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RESUMO

As deterioracdes causadas por fungos sdo responsaveis por grande parte das perdas pés-
colheita em macds. Entre os fungos deteriorantes, encontra-se o Penicillium expansum,
causador do “mofo azul”, uma podriddo que reduz a vida util da fruta e pode estar associado a
producdo da micotoxina patulina. Estudos apontam que esta toxina pode causar severos
efeitos cronicos e agudos em humanos. Com isto, torna-se necessario o estudo de técnicas
para inativacdo do fungo produtor dessa toxina em macas e seus produtos, sendo 0 suco o
principal produto derivado da maga. A alternativa de inativagdo do fungo em suco de magé,
utilizada e avaliada neste trabalho foi a aplicacdo de radiacdo ultravioleta (UV-C) em 254 nm,
uma vez que age sobre o DNA do microrganismo, ndo deixa residuos e ndo forma compostos
toxicos. A microbiologia preditiva é uma importante ferramenta para descrever a inativacdo
dos microrganismos em diferentes condi¢cGes ambientais, por meio de modelos matematicos.
Esses modelos podem ser muito Uteis no estabelecimento de processos de inativacao. Diante
ao exposto, o objetivo desse trabalho foi modelar a inativacdo de Penicillium expansum em
suco de maca com aplicacdo de radiacdo ultravioleta. Para a realizacdo dos experimentos, foi
preparada uma suspensdo de esporos de P. expansum na concentracdo de 108 UFC/mL. O
suco de maga previamente diluido (12" Brix) foi inoculado com a suspensdo em uma placa de
Petri, e submetido a radiacdo UV-C, com cinco intensidades, por tempos pré-determinados.
Para a modelagem matemaética, primeiramente o modelo de Weibull foi ajustado aos dados
experimentais para descrever a inativacdo ao longo do tempo, com isso foram obtidos os
parametros de inativacdo (a e ). A influéncia da intensidade de radiagdo sobre os parametros
obtidos nos modelos priméarios foi descrita pelos modelos secundarios. Diante disso, foi
obtido um modelo dindmico que descreve a inativagdo de P. expansum em suco de macé sob
intensidades de radiacdo variando com o tempo. Pode-se concluir que a aplicacdo de UV-C
tem potencial para ser usado na inativacao de esporos de P. expansum contaminantes em suco
de macd e que os modelos obtidos podem ser utilizados para prever a inativacdo de esporos,
mesmo em condicGes de intensidade variavel de luz UV.

Palavras-chave: Macd, Fungo, Penicillium expansum, Luz UV.






ABSTRACT

Degradations caused by fungi are responsible for most part of post-harvest losses in apples.
Among the deteriorating fungi is Penicillium expansum, which causes "blue mold", a rot that
reduces shelf life fruit and may be associated to the mycotoxin patulin production. Studies
indicate that this toxin may cause severe chronic and acute effects in humans. Therefore, it is
necessary to study techniques for inactivation of this fungus in apples and its products. The
fungus inactivation alternative in apple juice, used and evaluated in this work was the
application of ultraviolet radiation (UV-C) in 254 nm, since it acts on the microorganism
DNA, leaves no residue and does not form toxic compounds. Predictive microbiology is an
important to describe the microorganisms inactivation in different environmental conditions,
by mathematical models. These models are very useful in establishing inactivation processes.
The objective of this work was to model the inactivation of P. expansum in apple juice with
the application of UV radiation. For the experiments, a suspension of P. expansum spores at
108 CFU / ml was prepared. The previously diluted apple juice (12° Brix) was inoculated with
the suspension in a Petri dish, and subjected to UV-C radiation, in five intensities, for
predetermined times. The Weibull model was adjusted to the experimental data to describe
the inactivation over time, with which the parameters of inactivation (o and ). The influence
of the radiation intensity on the parameters obtained in the primary models was described by
the secundary models. In this way, a dynamic model was obtained that describes the
inactivation of P. expansum in apple juice under radiation intensity varying. It can be
concluded that the application of UV-C has potential to be used in the inactivation of spores
of P. expansum contaminants in apple juice and that the obtained models can be used to
predict the inactivation of spores, even in conditions of variable intensity of UV light.

Keywords: Apple, Fungus, Penicillium expansum, UV light.
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1 INTRODUCAO

Macad (Malus domestica Borkh) é uma das frutas mais produzidas e consumidas no
mundo, com diversas espécies e variedades e traz inUmeros beneficios a salde por ser rica
fonte de compostos antioxidantes, carboidratos, minerais essenciais e fibras dietéticas
(PFANNHAUSER et al., 2001; RICE-EVANS, 2001; SADIK et al., 2003).

De alto valor econémico, a maga se enquadra entre as cinco frutas mais produzidas no
Brasil (IBGE, 2014), com as principais cultivares Gala e Fuji, que representam cerca de 90%
da area plantada (ABPM, 2016), sendo os estados de Santa Catarina e Rio Grande do Sul os
maiores produtores no pais (BRASIL, 2013; IBGE, 2012). Apesar de a cultura ser
relativamente recente, o Brasil ja € considerado um grande produtor mundial, pela producéo
de variedades modernas, grande disponibilidade de terras e as condi¢des climaticas adequadas
(BITTENCOURT e MATTEI, 2008).

A demanda dos consumidores por uma variedade de alimentos prontos para comer
com aspecto fresco e propriedades promotoras de salde estd aumentando continuamente.
Neste contexto, as macas e seus produtos sdo particularmente populares (IGNAT et al., 2014).

O suco concentrado é o principal produto derivado da macd, cerca de 90% do suco de
maca produzido no Brasil é destinado a exportacdo. O maior importador sdo os Estados
Unidos, que destinam este produto a elaboragdo de suco reconstituido e produtos infantis. No
Brasil, ndo ha lavouras de macas destinadas ao processo industrial, sendo assim, parte das
frutas que ndo podem ser aproveitadas para 0 comércio in natura por ndo atenderem aos
rigidos padrbes de qualidade, sdo destinadas ao processamento, principalmente de suco de
maca (NOGUEIRA et al., 2007).

Macas e sucos frescos podem ser veiculos para a transmissdo de patégenos, uma vez
que podem ser facilmente contaminados com microrganismos durante a producdo e
processamento. Segundo Graca et al. (2013), o nimero de surtos de infec¢cbes humanas
associado ao consumo de minimamente processados e sucos frescos esta aumentando.

As doencas pos-colheita podem ser causadas por algumas espécies de fungos, entre
eles o Penicillium expansum, causador da “podridao azul” (XU e BERRIE, 2005). Este fungo
é responsavel pela maior parte das deterioracbes em macas, podendo representar até 90%,
gerando grandes perdas econémicas (BAERT, 2008; MORALES, 2008; BLUM et al., 2007).
Além da deterioracdo da fruta, P. expansum representa riscos a saude em seres humanos
atraves da producdo de micotoxinas (MORALES et al., 2008). Segundo relatado por Neri,

Donati, Veronesi, Mazzoni e Mari (2010), P. expansum pode produzir quantidades
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significativas de patulina, uma micotoxina mutagénica em hospedeiros, como magcas,
péssegos, morangos e kiwi. Por isso, é necessaria a utilizacdo de tratamentos para prevenir
essas podriddes. Uma medida bastante utilizada sdo os fungicidas, no entanto, tem se
observado os riscos a salde e ao meio ambiente (MORALES, 2008).

A radiacdo ultravioleta € uma alternativa para a desinfeccdo de frutas frescas como
macas e peras menos prejudicial que os métodos quimicos. Os comprimentos de onda eficazes
variam entre 200 e 280 nm (UV-C), mais especificamente a 254 nm. A radiacdo UV-C age
pela destruicdo de estruturas do microrganismo, inibicdo da germinacdo ou retardo no
desenvolvimento do fungo pela desnaturacdo protéica e desorganizacdo da membrana
plasmatica (WOLFE, 1990). Inativando efetivamente microrganismos e, portanto, vem sendo
considerado como método de preservacao promissor (ORLOWSKA et al., 2015).

Além da inovacdo em tratamentos alternativos de desinfeccdo, ha também um
estimulo a aplicacdo da microbiologia preditiva, para garantir a seguranga microbiolégica e a
qualidade dos alimentos. A microbiologia preditiva é uma importante ferramenta para
descrever, atraves de modelos matematicos, o0 comportamento (inativacdo, crescimento e
sobrevivéncia) dos microrganismos submetidos a diferentes condigdes ambientais (WHITING
e BUCHANAN, 1993).



