas (NEIDA; ELBA, 2007), préximos aos encontrados para polpa do
fruto da cultivar BRS-Pard, 1,99% + 0,17 (RUFINO et al., 2011). Mesmo néo fazendo parte dos
itens padronizados para polpa de acai, o teor de cinzas é uma informacdo importante, pois
expressa a quantidade de substancias inorgénicas (minerais) presentes neste alimento
(FREGONESE et al., 2010). Rogez (2000) relatou valores (3,09% + 0,84) em diversas polpas de
acai analisadas, que apresentaram variagdes de acordo com a variedade e origem da planta, assim
como a época de colheita. O teor de cinzas também é dependente do estadio de maturacdo do
fruto, pois houve relato que o teor de cinzas em frutos maduros diminuiu em relagdo a frutos

verdes, variando de 14% a 4% (GORDON et al., 2012).

5.3.7 Carboidratos totais

O teores de carboidratos totais nos frutos apos aplicacdo de tratamentos térmicos e ndo térmicos
variaram de 64,99 a 68,24% (Tabela 8), valores estes dentro do padrdo de identidade para polpa
de acai (BRASIL, 2000) que deve necessariamente apresentar valores > 51%. Fregonese et al.
(2010) reportaram grandes oscilac6es de valores nos resultados encontrados, e todas abaixo do
valor padrdo, concluindo que a quantidade de agua utilizada no processo de extracao, o estagio de
maturacdo dos frutos e/ou a época de colheita do fruto, poderiam influenciar significativamente
em sua composi¢do centesimal. Em frutos da Amazonia venezuelana foram observadas variagoes
significativas quando frutos foram colhidos em épocas distintas (31,6 e 48,85%) (NEIDA; ELBA,

2007).
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Tabela 8. Teores de carboidratos totais (%), valor energético total (%) e atividde de &gua de

polpas de frutos de acai liofilizados apds tratamentos térmicos e nao-térmicos.

Tratamentos Carboidratos  Valor Energético Total Atividade de 4gua
totais (%) (kcal.100g™)

Cloracdo (150 mg.L'l) 15min 67,20 461,11 0,501 + 0,004

Branqueamento 80 °C 10s 64,99 466,95 0,520 + 0,001

Branqueamento 90 °C 10s 66,53 464,18 0,481 + 0,008

Ozonizagao aquosa (4 mg.L™) 5min 68,24 477,98 0,470 £ 0,003

5.3.8 Valor Energético Total

O valor energético total dos frutos liofilizados apresentou variacdes entre 461,11 kcal.100g™ e
477,98 kcal.100g™ (Tabela 8). Schauss et al. (2006) relataram valor energético total de 533,9 kcal
para acai liofilizado, enquanto que Paula (2007) ao avaliar polpa de acai quantificou 247 kcal.
Os valores energéticos totais obtidos nas amostras estudadas se inserem na faixa de consumo
diario de gordura recomendada (15% a 30%) e prescrita pelo Guia Alimentar da Populagédo

Brasileira (BRASIL, 2014).

5.3.9 Atividade de agua

Os valores de atividade de agua (Aa) variaram de 0,501 a 0,470 (Tabela 8), sendo que para polpa
de acai liofilizado ja foi relatado valores ~ 0,196 (PAVAN; SCHMIDT; FENG, 2012). A
atividade de &gua reduzida é interessante para inibicdo do crescimento microbiano e diminuicédo
das reacOes de degradacdo, como a atividade da peroxidase resultando em uma estabilidade
melhorada do alimento (PAVAN; SCHMIDT; FENG, 2012). Todas as polpas de frutos tratados
apresentaram-se abaixo do valor Aa referéncia (0,60) considerado limitante para a multiplicacdo
de qualquer microrganismo, mas este fator intrinseco do fruto ndo deve ser considerado
isoladamente, pois hd uma grande dependéncia de fatores, como pH, entre outros (FRANCO;

LANDGRAF, 2008).
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5.3.10 Acidos graxos

Os &cidos graxos que apresentaram maiores teores na polpa de acai ap6s todos os tratamentos
térmicos e ndo térmicos foram os &cidos oleico e palmitico e o poli-insaturado linoleico
demonstrados nos cromatogramas (Figura 42), assim como observado por Schauss et al. (2006)

ao analisar amostras de acai liofilizado.
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Figura 42. Cromatograma indicando os picos atribuidos aos acidos graxos em polpas de frutos de
acai liofilizados apos tratamentos de: (A) cloracdo (controle), (B) branqueamento a 80 °C, (C)

branqueamento a 90 °C e (D) ozonizacéo.
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Os 4cidos graxos saturados encontrados nos frutos de acai tratados e liofilizados apos
processamentos térmicos e ndo térmicos foram palmitico C16:0 variando de 20,17% (controle

cloro) a 19,76% (ozonizagdo) e esteédrico C18:0 de 1,87% (90 °C) a 1,75% (80 °C) (Tabela 9).

Tabela 9. Perfil dos acidos graxos (%) em polpa de frutos de acai liofilizados apds tratamentos de

cloracdo a 150 mg.L™ (controle), branqueamentos a 80 °C e 90 °C e 0zonizac4o aquosa a 4 mg.L”
1

Acido graxo Cloro Branqueamento Ozonizacao p
(controle) 4mg. L™
-1
150 mg. L 80 °C 90 °C
saturados 21,97 21,83 22 21,59
C16:0 palmitico  20,17+0,08a' 20,08+0,08a 20,13+0,02a 19,76+0,19b 0,013110
C18:0 estedrico  1,82+0,01 b 1,75+0,02¢  1,87+0,03a 1,83+0,02 ab 0,000713
monoinsatuados 67,72 68,23 67,83 68,29
2,99+0,01
Cl6:1 palmitoleico 3,04+0,01 b 3,10+£0,02 a : 3,00£0,03 ¢ 0,001085
Cc
Ci18:1 oleico 64,72+0,07b  65,13£0,07a 64,84+0,04b 65,29+0,15a 0,000000
poli-
_ 10,24 9,95 10,18 10,12
innsaturados
C18:2 linoleico  9,57+0,03 a 9,30+0,02b  9,55+0,00a  9,51+0,03a 0,000050
C18:3 linolénico  0,67+0,01a 0,65+0,00b  0,63+0,00 c 0,61+0,00d 0,000005

1 valores na mesma linha com diferentes letras significam que séo significativamente diferentes (p < 0.05).

Os acidos graxos monoinsaturados foram o palmitoleico C16:1 variando de 3,10% (80 °C) a
2,99% (90 °C) e oleico C18:1 de 64,72% (controle) a 65,29% (90°C). O poli-innsaturado
linoleico C18:2 variou de 9,57% (cloro) a 9,30% (80°C) e o linolénico C18:3 de 0,67% (cloro) a
0,61% (ozonizagdo). Os totais dos &cidos graxos saturados encontrados em frutos apds todos 0s

tratamentos aplicados (21,59% a 22%), dos &cidos graxos monoinsaturados (67,72% a 68,29%) e
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dos acidos graxos poli-innsaturados (9,95% a 10,24%) foram semelhantes aos encontrados em
6leo bruto extraido de polpa de agai e submetido a temperaturas de 60 °C (21,79%), ratificando a
riqueza do 0leo de acai em monoinsaturacdes (SILVA; ROGEZ, 2013).

Em todos os tratamentos estudados, os graus de insaturacdes encontrados (77,96% a 78,41%)
foram superiores aos 68,2% quantificados em polpa fresca de acai comercial (NASCIMENTO et
al., 2008) e aos 74% relatados em polpas de acai (liofilizada e n&o liofilizada) e do 6leo extraido
da polpa que o qualificou no mesmo nivel de qualidade do 6leo de oliva e abacate (ROGEZ,
2000; SCHAUSS, 2010; SILVA; ROGEZ, 2013). O 6leo de oliva é considerado um 6éleo padréo
(ROGEZ, 2000), e o 6leo de extraido da polpa de acai ap6s varios tipos de tratamentos aplicados
demonstrou que seus acidos graxos predominantes apresentavam-se quantitativamente
semelhantes aos determinados em caracteristicas de identidade para o 6leo de oliva (CODEX

ALIMENTARIUS COMMISSION, 2015) (Quadro 4).

Quadro 4. Limites da composic¢do em acidos graxos para caracteristicas de identidade de dleo de

oliva.
Codex Acidos graxos
Alimentarius® C16:0 Ci16:1 C18:0 C18:1 C18:2 C18:3
Limites 75-20 0,3-35 | 05-50 55 -85 35-21 -

Fonte: (CODEX ALIMENTARIUS COMMISSION, 2015)

Em relacdo aos tratamentos térmicos e ndo-térmicos aplicados aos frutos de acai, houve
diferengas significativas em seus teores de &cidos graxos, apesar destas diferencas serem
numericamente bastante pequenas. Frutos branqueados a 80 °C apresentaram menores teores de
acidos graxos saturados (palmitico e estearico) e poli-innsaturados (linoleico e linolénico), e por
outro lado maiores teores de acidos graxos monoinsaturados (palmitoleico e oleico). Rogez
(2000) ao avaliar os perfis de &cidos graxos de polpa e do suco processado de agai, observou

também uma diminuicdo de alguns &cidos graxos saturados (estedrico e araquidico) e
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pollinsaturados (linoleico). Deste modo, observou-se que o 4acidos graxo poli-insaturado
linolénico C18:3 das amostras branqueadas (80 e 90 °C) e ozonizadas apresentaram diminuic6es
significativas em seus teores quando comparados ao controle (clora¢éo), provavelmente devido a
maior degradacdo por oxidacéo durante os tratamentos, como foi observado também em 6leo de
acai avaliado ap6s permanecer em temperatura de 60 °C por diversos periodos de tempo (SILVA,
ROGEZ, 2013).