21

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar e modelar a inativacdo de Penicillium expansum, em suco de magcd, através da

aplicacdo de radiacdo ultravioleta.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter curvas de inativacdo de P. expansum em suco de maca, sob aplicacdo de

diferentes intensidades de radiacdo UV-C;

Selecionar 0 modelo matematico que melhor descreva a inativagdo de P. expansum em
funcdo do tempo (modelo primario) para cada uma das intensidades de radiacdo

aplicada;

Selecionar um modelo que descreva a influéncia da intensidade de radiagdo sobre os

parametros do modelo primario selecionado (modelo secundério);

Obter um modelo matematico que descreva a inativacao de P. expansum em funcéo do

tempo em condic¢es de variacdo de intensidades de radiacéo;

Avaliar a capacidade preditiva do modelo dindmico obtido através da comparacdo da

predicdo com os dados experimentais.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 MACA

A macad (Malus domestica Borkh), fruto da macieira, pertencente & familia das
Rosaceas, ¢ originaria da Asia e da Europa. Sendo tipica de regides temperadas, tem boa
produtividade em condicdes de inverno brando (SEBRAE, 2016).

Sua cultura tem ampla distribuicdo geografica, tendo como principais paises
produtores a China, os Estados Unidos, e alguns paises da Unido Européia, os quais
apresentaram producdo superior a 2 milhdes de toneladas em 2009. Do total da macé
produzida, cerca de 70% destina-se ao consumo in natura e 30% para a inddstria, sendo que
metade desta quantidade é utilizada para a fabricacdo de suco e o restante para outros
derivados, tais como: puré de macd, chips de macd, pratos prontos, entre outros produtos
(BRDE, 2011).

O Brasil se transformou em um grande produtor de macas a partir dos anos 70, com
algumas variedades desenvolvidas no proprio pais, como a Rainha, Soberana e a Brasil. As
principais cultivares produzidas sdo Gala e Fuji, que juntas representam cerca de 90% da area
plantada (ABPM, 2016).

A Gala vem sendo substituida por clones de coloracdo mais vermelha, como a ‘Royal
Gala’, ‘Imperial Gala’ e ‘Galaxy’ e € colhida nos meses de janeiro e fevereiro (ABPM, 2016).
A gala é considerada de alta qualidade, devido as suas propriedades organolépticas como
suculéncia, dogura, média acidez, e atraente por sua coloracdo vermelho-rajada (EPAGRI,
2002). A ‘Fuji’, que tambem tem frutos mais avermelhados, é colhida no periodo entre abril e
maio, sendo uma fruta muito suculenta de sabor doce (ABPM, 2016).

A regido sul é responsavel por 98% da producgédo nacional de maca, dos quais 49% sao
produzidas no estado de Santa Catarina, 0 maior produtor (LENZI, 2016), que foi responsavel
pela producdo de 650 mil toneladas em 2016 (POTTER, 2016). De acordo com Bittencourt e
Mattei (2008), fatores como a producdo de variedades modernas, disponibilidade de terras,
regides com condig¢des climaticas favoraveis, bem como preocupacdes com produtividade,
infraestrutura de embalagem e conservacéo, transformaram o Brasil em um grande produtor
mundial.

A maca é benéfica ao organismo por possuir uma série de nutrientes, propriedade
antioxidante combatendo os radicais livres, vitaminas A, C e D, &cido fdlico, fibras e outros

componentes. A capacidade antioxidante se deve, principalmente, aos compostos fendlicos,
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como os flavonoides e os acidos fendlicos (EBERHARDT; LEE; LIU, 2000; LEE et al.,
2003), que fazem bem a saude e auxiliam na reducéo do risco de diferentes tipos de cancer,
protegem contra algumas doencas degenerativas e reduzem os riscos de doencas cardiacas
(VITA, 2005; KAUR; KAPOOR, 2001). As fibras presentes na fruta auxiliam captando
componentes toxicos presentes no organismo, como a pectina, uma fibra soltvel que auxilia
na diminuicdo do colesterol danoso do organismo (EDITORA INSUMOS, 2011).

3.2 SUCO DE MACA

Segundo a Instrucdo Normativa N°1, de 07 de janeiro de 2000, o suco de maca é
definido como bebida ndo fermentada e ndo diluida, obtida da parte comestivel da macd,
através de processo tecnolégico adequado. Deve obedecer algumas caracteristicas, como cor
branca e translucida; sabor e aroma proprio; teor minimo de sélidos solaveis (20 °C) de 10,5 °
Brix; acidez total expressa em acido malico minima de 0,15 g/100 g; acUcares totais naturais
da macd maximo de 13,5 g/100 g, e acidez volatil em &cido acético maxima de 0,04 g/100 g
(BRASIL, 2000).

O suco de maca pode ser processado e comercializado de diferentes formas: suco
clarificado, suco polposo (ndo clarificado), suco concentrado congelado (clarificado ou néo,
com aproximadamente 42 °Brix) e suco concentrado de alto teor de sélidos sollveis (70
°Brix) (ROOT e BARRET, 2005). Em geral, os sucos de frutas séo principalmente
comercializados no mercado global na forma concentrada, pela facilidade de transporte e
longa conservacdo (ROSA et al., 2006).

No Brasil, grande parte do descarte das macas é transformado em suco concentrado e
cerca de 90 % deste é exportado para os Estados Unidos, onde sdo elaborados suco de macé
reconstituido e produtos infantis, cuja matéria prima constitui de cultivares de mesa com
baixos teores de &cidos e taninos e elevados teores de agucares, com corpo de boa aceitacdo
sensorial (NOGUEIRA ET al., 2007).

O suco de macé pronto para beber (11,5 °Brix) pode ser feito tanto a partir do suco
recém extraido quanto do suco concentrado (SANT’ANA, 2007). Para a fabricacdo dos
néctares, ocorre a etapa de formulacdo, onde sdo adicionados antioxidantes, como &cido

ascorbico, e acidulantes, como é&cido citrico (BRASIL, 1988). O suco (11,5 °Brix) €
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comumente pasteurizado em temperaturas entre 90-95 °C por poucos segundos, permitindo a
estocagem em temperatura ambiente (BAHCECI; ACAR, 2007).

A grande preocupacédo na industria de sucos de macé esta principalmente relacionada
aos microrganismos deteriorantes que produzem toxinas e sdo capazes de sobreviver ao
tratamento térmico. As temperaturas necessarias para um processo de pasteurizacdo eficaz, a
partir do ponto de vista microbiol6gico, podem também produzir alteracdes organolépticas
indesejaveis. Assim, a investigacdo sobre a microbiota de sucos inclui o desafio de avaliar a
capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo dos microrganismos resistentes ao calor
(BAHCECI e ACAR, 2007).

3.3 MICRORGANISMOS CONTAMINANTES DA MACA

Embora os avan¢os na tecnologia pos-colheita permitam a oferta de frutos de boa
qualidade durante o ano inteiro para os consumidores (EPAGRI, 2006), ainda ocorrem perdas
pos-colheita, devido a diminuicdo da firmeza de polpa e da acidez, além da ocorréncia de
podriddes e distarbios fisiolégicos (NEUWALD, 2008).

Muitas doencas pds-colheita causadas por fungos séo originarias do pomar. Podem ser
citadas as seguintes doencas de armazenamento: Podriddo azul (Penicillium spp.), Podriddo
cinzenta (Botrytis cinerea), Side Rot (Phialophora malorum), Podriddo olho—de-boi (Pezicula
malicorticis), Mucor Rot (Mucor piriforme) (Kupferman e Pierson, 1986). Além dessas,
segundo a Embrapa (2016), também pode ocorrer: Podriddo-marrom (Alternaria alternata e
Alternaria sp), Podriddo-amarga (Glomerella cingulata, C. gloesporioides e C. acutatum),
Podriddo-branca (Botryosphaeria dothidea), Podriddo-preta (Botryosphaeria obtusa),
Podriddo por Rhizopus (Rhizopus nigricans), Podriddo-parda (Monilinia fructicola),
Podridao-carpelar (Fusarium spp., Alternaria spp., Botrytis cinerea, Botryosphaeria spp.,
Glomerella cingulata, Cryptosporiopsis perennans, entre outros).