A degradacdo destes acidos graxos € devida ao processo de deterioracdo por oxidacdo lipidica
que provoca alteracdes que afetam as caracteristicas sensoriais e nutricionais dos dleos, podendo
comprometer a integridade deste alimento. A estabilidade oxidativa de Oleos alimenticios
depende de fatores que atuam conjuntamente, como a propria estrutura quimica dos &cidos graxos
componentes, 0 teor e tipo de compostos pro-oxidantes e/ou antioxidantes presentes na matriz
alimentar, além do tempo e modo utilizados para a conservacao deste alimento (SILVA; ROGEZ,
2013). Ao analisar a cinética de oxidacdo de &cidos graxos em 0leo extraido de agai durante o
aquecimento a 60 °C, Silva e Rogez (2013) observaram que os acidos graxos poli-innsaturados
foram os que apresentaram maior reducdo em seus teores. A ozonizagdo dos frutos neste ensaio
também levou as maiores diferencas significativas no teor de acidos graxos poli-innsaturados
C18:3 (Tabela 9) entre todos os tratamentos estudados. Notadamente, o alto potencial de
oxidagdo (—2.07 volts) do ozénio produz impactos mais fortes, de 1,5 e 1,3 vezes maiores que 0
cloro e o peroxido de hidrogénio utilizados contra vérias espécies de microrganismos (FREITAS-
SILVA; VENANCIO, 2010). Além do que, muitos Oleos vegetais sio modificados com
finalidade terapéutica a partir da ozonizacdo, pela producdo de espécies reativas como 0S
ozonideos responsaveis pela atividade antimicrobiana e estimulo no reparo de tecidos e
propriedades regenerativas (ALMEIDA et al., 2012).

A reacdo do ozonio molecular acontece de forma diferenciada conforme a presenca ou nédo de

duplas ligacGes na estrutura dos acidos graxos na matriz alimentar, devido a sua seletividade e
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limitacdo a compostos aromaticos insaturados e alifaticos. Por isso, a reagdo do 0zonio aos acidos
graxos saturados se da de forma mais lenta do que nos insaturados, cujas duplas ligacdes séo
prontamente oxidadas na presenca deste composto levando a formacdo de produtos

cicloadicionados (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001).
5.3.11 Antocianinas

5.3.11.1 Antocianinas totais
O teor de antocianinas totais de frutos de acai liofilizados, apds o processamento por tratamentos
térmicos e ndo-térmicos variaram de 225,99 a 492,47 mg.100g™, apresentando diferencas

significativas entre os tratamentos (p = 0,000156) (Figura 43).
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Figura 43. Antocianinas totais de polpa de frutos de acai liofilizados ap6s tratamentos de cloracdo

a 150 mg. L-* (controle), branqueamentos a 80 °C e 90 °C e ozonizac&o aquosa a 4 mg. L™

Em ensaios com polpas de acai processadas e liofilizadas os valores de antocianinas totais
variaram de 92,8 mg.100 g* a 338,6 mg.100 g, medidos também pelo método de pH diferencial

(ALBARICI; VALETA,; PESSOA, 2007; MATTIETTO et al., 2009; SOUZA et al., 2009).
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Estudos observaram variacoes de 175,63 a 748,39 mg.100g™ de antocianinas totais em frutos de
4reas manejadas, 363,72 a 590,23 mg.100g™ em frutas nativas e de 312,28 a 743,18 mg.100g™
em frutos de acai de &reas cultivadas. O teor de antocianinas em frutos de acai pode variar de
acordo com a variabilidade genética, o tempo de exposicdo as condigdes adversas durante o
transporte, o tempo entre a colheita e processamento, as condi¢cbes de armazenamento e
temperatura. Essa elevagéo dos teores de antocianinas tambeém est4 relacionado a sazonalidade e
ao tipo de cultivo de acai implantado (MALCHER; CARVALHO, 2011).

O branqueamento dos frutos a 80 °C foi o Unico tratamento a apresentar estatisticamente, o
mesmo teor de antocianinas totais que o tratamento por cloragdo a 150 mg.L™ (controle). Rogez
(2000) relata que a aplicagdo de altas temperaturas ao fruto ndo apresenta impacto negativo
significativo sobre o teor de antocianinas totais, sendo que o tempo de exposic¢do do tratamento
térmico pode evitar perda de até 35% (ROGEZ, 2000). Isso ja ndo ocorre em polpas e frutos
congelados, pois Pacheco-Palencia et al. (2009) relataram perdas em polpas de acai congeladas
em 34,0 + 2,3%, quando foram submetidas a 80 °C por periodo até 1h. O tratamento térmico a
80 °C por 10s esta associado a uma rapida desativacdo de enzimas e microrganismos que estdo
presentes nas camadas superficiais do fruto, além de promover a remoc¢do do oxigénio existente
nos espacos intercelulares da parte mais externa da polpa, influenciando diretamente nas
antocianinas que se localizam nos vacutolos de células nas camadas mais superficiais do fruto
(CASTRO, 2012; CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES, 2011; POMPEU; SILVA; ROGEZ,
2009; ROGEZ, 2000). O teor de antocianinas dos frutos apds branqueamento a 90 °C foi
significativamente menor (20,8%) do encontrado no tratamento clorado (controle). O aumento da
temperatura a 10 °C nos tratamentos de branqueamento causou um efeito prejudicial sobre o teor
de antocianinas totais (29,3%) em frutos, em relacdo ao branqueamento a 80 °C. Este efeito pode
ser devido a reducdo da estabilidade das antocianinas quando a temperatura foi aumentada, assim

como pelas variagcbes de concentracdo destas antocianinas e dos compostos fendlicos néo-
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antocianicos que também conferem estabilidade & matriz alimentar, podendo levar a degradages
de até 34,0 + 2,3% em polpas de acai (CAO et al., 2009; CAVALCANTI; SANTOS;
MEIRELES, 2011; GOUVEA et al., 2012; PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT,
2009).

A ozonizacdo aquosa (4 mg.L™) durante 10min foi o tratamento que apresentou 0s menores
teores de antocianinas na polpa do fruto, sendo significativamente menor (48,4%) quando
comparado com o tratamento controle com &gua clorada. Também no tratamento com ozénio foi
verificado que o teor de antocianinas totais foi menor (34,8%), quando comparado com o
tratamento de branqueamento a 90 °C. O ozbnio é um gas instavel e degradado ao oxigénio
(KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001), ndo representando um residuo indesejavel per se no alimento
(ALEXANDRE et al., 2011), mas a ozonizacao dos frutos pode ter promovido a amplificacdo do
processo de degradacdo das antocianinas no fruto pela presenga do oxigénio produzido de forma
continua e lenta durante a degradacdo do gas 0z6nio (CAVALCANTI; SANTOS; MEIRELES,
2011) (Figura 44). Durante a ozonizagdo por borbulhamento em suco de uva, Tiwari et al.
(2009a) observaram também que o teor de antocianinas descesceu significativamente quando a

amostra foi tratada com baixas concentragdes de 0z6nio (1,6% p/p) por um periodo de 10min.

«OH <— °0;

\/’K
\/\/

Fonte: (CULLEM et al., 2009)

Figura 44. Formac&o e transformacdo de radicais intermediarios na degradacdo da molécula de

ozobnio.

Desta forma, a degradacdo de antocianinas pela presenca de ozénio pode acontecer pela reacédo
direta com o 0z6nio ou indiretamente pela reacdo com oxidantes secundarios. O mecanismo de

Criegee em 1975 descreve a reacdo direta, onde a molécula de ozonio sofre a reacdo de
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cicloadi¢dol,3-dipolar com as duplas ligacGes conjugadas encontradas nos anéis aromaticos das
antocianinas, e a formacao de ozonideos (1,2,4-trioxolanos) a partir de alcenos, e de 0z6nio com
aldeidos e dxidos de cetonas como compostos intermediérios finais. Estes ozonideos de natureza
instdvel se decompfem por oxidagdo rapidamente levando a formacdo de compostos
carbonilicos, enquanto este sistema oxidativo leva a producdo de cidos carboxilicos ou cetonas
(OLIVEIRA; WOSCH, 2012; TIWARI et al., 2008, 2009a). Deste modo, em alguns casos, a
ozonizagao pode ter limitagcOes de uso em alimentos pigmentados, pois 0 0zonio atua diretamente
no processo de degradacdo dos pigmentos organicos presentes, como também na formacdo de
outras espécies altamente reativas e facilitadoras de degradacio, tais como *OH, HO*, O ¢ *O3’
(XUE; CHEN; WANG, 2008). A formacao de ozonideos pela reacdo do 0z6nio em presenca de
antocianinas, leva a ruptura do anel benzénico de sua estrutura, aumentando o grau de degradacao

destes compostos (CULLEN et al., 2009) (Figura 45).

Fonte: (CULLEM et al., 2009)

Figura 45. Mecanismo de degradagdo das antocianinas na presenca de 0zonio

Mas cornforme Cullem et al. (2009) varios fatores independentes podem conduzir o
processamento por ozonizagdo e deste modo influenciar tanto nas reagdes bioguimicas como na
propria inativagcdo microbiana, facilitando um controle melhorado dos parametros de qualidade e

de seguranca de alimentos ozonizados.
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5.3.11.2 Antocianinas monomeéricas

As antocianinas monomeéricas foram espectrofotometricamente identificadas como cianidina-3-
O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo pelos tempos de retencdo de padrfes isolados de acai

(Figura 46).
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Figura 46. Cromatograma CLAE indicando os picos atribuidos as antocianinas monomeéricas (1)
cianidina-3-O-glicosideo e (2) cianidina-3-O-rutinosideo em polpas de frutos de acai liofilizados

ap6s tratamentos de cloragdo a 150 mg.L™ (controle).