Vaérios fatores podem aumentar a incidéncia de podriddes, entre eles incluem: colheita
em estadio avancado de amadurecimento, danos na fruta, condi¢Ges de alta pluviosidade no
periodo de pré-colheita e contaminacdo nos galpdes de selecao de frutas (EMBRAPA, 2016).
Para reduzir a contaminacgdo, sdo tomadas algumas medidas, como a colheita dos frutos no
estadio adequado, higiene nas embalagens, sacolas de colheita e nas instalacbes onde se
manuseia as macds, a desinfestacdo da agua de lavagem dos frutos e do ambiente com

produtos que contém cloro organico, a desinfestacdo das macas e da agua com radiacdo UV, o
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uso de fungicidas em pré-colheita e a utilizacdo de atmosfera controlada (VALDEBENITO
SANHUEZA, 1991 e 2001; VALDEBENITO SANHUEZA; MAIA, 2001; VALDEBENITO
SANHUEZA et al., 2002 e 2006).

3.4 Penicillium expansum

O P. expansum é o maior responsavel pelas perdas pos-colheita de macas durante o
armazenamento refrigerado, causando a “podriddo azul” (Figura 1) (BAERT, 2008;
MORALES, 2008). Sua incidéncia em macas durante o armazenamento pode ser devido a
contaminacdo no campo ou também na fase pos-colheita, podendo representar até 90% das
perdas pés-colheita (BLUM et al., 2007). Além da deterioracdo da fruta, esse fungo apresenta
riscos a salde de seres humanos através da producdo da micotoxina patulina, uma micotoxina
termoestavel (MORALES et al., 2008).

A podriddo azul apresenta podriddo aquosa, de coloracdo bege ou marrom, profunda,
com margens internas e externas bem definidas. A area de penetracdo do fungo é reconhecida
pela mancha aquosa e translicida e pelo bolor azulado na superficie (KIMATI et al., 2005;
EPAGRI, 2006). Quando exposto a alta umidade, o fungo produz pequenas massas brancas e
azuis constituidas de micélio e esporos do fungo na area afetada. A podriddo ocorre
rapidamente e a area afetada pode ser facilmente retirada da fruta (KIMATI et al., 2005).

A maioria das contaminagfes por P. expansum em macas e peras armazenadas, surge a
partir de esporos do ar ou da agua que entram pelas feridas causadas durante a colheita e na
pos-colheita ou até mesmo durante o manuseio de classificacdo (SANDERSON & SPOTTS,
1995)

Essa doenca provoca prejuizos consideraveis durante a armazenagem, transporte e
comercializacdo dos frutos (ROSENBERGER, 1990; BRACKMANN et al., 2005; EPAGRI,
2006).
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Figura 1 - Maca contaminada com P. expansum

Fonte: Santos, 2015

3.5 TRATAMENTOS PARA GARANTIR A QUALIDADE DA MACA

Para o controle de P. expansum em magcds h& varios métodos quimicos, fisicos e
bioldgicos. Para o controle quimico, podem ser citados a utilizacdo de fungicidas em pré e
pos-colheita (PRESTES, 2003) e o cloro para desinfestacdo da &gua de lavagem e do
ambiente (BEUCHAT, 1998). Os tratamentos fisicos incluem o controle da temperatura baixa
(refrigeracdo em condicbes de atmosfera controlada) ou alta (com ar e &gua aquecidos)
(LURIE, 2006). Ou ainda, a destruigdo das estruturas de microrganismos contaminantes com
uso de radiacdo UV (US-FDA, 2011). O controle biologico pode ser feito com o uso de
indutores de resisténcia, que estimulam a producdo de substancias naturais (MOREIRA et al.,
2002; BLUM et al., 2007).

Nas industrias de frutas, o cloro (hipoclorito de sodio) é o desinfetante mais utilizado,
pois a lavagem com solucBes sanitizantes € a Unica etapa em que é possivel reduzir a
contaminacdo microbiana (ALLENDE et al, 2009;. OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2009). No
entanto, o cloro compromete a salde, pois as reacdes quimicas de cloro com matéria organica
pode criar compostos toxicos, tais como trihalometanos (ALLENDE et al, 2009;. GIL et al.,
2009). E prejudicial ao meio ambiente, devido ao grande consumo de agua (CASANI et al.,
2005) e por conter substancias capazes de afetar diretamente 0s ecossistemas, alterar a
oxigenacdo da agua e até poluir rios, lagos e mares. Portanto, tem havido um grande interesse

na substituicdo desse método quimico como desinfetante de frutas.
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Os fungicidas utilizados em pré e pds-colheita reduzem o0s microrganismos
patogénicos e, pelo efeito residual, protegem as frutas durante o armazenamento e o transporte
(EMBRAPA, 2016). Contudo, tém sido observado o alto custo e os riscos de contaminacéo
ambiental e de intoxicagdo no momento da aplicacdo (ANTONIAZZI & DESCHAMPS,
2006), além da presenca de residuos nos frutos (BRACKMANN et al., 2004). Isto resulta em
restricdes cada vez maiores ao uso de agroguimicos, buscando alternativas que sejam eficazes
no controle de doencas, mas que ndo comprometam a seguranca do alimento e do meio
ambiente (CONWAY et al., 2005; PERUCH & SILVA, 2005; DROBY, 2006).

Segundo Kader (1992), o processo mais indicado para prolongar a vida Util pos-
colheita de frutos e hortalicas é a refrigeracdo, pois a temperatura € um dos fatores ambientais
gue mais influenciam a qualidade de frutos e vegetais pds-colheita (WATADA e QIl, 1999).
No entanto, refrigeragdo ndo controla totalmente as podriddes, sendo indicada em combinagéo
a outros métodos. Outro aspecto importante, é que o fruto ao ser recebido nas unidades de
embalagem deve ser refrigerado o mais rapido possivel para remover o calor do campo, a fim
de reduzir a respiracdo dos frutos e o crescimento de fungos (KUPFERMAN e PIERSON,
1986).

A introdugdo de novas tecnologias na inddstria de alimentos como técnicas néo-
térmicas pode reduzir o tempo de processamento e melhorar as condicdes de operagdo
industriais permitindo a inativacdo de microrganismos em temperaturas subletais, resultando
em produtos de alta qualidade que preservam as caracteristicas naturais, assim, melhor
preservacdo das propriedades sensorial, nutricional e funcionais dos alimentos (MAFTEI et
al., 2014).

Além disso, essas técnicas sdo consideradas como mais benéficas em relacdo aos
outros métodos de tratamento, devido a seu menor consumo de energia, redugdo do tempo de
processamento e por ndo ser prejudicial ao ambiente. Esta cria um equilibrio global entre
processador e expectativas dos consumidores uma vez que podem fornecer produtos de
melhor qualidade e uma reduzida degradacdo ambiental, enquanto o processamento reduz
custos e aumenta o valor agregado do produto (PEREIRA e VICENTE, 2010).

3.5.1 Radiacdo ultravioleta

A radiagdo ultravioleta é uma porcdo do espectro eletromagnético que varia de 100 a
400 nm. E subdividida em UV-A (315-400 nm), UV-B (280-315 nm), UV-C (200-280 nm),
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conhecido como intervalo germicida, uma vez que inativa efetivamente microrganismos; e
UV de vacuo (100-200 nm), que pode ser absorvido por quase todas as substancias e assim,
pode ser transmitido apenas no vacuo (KOUTCHMA et al., 2009).

Figura 2 - Espectro eletromagnético
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Fonte: http:// www.naturaltec.com.br/Desinfeccao-Ultravioleta-UV-Agua.html

No comprimento de onda germicida (253,7nm), a radiacdo UV-C é suficiente para
causar deslocamento fisico de elétrons e quebra de ligacdes no &cido desoxirribonucleico
(DNA) dos microrganismos (Figura 3). Isso altera seu metabolismo e reproducéo, levando as
células @ morte (GUERRERO-BELTRAN e BARBOSA-CANOVAS, 2004)

Figura 3 - Representacéo da radiacdo UV-C no DNA dos microrganismos
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Fonte: http://www.rafaelgontijo.com.br/radiacao.html

A radiacdo ultravioleta (UV-C) é uma das formas de reduzir a contaminacdo por
Penicilium expansum. Na industria de alimentos, a utilizacdo de radiacdo ultravioleta
apresenta vérias vantagens quando comparada a outros métodos, visto que a radiacdo nao
deixa residuos nas superficies dos frutos e ndo gera compostos toxicos (KEYSER et al.,
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2008). Um processo a seco, que ndo necessita de aquecimento, a radiagdo UV-C apresenta
simples emprego e o sistema é de pequeno custo efetivo para a esterilizacdo de pequenas
areas, nao apresentando restricdo legal, como € o caso de alguns agentes quimicos e de
radiacéo de alta energia (BACHMANN, 1975).

Estudos indicam a eficacia na redugdo microbiana, com sua aplicacdo em pés-colheita
de frutas e hortalicas, podendo aumentar a vida Util de produtos minimamente processados
como melancia (FONSECA e RUSHING 2006) meldo (BEAULIEU 2007, LAMIKANRA et
al., 2005), magés, kiwis, limdes, nectarinas, laranjas, péssegos, peras, framboesas e uvas
(LAGUNAS-SOLAR et al., 2006). Porém, o método apresenta a limitacdo de ter fraca
penetracdo nos alimentos, e, sua aplicacdo é indicada para tratamentos de superficie de
produtos, onde as atividades microbianas ocorrem principalmente na superficie (GARDNER
& SHAMA, 2000).

Vaérios fatores influenciam a eficiéncia da desinfec¢do por luz ultravioleta, entre eles:
dose de UV-C (Joules por metro quadrado), a velocidade de dose de UV-C ou intensidade de
radiacdo (watts por metro quadrado), tempo de exposicdo (segundos), caracteristicas de
superficie, quantidade inicial de in6culo microbiano (OTTO et al. 2011), tipo de
microrganismo, caracteristicas morfoldgicas da planta, tais como a aspereza e a presenca de
feridas na superficie dos frutos influenciam a inativacdo microbiana (WONG et ai, 1998;.
WOODLING e MORARU, 2005;. SCHENK et ai 2008).

Segundo Valdebenito Sanhueza e Maia (2001), o principal efeito da radiagdo UV-C no
controle de doencas em macas refere-se a reducdo microbiana pelo efeito germicida. Ou
ainda, como relatado por Stevens et al. (2005), pela inducéo de resisténcia no hospedeiro.

Foi constatado que as caracteristicas da superficie da fruta influenciam na inativacédo
de P. expansum. Syamaladevi (2013) determinou dados cinéticos de inativacdo de P.
expansum em discos de pera intactos e com feridas. O fungo foi inoculado e tratado com
radiagdo UV-C, com doses variando de 0,101-3,06 kJ/m? a 23°C. Foi preciso uma intensidade
de radiacdo maior para discos de pera feridos em comparagdo com discos de pera intactos.

Syamaladevi (2012) apontou que o tratamento com UV-C reduziu significativamente o
numero de Escherichia coli na superficie de pera intacta, superficie de pera ferida e na
superficie de péssego. A reducdo de E. colli na superficie da pera intacta foi maior do que na
ferida e na de péssego, devido a fraca penetracdo no tecido danificado e, no caso do péssego,
pelo efeito protetor da rugosidade de sua superficie.

Analisou-se a inativacdo com UV-C de Penicillium expansum, inoculado sobre a

superficie de alguns frutos. Foram observadas reducfes maximas de 1,8 (macd), 2,4 (cereja),
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2,6 (morango) e 2,8 (framboesa) log UFC/ g, depois de 1,2; 2,1; 3,3; e 3,3 kJ / m? de doses
UV-C, respectivamente. Novamente, os resultados indicaram que a elevada rugosidade da
superficie resultou numa taxa inferior de inativacdo de P. expansum. Esses resultados
mostraram que UV-C ¢ eficaz para a inibicdo deste fungo, mas que depende da morfologia
dos frutos (SYAMALADEVI, 2014).

O tratamento com radiacdo UV-C em 1,2; 6,0; 12,0 e 24,0 kJ / m2 foi estudado em
relacdo a eficiéncia germicida e mudancas na aparéncia fresca de macd minimamente
processada. Independentemente da intensidade da UV-C, todos os tratamentos apresentaram o
mesmo efeito germicida com 1,2 reducdes logaritmicas. Foi concluido que a exposi¢do dos
tecidos vegetais a luz UV-C durante periodos excessivos estd associada a danos celulares
graves, que rapidamente se transformam numa diminuicdo da aparéncia fresca do produto
(MANZOCCO et al., 2011).

A radiacdo UV € efetiva na reducdo de microrganismos presentes em liquidos
translicidos. E empregada em sistemas de tratamento de agua (HUANG E TOLEDO, 1982;
BACHMANN, 1975; HO et al., 1998; BLATCHLEY e ISAAC, 1992; KUO e SMITH, 1996;
ANTOPOL e ELLNER, 1979; DIZER et al., 1993), no envasamento asséptico de alimentos
(FLUCKIGER, 1995), na pasteurizagdo de sucos (SIZER e BALASUBRAMANIAM, 1999) e
no tratamento de aguas residuarias (HO et al., 1998; DIZER et al., 1993), obtendo-se reducao
de 95% dos coliformes totais com 65.000 a 70.000 uW/cmz2.s (HO et al., 1998),

3.6 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

A microbiologia preditiva é uma area de pesquisa em que se aplicam modelos
matematicos para descrever o comportamento dos microrganismos (crescimento, destruicéo e
sobrevivéncia) submetidos a diferentes condi¢cbes ambientais durante o processamento,
transporte, distribuicdo e armazenamento de alimentos (BUCHANAN, 1993a; McMEEKIN et
al., 1993 e HUANG, 2014). Os modelos sdo muito importantes na previsdo microbiana de
vida util, controle de qualidade e avaliacdo de risco (HUANG, 2014).

Foi relatado que os modelos preditivos para alimentos se originaram em 1922 por Esty
e Meyer, que descreveram o processamento térmico suficiente para destruir esporos de
Clostridium botulinum tipo A por um modelo log linear, mostrando que a uma determinada
temperatura, a velocidade de mortalidade da bactéria € constante (BARANYI & ROBERTS,
1994). A microbiologia preditiva moderna surgiu a partir de 1960, quando utilizaram modelos

cinéticos para a solugdo de problemas com deterioracdo de alimentos, em seguida utilizaram
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modelos probabilisticos para solucionar problemas de intoxicagdo alimentar, como botulismo
e outras intoxicacdes (McMEEKIN; ROSS, 2002).

As propriedades dos alimentos, como atividade de agua e pH; e fatores ambientais,
como temperatura e umidade relativa, por exemplo; determinam o comportamento dos
microrganismos (NAKASHIMA et al., 2000). A microbiologia preditiva descreve os efeitos
desses fatores no crescimento ou inativacdo dos microrganismos nos alimentos. Para isso, sdo
utilizados modelos matematicos desenvolvidos geralmente a partir de experimentos em
laboratério, que geram as curvas de crescimento ou inativagio microbiana
(DANNENHAUER, 2010).

3.7 MODELOS MATEMATICOS

Segundo Whiting e Buchanan (1993), os modelos preditivos sdo classificados,
principalmente, em primarios e secundarios, de acordo com o comportamento microbiano que
descrevem.

A inativagdo microbiana foi descrita por muito tempo como um modelo cinético de
primeira ordem, ou modelo de Bigelow (MCMKELLAR; LU, 2004). Esse modelo considera
que todos os microrganismos sdo idénticos e quando expostos a altas temperaturas, todos
morreriam ou seriam inativados a0 mesmo tempo. Hoje, considera-se que a inativagdo de
muitos microrganismos ndo ocorre dessa forma. Por isso, tém sido encontrados na literatura
modelos de inativacdo microbiana ndo-lineares, que sdo usados para descrever a cinética de
inativacdo de diferentes microrganismos, com diferentes comportamentos (PELEG, 2006).

Os modelos preditivos possuem inumeras vantagens: descrevem o comportamento
microbiano sob diferentes condicdes, permitem prever a vida Util de alimentos estocados,
avaliam a eficécia da higiene do processamento e distribuigdo, determinam o efeito de falhas
nas condigdes de armazenamento, preveem a seguranca microbioldgica de um produto,
auxiliam na analise e pontos criticos de controle, no desenvolvimento de novos produtos e na
analise de risco (BARANYI & ROBERTS, 1994; NEUMEYER et al., 1997).