Gordon et al. (2012) relataram que as quantidades relativas das antocianinas individuais
apresentaram-se diferentes em cada fase de maturacdo do fruto de acai, sendo que a proporc¢éo de
cianidina-3-O-glucosideo para cianidina-3-O-rutinosideo era de 1:1 na fase de maturacdo
intermediaria, aumentando esta propor¢do a favor da cianidina-3-O-rutinosideo durante a
evolucdo da maturacdo. Os valores destas duas antocianinas monoméricas neste estudo foram de
encontro aos relatados na literatura, pois os teores de cianidina-3-O-glicosideo foram maiores do
que os de cianidina-3-O-rutinosideo, podendo ser consequéncia da utilizacdo de frutos de acai em

estadio de maturacdo intermediéria.
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Nas polpas dos frutos de agai liofilizados, os teores de cianidina-3-O-glicosideo variaram de
93,54 + 6,19 mg.100g™ a 238,82 + 11,39 mg.100g™ e os de cianidina-3-O-rutinosideo variaram
144,69 + 507 mg.100g™ a 221,07 + 8,34 mg.100g™ (Figura 47) conforme os tratamentos

aplicados.
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Figura 47. Teores de antocianinas monoméricas (A) cianidina-3-O-glicosideo e (B) cianidina-3-
O-rutinosideo em polpas de frutos de acai liofilizados apés tratamentos de cloragdo a 150 mg.L™

(controle), branqueamentos a 80 °C e 90 °C e ozonizac&o aquosa a 4 mg.L ™.

Em estudo com frutos de acai liofilizados, teores de 117 mg.100g™ cianidina-3-O-glicosideo e de
193 mg.100g™ cianidina-3-O-rutinosideo foram reportados (SCHAUSS et al., 2006b). Em
estudos com diferentes espécies comerciais de acai foram relatados teores de 94,7 + 2,9 mg.100g
! cianidina-3-O-glicosideo e 1256 + 3,8 mg.100g™ cianidina-3-O-rutinosideo e em suco
clarificado teores de 42,4 + 0,5 mg.100g™ cianidina-3-O-glicosideo e 135,0 + 1,8 mg.100g™
cianidina-3-O-rutinosideo (PACHECO-PALENCIA; DUNCAN; TALCOTT, 2009; PACHECO-
PALENCIA; HAWKEN; TALCOTT, 2007a). Em nosso trabalho também foi observado que os
teores de ambas as antocianinas monoméricas nas polpas apresentaram diferencas estatisticas
significativas em relagé@o aos tratamentos aplicados aos frutos (p = 0,000001) (Figura 47).

Os teores das antocianinas monoméricas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo

foram superiores em frutos de acai branqueados a 80 °C (238,82 + 11,39 mg.100g™ e 221,07 +
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8,34 mg.100g™, respectivamente), seguidas do controle cujos frutos foram lavados com cloro
(150 mg.L™Y) (208,81 + 4,37 mg.100g” e 174,57 + 6,67 mg.100g™, respectivamente). O
branqueamento dos frutos a 80 °C acompanhou a tendéncia de comportamento das antocianinas
totais (Figura 50), com valores das duas monoméricas principais (14,4% e 26,6%,
respectivamente) maiores numericamente que o controle (clorado), mas agora significativamente
diferentes do controle. Por outro lado, ao branquear os frutos a 90 °C observou-se que 0s teores
de cianidina-3-O-glicosideo (174.34 + 3.58 mg.100g™) e cianidina-3-O-rutenosideo (144.69 +
5.07 mg.100g™") foram menores 16,5% e 17,1%, respectivamente, em relagéo ao controle clorado.
Em frutos tratados com ozonizacgdo aquosa 0s teores de cianidina-3-O-glicosideo (93.54 + 6.19
mg.100g™") e cianidina-3-O-rutenosideo (77.26 + 5.76 mg.100g™) foram 55,2% e 55,7%,
respectivamente, menores em relagdo ao controle clorado. A ozonizagédo de frutos com alto teor
de antocianinas pode levar a reducdes significativas destes compostos bioativos, constatando-se a
perda de 98,2% no teor da antocianina monomeérica pelargonina-3-O-glicosideo em suco de
morango e perda de > 90% em cianidina-3-O-glicosideo em suco de amora preta tratados a
concentracdes de 0zonio a 7,9 mg.L™ por 10min (TIWARI et al., 2009a, 2009b).

Os tratamentos aplicados aos frutos de acai influenciaram sobremaneira a relacdo de antocianinas
monoméricas sobre as antocianinas totais presentes em suas polpas. Em frutos clorados
(controle), as antocianinas monoméricas somaram 87,6% das antocianinas totais e apds
tratamento térmico por branqueamento a 80 °C e 90 °C, as antocianinas monomeéricas
representaram cerca de 93,4% e 92,10% das antocianinas totais, respectivamente. A diferenca de
temperatura aplicada nos tratamentos térmicos nao influenciou na relacdo entre antocianinas
monoméricas e o conteldo de antocianinas totais. Schauss et al. (2006) observaram que em acai
liofilizado, sem qualquer tratamento, as fragbes monoméricas compunham cerca de 97,2% das
antocianinas totais, valor bastante proximo dos encontrados para frutos tratados termicamente a

80 °C e 90 °C. No tratamento por ozonizacdo aquosa, 0 teor de antocianinas monomericas
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representaram cerca de 75,6% das antocianinas totais, menor que as observadas nas polpas dos
frutos dos tratamentos térmicos e controle (cloracdo). Isso demonstra que o grau de degradacéo
que as antocianinas monomeéricas estudadas sofreram durante os tratamentos aplicados aos frutos
de acai, quando comparadas ao tratamento controle (cloracdo), foi especifico para cada tipo de
antocianina (Figura 48). Comportamento similar foi observado ao avaliar as antocianinas

monoméricas em ensaios utilizando processamento em suco de uva (TIWARI et al., 2009b).
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Figura 48. Impacto do branqueamento a 80 °C e 90 °C e ozonizacao aquosa (4 mg.L™) nos teores
de antocianinas totais e monomeéricas (cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutinosideo) em

relacdo ao tratamento clorado (controle).

Este comportamento diferenciado das antocianinas monomeéricas foi melhor observado no
tratamento térmico a 80 °C, pois mesmo apresentando teores maiores que o tratamento controle
(cloragéo), este aumento ndo foi homogéneo entre as monomeéricas estudadas, pois antocianina-3-
O-rutinosideo (26,6%) apresentou maiores teores em relagdo a antocianina-3-O-glicosideo
(14,4%). Pacheco-Palencia (2009) observou que em frutos tratados termicamente a 80 °C por
periodos de até 60min, as perdas das antocianinas monomericas foram diferentes entre si, com

perdas maiores para cianidina-3-O-glicosideo (72%) e menores para cianidina-3-O-rutinosideo
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(7%). Esta diferenca nos teores de antocianinas monomeéricas, representado pelos diferentes graus
de degradagdo, também foi observada em acai mantido sob conservacdo, evidenciando que
cianidina-3-O-glicosideo apresenta uma taxa de degradacdo diferenciada da cianidina-3-O-
rutinosideo (PACHECO-PALENCIA; HAWKEN; TALCOTT, 2007a; RUBINSKIENE et al.,
2005). Conforme Pacheco-Palencia (2010), os efeitos negativos de temperatura na estabilidade
de antocianinas e cor foram atribuidos a mudanca no equilibrio das antocianinas em dire¢do as
formas pseudobase e chalcona menos coloridas (Figura 11). A hidrélise das pontes glicosidicas
foi proposta como uma das primeiras etapas de degradacdo das antocianinas, resultando em
agliconas instaveis e evoluindo espontaneamente para a fissdo do anel aromatico e degradacéo da

estrutura e consequentemente da cor.
5.4 Atividade antioxidante

5.4.1 Fendlicos totais

Polpas de frutos liofilizados apo6s tratamentos térmicos e ndo térmicos apresentaram diferenca
significativa no teor de fenélicos totais (p = 0,000000), variando de 417,32 + 0,17 mgEAG.100g™
a 771,00 + 0,15 mgEAG.100g™ (Figura 49). Em polpas de frutos de acai em estadio maduro
foram relatados 523,8 + 9,5 mgEAG.100g" (CRUZ, 2008), enquanto que outros autores
relataram valores de 328 + 9 mgEAG.100g™ em polpa de acai liofilizada (HASSIMOTTO;
GENOVESE; LAJOLO, 2005), 197,2 + 6,9 mgEAG.100g™" em polpa de acai pasteurizada e
congelada e 143,7 + 7,0 mgEAG.100g™" em suco de acai apds centrifugacdo (PACHECO-
PALENCIA, 2006). Tais diferencas podem ser atribuidas aos tipos varietais, condigcdes de

armazenamento ou até mesmo a sensibilidade do método de analise.
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Figura 49. Fenolicos totais (MgEAG.100g-1) de polpas de frutos de acai liofilizados ap6s
tratamentos de cloracdo a 150 mg.L-1 (controle), branqueamentos a 80 °C e 90 °C e ozonizacéao

aquosa a 4 mg.L-1.

O tratamento dos frutos com cloro a 150 mg.L™ (controle) apresentou o maior teor de fendlicos
totais (771,00 mgEAG.100g™) em relacdo a todos os outros tratamentos. O branqueamento a 80
°C (759,244 mg.100g™) apresentou teores de fendlicos 1,5% menor em relacdo ao tratamento
controle. O branqueamento dos frutos a 90 °C (696,79 mgEAG.100g™) foi 9,6% menor que o
controle e 8,2% em relacdo ao branqueamento a 80 °C. A ozonizagdo dos frutos a 4 mg.L™ Os
(417,32 mgEAG.100g™) apresentou perda de 45,9% em relacdo ao controle, 45,0% em relagdo
ao branqueamento de 80 °C e 40,1% em relagédo a 90 °C.