3.7.1 Modelos primarios

Os modelos primérios sdo aqueles que descrevem as mudangas no numero de
microrganismos ou outra resposta microbiana com o tempo, sob condi¢cGes ambientais

constantes.
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Dentre os diferentes modelos primarios propostos na literatura, 0 modelo de Weibull
(Equacédo 1), proposto por Waloddi Weibull em 1936, é um dos modelos utilizados para
descrever a inativacdo microbiana. Uma das vantagens desse modelo é a matematica simples
e grande flexibilidade e foi inicialmente formulado em 1933 para modelagem de reducéo do
tamanho de formas, conhecida como distribuicdo de Rosin-Rammler (PELEG, 2006).

Segundo este modelo, as células microbianas de uma populagdo possuem diferentes
resisténcias e a curva de sobreviventes € a funcdo distribuicdo acumulada do efeito dos
agentes letais (CHEN & HOOVER, 2004).

()= - o

Sendo N(t) a populagdo de microrganismos (UFC/mL) no instante t; No a populagéo
inicial do microrganismo (UFC/mL); t o tempo (min); a o fator de forma e o fator de escala.
No modelo de Weibull, a direcdo da concavidade da curva de sobreviventes

corresponde as diferentes vias de inativacdo microbiana (Figura 4).

Figura 4- Curvas de sobrevivéncia descritas pelo modelo de Weibull com diferentes valores para o
fator de forma a.

log (N/No)

Tempo (min)

Fonte: MCMKELLAR; LU, 2004

Quando o > 1, as curvas apresentam concavidades voltadas para baixo, isso quer dizer
gue o tempo necessario para inativar um mesmo numero de microrganismos diminui
progressivamente. Quando o < 1, as curvas possuem concavidades voltadas para cima,
indicando que o numero de microrganismos diminui rapidamente, mas a medida que a
destruicdo ocorre, é formada uma cauda, que indica que os sobreviventes sdo mais resistentes
(ARAGAO et al., 2007). Quando a = 1, a curva de sobreviventes é loglinear considerada
como cinética de primeira ordem (MCMKELLAR; LU, 2004).
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3.7.2 Modelos secundarios

Os modelos secundérios descrevem como o0s parametros obtidos nos modelos
primarios se comportam com a variacdo de um parametro ambiental como temperatura, pH e
atividade de agua, por exemplo (WHITING, 1995). Os modelos mais utilizados na literatura

séo: modelo da raiz quadrada, modelo de Arrhenius e equagdes exponenciais.

3.7.3 Modelos em condicdes ambientais variaveis

Como ja dito anteriormente, os modelos primarios e secundarios sdo baseados em
trabalhos experimentais a condi¢es constantes. Porém, algumas condi¢des variam durante o
processamento e armazenamento. Com isso, tém-se a necessidade de modelos que permitam
descrever o comportamento microbiano sob condi¢cbes que variam com 0 tempo
(MCMEEKIN et al., 2008).

Peleg (2006) propds um modelo ndo isotérmico de inativacdo (Equacdo 2) baseado no
modelo primario de inativacdo isotérmica de Weibull. Assim, é possivel prever a inativacao
dos microrganismos com o tempo (logS(t) vs t), considerando variavel a temperatura de
processo.

A equacdo do modelo primario de Weibull € reescrita pela equacéo:

log S(t) = —b(T)t*™ 2)

Onde S(t), a razdo de sobrevivéncia momentanea, é igual a N(t)/NO; b(T), um
pardmetro do modelo, igual a 1/8(T)%; a ¢ o fator de forma;  é o fator de localizagdo, t ¢ o
tempo (min), e T é a temperatura (°C).

Derivando a equacéo (2), a taxa de inativacdo logaritmica, para condi¢fes constantes,
é dada pela equacéo (3):

dlogs(t) _

~ —b(T)a(T)t*™-1  (3)

De acordo com Peleg (2006), o tempo que corresponde a qualquer dada taxa de

sobrevivéncia é chamado de t*, o qual foi isolado da Equacgéo 2, e expresso pela Equacéo 4.
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Ao substituir a equacdo do t* (4) na equacdo (3), obtém-se a equacdo diferencial
ordinaria (EDO) variavel, expressa pela equacdo 5. Os modelos empiricos que descrevem
b(T) e o(T), sdo combinados com o perfil de intensidade de radia¢do varidvel T(t) para

produzir os termos b (T (t)) e a(T(t)).

al[T()]-1

dlogs(t) _ —logS()) alT®)]
LB = —bTO]alT O {5 (5)

Os perfis de temperatura utilizados podem, por exemplo, reproduzir processamentos
térmicos aplicados na industria. A utilizacdo destes perfis ndo é apenas util para planejar
processos, mas também para assegurarem a correcdo de falhas ocorridas nos equipamentos ou
falhas humanas de onde os perfis descontinuos podem ser resultantes (PELEG, 2003).
Exemplos mais comuns de sistema nédo isotérmico no processamento de alimentos seriam o
rompimento do fornecimento de energia (CORRADINI e PELEG, 2005) e a variacdo de
temperatura que ocorre dentro do tubo de retencdo de trocadores de calor. No caso do
tratamento com UV-C, pode-se substituir a condicdo de temperatura constante ou variavel por
intensidade constante ou varidvel da radiacdo UV-C aplicada.

4 MATERIAL E METODOS

Nesta secdo sdo apresentados os métodos para o estudo da reducdo da carga

microbiana do suco de maca e caracterizagdo microbioldgica.

4.1 PREPARO DA SUSPENSAO DE ESPOROS DE P. expansum
As cepas do fungo Penicillium expansum (CCT 4680) e (CCT 7549) foram doadas

pela Fundacdo Tropical de Culturas André Tosello (Campinas, SP, Brasil). O preparo da
suspensdo de esporos iniciou-se pela pré-esporulagéo por 7 dias a 25°C em placas de Petri,
contendo meio agar batata dextrose (PDA, Biolife®, Italia) acidificado a pH 3,5 com acido
tartarico 10% (Figura 5). Os esporos coletados foram adicionados as placas de esporulacéo,
contendo meio Agar Extrato de Malte (MEA, formulado de acordo com Pitt, Hocking e Diane
(2009)), e incubados na temperatura de 25°C por 10 dias. Apds este periodo, adicionou-se 10
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mL de &gua destilada estéril em cada placa e, depois da raspagem, todo o contetdo foi filtrado
em 4 camadas de gaze esteril (Figura 6) e centrifugado a 3500 rpm (2000 x g) por 15 minutos,
sendo eliminado o sobrenadante. Este procedimento foi repetido duas vezes ou até a
constatacdo microscopica da auséncia de hifas. Ao final, foi feita a resuspensdo dos esporos
em agua estéril com 0,5% de Tween 80 (SALOMAO, 2009). A suspensdo de esporos foi
armazenada em refrigeracdo a 4 °C até utilizacdo. A Figura 7 mostra o procedimento para o

preparo da suspensao de esporos.

Figura 5 - Placas de pré esporulagdo de P. expansum, apds 7 dias a 25°C

Fonte: Autor, 2017

Figura 6 - Placas de esporulacéo de P. expansum ap0s 10 dias a 25°C

Fonte: Autor, 2017
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Figura 7- Fluxograma ilustrativo do processo experimental para o preparo da suspensdo de P.
expansum
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Fonte: Autor, 2017

4.2 INATIVACAO DE P. expansum EM SUCO DE MACA

Primeiramente, antes de cada experimento, o equipamento foi ligado 30 minutos antes
para estabilizacdo da radiacdo. Enquanto isso, dentro da camara de fluxo laminar, o suco de
maca concentrado (70 °Brix) doado pela Fischer, foi diluido em &gua destilada estéril para a
corre¢do do teor de sdlidos soluveis, utilizando um refratdmetro, até atingir 12° Brix. Em
seguida, foram inoculados 0,5 mL da suspenséo de esporos na concentracdo de 108 UFC/mL
em 25 mL de suco em uma placa de Petri (150mm x 15mm) e submetida a radiacdo UV-C ( a
30 cm de distancia das lampadas) por tempos pré-determinados ( 0, 3, 6, 10, 20, 30, 45 e 60
minutos), sob agitacdo constante, baseados nos resultados prévios ndo apresentados neste
trabalho. Em cada um dos tempos, foi retirado 1 mL de amostra para verificagdo da
concentracdo de esporos apos o tratamento. Esta metodologia foi baseada de acordo com o
ensinado pela colega de laboratério Andréia Tremarim.

Com o suco tratado, foram feitas as dilui¢des, transferindo 1 mL da diluigdo anterior
para tubo de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada (0,1 %) e assim sucessivamente. Na
sequéncia, 1mL de cada diluicdo foi transferida para placas de Petri estéreis e descartéveis,
previamente identificadas, e a placa foi entdo coberta por meio de cultura agar batata (PDA)
pH 3,5. As placas foram incubadas invertidas a 25°C por quatro dias.

Decorrido o tempo de incubagéo, as unidades formadoras de colnia foram contadas
para a obtencdo da curva de inativagdo em funcdo do tempo. Os experimentos foram
realizados em duplicata. A seguir as principais etapas do processo sao apresentadas, em forma

de fluxograma, na Figura 8.



Figura 8 - Fluxograma ilustrativo do processo experimental para inativacdo de P. expansum
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Fonte: Autor, 2017

4.3 EQUIPAMENTO DE RADIACAO
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O equipamento utilizado para inativar o microrganismo contém lampadas de mercurio,

gue geram radiacdo UV-C. O equipamento é encamisado, passando por ele um fluido

refrigerante (solucdo de etilenoglicol) que, por meio do sistema de refrigeracdo, mantém o

equipamento na temperatura ideal (aproximadamente 10°C), garantindo que a temperatura

ndo suba muito, e ndo influencie na inativagdo do microrganismo.

As placas de Petri com as amostras sdo colocadas em uma marcagéo fixa no centro do

equipamento, de modo que recebam a radiacdo de forma uniforme. A imagem do

equipamento é mostrada na Figura 9.
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Figura 9 - Equipamento de radiacéo

Legenda: 1) Indicador de temperatura (Digimec — BTC 9090); 2) Temporizador eletrénico
digital microprocessado (TT-34); 3) Caixa de disjuntores; 4) Termopar tipo j (Salcas); 5)
Vélvula de duas vias (Hoke); 6) Banho termostatico (microguimica); 7) Lampada fluorescente
Germicida UV-C (Osram — 24W, 2G11); 8) Cooler (Intel).

Os itens 1 e 4 da Figura 9 servem para monitorar a temperatura dentro da camara; item
3, fonte de energia para as lampadas e demais dispositivos de medida e controle na caixa; item
2, temporizador ciclico utilizado para emitir luz pulsada com intervalo de até 0,1 s (entre ON-
OFF); item 5, valvula de duas vias utilizada para coleta de gases do interior da caixa; item 6,
banho termostatico utilizado para controlar a temperatura no interior da caixa; item 7,
lampadas germicidas com espectro de 254 nm; Item 8, cooler utilizado para circulagdo dos
gases do interior da caixa até o ponto de coleta (item 5).

A Figura 10 indica, de forma esquematica, a disposicdo das lampadas usada para 0s

experimentos com 2, 4 ,6 ,8 e 10 lampadas.
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Figura 10 - Disposicéo das lampadas para os experimentos com 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas

2 Lampadas
4 Lampadas ~
6 Lampadas ~
8 Lampadas '
10 Lampadas .

-

Fonte: Ramos, 2017

4.3.1 Intensidade de luz aplicada para inativacdo de P. expansum

O radidmetro (Figura 11) colocado dentro do equipamento de radiacéo, foi o aparelho
utilizado para medir as doses de radiagdo (mJ/cm?) no tempo aplicado.
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Figura 11 - Radiémetro

o

Fonte: Autor, 2017

O aparelho foi colocado em um ponto determinado ao lado da amostra (Figura 12)
durante a aplicacédo da luz ultravioleta, fornecendo a dose de radiacdo (mJ/cm?). A verificacdo
da dose de radiacdo foi realizada para todos os pontos obtidos nos experimentos. Este
procedimento foi realizado para cada uma das condi¢6es de intensidade de radiacdo estudadas
0,66; 1,27; 1,68; 1,84 e 2,10 W/m? correspondentes a 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas,
respectivamente. Assim, foram obtidas 5 curvas, uma para cada condic¢ao de dose de radiacéo
aplicada com as unidades transformadas de mJ/cm?2 para W/m2 e de minutos para segundos.
Uma vez que o0 aumento da dose de radiacdo é linear em relagdo ao aumento do tempo, o0
coeficiente angular fornecido pela equacdo da reta obtida é correspondente a intensidade de

luz aplicada naquele determinado nimero de lampadas em W/mz2,

Figura 12 - Radidmetro ao lado da amostra dentro do equipamento de inativacéo

Fonte: Autor, 2017
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4.4 MODELAGEM MATEMATICA DAS CURVAS DE INATIVAC}AO MICROBIANA
4.4.1 Modelo primario

Para a modelagem das curvas de inativacdo do P. expansum, o modelo primario de
inativacdo de Weibull foi escolhido devido as formas das curvas de inativacdo obtidas e
ajustado aos dados experimentais, pelo software Matlab (MathWorks Inc, Natick, USA), que
foi utilizado também para estimar os parametros de inativagdo alfa (a) e beta (), assim como
os valores de R2, RMSE, para cada intensidade de luz de 0,66 W/mz; 1,27 W/m2, 1,68 W/m2,

1,84 W/imz e 2,10 W/mz2, atingidas com o uso de 2, 4, 6, 8 e 10 ldmpadas, respectivamente.

Para avaliar se 0 modelo escolhido descreve bem os dados experimentais, foram

calculados os indices estatisticos apresentados no item 4.5.

4.4.2 Modelo secundario

A partir dos parametros de fator de forma (o) e fator de escala (f3), obtidos através do
modelo primario, foram comparadas quatro equacdes correspondentes aos modelos
secundarios (Tabela 1), para a escolha do melhor modelo que descreva a influéncia da
variagdo de intensidade de luz sobre os parametros o e B. Foi utilizado o software Excel
(Microsoft), para o ajuste do modelo aos dados, e para o calculo de R2 que foi utilizado para

escolha do melhor ajuste.
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Tabela 1 - Modelos secundarios avaliados para descrever a influéncia da intensidade de luz (I) no
parametro fator de forma (o) e fator de escala () da inativacdo de P expansum.

Modelos secundarios Equacao
Linear p=al+b
a=al+b
Raiz quadrada JB = b(I — Imin)
Va = b(I — Imin)

. . 1
Tipo Arrhenius g =a <7> +h

1
lna=a<7>+b

Exponencial B = a.exp(bl)

a = a.exp(bl)

4.4.3 Modelo dinamico

Para a obtencdo do modelo dindmico, foi utilizado o modelo de Peleg (2006), baseado
no modelo primério de Weibull. A equacdo foi derivada e o tempo t, foi substituido pelo t*
(Equacédo 4), onde a intensidade de radiagdo varia com o tempo. O parametro o (fator de
forma) e B (fator de escala) sdo dependentes da intensidade e obtidos através do modelo

secundario.
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As curvas que predizem a inativagdo de P. expansum através do modelo dindmico
foram obtidas com o auxilio do software Matlab (MathWorks®, Natick, USA). A resolucéo

da equacéo diferencial foi feita através do método de Range Kultta.

4.5 COMPARACAO ESTATISTICA DOS MODELOS

Para se avaliar a capacidade preditiva do modelo de Weibull, os seguintes parametros
estatisticos foram calculados: coeficiente de correlagdo (R?) e raiz do erro médio quadratico
(RMSE). O coeficiente de correlagdo (Equacdo 6) fornece uma medida da proporcdo da
variacdo explicada pela equacdo de regressdo em relacdo a variacdo total das respostas.

Quanto maior o valor (0<R?<1), melhor é a predicio do modelo (JIN et al., 2009).

Rz _ Z(Valorobservado_Valorpredito)2 (6)
Y (valorgpservado —média do valorpredito)?

O erro médio quadratico (Equacdo 7) apresenta o modelo de erro para os dados, por
exemplo o quanto os valores preditos sdo proximos dos valores observados (ZIMMERMANN
et al., 2011). O RMSE é uma medida da variabilidade residual e, quanto menor o seu valor,
maior a capacidade do modelo de descrever os dados.