As redugdes observadas nos teores de fendlicos totais dos frutos de acai apo6s aplicagdo do
tratamento térmico a 90 °C (9,6%) em relacdo ao controle (cloragdo) foi semelhante ao observado
por Pacheco-Palencia (2006) em polpas de agai congeladas e armazenadas a 4 e 20 °C (8 a 13%,
respectivamente) durante o periodo de 35 dias. As perdas no teor de fendlicos totais observadas
apos brangueamento dos frutos a 80 °C e a 90 °C foram muito menores do que as observadas em
relacdo ao impacto destas temperaturas sobre os teores de antocianinas totais (Figura 43). Em

estudo do binbmio tempo x temperatura na pasteurizacdo de polpa de acai observou-se também
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que os teores de fendlicos totais em polpas pasteurizadas eram pouco menores dos encontrados
nas polpas ndo pasteurizadas, e ndo foram significativamente afetados pelos véarios niveis de
temperaturas propostos (MATTIETTO; MATTA,; FREITAS, 2010).

Estas pequenas reducfes/perdas observadas no teor de fenolicos totais, quando quantificadas pelo
método de Folin-Ciocalteau, podem ser atribuidas as reacdes de polimerizacdo, em que ocorre a
reducdo do numero de grupos de hidroxilas livres, e que sdo mensuradas por este respectivo
método (KLOPOTEK; OTTO; BOHM, 2005; PACHECO-PALENCIA, 2006). Ao utilizar outros
métodos de quantificacdo da atividade antioxidante, como o poder antioxidante de reducdo do
ferro (FRAP), as antocianinas poliméricas foram negativamente correlacionadas (TSAI,
HUANG, 2004).

O teor de fendlicos totais no tratamento por ozonizacdo aquosa (4 mg.L™) foi 45,9%
quantitativamente menor em relacdo ao tratamento controle (cloracdo). Este decréscimo do teor
de fendlicos totais também foi observado em estudos de ozoniza¢do do suco de macé fresco a 5,3
mg.L? e 4,0 mg.L?, com reducdes de 34,3% a 58,1%, respectivamente (PATIL et al., 2010;
TORLAK, 2014). Esta diminuicdo dos teores pode ser relacionada a degradacdo dos compostos
fendlicos devido as reacdes diretas da molécula de 0z6nio com os radicais OH, preferencialmente
pelas duplas ligacfes dos compostos organicos e também pelas reagdes com seus radicais livres
que levam a reac0es eletrofilicas e nucleofilicas que acontecem com 0s compostos aromaticos

(CULLEN et al., 2009; TIWARI et al., 2009b).

5.4.2 Captura do radical livre ABTSe+ (TEAC)

A capacidade antioxidante de frutos de acai ap0s processamentos mostrou que houve diferenca
estatistica (p = 0,005542) entre os tratamentos dos frutos de acai, variando os teores de 653,80 +
13,74 mmolTE.g" a 707,86 + 2,53 mmolTE.g" (Figura 50), valores estes superiores aos

encontrados em polpa de acaf liofilizada 403,30 + 19,65 mmol TE.g™" (ROJANO et al., 2011).
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Figura 50. Capacidade antioxidante (TEAC) de frutos de acai liofilizados ap6s tratamentos de

cloracdo a 150 mg.L™ (controle), branqueamentos a 80 e 90 °C e ozonizacdo aquosa a 4 mg.L™.

Frutos branqueados a 90 °C (673,19 + 0,96 mmolTE.g™) apresentaram menor capacidade
antioxidante (4,9%) do que frutos lavados com cloro a 150 mg.L™ (controle) (707,86 + 2,53
mmolTE.g?). A capacidade antioxidante de frutos ozonizados 4 mg.L™ O; (653,80 + 13,74
mmol TE.g™") também foi menor (7,6%) do que o tratamento controle. Por outro lado, frutos
termicamente tratados a 80 °C (688,33 + 15,03 mmolTE.g™) apresentaram a mesma capacidade
antioxidante que frutos sanitizados por cloragdo (controle). Ao elevarmos em 10 °C a temperatura
de branqueamento houve uma diminuicdo ndo significativa de apenas 2,2% na capacidade
antioxidante dos frutos.

Durante o processamento de frutos geralmente ocorre uma diminui¢do dos teores de compostos
fenolicos, das antocianinas totais e da vitamina C da amostra, como no caso de morangos
processados, resultando na redugdo da capacidade antioxidante hidrofilica, e demonstrando que
houve uma boa correlacdo entre estes fatores (KLOPOTEK; OTTO; BOHM, 2005). O
aquecimento de alimentos ricos em antocianinas geralmente leva a perda de cor e posteriormente
tornam-se amarronzados, devido a degradacdo das antocianinas e formacdo de polimeros

marrons. Tsai et al. (2004) ao estudarem o tratamento térmico a 90 °C de vinagreira (Hibiscus
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sabdariffa L.), fonte de pigmentos naturais, observaram que a densidade da cor da amostra
diminuiu, indicando que as antocianinas da amostra foram degradadas pelo processo, e nédo
devido a reacOes de escurecimento. Ou seja, houve a termodegradacdo das antocianinas e a
formacdo de polimeros marrons no sistema. Deste modo, pode-se supor que 0s graus de
polimerizagdo ocorridos entre os tratamento cujos valores TEAC foram significativamente
semelhantes entre si, também podem ser considerados semelhantes, pois as antocianinas
polimerizadas ndo influenciaram na habilidade de remocéo do radical ABTSe+ (TSAI; HUANG,
2004). A ozonizacdo aquosa dos frutos de acai pode ter propiciado a degradacédo das antocianinas
tanto pelo processo de oxidacdo direta pela interacdo com ozdnio (Figura 45) como pela

formacéo de varios radicais intermediarios, como ja foi discutido anteriormente.

5.4.3 Capacidade de Absorcéao de Radicais de Oxigénio (ORAC)

A atividade antioxidante de todos os tratamentos foi obtida da area sobre a curva (AUC) plotada

em relacdo ao dados de fluorescéncia e o tempo de anélise (Figura 51).
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Figura 51. Atividade antioxidante graficamente representada pela area sobre a curva (AUC)
relativa a fluorescéncia das amostras de frutos de acai liofilizados ap0s tratamentos térmicos e

néo térmicos pelo tempo de anélise.
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Pelo método ORAC, a capacidade antioxidante dos frutos processados por tratamentos térmicos e
ndo térmicos apresentou diferenca estatistica significativa (p = 0,032077), com teores variando de
841,10 + 51,18 mmolTE.g" a 1026,15 + 164,83 mmolTE.g™ (Figura 52). Schauss (2010) relatou
valores de 630 mmolTE.g™ em estudos comparando a capacidade antioxidante em acaf liofilizado

e em forma de p6 obtido por spray drying.
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Figura 52. Capacidade antioxidante (ORAC) de frutos de acai liofilizados apds cloracdo a 150

mg.L™? (controle), branqueamentos a 80 °C e 90 °C e ozonizag&o aquosa a 4 mg.L™.

O branqueamento a 80°C (1106,32 umolTE.g™?), a cloracdo dos frutos (controle) (1026,15
umolTE.g™) e branqueamento a 90 °C (1021,60 pmolTE.g™) apresentaram valores de ORAC
semelhantes, diferenciando estatisticamente do tratamento de ozonizagdo dos frutos a 4 mg.L™
(841,10 pmolTE.g™). A ozonizagdo aquosa dos frutos a 4 mg.L™ resultou em uma capacidade
antioxidante menor, em torno de 17,7% em relacdo ao tratamento térmico a 90 °C, 18,0% em
relacdo a cloracdo (controle) e 24,0% em relacdo ao branqueamento a 80 °C.

Ao comparar compostos que apresentam a mesma estrutura quimica basica, o valor ORAC de
flavonoides por exemplo, é proporcional ao numero de substituigdes hidroxilas na estrutura e as

posicOes destas hidroxilas nas estruturas (KANG et al., 2010). Posteriormente, a ocorréncia de
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outras substituicdes como a glicosilacdo, também podem afetar a capacidade antioxidante dos
flavonoides. Além disso, a ocorréncia de metilacdo de grupos hidroxila nos anéis benzénicos
diminui drasticamente a capacidade antioxidante destes compostos (KANG et al., 2011). Estes
compostos fendlicos ndo-antocidnicos naturalmente presentes no acai como acidos fenolicos
(protocatéico, p-hidroxibenzoico, vanilico, siringico e ferdlico), flavonas-C-glicosideos
(isoorientina, orientina, isovitexina e apigenina 6,8-di-C-glicosideo) atuam como cofatores
polifendlicos e tem uma fungdo fundamental na estabilidade estrutural e pigmentar das
antocianinas. Cofatores polifendlicos participam de rea¢Bes conhecidas como copigmentacao
intermolecular, muito comuns na natureza, podendo se associar as antocianinas do acai atraidos
por forgas hidrofobicas fracas, permitindo o melhoramento da cor e aumento da estabilidade
destas antocianinas presentes no fruto (PACHECO-PALENCIA; TALCOTT, 2010). Estes
compostos considerados copigmentos ndo apresentam coloracdo e ndo estdo covalentemente
ligados a0 mesmo residuo de acucar que o cromoforo das antocianinas (CAVALCANTI;
SANTOS; MEIRELES, 2011).

Ao analisar os valores de atividade antioxidante dos diferentes tratamentos aplicados a frutos de
acai pelos métodos TEAC e ORAC, foram observadas diferencas nos valores e nas avaliagdes
estatisticas, sendo que muitos autores divergem entre si quanto ao tipo de correlacdo existente
entre estes métodos de avaliagdo (ZULUETA; ESTEVE; FRIGOLA, 2009). Ao relacionarmos 0s
teores de antocianinas totais dos frutos de acai apds tratamentos térmicos e ndo-térmicos,
observamos que houve uma correlagcdo positiva com a atividade antioxidante mensurada pelo

método TEAC (Figura 53).
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Figura 53. Correlag&o linear entre antocianinas totais de frutos tratados (térmicos e ndo-térmicos)

e atividade antioxidante pela captura do radical livre ABTSe+ (TEAC).

5.5 Avaliagao sensoriais e da cor

5.5.1 Andlise sensorial

5.5.1.1 Perfil dos avaliadores

No universo dos provadores avaliados durante o teste de compara¢do multipla (n = 50), a maior
parte era composta de participantes do sexo feminino (52,20%) com idade média de 33,3 + 13,4
anos. Por outro lado, no teste afetivo (n = 68) os homens estiveram em maior proporc¢éo (60,0%),

e a idade média de 33,9 £ 13,1 anos foi similar ao primeiro teste (Figura 54).
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Figura 54. Perfil dos consumidores de acai entrevistados pelo teste de comparagdo multipla (A) e

teste afetivo (B), resultados expressos em porcentagem.

O género do participante pode ser considerado um fator de influéncia quando esta relacionado a
assuntos de salde, pois 83% das mulheres que participaram de avaliagdo sensorial de sucos
tropicais, inclusive o de agai, relacionaram o seu consumo aos beneficios para a saude, enquanto
somente 32% dos homens indicaram que os fatores benéficos a satude podiam influenciar no
consumo de sucos de frutas (VIDIGAL et al., 2011). Neste estudo talvez o género ndo influéncie

0s resultados, uma vez que o consumo de acai é generalizado entre homens e mulheres.
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Os participantes apresentaram faixa de idade bastante ampla, variando de 16 a 64 anos, similar ao
reportado em teste sensorial com acai batido vindo de frutos branqueados (PINTO et al., 2009).
Ao analisarmos as faixas etarias utilizadas nos ensaios de forma acumulada, observou-se que a
distribuicdo nestas faixas assemelha-se ao perfil de distribuicdo da populacgdo da regido Norte do
Brasil, em 2012 com idades entre 16 a 64 anos, onde cidaddos de 16 a 29 anos representaram
cerca de 44,0 % deste recorte da populacéo; cidaddos com idade entre 30 a 49 anos cerca de 41,2
% e com idade entre 50 a 64 anos cerca de 14,7 % (BRASIL, 2012).

A idade do avaliador pode representar alguma influéncia nos resultados de analises sensoriais
(DELLA MODESTA, 1994), pois os adultos alem de apresentarem maior terminologia, por isso
a faixa de idade entre 15 a 50 anos é a mais recomendada, sendo que aproximadamente 86 % dos
avaliadores entrevistados nos dois ensaios encontravam-se nesta faixa etaria. Em estudos sobre o
consumo de produtos de agai na Guiana Francesa, a idade dos entrevistados com até 59 anos ndo
foi um fator discriminante no modo de consumo desta populagdo, representando apenas uma
ferramenta eficaz de transmissdo quanto a preferéncia e conhecimento destes produtos
componentes de sua alimentacio (ROBINSON; BEREAU; FAHRASMANE, 2013).
Considerando a influéncia da informacédo sobre os beneficios a salde para aceitacdo de sucos de
frutas, inclusive o de acai, Vidigal et al. (2011) observaram que 66,6% dos consumidores com
menos de 20 anos de idade relataram que um sabor agradavel exercia a maior influéncia no
consumo de sucos, enquanto que 62,5% dos consumidores com idade acima de 20 anos
reportaram que o fator mais importante estava relacionado aos beneficios a satde pelo consumo
de sucos (VIDIGAL et al., 2011). Uma possivel explicacdo sobre esta influéncia da idade no
consumo de sucos pode ser devido a experiéncia de pessoas mais velhas com problemas de
salde, pois consumidores mais jovens nao foram motivados para melhorar ou manter sua saude
por consumo de alimentos funcionais (BOWER; SAADAT; WHITTEN, 2003; VIDIGAL et al.,

2011).
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Quanto ao nivel educacional, os dois grupos de avaliadores apresentaram boa formagéo escolar, e
consequentemente boa capacidade de entendimento das avaliagfes requeridas, com 74% dos
participantes do teste de comparacdo multipla (A) e 83,6% dos consumidores do teste afetivo (B)
possuindo, pelo menos, o ensino medio, dos quais 60% (A) e 52,2% (B), apresentavam o nivel de

graduacéo, respectivamente.

5.5.1.2 Teste de comparacao multipla

A comparacdo multipla entre os acais batidos processados ap0s 0s tratamentos téermicos de frutos
(80 ° C e a 90 ° C durante 10s), e tratamento ndo-térmico (ozonizacdo aquosa 4 mg.L™) em
relacdo & amostra-padrdo (sanitizacdo dos frutos com agua clorada 150 mg.L™ - controle) ndo

evidenciou qualquer diferenca significativa (p = 0,4342) observada pelos provadores (Figura 55).

nota

T médiaxdp

80 °C 90 °C O, Clarn

Figura 55. Teste de comparacdo mdaltipla para percepcdo de acai batido apds tratamento dos
frutos a 80 °C, 90 ° C, ozonizagdo aquosa (4 mg.L™) e &gua clorada (150 mg.L™ - controle).

Nota 5 representa nenhuma diferenca da amostra padrdo (linha tracejada).

A nota média deste teste variou 4,6 a 5,1, representando nenhuma diferenca entre as amostras-

teste e a amostra-padrao (P). Os provadores também classificaram a amostra controle codificada
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(frutos sanitizados com &gua clorada) (pontuacdo media de 4,6) como igual a amostra-padréo
controle (P) demostrando que foram capazes de reconhecer que a amostra controle codificada era
semelhante ao produto tradicionalmente consumido (Figura 55). No entanto, valores médios ndo
sdo 0s mais adequados para expressar a preferéncia do consumidor por um determinado produto
(CORREA et al., 2010; DELIZA; ROSENTHAL, 2008; GREENHOFF; MACFIE, 1994). Neste
estudo, entretanto, ao observar os dados referentes as notas dos avaliadores, verificou-se que uma
parte destes empregou notas menores (notas < 4), enquanto outra parte dos consumidores inferiu

notas maiores (notas > 6) (Figura 56).
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Figura 56. Histograma de frequéncia absoluta observada no teste de comparacdo mdultipla de
amostras-teste de agai batido vindos de frutos branqueados (80 e a 90 °C), ozonizados (4 mg.L™)

e clorados (150 mg.L™ controle).

Os produtos acai batido vindo de frutos clorados (controle) e de frutos branqueados a 90 °C
obtiveram as maiores frequéncias de notas abaixo de 4 (“ligeiramente melhor que o padrdo”),
seguidos de acai branqueado a 80 °C e de frutos ozonizados. De acordo com Corréa et al. (2010),
estes resultados sugerem que o produto acai batido vindo de frutos branqueados a 90 °C tem

potencial de sucesso no mercado, lembrando que o acai batido vindo de frutos clorados ja tem seu
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mercado consolidado por ser o processo utilizado tradicionalmente nas processadoras semi-
artesais.

Em teste triangular com amostras de acai batido vindo de frutos branqueados a 80 °C e de frutos
ndo branqueados, 56 provadores ndo treinados também ndo diferenciaram as amostras de forma
significativa, quando orientados a reconhecer a amostra diferente em relacdo a cor e sabor das
amostras (PINTO et al., 2009). Por outro lado, na avaliacdo das caracteristicas sensoriais de sete
polpas industrializadas de acai, oito provadores treinados perceberam diferencas significativas ao
avaliar quatorze atributos sensoriais das polpas pelo método da andlise descritiva quantitativa

(ADQ) (PINTO et al., 2009).

5.5.1.3 Teste de aceitacéo

O teste de aceitacdo pelo método heddnico foi conduzido para avaliar a aceitacdo do acai batido
apos tratamentos térmicos da fruta por branqueamento a 80 e 90 °C por 10s. Pelas notas dos
consumidores avaliados, ndo houve reconhecimento das diferencas sensoriais entre os dois
produtos, pois os atributos de qualidade utilizados foram classificados com as mesmas notas
(Tabela 10). O aumento da temperatura de branqueamento de 80 para 90 °C durante 0 mesmo

periodo de tempo, ndo foi percebida pelos consumidores.
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Tabela 10. Atributos do teste hedbnico de aceitacdo de acais batidos processados apos

tratamentos térmicos dos frutos por branqueamento a 80 e 90 °C.

Notas' para acai batido de

Atributos frutos branqueados a p
80 °C 90 °C

Aparéncia 7,5+ 1,6a° 77+1,7a 0,3139

Aroma 69+2,1a 6,8+19a 0,4141

Sabor 72+20a 69+21a 0,3472

Impressao geral 74+19a 72+1,6a 0,4336

i T " i . " " " - = " " "
Meédia de 68 consumidores.” Médias seguidas pela mesma letra na mesma linha indicam que sdo significativamente

semelhantes (p> 0.05).

As amostras-teste de acai batido tiveram desempenhos muito satisfatorios pelas caracteristicas
qualitativas (atributos) avaliadas. Todos os atributos de ambas as amostras obtiveram notas
superiores a nota média da avaliacdo, representada pela categoria "nem gostei nem desgostei”
(nota 5). A aparéncia externa dos produtos, reunindo a percep¢do de cor e textura, obtiveram as
maiores pontuagdes, indicando a aceitabilidade de todos os tratamentos propostos, ja que numa
primeira fase de avaliacdo de um produto, a sua aparéncia visual pode influenciar de maneira
significativa na impressao geral dos produtos (DUTCOSKY, 2013).