RMSE = Y(valorgpservado—valorpredito)? -
n-p
Em que n é o nimero de observagGes experimentais e p 0 nimero de parametros do

modelo. Para 0 modelo primario, estes célculos foram realizados pelo software MATLAB.

O modelo secundario foi escolhido baseado no valor de R2 apds foram calculados
fator bias e exatiddo, para confirmagdo do ajuste do modelo. Os célculos foram realizados

com o auxilio do programa Microsoft Office Excel®.

O fator bias (Equacdo 8) é uma estimativa para avaliar a diferenca média entre os
valores observados e preditos. Fator bias igual a 1 significa que o valor observado é
exatamente igual ao predito. No entanto, quando bias maior 1, o valor predito é menor que o
observado e indica que o modelo falha de forma segura (fail-safe) para modelos de inativagéo,
enquanto fator bias menor que 1, significa que o predito € maior que o observado e que o

modelo falha de forma perigosa (fail-dangerous) (LONGHI et al., 2013).
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log(valorpy redito/valoropservado) )

fator bias = 10<Z n (8)

O fator exatiddo (Equacdo 9) é a medida da diferenca média absoluta entre os valores
preditos e observados, por se tratar de valores absolutos é sempre maior ou igual a 1, sendo

gue quanto maior o seu valor, menos precisa a estimativa da média.

< |1°g(Valorpredito/valorobservado) |>
fator exatidao = 10 "

)
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5 RESULTADOS

5.1 INTENSIDADE DE RADIACAO

Em cada experimento, as doses de radiagdo (em mJ/cm?) eram medidas para cada
ponto do experimento (em um determinado tempo) através do radidmetro. Para trabalhar com
diferentes intensidades de radiacdo, foi variado o numero de lampadas. Desta forma, cada
nimero de ldmpadas corresponde a uma intensidade de radiacdo. Como 0s experimentos
foram realizados em duplicata, foi considerada a média da radiagdo entre os dois

experimentos. As curvas obtidas para descrever a intensidade de radiacdo sdo apresentadas na

figura 13.

Figura 13 - Curvas para obtencdo da intensidade de radiagdo com a utilizacdo de 2, 4, 6, 8 e 10
lamp
adas
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Através da andlise da Figura 13, percebe-se que as doses de radiacdo aumentam de

forma linear ao longo do tempo.

Na literatura, a intensidade de radiacdo € expressa em W/mz2, devido a isso foram feitos
os célculos para intensidade de radiagdo em W/mz2. Sabendo que as doses de radiacdo variam

linearmente com o tempo, e pela equacao da reta:
Y=ax+h

Onde:



Y = dose de radiaco (m])

cm?

X = tempo (minutos)

a = intensidade de radiacéo (Cmflr]nm)

Transformando as unidades:

. mJ 1 min 1cm?  1mw 103
= tmZmin 60s ' 110 *m? 1mJ 10°
_ 1w
4= em?
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Assim, o coeficiente angular da reta quando multiplicado por 1/6, é correspondente a

intensidade de radiacdo a que o fungo é submetido. A Tabela 2 apresenta as equacbes das

retas obtidas e a intensidade correspondente a cada grupo de luzes acesas.

Tabela 2 - Valores de intensidade de radiacdo para 2, 4, 6, 8 e 10 lampadas

N° de lampadas Equacdo de Reta R2 Ec\t;nmszl)d ade
2 y =3,9768x - 2,5586  0,9998 0,663
4 y =7,6349x — 2,8093  0,9999 1,272
6 y =10,064x —0,8992  0,9999 1,677
8 y =11,066x + 0,741 0,9996 1,844
10 y=12,573x +2,8495 0,9996 2,095

5.2 DEFINICAO DO MODELO PRIMARIO

Foi obtida uma curva que demonstra a concentracdo de microrganismos em funcéo do

tempo para cada intensidade de radiacéo estudada (0,66; 1,27; 1,68; 1,84 e 2,10 W/m2).

Para a obtengdo do modelo primério, que descreve a variacdo da quantidade de

microrganismos com o tempo devido a aplicacdo de radiagdo ultravioleta em uma

determinada intensidade de radiacdo, foi testado o modelo de Weibull com o auxilio da

ferramenta MATLAB®. Este modelo foi testado devido a constatacdo do formato da curva

com dados experimentais.
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Figura 14 - Cinética de inativacdo para P. expansum submetido a cinco intensidades de radiacdo
(0,66; 1,27; 1,68; 1,84 e 2,10 W/m2).
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Observa-se na figura 14, 0 mesmo comportamento para todas as curvas de inativagéo,
com a concavidade voltada para cima, comprovando o que o parametro de forma é menor do
que 1 (o< 1) (MCMKELLAR; LU, 2004). Analisando os resultados obtidos, percebe-se que,
com a maior intensidade de radiacdo (2,10 W/m?), é possivel alcancar mais de trés reducdes
logaritmicas em cinco minutos. Enquanto que com a minima intensidade (0,66 W/m?) essa
mesma reducdo é obtida em menos de 20 minutos. Comprovando-se assim que a intensidade

de radiacdo interfere consideravelmente no tempo de inativacao.

Na literatura sdo encontrados poucos trabalhos que apresentam a modelagem da
inativacdo de P. expansum por radiacao ultravioleta, apenas os trabalhos de Syamaladevi em

superficie de frutas, mas, ndo ha registros em suco de maca.

Syamaladevi (2014) analisou a inativagdo com UV-C de Penicillium expansum,
inoculado sobre a superficie de macd. Foram observadas redugcdes maximas de 1,8 log UFC/g
em 2 minutos com uma intensidade de 10 W/m2. Para o presente estudo em suco, para obter
1,8 reducdes logaritmicas, na méxima intensidade de radiacéo (2,10 W/m?), foram necessarios

aproximadamente 9 segundos, segundo o modelo primario de Weibull.

Syamaladevi (2013) estudou a inativacdo de P. expansum com UV-C em discos de
péra intactos e com feridas. Em péras intactas foram alcangadas 2,8 redugfes decimais em 1
minuto e meio de processo com uma intensidade de 18,88 W/mz2, de acordo com o modelo

primario de Weibull.
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Segundo Manzocco, et al. (2011) o tratamento com luz UV-C poderia permitir a

descontaminacao microbiana e estabilizacdo de cor do produto sem afetar o seu sabor.

A Tabela 3 apresenta os valores de R2, RMSE, a ¢ B, fornecidos pelo MATLAB, para

cada intensidade de radiacao.

Tabela 3 - Analise Estatistica para 0 modelo priméario de Weilbull

Lampadas Intensidade  R?2 RMSE a B

2 0,66 0,9339 0,4466 0,3466 0,7017

4 1,27 0,9741 0,2749 0.2687 0.167

6 1,68 0,9777 0,2525 0.1389 0.001224
8 1,84 0,9774 0,2514 0.1623 0.005222
10 2,10 0,9882 0,1732 0.1566 0.003504

Com base nos dados estatisticos, vemos que o modelo de Weibull se ajustou bem aos
dados experimentais, ja que apresenta valores de RZ préximos de 1, e valores de RMSE

baixos, nas cinco intensidades de radiacao.

Os coeficientes estatisticos Fator Bias e Fator Exatiddo, foram calculados pelo
programa Microssoft Excel® e apresentados na Tabela 4, para avaliar o ajuste do modelo
primario de Weibull aos dados experimentais e sua capacidade preditiva.

Tabela 4 - Analise estatistica para 0 modelo primério de Weibull

Lampadas Intensidade BIAS EXATIDAO

2 0,66 0,702 1,723
4 1,27 1,007 1,068
6 1,68 1,002 1,045
8 1,84 1,001 1,054
10 2,10 1,001 1,054

Pela analise dos indices estatisticos, pode-se dizer que 0 modelo de Weibull apresenta

um bom ajuste aos dados experimentais, além de uma alta capacidade preditiva, com valores
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de fator Bias e Exatiddo muito préximos de um, indicando que os valores preditos sdo muito

préximos dos valores observados.