As notas dos consumidores representadas graficamente (Figura 57) dos dois produtos em
conjunto permitiram analisar a contribui¢cdo de cada um dos atributos avaliados na obtencéo do

perfil sensorial das amostras.
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Figura 57. Atributos do teste de aceitacdo entre acais batidos apos branqueamento dos frutos a 80

e 90 °C

Observou-se que a aparéncia foi o atributo que representou o maior impacto na avaliagédo das
amostras-teste, pois obteve o maior escore médio, seguido dos atributos impressdo geral do
produto, sabor e aroma (Figura 57). Embora o sabor seja um dos atributos mais citados pela
sua influéncia no consumo de alimentos (GLANZ et al., 1998), na maioria das vezes o0 primeiro
contato com o alimento € realizado através dos olhos, facilitando o desejo subjetivo de comer o
alimento alvo (MARCELINO et al., 2001; WADHERA; CAPALDI-PHILLIPS, 2014). A
aparéncia do alimento, captada antes de seu consumo, fornece expectativas sobre a qualidade do
sabor, cor e a palatabilidade do alimento, podendo afetar sua a aceitacdo e 0 consumo
(HURLING; SHEPHERD, 2003).

A analise de clustering hierarquico ou grupamento dos atributos foi realizado para ordenacdo de
acordo com uma medida de similaridade, no caso a distancia Euclidiana (JEMAA et al., 2015). O
método utilizado foi o aglomerativo por encadeamento unico (single linkage), que se baseia na
distancia minima entre os atributos, também conhecido como técnica do vizinho mais proximo. A
analise de clustering hierarquico é representada usualmente por dendogramas, mostrando a

sequéncia de agrupamentos e a similaridade com que os clusters sdo formados. Os dois primeiros
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atributos que foram agrupados objetos foram 0s que apresentaram menor distancia entre si, OU
seja, maior similaridade entre estes elementos. O agrupamento é continuado até que todos 0s

atributos estivessem no mesmo agrupamento (METZ, 2006) (Figura 58).

Single Linkage
|
|
|_—aparéncia |
|
sabor |
|
L/ I
|
( aroma > i
|
l
11 12 13 14 15 16 17 18
distancia entre grupos

Figura 58. Dendograma em distancia Euclidiana entre médias de notas de atributos do teste de
aceitacdo entre acais batidos ap6s branqueamento dos frutos a 80 e 90 °C. A Linha Fenon ou

linha de corte foi representada pela linha tracejada

Inicialmente, o primeiro cluster ou grupamento formado reuniu as variaveis sabor e impressao
geral, que apresentaram menor distancia Euclidiana, com altura em torno de 11,5. O segundo
cluster foi formado pela combinagdoo do primeiro cluster e do atributo impressdo geral, com
distancia Euclidiana aproximada de 15,4. O ultimo grupamento foi formado pelo segundo cluster
com a variavel aroma, com altura aproximada de 17. Ao plotarmos a linha Fenon ou linha de
corte estabelecida onde houve o maior salto em distancias Euclidianas no dendograma, na altura
de 16, obtivemos dois clusters principais com distancias maiores e consequentemente com
maiores numeros de interacdes. Ou seja, 0 atributo aroma foi a variavel que mais se distanciou
dos demais atributos aparéncia, aroma e impressao geral durante a avaliacdo de aceitacdo entre 0s

avaliadores.
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5.5.1.4 Intengdo de compra

Avaliando a intencdo de compra das duas bebidas de frutos branqueados a 80 e 90 °C, os
consumidores opinaram que certamente (nota 5) ou provavelmente (nota 4) comprariam esses
produtos (Figura 59), ndo havendo diferenca estatistica entre os acais batidos, com base em

atributos sensoriais avaliados.

nota

I médiatdp

Figura 59. Intencdo de compra por consumidores de agai batido processado a partir de frutos

branqueadas a 80 e 90 °C.

A segmentacdo das notas de cada amostra-teste de acai batido analisada pelos consumidores em
suas frequéncias relativas (Figura 60) demonstraram que  consumidores efetivamente
comprariam (nota 5) agai batido ap6s branqueamento dos frutos a 80 °C (64,7%) ou a 90 °C,
(58,8%). Se a intengdo de compra provavel (nota 4) fosse adicionada com a intencao efetiva de
compra (nota 5), entdo 92,6% e 89,7% dos consumidores comprariam acai batido apods

branqueamento a 80 e 90 °C, respectivamente.
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nota
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Figura 60. Frequéncia relativa da intencdo de compra de amostras-teste de acai batido vindos de

frutos branqueados a 80 e 90 °C.

5.5.2 Andlise de cor

Os dados de cor dos produtos processados acai batido ap6s varios tratamentos nos frutos

demostraram que 0s processos de sanitizacdo destes frutos influenciaram significativamente em

alguns atributos de cor do produto final em compara¢do com o controle (Tabela 11).

Tabela 11. Valores L*, a*, b*, C* e h° de acai batido apds tratamentos térmicos (branqueamento

a 80 e 90 °C) e ndo-térmicos (150 mg.L™ cloro e 4 mg.L™ 4gua ozonizada) dos frutos

CIE Cloro (controle) Brangqueamento Ozonizagéo p

150 mg. L 80 °C 90 °C 4mg. L*
L* 31,46+1,08 a" 30,04+1,61 b 27,69+1,24 ¢ 28,18+2,50 ¢ 0,0000
a* 12,34+0,43 a 12,57+1,03 a 12,83+0,57 a 11,41+1,73b  0,0003
b* 9,49+0,70 b 10,09+0,56 ab  10,41+0,58 a 9,39+£1,61 b 0,0002
C* 15,58+0,56 a 16,12+1,08 a 16,53+0,66 a 15,18+1,43b  0,0002
h° 37,5242,20 a 38,81+1,58 a 39,04+1,65ab  39,74+2,61 b 0,0048

IIMédias seguidas pela mesma Tetra na mesma linha, nao foram significativamente diferentes (p> 0,05).
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Tratamentos térmicos e ndo térmicos, em algum ponto, causaram transformagdes no fruto de acai,
resultando em diferengas nas cores do produto final (acai batido) quando comparada ao fruto
tradicionalmente lavado com 4gua clorada a 150 mg.L™".

Os valores L* encontrados no ensaio s&o menores aos encontrados por Dall” Acqua et al (2015)
ao avaliarem frutos integros de acai (30,35 a 31,90), devendo levar em consideracdo o dano
causado pelo processamento, assim como 0s depositos de cera presentes na epiderme dos frutos
de acai elevando os valores L*. A coordenada L*, representativa da luminosidade entre o preto
(0) e o0 branco (100), indicou que o acai batido proveniente de frutos branqueados a 90 °C obteve
0 mesmo o valor que o acai batido produzido apds ozonizagdo dos frutos (Tabela 11). Este maior
escurecimento do produto final pode ser devido a oxidacdo de componentes presentes no fruto de
acafi (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999).

A coordenada a* no sistema CIELab* estd relacionada entre valores positivos (vermelho) e
valores negativos (verde) (KONIKA MINOLTA, [s.d.]), sendo que os valores observados nos
tratamentos térmicos a 80 °C e 90 °C aplicados nos frutos foram significativamente semelhantes
ao controle (cloragédo), com coloragdes mais avermelhadas que o tratamento ozonizado (Tabela
11). Em estudo em bebidas com alto teor de antocianinas apresentaram uma correlacéo altamente
positiva entre os teores de antocianinas e os valores de a* (DALL’ ACQUA et al., 2015;
GIRONES-VILAPLANA et al., 2013), o que pode explicar a diferenciacdo desta coordenada nos
diferentes tratamentos em relacdo a ozonizagdo de frutos, que apresentou a menor quantidade de
antocianinas totais (Figura 43).

Na avaliacdo da coordenada b*, o branqueamento a 90 °C foi o Unico a apresentar
significativamente mais elevado (mais amarelado) do que o controle (cloracdo). Essa
descoloracdo pode estar relacionada a um aumento da degradacdo da fracéo lipidica observada
por Rogez (2000) durante o tratamento térmico pelo branqueamento de frutos a 90 °C por mais

de 10s, onde houve a producdo de um 6leo amarelado sobrenadante no produto final.
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Por definigdo, Croma C* é a coloracdo de um objeto julgado em comparag¢do com o brilho de um
objeto branco sob a mesma condigdo (OHTA; ROBERTSON, 2005). Também ¢é reconhecido
simplesmente como a intensidade da cor (RAWSON et al., 2011), indicando o seu grau de
saturacio (JIMENEZ-AGUILAR et al., 2011) e quando o valor de croma é diminuido, a cor
torna-se menos intensa, transformando-se de um estado vivido em um sombrio (PATRAS;
TIWARI; BRUNTON, 2011). O valor C* do acai batido cujos frutos foram tratados por
ozonizagdo aquosa foi significativamente menor do que os outros tratamentos avaliados,
demonstrando que a ozonizacdo pode diminuir a intensidade da cor do produto final. Este
decréscimo de saturacdo da cor C* foi também observado em ‘berries’, sendo entdo relacionado
ao decréscimo dos teores de antocianinas, devido a degradacdo das mesmas (SADILOVA,;
STINTZING; CARLE, 2006). Ja foi discutido anteriormente que a ozonizacao dos frutos também
levou ao maior decréscimo dos teores de antocianinas presentes nos frutos em relagdo aos demais
tratamentos utilizados (Figura 43). Pode-se entdo inferir que o decréscimo de antocianinas
também acarreta a reducdo dos valores de C* no acai batido apds ozonizacdo dos frutos,
concluindo que a degradacdo destas antocianinas pode ser facilmente avaliadas pelo Croma,
como j& foi descrito em vérios trabalhos (SADILOVA; STINTZING; CARLE, 2006;
STINTZING et al., 2002).

O valor do angulo de tonalidade Hue (h°) é o atributo que representa a cor que é percebida
(JIMENEZ-AGUILAR et al., 2011), iniciando-se no eixo +a* com o valor 0 (vermelho), +b*
com o valor 90 (amarelo), eixo —a* seria 0 valor 180 (verde), e no eixo —b*, o valor seria 270
(azul) (KONIKA MINOLTA, [s.d.]). O produto acai batido vindo de frutos tratados por
0zonizagdo aquosa apresentou angulo h° significativamente maior que o controle (cloracdo) e
branqueamento a 80 °C. Os valores de tonalidade h° foram semelhantes para produtos vindos de
frutos ozonizados e de frutos branqueados a 90 °C, com tendéncia a tonalidades menos

vermelhas, e mais amareladas, também observada em extratos de acgai adicionados a bebidas
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isotdnicas (ROSSO; MERCADANTE, 2007). Esta diferenciacdo da tonalidade pode ser devido a
separacdo de matérias graxas com producdo de um 6leo amarelado observado em estudos com
frutos branqueados a temperaturas mais altas que 80 °C e por periodos de tempo maiores que 10s
(ROGEZ et al, 1996) devido a oxidacdo lipidica (SILVA; ROGEZ, 2013) durante o
branqueamento a 90 °C e a 0zonizagdo aquosa dos frutos. Entretanto, durante o processamento de
frutos de agai em suco, sem tratamento térmico, as antocianinas polimerizadas, visualmente
apresentadas com um h° amarronzado, foram diferenciadas a cor vermelha brilhante exibida
pelas formas antocianicas monoméricas, geralmente preferida pelo consumidor para sucos
naturais (PACHECO-PALENCIA; HAWKEN; TALCOTT, 2007b).

Ao analisarmos a relagcdo dos parametros de cor com o0s teores de antocianinas totais dos
tratamentos térmicos e ndo térmicos, observamos que o angulo hue (h°) da bebida acai batido foi
o Unico a apresentar uma correlagdo com teores de antocianinas totais (r* = 0,7721) presentes no

fruto (Figura 61).

41 - y=0,0121x + 34,957
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Figura 61. Correlacéo linear entre o teor antocianinas totais de frutos tratados (térmicos e néo-

térmicos) e o angulo hue (h°) de suas respectivas bebidas.
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Pacheco-Palencia e Talcott (2010) ao estudarem a estabilidade de antocianinas em acai
observaram que as mudangas dos valores hue também eram um forte indicativo do teor deste
pigmento em acai.

A diferenga de cor (AE) entre amostras ¢ uma ferramenta bastante util quando se quer avaliar a
habilidade do olho humano em distinguir essa diferenca, quando ndo se utiliza painelistas
treinados na analise sensorial (GOLASZ; SILVA; SILVA, 2013). O AE* pode também ser
utilizado como um parametro de qualidade para avaliar o impacto de processos de transformacao
da matéria prima na cor do produto final. Esta avaliacdo € importante, pois se a cor de um
produto for diferente do padréo tradicionalmente consumido, pode-se comprometer a aceitagao
do mesmo e a atitude de compra pelo consumidor. Entretanto, esta diferenca colorimétrica total
era designada apenas para pequenas diferengas (AE* < 10) entre amostras, o que representava
uma deficiéncia na percepgdo para aquelas diferencas maiores (GONNET, 2001). Conforme
padrbes utilizados pela indastria (DIN, 1979) para referenciar a distincdo entre cores de
diferentes amostras, valores de AE > 3,0 seriam facilmente distinguiveis pelo olho humano e
considerado um limite de tolerancia aceitavel (BRAINARD; STOCKMAN, 2010). Em uma
classificacdo mais especifica, 1,5 < AE < 3,0 seria considerado distinguivel ¢ AE < 1,5 seria
considerada uma pequena diferenca (DRLANGE, 1999; PATRAS; TIWARI; BRUNTON, 2011).
Na avaliacdo das diferencas de coloracdo entre acais batidos em relagdo ao tratamento controle

(cloragéo) houve diferenciagdo significativa (p = 0,00001) (Figura 62).
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Figura 62. Diferenca de cor AE* entre bebidas ap6s tratamentos dos frutos por branqueamento a
80 e 90 °C, ozonizacdo aquosa 4 mg. L-1 e o tratamento por cloragédo (150 mg.L-1). Diferenca de
cor facilmente distinguivel (AE < 3,0) na linha tracejada. Pequena diferenca de cor (AE < 1,5) na

linha pontilhada.

O AE* do acai batido de frutos branqueados a 90 °C (2,22) estava abaixo do limite de percepgédo
facilmente distinguivel pelo olho humano (> 3,0). O AE* do produto final de frutos branqueados
a 80 °C (2,93) estava quase no limite da percepgdo, enquanto que AE* do agai batido de fruto
ozonizado 4 mg.L™* (3,58), pode ser percebida pelo olho humano. Esta diferenciagéo significativa
da cor do acai batido proveniente de frutos ozonizados em comparagdo com o controle pode estar
associada com o elevado poder de oxidacdo de 0z6nio que ocasionou algum dano ao tecido do
fruto (OLMEZ; AKBAS, 2009). Por outro lado, nenhum dos produtos teve AE* > 6,0, cuja

percepcdo da diferenca é muito grande e de facil observacéo.
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6. CONCLUSOES

- O método de gotejamento de indculo na superficie dos frutos, secagem em temperatura
ambiente em fluxo laminar e posterior recuperacdo em meio XLD foi considerado adequado para
avaliar a aderéncia e sobrevivéncia do inoculo em frutos de acai.

- A ozonizacdo aquosa ndo foi eficaz como tratamento de sanitizagao de frutos de acai inoculados
artificialmente, com desempenho semelhante a simples lavagem com agua clorada ou destilada,
comprometendo as caracteristicas fisico-quimicas e nutricionais do fruto e a coloragdo do acai
batido em relacdo ao acai tradicionalmente consumido, mas dentro dos limites de padrbes
regulamentados para polpa integral de acai.

- O branqueamento dos frutos a 80 °C por 10s nédo foi eficaz na descontaminacdo de E.coli e
Salmonella spp. inoculadas, demonstrando o mesmo desempenho sanitizante que a lavagem por
cloracdo a 200 mg.L™ ou lavagem com &gua destilada. A maioria dos componentes nutricionais
do fruto ndo foi afetada, tendo a qualidade sensorial do agai batido preservada em relacéo ao acai
tradicional e com intencdo de compra sinalizada positivamente pelos consumidores.

- A temperatura de 90 °C por 10s foi mais eficaz na descontaminacdo dos microrganismos
patogénicos inoculados, Escherichia coli e Listeria monocytogenes em relagdo aos outros
tratamentos aplicados. Para otimizacdo deste tratamento, 0 mesmo deve ser combinado com o
resfriamento dos frutos em &gua contendo um agente sanitizador, como &gua clorada a 50 mg.L™,
evitando a infiltracdo e internalizacdo do patdgeno no fruto.

- A temperatura de 90 °C por 10s ndo afetou a maioria das caracteristicas fisico-quimicas do
fruto, mas apresentou teores de compostos fendlicos menores, notadamente das antocianinas
monomeéricas, influenciando seu potencial bioativo em relacdo ao tratamento tradicionalmente
aplicado aos frutos sem tratamento térmico, mas permanecendo com teores significativamente

elevados quando comparados a outras fontes alimentares destes compostos funcionais. A
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qualidade sensorial do seu produto processado acai batido foi semelhante ao tradicionalmente
processado, com intencdo de compra positiva expressa por consumidores regionais de acai.

- A temperatura de 90 °C por 10s foi considerada um novo marco para o tratamento térmico na
sanitizacdo de frutos de acai, pela maior eficicia na descontaminacdo de microrganismos,

aumentando a garantia da oferta de um produto final mais seguro aos consumidores.

7. DESENVOLVIMENTOS FUTUROS

A adequacdo de novos processos de sanitizacdo para processadores semi-artesais de acai deve ser
objeto de estudo a ser continuado, uma vez que além dos microrganismos patogenicos, a doenga
de Chagas também tem sido associada a surtos de contaminacdo pela consumo de acai batido.
Neste sentido, os tratamentos térmicos e ndo térmicos devem ser realizados com o protozoério
causador da doenca de Chagas.

Realizagdo de estudos de validacdo em escala piloto da temperatura de 90 °C por 10s como
tratamento térmico na sanitizacdo de frutos de acai, que foi a de maior eficacia na
descontaminacao de microrganismos patogénicos.

Realizacdo de estudo de conservacdo do acai batido levando em consideracdo o hébito alimentar
e as condicdes locais, visando a extensdo da vida-de-prateleira, com a manutencdo das
caracteristicas nutricionais e qualidade sensorial.

Estudos de rastreabilidade genética da contaminagdo dentro da cadeia de producdoo do acai.
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de frutas e hortali¢as: Uma revisao
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Palavras-chave:
ozdnio
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RESUMO

As podridies em frutas ¢ hortaligas, resultantes da atividade de agentes fitopatoginicos e da
senescéncia natural, acarretam perdas qualitativas ¢ quantitativas ¢, em consequéncia, perdas
eoondmicas. Este artigo tem, como objetivo, discutir a eficicia, os beneficios ¢ oz limites
do emprego do ozdnio () enguanto agente sanitizante, na minimizagio da ocorréncia de
doengas fangicas em produtos horticolas. Neste contexto, a presente revisio bibliogréfica
realizada no banco de dados do SciELC e ScienceDirect, discute estudos encontrados sobre
o cmprego do ozdnio e sua eficicia como agente sanitizante em alimentos. Desta forma,
a revis@o apresenta uma avaliagio critica das vantagens e desvantagens da ozonizagio, a
contribui¢io e o impacto desta tecnologia para minimizar os danos ¢ perdas pos-colheita,
além do efeito desta tecnologia como uma alternativa 2o uso do cloro, as formas de aplicagio,
0 uso ¢ seguranga e a regulamentagio do uso do ozdnio na agroindiastria.