5.3 DEFINICAO DO MODELO SECUNDARIO

Para a obtencdo do modelo secundario, foram comparadas quatro equagbes
matematicas: Linear, Raiz Quadrada, Exponencial e Arrhenius para selecionar o modelo
secundario que melhor descreve a influéncia da intensidade de radiacdo (0,66; 1,27; 1,68; 1,84
e 2,10 W/m?) nos parametros de inativacdo de P. expansum (o e ) obtidos pelo ajuste do

modelo de Weibul as curvas de inativag&o.

O modelo secundario foi escolhido com base nos valores de R, fornecidos nas curvas
ajustadas de cada modelo aos dados experimentais, e também pela analise visual do melhor

ajuste da curva aos dados experimentais.

As Figuras 15 a 18 mostram o ajuste dos quatro modelos secundarios para descrever a

influéncia da intensidade de radiagdo sobre o parametro primario o

Figura 15 - Ajuste do modelo secundério Linear para descrever a influéncia da intensidade de radiagéo
sobre o parametro primario o
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Figura 16 - Ajuste do modelo secundario Raiz quadrada para descrever a influéncia da intensidade de
radiacdo sobre o pardmetro primario o
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Figura 17 - Ajuste do modelo secundario Exponencial para descrever a influéncia da intensidade de
radiagdo sobre o pardmetro primario o
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Figura 18 - Ajuste do modelo secundario de Arhenius para descrever a influéncia da intensidade de
radiacdo sobre o pardmetro primario o
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Tabela 5 - Analise estatistica para a escolha do modelo secundario sobre o parametro o

Modelos R2

Linear 0,882
Raiz Quadrada 0,861
Exponencial 0,835
Arrhenius 0,789

Comparando os valores do coeficiente estatistico R?, indicados na Tabela 5, para todos
0s modelos testados, o que melhor se ajustou aos dados experimentais foi 0 modelo Linear,
com valor de R? de 0,8817.

Para avaliar a capacidade preditiva do modelo, calculou-se os indices estatisticos Fator
Bias e Exatiddo, os quais apresentaram para 0 modelo Linear, valores de 1,006 e 1,133,

respectivamente. Isso mostra que os valores preditos séo muito proximos dos observados.

As Figuras 19 a 22 mostram o ajuste dos quatro modelos secundarios para descrever a

influéncia da intensidade de radiacdo sobre o parametro primario f:
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Figura 19 - Ajuste do modelo secundério Linear para descrever a influéncia da intensidade de radiacéo
sobre o0 parametro primario 3
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Figura 20 - Ajuste do modelo secundario Raiz quadrada para descrever a influéncia da intensidade de
radiagdo sobre o pardmetro primario 3
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Figura 21 - Ajuste do modelo secundario Exponencial para descrever a influéncia da intensidade de
radiacdo sobre o pardmetro primdrio 3
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Figura 22 - Ajuste do modelo secundario de Arrhenius para descrever a influéncia da intensidade de
radiagdo sobre o parametro primario 3
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Tabela 6 - Analise estatistica para a escolha do modelo secundario sobre o parametro 3

Modelos R?

Linear 0,864
Raiz Quadrada 0,915
Exponencial 0,796
Arrhenius 0,741

Percebe-se que, o melhor valor de R? (0,915) foi com o modelo da Raiz quadrada, o
qual ajustou-se melhor aos dados experimentais. Os indices estatisticos Fator Bias e Exatid&o,
foram calculados para avaliar a capacidade preditiva do modelo, e assim como no parametro
a, indicaram que os valores preditos sdo muito proximos dos observados, com valores de

2,148 e 2,782 respectivamente.

5.4 DEFINICAO DO MODELO DINAMICO

Apoés a selegdo dos modelos primarios e secundarios, foi utilizada a avaliagdo das
respostas obtidas em condi¢fes ambientais constantes para prever a inativacdo microbiana em
condicdes que variam com o tempo, a partir da equacdo de Peleg, (Equacdo 2) baseada no
modelo priméario de Weibull (Equacdo 1) descritas no item 3.7.3. Neste caso, a condi¢do que
varia com o tempo ¢ a intensidade de radiagdo. Considerando que a inativagdo também possa
variar ao longo do tempo, a variacao de intensidade de radiacdo apresentada na Figura 24 foi
utilizada para validacdo do modelo dindmico. Apds a obtencdo da predi¢do de inativacéo
baseada no modelo dinamico selecionado, foi realizado um experimento para posterior

validacdo do modelo proposto.
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Figura 23 - Simulacdo da Variacdo da intensidade de radiacdo com o tempo
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A Figura 23 demonstra a simulacdo da variacdo de radiacdo. Primeiramente foi
simulado o uso de 8 ldmpadas acesas (1,84W/m2) num instante de tempo de 10 minutos. Apds
este tempo foi simulada a queima de 4 lampadas e o processo continuou com 4 lampadas
(1,27 W/m2) por mais 10 minutos. Por fim as 4 lampadas foram acesas novamente
(1,84W/m?) por mais 15 minutos. Assim foi obtida a Figura 24, a partir da equacdo derivada
de Weibull (Equacéo 5) e os parametros a ¢ 3 dependentes da intensidade de radiagdo como
proposto por Peleg (2006).

A Figura 24 mostra a cinética de inativacao para P. expansum quando a intensidade de
radiacdo é variavel.

Figura 24 - Cinética de inativacdo de P. expansum em fun¢do do tempo em condicdes variaveis de
radiacdo. Os dados referentes a inativagcdo nas condi¢des constantes de intensidade de 0,66W/m?2 e

1,84W/mz2 foram acrescentadas com o objetivo de comparacéo dos resultados
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Ap0s a definicdo do modelo dindmico, foi realizado um experimento para validagao
do modelo proposto. O experimento realizado foi a reproducédo da condicdo de variacdo de

intensidade de radiacdo descrita na predicéo.

Como pode ser visto na Figura 24, durante o instante de tempo em que a intensidade
de radiacdo € constante (1,84W/m?2), os dados experimentais (em preto) validam a predicéo.
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N&o foram encontrados na literatura modelos dindmicos para o P. expansum com

radiacdo ultravioleta.
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6 CONCLUSAO

Modelos matematicos preditivos tém sido muito utilizados para quantificar e prever o
comportamento dos microrganismos em diferentes condi¢cbes ambientais, tais como
temperatura, pH, atividade de agua (Zwietering et al., 1990; Devlieghere et al., 2000; Brul et
al., 2008). Neste estudo, os modelos matematicos foram usados para descrever a inativacdo do
fungo Penicillium expansum em suco de maga quando submetidos a cinco intensidades de
radiacdo ultravioleta (0,66; 1,27; 1,68; 1,84 e 2,10 W/m?). Sendo a intensidade de radiagéo a
condicdo ambiental estudada. P. expansum € o fungo de maior incidéncia em macas,
causando sua deterioracdo e produzindo patulina, uma micotoxina termorresistente, que acaba
passando para o suco (CIEGLER, 1976).

O modelo primario de Weibull se mostrou capaz para descrever a inativacdo de P.
expansum ao longo do tempo. Os parametros de inativacdo a e B obtidos, foram utilizados
para estabelecer os modelos secundarios, Linear para a, e modelo Exponencial para 3, para as
intensidades de 0,66; 1,27; 1,68; 1,84 e 2,10 W/m2. Com os indices estatisticos, bias e
exatidao, foi comprovada a alta capacidade preditiva dos modelos.

Foram obtidas cinco curvas de inativacdo, mostrando que é possivel obter mais de 4
reducdes logaritmicas para todas as intensidades estudadas, sendo que na maior intensidade de
radiacdo (2,10 W/m2) é possivel obter mais de 3 reducdes em apenas 5 minutos de processo.

Quanto maior a intensidade de radia¢do, menor o tempo de inativacao.

O modelo matemaético obtido para inativacao de P. expansum em fun¢do do tempo em
condigdes de variagdo de intensidades de radiacdo, foi validado para a predicdo dos dados

experimentais.

Conclui-se que o uso de radiacdo ultravioleta pode ser um método alternativo para a
reducdo de esporos de P. expansum em suco de magd e que 0s modelos obtidos podem ser
utilizados para prever a inativagdo de esporos, mesmo em condi¢des de intensidade variavel
de radiacdo UV. Desse modo, este estudo pode ser (til para a industria de sucos, ajudando a

prever a inativacdo do microrganismo em diferentes intensidades de radiacéo.
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