Key words:

ozONe

sanitization

microbial inactivation

Ozonation as post-harvest technology in conservation
of fruits and vegetables: A review

ABSTRACT

Rotting of fruits and vegetables resulting from the activity of plant pathogens agents and
natural senescence, lead to qualitative and quantitative losses, and consequently economic
losses. This article aims to discuss the effectiveness, benefits, use and limits of ozone as a
sanitizing agent to minimize the occurrence of fungal discases on fruits and vegetables. In
this context, the present review of literature through SciELO and ScienceDirect database
studies and discusses about application of ozone and its effectiveness as a post harvest
sanitizer of fruits and vegetables. Thus the review presents a critical assessment of the
advantages and disadvantages of ozonation, the contribution and the impact of this
technology to minimize post-harvest damage and losses; its use as an alternative to the
chlorine, application forms and safety and the regulation of ozone use in agroindustry
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Resumo

0 fruto de agal (Euvlerpe oleracea Mart.) 8 largamente ulilizado na elaboragio de sucos,
sorveies & babidas energélicas que sdo consumidos localments e exportados para varios
paisas. A alta perecibiidade do fruto @ devida a elevada canga microbiana do fruto gue
juntamente com a suséncia de praticas sanitdrias adequadas podem comprometer a
qualidade do produto final. Processos de descontaminagio microbiana de frulos necessitam
de procedimentas padries especificos que devem considerar a8 grande variabilidade de
fatores intrinsacos do fruto e dos microrganismos. Esfe trabalho teve por objetive estudar a
adasmdada & sobrevivéncia de um indcule composto de cnco cepas de Salmonsla spp.
(1, Bx10"" UFC/mL ALD) am frutcls integros de agai. A maior adesividade e sobravivBncia
afativa de Salmonala spp. (1, 7x10" UFC/mL XLD) am frutas de agai foi alcangada ao aplicar
0 indculo por gotajamenio na supericie do fruto & posterior secagem am ambiente da fluxo
laminar, com melhor recupera;ao da populagao em meaio XL &gar.

Palavras chave: agal, inoculagdo, adesividadae, Salmonala spp.

Introdugao

0 agaizeiro {Euferps oleraces Marl) & uma das culluras socioecondmicas mais
importanies da regidgo Morle-Orantal do Brasil (YOKOMIZO at al., 2000). Em nivel nacanal,
0 agal exiraido & congelado & utilizado largaments como bebida energética, substiuindo
muitas vezes as principais refeigbes, assim como matéria prima na elaboragdo de sorvetes e
picokds {OLIVEIRA af al., 2002). O mercado internacional também apresenia um consumo
grascants (TEIXEIRA et al., 2013), aobservado pala exportagEo de agal congelado na forma
de mistura de agai com guarand (ROGEZ, 2000).

0 frutc do agal & considerado allamente perecivael, devido & sua E|EI'I.'EIdEI carga
microbiana (OLIVEIRA et al, 1588, podendo apresentar uma populagda de 107 - [
bactérias, bolores e levaduras) por grama de matéria seca logo apds a colhelta (ROGEZ at
al. 1996). Essa contaminag@o natural aliada a degradagio enzimatica podem ser
responsaveis palas alteragdes qualitativas de cor e sabor (QUEIROZ et al, 1998), que
levam a inviabilizagdo da comercializagio do frelo & da prdpria polpa produzida. Ouwlras
fatores também interagem para explicar esta perecibilidade, como a composigio nuircional
da polpa, a elevada relagdo superficie do frulcfespessura da polpa, a elevada umidade
relativa dos locais de crescimento da palmaira, propicia ao crescimento de micranganismos
g insetos, além de deficiéncias nas praticas  higiénicas desde a colheita até o
procassameanto do frulo (ROGEZ et al., 19897). Consaqueniementa, as polpas oriundas de
frutos que ndo s5o0 submetidas & pasteurizagio, tambéam apressntam elevada contaminagio
de bactérias, bolores e leveduras (SANTOS et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2011).
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Anexo 5: Termo de Consentimento Livre Esclarecido TCLE

O WFAPEAP o

institutodequimica Fundagéo de Amparo a Pesquisa do Amapa p—

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado a participar da andlise sensorial de acai dentro do projeto de
pesquisa “Avaliacdo dos processos de sanitizacdo de frutos de acai (Euterpe oleracea Mart.)
em relacdo aos impactos nas caracteristicas sensoriais da bebida” da Embrapa Amapa.

O objetivo deste trabalho é avaliar o impacto nas caracteristicas sensoriais da bebida acali,
artesanalmente processada nas batedeiras de Macapa, ap0s aplicacdo dos diversos processos
de sanitizacdo do fruto, visando a eliminagdo de insetos e microrganismos transmissores de
doencas.

Os frutos de acai foram foram sanitizados de diversas maneiras, para eliminar todas as
impurezas, possiveis insetos e microrganismos transmissores de doencas. Foram utilizadas
todas as técnicas de Boas Préticas de Fabricacédo dentro de uma amassadeira selecionada em
Macapa, para que esta bebida a ser servida, seja segura e nao transmita nenhuma doenca para
VvOcé, que ira prova-la e analisa-la.

Sua participagéo é voluntaria. Mas s6 deve participar desta pesquisa se vocé é consumidor de
acai de forma rotineira, pois como acai é reconhecidamente um alimento forte, uma pessoa ndo
conhecedora da bebida pode sentir algum desconforto.

Os riscos da sua participacdo nesta pesquisa sdo minimos, pois os frutos foram sanitizados, e
processados em amassadeira idonea. Os beneficios desta pesquisa séo representados por
novas técnicas a serem disponibilizadas para a sociedade.

Em virtude das informacdes coletadas serem utilizadas unicamente com fins cientificos, serdo
garantidos o total sigilo e confidencialidade, através da assinatura deste termo, o qual vocé
recebera uma copia.

Vocé pode desistir de continuar a analise e se retirar da pesquisa a qualquer momento e sem
gualquer tipo de prejuizo a sua pessoa.

Para qualquer esclarecimento no decorrer da sua participacdo, estarei disponivel através do
telefone  (096) 40099501, ©pelo celular (021) 967223457 e pelo email
valeria.bezerra@embrapa.br. Vocé também podera entrar em contato com o Comité de Etica

em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do Amapa Rodovia JK, s/n — Bairro Marco Zero do
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Equador - Macapa/AP, para obter informacbes sobre esta pesquisa e/ou sobre a sua

participacao, através dos telefones (96) 4009-2804 e 4009- 2805. Desde ja agradecemos!

Q  WFAPEAP o

institutodequimica Fundagéo de Amparo & Pesquisa do Amapa —

Macapa, de de 2015.

Valeria Saldanha Bezerra
Pesquisadora Embrapa Amapéa
Cel: (21) 967223457

Identificacdo do pesquisador:

Valeria Saldanha Bezerra

valeria.bezerra@embrapa.br

Embrapa Amapéa

Rodovia Juscelino Kubitscheck, 2.600 Bairro Universidade Macapa AP CEP 68903-419
Fone: (96) 40099501 Cel.: (21) 967223457

Eu (nome

por extenso) declaro que apos ter sido esclarecido (a) pela pesquisadora, lido o presente termo,
e entendido tudo o que me foi explicado, concordo em participar da Pesquisa intitulada
“Avaliacdo dos processos de sanitizagdo de frutos de acai (Euterpe oleracea Mart.) em relagéo

aos impactos nas caracteristicas sensoriais da bebida”.

Macapa, de de 2015.

Assinatura do provador ou sujeito de pesquisa
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Anexo 6: Ficha de informagdes pessoais

O MFAPEAP ol

institutodequimica Fundagzio de Amparo & Pesquisa do Amapa F—

A Embrapa Amapé e a Universidade Federal do Rio de Janeiro estdo realizando uma pesquisa
com consumidores de acai.

Sua participacdo € de extrema importancia para a efetivacdo de nosso trabalho, por isso
gostariamos que respondesse a algumas perguntas.

Ressaltamos que a sua identidade serd preservada e que as informagfes coletadas neste

estudo serdo utilizadas estritamente para esta pesquisa.

1. Sexo: [ ] Masculino [ ]Feminino

2. Nascimento (més e ano): /

3. Grau de instrucao:
[1] 1° grau incompleto
[2] 1° grau completo
[3] 2° grau incompleto
[4] 2° grau completo

[5] Superior incompleto
[6] Superior completo
[7] Outro:
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Anexo 7: Ficha de avaliacdo do teste de comparagdo multipla

O WFAPEAP &

institutodequimica Fundagzo de Amparo & Pesquisa do Amapa Amapé

Nome: Data: / /

Vocé estad recebendo uma amostra Padrdo (P) de acai batido e mais 4 amostras
codificadas também de acai batido. Prove a amostra Padrdo (P) e em seguida, prove
cada uma das amostras codificadas e avalie, na escala abaixo, o quanto cada amostra
codificada difere, em termos globais, da amostra Padréo (P):

1 extremamente melhor que o padréo (P)
2 muito melhor que o padréo (P)

3 regularmente melhor que o padrao (P)
4 ligeiramente melhor que o padréo (P)

5 nenhuma diferenca do padréo (P)

6 ligeiramente pior que o padrao (P)

7 regularmente pior que o padrao (P)

8 muito pior que o padrao (P)

9 extremamente pior que o padréo (P)

NUumero da Amostra Codificada Nota

Comentario:
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Anexo 8: Ficha de avaliacdo do teste de aceitagéo e intengdo de compra

O WFAPEAP &

institutodequimica Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Amapé Amnapé
Ficha de Aplicacéo Amostra: 735
Nome: Data: / /

Vocé esta recebendo uma amostra de acai. Por favor, prove a amostra e avalie o
guanto vocé gostou ou desgostou utilizando as escalas abaixo:

] |

Aparéncia | |
desgostei muitissimo gostei muitissimo

] |

Aroma 1 |
desgostei muitissimo gostei muitissimo

Sabor = Il
desgostei muitissimo gostei muitissimo

x l |

Impresséo geral 1 |
desgostei muitissimo gostei muitissimo

Atitude de compra
( ) certamente compraria
( ) provavelmente compraria
( ) tenho duvida se compraria ou nao
( ) provavelmente ndo compraria
( ) certamente ndo compraria

Comentario:




