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A industria de alimentos tem modificado nas Ultimas décadas o foco de produgdo, uma vez que os habitos
alimentares dos consumidores foram alterados, em busca de alimentos praticos, rapidos e saborosos. Logo,
foram criados os empanados congelados de frango, um dos maiores sucessos da industria de fast food. Esta
classe de produtos pré-prontos e congelados permite a armazenagem por longos periodos o que seleciona
espécies de micro-organismos capazes de se desenvolver em condi¢cBes de baixas temperaturas, com
destaque para os fungos filamentosos psicréfilos. Apesar das perdas anuais serem estimadas em 1 a 1,5 %
por deterioragdo fungica de empanados congelados de frango, raros sdo os dados cientificos disponiveis. O
objetivo deste estudo foi realizar uma investigacdo micoldgica geral de uma industria processadora de
empanados congelados de frango, analisando as matérias-primas, 0s produtos originados e o ar ambiente de
processamento. Assim como, o efeito dos tratamentos térmicos aplicados na fabricacdo dos empanados sob
Penicillium commune (NGT 16/12), Penicillium polonicum (NGT 23/12 e NGT 33/12), Penicillium
glabrum (NGT 29/12 e NGT 35/12), Penicillium solitum (NGT 30/12) e Penicillium crustosum (NGT
51/12), principais espécies relacionadas a deterioracdo destes produtos. As amostras de farinha
apresentaram contagens entre 10 e 10* UFC/mL, predominando as espécies de P. polonicum, Aspergillus
flavus, Aspergillus candidus, Eurotium amstelodami e Penicillium citrinum. As amostras seguintes ao
processamento apresentaram uma constante reducdo nas contagens para 10! UFC/g, com predominancia de
P. polonicum. J& nas amostras analisadas do produto final, 10% apresentaram contaminacdo por P.
glabrum, espécie também predominante no ar ambiente da fabrica. Os resultados demonstraram que o P.
commune (NGT 16/12), P. polonicum (NGT 23/12), P. solitum (NGT 30/12) e P. crustosum (NGT 51/12)
sdo capazes de sobreviver aos tratamentos térmicos aplicados (fritura por imersdo com 6leo a 195-200 °C
por 6 segundos) e cozimento em forno a 120-130 °C até alcancar a temperatura interna de 70 °C, quando
inoculados nos empanados congelados de frango. Adicionalmente, foi verificado que o P. polonicum (NGT
23/12), espécie mais resistente aos tratamentos, manteve-se estavel com média de contagem flngica de 10*
UFC/g desde a fritura até 6 minutos e 30 segundos de assamento, tendo 2,02 log UFC/g de reducéo com 72
°C e 3,29 log UFC/g de reducdo com 78 °C no interior do produto durante o assamento. De acordo com 0s
resultados apresentados foi observado que tanto as farinhas utilizadas na fabricacdo dos empanados quanto
0 ar ambiente da indlstria representam um perigo de contaminacdo, assim como foi verificado a
sobrevivéncia de algumas das principais espécies deteriorantes de empanados aos tratamentos térmicos
aplicados na industria, logo estratégias devem ser adotadas para a reducdo de esporos flungicos em
possiveis fontes de contaminacéo e a necessidade de novas adequacdes dos tratamentos para eliminacdo de
fungos filamentosos.

PALAVRAS-CHAVE: Fungos filamentosos. Penicillium polonicum. Penicillium glabrum.
Produtos congelados. Tratamento térmico.
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The food industry has changed in recent decades the focus of the production, since the eating habits of
consumers have been directed to practical, fast and tasty foods. So, breaded frozen chicken were created,
one of the biggest hits of the fast food industry. This class of pre-made and frozen products allows for long-
term storage and can select species of microorganisms capable of growing in low temperatures, especially
filamentous psychrophilic fungi. Despite annual losses are estimated at 1 to 1.5 % by fungal spoilage of
frozen chicken nuggets, rare are the available scientific data. The objective of this study was to conduct a
general mycological investigation of a processing industry of frozen chicken nuggets, analyzing the raw
materials, the products in different processing steps and the ambient air of each unit of operation. It was
also analyzed the effect of heating treatments applied in the manufacture of the nugget on inactivation of
Penicillium commune (NGT 16/12), Penicillium polonicum (NGT NGT 23/12 and 33/12), Penicillium
glabrum (NGT 29/12 and NGT 35/12), Penicillium solitum (NGT 30/12) and Penicillium crustosum (NGT
51/12), main species related to deterioration of these products. The flour exhibited counts between 10* and
10* CFU/mL, predominating species P. polonicum, Aspergillus flavus, Aspergillus candidus, Penicillium
citrinum and Eurotium amstelodami. The following processed samples showed a steady reduction in scores
for 10 CFU/g, with a predominance of P. polonicum. In the other hand, regarding the samples of final
product analyzed, 10% were contaminated by P. glabrum, with was also the most predominant species of
spoilers in the air environment. The results show that the P. polonicum (NGT 23/12), P. commune (NGT
16/12), P. solitum (NGT 30/12) and P crustosum (NGT 51/12) were able to survive to the heat treatments
applied (fried by immersion in oil at 195-200 °C for 6 seconds), and baking in oven at 120-130 °C until the
internal temperature reached 70 °C when inoculated in the frozen chicken nuggets. Additionally, it was
observed that P. polonicum (NGT 23/12), was the most heat resistant species, recovering counts of 10*
CFU/qg after frying for 6 minutes and 30 seconds of cooking, having 2,02 log CFU/g reduced at 72 °C and
3,29 log CFU/g reduced at 78 °C in the internal of the product during the baking. According to the results it
was observed that both the flour used to manufacture breaded as the air industry environment pose a
hazard, then strategies must be taken to reduce the presence of fungal spores in this points, possible sources
of these fungal contamination.

KEYWORDS: Filamentous fungi. Penicillium polonicum. Penicillium glabrum. Frozen
products. Heat treatment.
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1 INTRODUCAO

O Brasil ocupa a terceira posi¢cdo no ranking dos maiores produtores mundiais de
carne de frango, com producdo total de cerca de 12,308 milhdes de toneladas em 2013
(ABPA, 2014). A venda de produtos processados de frango tem se intensificado pela mudanca
de habitos alimentares dos consumidores, em que a praticidade e conveniéncia sdo prioridades

na escolha de consumo.

Neste contexto foram desenvolvidos os empanados congelados de frango, um dos
maiores sucessos da indudstria de fast food. Ha4 muitos anos, a pratica de empanar carnes ja era
realizada e conhecida pelo sabor e textura, obtendo logo rapida aceitacdo nas prateleiras dos
supermercados. Além disso, os empanados congelados de frango apresentam valor agregado
por serem produtos de facil preparo e vida Gtil mais longa por serem congelados (OWENS,
2001).

A conservacao pelo frio tem a vantagem de preservar grande parte do valor nutritivo e
caracteristicas sensoriais dos alimentos. Porém, embora os alimentos conservados a
temperaturas inferiores a -10°C a principio ndo permitam o crescimento microbiano, este
método tem a desvantagem de ndo eliminar os micro-organismos presentes, apenas torna-os
inativos. Desta maneira, ao encontrarem condicdes ambientais favoraveis, 0s micro-
organismos sao capazes de retomar a sua atividade (ADAMS & MOSS, 2000). Por esta razdo
¢ importante assegurar a boa qualidade das matérias-primas antes da refrigeracdo e
congelamento, as préaticas higiénicas durante o processamento do produto, além de manter um
controle cuidadoso da temperatura ao longo da estocagem nas géndolas dos supermercados
(BAPTISTA & LINHARES, 2005).

A deterioracdo bacteriana, em geral, € mais comum em condi¢fes ideais de pH,
atividade de &gua e temperatura (JAY, 2005). Nestas condigdes, os fungos estdo em
desvantagem devido ao maior tempo de geracdo que apresentam por serem eucariontes (PITT
& HOCKING, 2009), porém os fungos filamentosos s@o mais versateis que as bactérias na
superacdo de barreiras de pH, temperatura e atividade de agua, parametros frequentemente

empregados pela industria para controle microbiano.



Por mais que a deterioracdo fungica ndo seja muito comum em carne de frango, ela
acontece mais facilmente quando a superficie do produto se torna seca ou quando 0s
parametros intrinsecos dos alimentos sdo impeditivos ao desenvolvimento de bactérias e
leveduras, o que ocorre principalmente nos periodos pds-processamento, sobretudo durante o
periodo de estocagem (JAY, 2005). Segundo dados internos de industrias do setor,
anualmente entre 1,0 a 1,5% da producdo de empanados congelados de frango é perdida
devido ao desenvolvimento fangico nestes produtos durante a estocagem (WIGMANN et al.,
2015).

Até meados do século passado a preocupagdo com a deterioracdo fungica em géneros
alimenticios ndo era expressiva, uma vez que os fungos eram considerados causadores apenas
da deterioracdo superficial de alimentos, mas a sua importancia esta cada vez mais evidente
com as descobertas dos metabdlicos toxicos produzidos, as micotoxinas, e seus efeitos
carcinogénicos e toxicos sobre o organismo humano (SAMSON et al., 2002). Wigmann et al.
(2015) comprovaram a capacidade das principais espécies deteriorantes de empanados
congelados de frango produzirem micotoxinas como verrucosidina, penitrem A,
citreoviridina, acido ciclopiazénico e roquefortina C, representando assim um risco a satde do

consumidor.

Em produtos empanados, varios ingredientes sdo adicionados no momento da sua
elaboracdo, os quais podem ser fontes de contaminacdo microbiana. Durante as etapas de
predust, batter e breader os derivados de cereais utilizados poderdo ser fontes de esporos
fangicos. Segundo Dill et al. (2009), é empregado farinha de trigo na formulacdo das
coberturas, 0 que torna o produto suscetivel a contaminacéo por varias espécies dos géneros
Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Cladosporium e Fusarium geralmente associados a
infeccdo deste cereal (PITT & HOCKING, 2009).

Para evitar que micro-organismos estejam presentes no produto final, a industria de
alimentos costuma aplicar tratamentos térmicos para reduzir ou entdo eliminar possiveis
contaminantes. No caso dos empanados de frango, a fritura e 0 assamento cumprem esta
funcdo (DILL et al., 2009). Por mais que na fritura, a temperatura do 6leo seja bastante alta
(195-200°C), os empanados sdo imersos por apenas alguns segundos com o intuito principal
de melhorar a aparéncia do produto, tornando-o dourado. Sendo entdo, a maior parte dos

micro-organismos eliminados durante o assamento, em que a temperatura de 120-130 °C do
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forno atua com o intuito de alcangar 70 °C no centro do empanado. Porém, se algumas das
espécies relacionadas resistirem aos tratamentos ou se houver recontaminacdo do produto, 0s

fungos apresentam potencial de deterioracdo durante o periodo de estocagem.

Considerando-se o aspecto de recontaminagdo, 0 ar ambiente representa um ponto
critico na elaboragdo deste produto no setor de empacotamento (SVEUM et al., 1992), sendo
esta a Ultima etapa dentro da industria, onde ndo havera nenhum tratamento térmico posterior

para eliminar possiveis contaminantes.

Para minimizar esta deficiéncia de informacdo e reduzir as perdas econémicas
envolvidas com a deterioragdo fungica de empanados congelados de frango torna-se
necessario um estudo micolégico das diferentes etapas do processamento de maneira a se
averiguar a origem dos fungos potencialmente deteriorantes, assim como verificar a
capacidade de sobrevivéncia das espécies isoladas de empanados congelados de frango
deteriorados por fungos a tratamentos térmicos aplicados. A partir de entdo, serd possivel
prevenir a subsequente deterioracdo, garantindo a elaboracdo de um produto adequado do
ponto de vista sensorial e de seguranca alimentar, 0 que a0 mesmo tempo reduz as perdas

decorrentes da rejeicdo por parte dos consumidores e reclamagdes com retorno do produto.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processamento de empanados de frango

A comercializacdo de empanados congelados de frango foi incorporada a industria de
fast food no final dos anos 70, obtendo em pouco tempo éxito em vendas (BARBUT, 2012).
Por mais que o consumo de empanados de frango seja considerado novo no mercado, é sabido
que hd muitos anos atras ja se realizava o ato de empanar carnes, logo € um alimento

tradicional, porém com a facilidade de preparo exigida pelo mundo contemporaneo.

Por definicdo na legislagdo brasileira, empanado de frango é o produto céarneo
industrializado, obtido de carnes de diferentes espécies de animais de acougue. Podendo se
apresentar com diferentes formatos, acrescido de ingredientes (proteinas de origem vegetal
e/ou animal, aditivos, condimentos, especiarias, farinhas, vegetais, queijos, molhos, produtos
carneos industrializados) e revestido por cobertura apropriada. Trata-se de um produto cru, ou
semicozido, ou cozido, ou semifrito, ou frito, ou outros. Quanto aos limites, é exigido o
minimo de 10% de proteina e maximo de 30% de carboidratos na formulacdo. Ja referente a
adicdo de proteinas ndo carneas é permitido o uso maximo de 4% na forma de proteina
agregada (BRASIL, 2001).

No processamento de empanados (Figura 1), a primeira operacdo a ser feita é a
reducdo do tamanho da carne de frango congelada para formar pequenas porgdes, que
juntamente com a adicdo da salmoura facilita a extracdo das proteinas miofibrilares,
permitindo a ligacdo posterior da mistura (ORDONES, 2005). Em seguida, 0s outros
ingredientes sdo incrementados na formulacdo tornando uma mistura homogénea, para
melhorar a qualidade sensorial do produto (SAMS et al., 2001). Depois, esta mistura adquire
forma prensando a massa dentro de um molde. Nesta etapa, a temperatura é um fator a ser
controlado, num limite de -4 a -2 °C, para que 0 processo ocorra corretamente, sem se tornar

mole ou desconfigurar depois de sair do molde desejado (OWENS, 2001).
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Figura 1 - Fluxograma do processamento de empanados congelados de frango (DILL et al.,
2009).

Com a massa pronta e o formato adequado, iniciam-se as etapas de recobrimento dos
empanados de frango. Geralmente, aplica-se uma camada inicial de predust (pré-

enfarinhamento), uma camada de batter (suspensdo de solido em liquido) e uma de breader
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(cobertura final) (BARBUT, 2002). N&o ha obrigatoriedade no uso de todas as camadas ou
sequéncia correta. A duplicacdo de camadas de batter e breader serve como alternativa para
melhorar o controle de pick-up (rendimento) (DEGENHART, 2003).

A camada de pré-enfarinhamento tem como fungéo principal facilitar a adeséo entre as
camadas seguintes e o substrato, j& que normalmente a superficie da massa é irregular,
podendo ocorrer problemas de aderéncia das coberturas seguintes (DILL et al., 2009). Ja o
batter consiste em uma camada em pd de diversos ingredientes (amido, gomas e farinhas)
podendo ser hidratado na forma de suspensdo. Além de agir como camada ligante entre as
camadas, também € responsavel pelas caracteristicas econdémicas, influenciando na espessura
do produto final (OLIVO, 2006). O breader é a tltima camada, com a finalidade de permitir
melhor textura e aparéncia visual, além de absorcdo de umidade e gordura (BARBUT, 2002).
Todas as etapas de cobertura podem ser acrescidas de variados tipos de farinha (trigo, milho,
arroz e fécula de mandioca), condimentos, gomas e amidos (DILL et al., 2009).

A pré-fritura é o primeiro tratamento térmico realizado nos empanados e consiste no
mergulho do produto em éleo sob altas temperaturas (180-200°C), por curto periodo de tempo
(20 a 35s) (DILL et al., 2009). O objetivo desta operacdo € fixar a cobertura, retirar a
umidade, absorver o 6leo, aprimorar o sabor, proporcionar coloracdo desejavel e textura
crocante (SOORGI et al., 2012).

Um aspecto importante e que deve ser levado em consideracdo € o tipo de 6leo usado
na fritura, pois a sua composicdo reflete diretamente nas propriedades do alimento frito. O
6leo mais utilizado pelas industrias é o 6leo de palma, que apesar de ndo ser considerado
saudavel, é benéfico pelo baixo teor de acidos graxos insaturados prevenindo a oxidacgdo,
responsavel pelo desenvolvimento de aromas indesejaveis (DILL et al., 2009). Para adquirir a
viscosidade desejada nos empanados de frango durante a fritura podem ser aplicados trés tipos
de batter, que sdo: batter de adesdo, batter de coesdo e batter de tempura, sendo as principais
diferencas a conformacdo das aplicacGes de cobertura, composicdo, funcdo e tempo de
processo (DILL et al., 2009).

Apos a fritura, realiza-se 0 assamento, podendo ser a vapor ou apenas calor (DILL et
al., 2009), sendo decisivo na redugdo da contaminagdo microbiana interna, além de, tambem
ser responsavel pelo desenvolvimento do aroma caracteristico e sabor do produto (OLIVO,
2006).
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Por fim, o congelamento dos empanados visa controlar o crescimento microbioldgico,
aumentando a vida dtil, além de preservar os aspectos sensoriais do produto (JAY, 2005). Os
produtos empanados congelados tornam-se também menos susceptiveis a oxidacdo e a perda
das camadas de empanamento, garantindo os atributos sensoriais do produto (BARBUT,
2002). E fundamental os produtos permanecerem sob baixas temperaturas até o0 momento de
seu preparo, para que a qualidade microbioldgica mantenha-se estavel durante o periodo de
prateleira, visto que fungos potencialmente deteriorantes deste produto conseguem se
desenvolver a temperaturas de até -5 °C (SACCOMORI et al., 2015).

2.2 Fontes de contaminacdo por micro-organismos deteriorantes

Em produtos empanados, varios ingredientes sdo adicionados no momento da sua
elaboracdo, os quais podem ser fontes de contaminacdo microbiana. A pratica de cobrir
alimentos com farinhas é usada pela indudstria de alimentos para melhorar a textura e para
aumentar a variedade dos produtos, servindo como barreira para a perda de agua durante a
etapa de fritura, resultando em uma cobertura crocante e a carne do seu interior suculenta
(FELLOWS, 1994).

Durante as etapas de predust, batter e breader os derivados de cereais utilizados
poderdo ser fontes de contaminacao fingica. E evidente que a quantidade de fungos isoladas a
partir de farinhas sdo mais baixas do que as presentes nos cereais antes da moagem, e que
fungos como Penicillium sp. e Aspergillus sp. acabam predominando no alimento, pela alta
capacidade de esporulagédo (PITT & HOCKING, 2009). Logo, se estes fungos ndo forem
eliminados com o processamento térmico, apresentam potencial de deterioracdo do produto
durante o periodo de estocagem (BARBUT, 2002). As condic@es abidticas mais importantes e
usadas na influéncia do crescimento de fungos e producdo de micotoxinas sdo a atividade de
agua, temperatura e a composicdo de gases, porém o uso de &cidos fracos, como acido
sorbico, &cido benzobico e acido propiénico também servem como alternativa na prevencao
destes micro-organismos (CHULZE et al., 2010).
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Segundo Dill et al. (2009), é empregado farinha de trigo e milho como ingredientes
béasicos e farinha de arroz, soja e cevada como opcionais na formulacéo da cobertura batter, o
que torna o produto suscetivel a contaminagdo por varias especies dos géneros Penicillium,
Aspergillus, Alternaria, Cladosporium e Fusarium, geralmente associados a deterioracdo dos
cereais (PITT & HOCKING, 2009). Segundo Graves e Hesseltine (1965), os primeiros
estudos publicados de fungos em farinhas foram nos Estados Unidos por Bell (1909), o qual
observou que as contagens fangicas das farinhas usadas para panificacdo eram diferentes,

mesmo em condic¢des iguais de estocagem.

A utilizacdo de cobertura de farinha de trigo apresenta também alguns problemas
tecnoldgicos como a perda da crocancia e a formacdo de um filme entre a camada e a carne,
comprometendo a aderéncia, fato este que pode ser facilmente controlado com o uso de
material protéico e gomas. Porém, apesar destas desvantagens a farinha de trigo é a mais
usada na formulagéo de predust (DEGENHART, 2003).

A transformacdo de trigo em farinha comeca com a limpeza e a lavagem dos gréos,
partindo para o armazenamento em condicGes de 8-12% de umidade e atividade de agua entre
0,40 e 0,65 para evitar o desenvolvimento de fungos. Antes da moagem, é adicionado agua
pulverizada para aumentar o conteido de umidade para 14-15% e atividade de agua 0,68-
0,70, pois o trigo seco é muito fragil para ser moido. Durante a moagem, 0s graos passam por
uma sequéncia de opera¢des como moagem e peneiramento para separar o endosperma das
camadas exteriores, as fracdes de endosperma internas sdo moidas para produzir a semolina e
depois a farinha. Estes procedimentos acabam armazenando residuos Umidos pela
condensacdo da umidade nos rolos de quebra e acimulo de farinha dentro do equipamento, o
que gera a contaminacgéo da farinha, principalmente, por fungos filamentosos (BERGHOFER
et al., 2003).

Na Australia, observou-se que havia a presenca de 100% de fungos filamentosos no
trigo e depois na obtencdo da farinha em 96% das amostras, tendo apenas 1 log UFC/mL de
reducdo, de 102 no grdo para 102 UFC/mL na farinha. Os géneros predominantes em todo
processamento foram Penicillium, Aspergillus, Aureobasidium, Cladosporium, Alternaria e
Fusarium, sendo as contagens reduzidas ao longo do processo de moagem do trigo.
Penicillium sp. se destaca com aumento de 22% na contagem flngica, do trigo até a farinha,
comparado com os outros géneros (BERGHOFER et al., 2003).
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Em contrapartida, a contagem encontrada por Cabafias et al. (2008) na farinha de trigo
foi maior, com 10° UFC/mL quanto aos fungos, o género Aspergillus teve 100% de
ocorréncia nas amostras e Penicillium sp. 96%. Aspergillus candidus foi a espécie
predominante em farinha de trigo, segundo Weidenborner et al. (2000), seguido de espécies
de Pencillium sp. (Penicillium aurantiogriseum, Penicillium griseofulvum e Penicillium

brevicompactum) com 15% de ocorréncia.

Para a cultura do milho, o género frequentemente isolado com altas contagens é o
Fusarium sp., particularmente Fusarium verticillioides, Fusarium semitectum e Fusarium
proliferatum (PITT et al., 1998). Outros fungos como Aspergillus flavus e Fusarium
graminearum também estdo associados as contaminacdes do grdo (CHULZE et al., 2010).
Sabe-se que estas espécies sdo produtoras de metabdlitos tdxicos, as micotoxinas, durante o
crescimento dos fungos sobre os mais diferentes substratos (PITT & HOCKING, 2009).
Algumas delas permanecem restritas ao micélio flngico, enquanto que a maior parte é
secretada no alimento. E mesmo com a remocdo ou destruicdo dos fungos, a maioria das
micotoxinas ira permanecer no produto devido a sua resisténcia térmica (FILTENBORG et
al., 1996). As toxinas fungicas diferem muito nas suas propriedades quimicas, bioldgicas e
toxicoldgicas, possuem como efeitos toxicos mais importantes o desencadeamento de
diversos tipos de tumores e supressao imune (IARC, 1993; PETSKA & BONDY, 1994).

Considerando as micotoxinas como perigo a saude publica, Cartillo et al. (2008)
analisaram produtos a base de milho ap6s serem fritos e assados verificando que 22,8 e 18,2
% das amostras mostram-se positivas para desoxinivalenol (DON), ap6s serem submetidos
aos tratamentos, respectivamente. Além disso, 1,7% dos produtos assados avaliados
apresentaram contaminacdo por nivalenol (NI1V). J& para Milanez et al. (2006) nas anélises de
floco e canjica de milho somente uma das 78 amostras continha tracos de DON e NIV.
Segundo Brera et al. (2006), durante a moagem, as aflatoxinas e zearalenonas reduzem suas

guantidades aproximadamente quatro e dez vezes nos produtos finais, respectivamente.

Abdullah et al. (2000) revelaram em seu estudo que ndo s6 0 armazenamento dos
grdos deve ser uma forma de prevenir o desenvolvimento de fungos, mas também o
armazenamento das farinhas merece atengdo na prevencdo da deterioracdo. Para a
manutencdo do conteddo de umidade a 25 °C de 9,6% para a farinha de arroz, 10,7% para
farinha de trigo e 10,5% para a farinha de milho, os niveis de atividade de agua com 0,65 para
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a farinha de arroz e trigo e 0,80 para a farinha de milho permite a estocagem por até 6 meses

sem o0 aparecimento de bolor.

Os condimentos também podem ser uma fonte de contaminacdo flngica. Segundo
Witkowska et al. (2011), em estudo feito com condimentos comumente adicionados em
produtos carneos de frango, detectaram fungos filamentosos em 50% das amostras, que apesar
de apresentarem baixas contagens (1 a 3 log UFC/g), s6 podem ser considerados seguros
quando bem distribuidos na massa carnea e armazenados adequadamente durante a vida Util

do produto.

Em funcdo dos condimentos terem origem tropical e pelos métodos usados na
producdo, estes produtos sdo frequentemente contaminados com fungos xerofilicos (PITT &
HOCKING, 2009). O potencial de contaminacdo por micotoxinas encontrados em
condimentos ndo representa uma ameaca para a saude apresentando normalmente niveis
baixos de aflatoxinas (40-160 mg/Kg), além da consideracdo que eles sdo diluidos na massa
carnea. A Unica preocupacdo seria se caso os fungos filamentosos dos condimentos
contaminassem outros ingredientes, o que acabaria diminuindo a qualidade do produto final
(PITT & HOCKING, 2009).

2.3 Higiene no ambiente de processamento

Condicdes higiénico-sanitérias adequadas nas industrias de alimentos sdo um dos
principais requisitos para a qualidade do produto final, além de ser uma exigéncia dos
consumidores. Deseja-se que no alimento adquirido ndo haja nenhum tipo de contaminante
quimico, fisico ou microbiolégico (JAY, 2005). A carga microbiana final de um alimento
representa a somatdria dos micro-organismos presentes nas materias-primas e tambem
daqueles que se agregam no produto durante as varias etapas do processamento
(CASTELLARI et al.,, 2010; BERGHOFER et al., 2003). Neste sentido, os sistemas de
refrigeracdo e ar ambiente da fabrica também representam perigo de contaminagdo por fungos

filamentosos em empanados congelados de frango.
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Penicillium sp. foi o género mais encontrado em amostras do ar ambiente de uma
indUstria de produto cérneo curado. Penicillium nalgiovense esteve associado a deterioragdo
do produto e também esteve presente nas superficies das instalagdes e nos materiais de
producdo (ASEFA et al., 2010). A contaminacdo ocorre em diferentes estagios da producao,
porém o que determina a capacidade de colonizacdo nos alimentos é a espécie e a sua
adaptabilidade em se multiplicar no produto em questdo (CASTELLARI et al., 2010).
Considerando 5 industrias de embutido fermentado seco argentino, foram isoladas, em geral,
15 espécies diferentes no ar ambiente de fabrica, e 8 delas foram também encontradas em
50% das amostras coletadas em diferentes etapas do processamento, tais como Penicillium
brevicompactum, Penicillium nordicum, Penicillium nalgiovense, Penicillium chrysogenum,
Mucor racemosus, Rhizopus stolonifer, Eurotium amstelodami e Aspergillus ochraceous
(CASTELLARI et al., 2010).

Em indlstrias de produtos carneos, como linguica e paté de figado as espécies de
Penicillium também foram predominantes no ar ambiente de processamento, juntamente com
Eurotium sp. e Cladosporium sp., respectivamente. Porém os locais de maior contagem
fangica foram no gerador e nas cabines de defumacéo para a linguica, e na refrigeragdo com
alta ventilacdo para o paté de figado (SORENSEN et al., 2008).

Numa inddstria de macarrdo, o sistema de ventilacdo nas etapas de processamento
mostrou-se inadequado ocasionando contaminacdo dos produtos. Foram encontrados
Cladosporium sp. (41,2% das amostras), Penicillium sp. (21,4%) e Aspergillus sp. (17,5%),
além de Fusarium sp., Mucor sp., Acremonium sp., Alternaria sp., Rhizopus sp.,
Syncephalastrum sp. e leveduras nas amostras de ar do ambiente. E foi evidenciado que os
trés principais géneros também eram os mais frequentes no ambiente de fora da fabrica, ou
seja, 0s conidios ndo tiveram nenhum obstaculo para entrar na linha de producdo. Problema
este, que € intensificado com a circulacdo precaria de ar nas instala¢fes da fabrica (TSAI &
LIU, 2009).

Kure et al. (2004) também comprovaram a importancia da qualidade do ar ambiente
guando os alimentos permanecem expostos por muito tempo durante o processamento. Num
estudo realizado em quatro industrias de queijos semi-duros os fungos Penicillium commune,
Penicillium palitans, Penicillium solitum e Penicillium roqueforti foram isolados do ar de

fabrica e por mais que em baixas concentragdes, estavam presentes em todas as etapas
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analisadas, sendo que as trés primeiras espécies foram mais frequentes na sala de embalagem

dos queijos em trés das quatro industrias (KURE et al., 2004).

2.4 Tratamentos térmicos aplicados aos empanados congelados de frango e seus efeitos
na qualidade sensorial e microbiol6gica

A forma em que a industria de empanados congelados de frango encontrou de
melhorar as caracteristicas microbioldgicas e sensoriais foi realizando os procedimentos de
fritura por imersao e cozimento em forno convencional (DILL et al., 2009).

A imersdo de alimentos em 06leo no processo de fritura proporciona caracteristicas
Unicas, como sabor agradavel, cor e palatabilidade caracteristicos (ADEDEJI et al., 2009).
Porém, este método tem a desvantagem de incorporar muito 6leo no alimento. Adedeji et al.
(2009) afirma que isto pode ser minimizado com o uso da radiacdo micro-ondas a 6.7 W/g
como pré-cozimento, seguido de fritura a temperatura de 170 °C do 6leo.

A reducdo no tempo de processamento € uma das maiores buscas da industria, neste
aspecto a duracdo do tratamento apés a pré-fritura pode ser reduzido de 11 minutos em forno
convencional para 15 segundos com o cozimento em forno micro-ondas. Segundo Albert et al.
(2009) nenhum dos tratamentos apresentou diferenca significativa entre o rendimento, cor ou
textura, porém as amostras do tratamento com micro-ondas exibiram cores mais claras, o que
ja era esperado, uma vez que a cobertura externa adquire cor dourada tipica pela reacdo de
Maillard em altas temperaturas.

A crocéancia é um dos parametros mais desejados pelos consumidores em empanados
congelados de frango e a fritura esta diretamente relacionada com esta qualidade, juntamente
com as diversas formulagdes de coberturas, temperatura e tipo de 6leo, tempo de fritura e
formato do produto (CHEN et al., 2008; BAIXAULI et al., 2003; ALTUNAKAR et al.,
2004). A adicdo da farinha de soja na cobertura mais externa melhora a textura dos
empanados com fritura em éleo a 180 °C por 12 minutos, devido ao elevado teor de proteinas,
logo resulta no aumento da viscosidade (DOGAN et al., 2005).

Por outro lado, de nada adianta a crocancia externa se o interior do produto nao for

suculento. Varella et al. (2008) coletaram empanados pré-cozidos de supermercados e
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verificaram a qualidade dos mesmos em diferentes tipos de cozimento. Os tratamentos em
micro-ondas (1.15 minutos na poténcia maxima) apresentaram menor conteudo de Oleo e
juntamente com os fritos (180 °C por 3 minutos em 0leo de girassol) apresentaram maior
contetido de umidade, critério associado a suculéncia.

Em seguida, o proximo tratamento térmico de empanados congelados de frango € o
assamento (DILL et al., 2009). A tenacidade ¢ o principal efeito sensorial durante o cozimento
de carnes (CHRISTENSEN et al., 2000), e isso se deve as mudancas das estruturas da carne,
tais como a destruicdo das fibras transversal e longitudinal, a formacéo de gel, agregacédo de
proteinas sarcoplasmaticas e solubilizacdo do tecido conjuntivo (TORNBERG, 2005).
Segundo Leonhart et al. (2004) a utilizacdo de cozimento com injecdo de vapor em
empanados de frango, é mais benéfica do que o cozimento em forno convencional, pois
garante rendimento de até 98,5%, quando a temperatura do forno alcanca 209 °C e o produto
é exposto por 3,6 minutos.

Alimentos cozidos em produtos carneos possuem duas funcdes, a de melhorar a
palatabilidade e tornad-lo seguro para o consumo (TORNBERG, 2005). Muitas técnicas
experimentais de cozimento sdo dificeis de comparar, porque a maioria ndo define claramente
a temperatura interna alcancada no alimento (COMBES et al., 2004). Informacdo de suma
importancia para favorecer a maxima reducdo microbiana dos alimentos.

Para aumentar a vida 0til, o tratamento térmico de cozimento por calor seco é
empregado em empanados congelados de frango, assim ocorre a inativacdo de possiveis
micro-organismos vindos da matéria-prima ou daqueles adquiridos ao longo das etapas do

processamento.

2.5 Tratamento e estabilidade térmica de fungos filamentosos

A industria alimenticia possui varias opcOes de tratamentos térmicos para serem
aplicados aos mais diversos tipos de produtos. A escolha do processamento ideal tem como
prioridade a preferéncia e as expectativas nutricionais, microbiologicas e sensoriais do
consumidor em relacdo ao alimento. No aspecto microbioldgico, o emprego de tratamentos

térmicos tem por objetivo a inativagdo de micro-organismos que possam Ser uma ameaca a
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salde do consumidor ou que proporcionem a deterioracdo, prejudicando a aparéncia do
alimento (JAY, 2005).

A microbiota de cada alimento estd associada com a capacidade de sobrevivéncia dos
micro-organismos que vado sendo adquiridos durante as etapas de processamento. As
caracteristicas proprias do alimento (fatores intrinsecos) e as condi¢fes do ambiente (fatores
extrinsecos) séo limitantes para a sobrevivéncia e multiplicagdo de micro-organismos (JAY,
2005).

A contaminacéo por bactérias em carne de frango, € em geral, mais comum pela maior
probabilidade de fontes contaminantes, como a pele do animal, pelos, patas, contetdo
gastrintestinal, equipamentos, maos e roupas de operarios e agua utilizada para lavagem das
carcacas (ROCA & SERRANO, 1995). Porém desde a década de 80, Gill & Lowry (1982)
reportam a relevancia da deterioracdo de produtos carneos ocasionada por fungos
filamentosos.

A deterioracdo flungica se destaca em produtos carneos nos quais a superficie do
produto se torna seca ou quando o0s parametros intrinsecos sao impeditivos ao
desenvolvimento de bactérias e leveduras (JAY, 2005). Também a suscetibilidade e a falta de
higiene ambiental na prevencgdo de fungos filamentosos nas industrias de alimentos oportuniza
0 aumento das contagens e diversidade fungica. Em empanados congelados de frango a
presenca de fungos dos géneros Penicillium e Aspergillus se torna uma ameaca em funcgédo das
farinhas adicionadas durante o processo (PITT & HOCKING, 2009).

Varios estudos sobre estabilidade térmica tém como foco fungos que produzam
estruturas termorresistentes, como o0s ascosporos de Byssochlamys sp., Eupenicillium sp.,
Talaromyces sp. e Neosartorya sp. (PITT & HOCKING, 2009). E poucos relatam a
importancia de outros micro-organimos, por mais que sejam menos resistentes a aplicacdo de
altas temperaturas, muitos deles apresentam capacidade de sobreviver aos tratamentos
térmicos realizados na industria.

Bucher et al. (2008) reportam a eliminagdo de Salmonella sp. de empanados a
temperatura de 71°C, porém foi isolada em surtos envolvendo empanados pré-cozidos, desta
maneira agéncias de vigilancia sanitaria tem relacionado o consumo de empanados
congelados de frango insuficientemente cozidos como fator de risco para infecgdo alimentar

por Salmonella sp. (CURRIE et al., 2005). Este fato demonstra que mesmo micro-organismos
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sem estruturas de resisténcia térmica (como esporos) eventualmente podem sobreviver a esta
etapa de processamento.

A presenca dos fungos Aspergillus niger, Penicillium corylophilum e Eurotium repens
foi reportada por Dagnas et al. (2014) como frequentemente isolados de produtos de
panificagdo, mesmo ap6s a aplicagdo do cozimento como tratamento térmico. Nas cepas
analisadas verificou-se que o mesmo modelo preditivo em relagdo a temperatura (15-30°C)
pode ser aplicado as trés espécies, porém os efeitos de atividade de agua (0.80-0.98) foram
diferentes para E. repens, o0 que provavelmente se deve pelas espécies de Eurotium sp. serem
xerofilicas, ou seja, se desenvolvem melhor em baixa atividade de 4gua (PITT & HOCKING,
2009).

Em geral, os fungos filamentosos sdo mais sensiveis ao tratamento térmico comparado
com as bactérias, com excecdo dos esporos assexuais de fungos que sdo mais resistentes.
Muitos fatores estdo relacionados com a resisténcia dos micro-organimos, como a atividade
de &gua, a quantidade de gordura, sais, carboidratos e proteinas, pH, nimero de micro-
organismos, idade, compostos inibitérios, tempo, temperatura e efeito aos ultrassénicos (JAY,
2005). Adicionalmente, para os fungos filamentosos os fatores que se destacam na
termorresisténcia sdo a presenca de &cidos organicos, teor de sélidos sollveis, tipos de meios
de aquecimento e a adicdo de conservantes (SLONGO et al., 2005).

2.6 Micro-organismos deteriorantes de carne e produtos carneos sob baixas

temperaturas

Fungos filamentosos constituem-se potenciais deteriorantes de carnes e produtos
carneos (DAVIES & BOARD, 1998). Porém, s6 representam ameaca quando as condicdes
sdo desfavorecidas para as bacterias, ja que estas sdo as principais causadoras da deterioracdo
de carne de frango, sendo o contetdo intestinal a fonte priméaria desses micro-organimos
(JAY, 2005). Em produtos carneos, as bactérias Gram-negativas diminuem o seu crescimento
com tratamentos como o de irradiacdo ionizante, tratamentos com substancias antibioticas,

atividade de agua mais baixas por secagem, salga ou refrigeracdo, ou metodos preventivos
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(DAVIES & BOARD, 1998). A presenca destes fatores representa uma oportunidade para o
desenvolvimento de fungos.

Apesar das bactérias dominarem as contaminacdes relacionadas com o animal, 0s
fungos estdo presentes no ar ambiente das salas de processamento das industrias, por isso
estdo normalmente associados a superficie das carnes (DAVIES & BOARD, 1998). Nos
produtos carneos, os fatores que influenciam no aparecimento de contaminacao fungica séo a
qualidade da matéria-prima, a manutencdo da cadeia de frios, condi¢cdes sanitarias das
instalacBes (equipamentos), as caracteristicas fisicas e bioquimicas do produto e as boas
praticas aplicadas ao processamento (SAMSON et al., 2004).

A temperatura é o fator mais importante na seletividade dos micro-organismos
colonizadores da carne (DAVIES & BOARD, 1998), selecionando 0s géneros e as espécies
capazes de crescer em tal ambiente. Durante o congelamento, a inibicdo pode ocorrer por
causa da reducdo na atividade de &gua que acompanha o congelamento, porém existem fungos
filamentosos que podem se desenvolver em condic¢des de baixas atividade de &gua (PITT &
HOCKING, 2009). Os fungos filamentosos mais xerotolerantes sdo as espécies de
Aspergillus, Penicillium e Eurotium, sendo também os géneros mais envolvidos na
deterioracdo de carnes (DAVIES & BOARD, 1998). Logo, no periodo de estocagem havera
tempo suficiente para o desenvolvimento de espécies destes grupos (SONJAK et al., 2011).

Wigmann et al. (2015) evidenciaram a presenca de fungos filamentosos em
empanados congelados de frango visivelmente deteriorados ainda dentro do periodo de
validade. Penicillium polonicum, Penicillium crustosum, Penicillium commune, Penicillium
solitum, Penicillium manginii e Penicillium glabrum foram as espécies predominantes nas
amostras analisadas, sendo as quatro primeiras espécies produtoras de verrucosidina, penitrem
A e roquefortina C, acido ciclopiazénico e citreoviridina, respectivamente.

As perdas econémicas por deterioracdo fungica de empanados congelados de frango
sdo intensificadas pela ndo adogdo das temperaturas recomendadas para o acondicionamento
de alimentos congelados nos pontos de vendas. A temperatura de -18 °C € indicada pelo
Codex Alimentarius (1976). Mensuracfes em balcdes de produtos congelados de seis
supermercados avaliados no municipio de Santa Maria (RS, Brasil) revelaram que todos
apresentaram em algum momento temperaturas superiores ao recomendado, dando destaque
para um deles, que em trés momentos das 24 avaliacdes 0s produtos encontraram-se expostos
a temperaturas positivas (SACCOMORI et al., 2014).
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Na simulacdo de abuso de temperatura praticado nas gondolas dos supermercados,
Saccomori et al. (2015) observaram que o Penicillium polonicum teve melhor
desenvolvimento quando inoculado em empanados congelados de frango comparado com o
meio de cultura Agar Batata Glicosado (PDA). Durante 0 armazenamento & -5 °C houve o
aparecimento de coldnias visiveis de P. polonicum na 17° semana, em duas marcas diferentes
de empanados de frango. Enquanto que o Penicillium glabrum apresentou temperatura de
crescimento limitante a 0 °C, tanto em meio de cultura quanto nos empanados congelados de
frango, sendo necessario 9 semanas de armazenamento nos empanados para 0 surgimento de
coldnias visiveis do fungo (SACCOMORI et al., 2015).

Em uma avaliacdo de presuntos com baixa atividade de 4gua fabricados na Crodcia, as
espécies presentes durante o periodo de fabricacdo foram Aspergillus spp., Penicillium spp. e
Eurotium spp., porém durante o periodo de producéo, o clima é caracteristico pelo vento frio
da regido, o que favoreceu as espécies xerofilicas, tais como de Eurotium spp. (COMI et al.,
2004).

Ja a micobiota de linguicas gregas deterioradas por fungos e conservadas por
refrigeracdo no periodo de estocagem, tiveram as espécies de Penicillium sp. em 60% das
amostras, como Penicillium solitum, Penicillium nalgiovense e Penicillium commune, sendo
as mais frequentes o P. solitum, P. nalgiovense e Penicillium olsonii (PAPAGIANNI et al.,
2007).

As pesquisas sobre deterioracdo dos alimentos tém progredido bastante rapidamente
no que se refere aos problemas bacterioldégicos, mas o papel de fungos filamentosos e
leveduras ndo € estudado com igual rigor. A deterioracdo fingica em alimentos congelados
ndo possui grande nimero de pesquisas sendo realizadas, embora definitivamente seja um
ponto relevante em produtos conservados por baixas temperaturas.

A melhor forma de evitar as perdas econémicas enfrentadas pela inddstria em relagédo
aos empanados seria definir os pontos de contaminagdo, 0 que torna necessario a investigacao
desde a matéria-prima, os produtos originados em cada etapa do processamento até o produto
final, incluindo a verificacdo da higiene ambiental durante a fabricacdo. Além disso, é de
grande relevancia avaliar a sobrevivéncia das espécies fungicas aos tratamentos térmicos
aplicados industrialmente, ja que estes deteriorantes podem estar presentes na matéria-prima e

ndo serem completamente inativadas durante o processamento.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

e Analisar micologicamente as matérias-primas utilizadas na fabricacdo de empanados
congelados de frango, o produto em diferentes etapas do processamento e o ar do
ambiente de producdo, para se investigar a origem dos principais fungos deteriorantes
deste alimento, bem como avaliar a resisténcia térmica e a capacidade de
sobrevivéncia destes micro-organismos aos tratamentos térmicos aplicados

industrialmente.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar e identificar fungos presentes nas matérias-primas utilizadas para a elaboracéo
de empanados congelados de frango, bem como do produto em diferentes etapas de
elaboracdo;

e Isolar e identificar fungos presentes no ar do ambiente de processamento de
empanados congelados de frango;

e Avaliar a resisténcia térmica de espécies de fungos filamentosos deteriorantes de
empanados congelados de frango;

e Determinar a sobrevivéncia de conidios das espécies deteriorantes a tratamentos de
fritura e assamento similares aos aplicados em industrias de empanados congelados de

frango.
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Resumo

A producdo de empanados congelados de frango pela indlstria de alimentos surgiu da
demanda dos consumidores por produtos de facil elaboracdo pela reducdo do tempo
disponivel para seu preparo. Esta classe de produtos pré-prontos e congelados permite uma
armazenagem por longos periodos, nos quais podera haver situacdes de abuso de temperatura
permitindo sua deterioracdo por fungos filamentosos psicrofilos, sobretudo Penicillium
glabrum e Penicillium polonicum. Segundo informac6es da inddstria, isso representa perdas
de producdo anuais de 1 a 1,5 %. Logo, o objetivo deste estudo foi analisar micologicamente
as matérias-primas, bem como os produtos de cada etapa do processamento e o ar do
ambiente de elaboragdo de empanados congelados de frango a fim de investigar a origem da
contaminacdo fungica. Foram pesados 10 gramas de cada amostra adicionando 90 mL de agua
peptonada a 0,1% e o material foi homogeneizado durante 1 minuto em Stomacher, com
inoculacdo em Agar Dicloran Glicerol 18% (DG 18) para as farinhas; e em Agar Batata
Glicosado (PDA) com cloranfenicol para os produtos apés adicdo de cada farinha, apos
fritura, apds cozimento e produto final ja embalado, seguido de incubacéo a 25 °C por 7 dias.
Para analise da contaminacdo do ar ambiental, placas de Petri com DG 18 foram expostas por
10, 30 e 60 minutos em areas consideradas de risco para a contaminacao fungica e incubadas
nas mesmas condicBes acima descritas. As espécies foram identificadas através da observacdo
de caracteristicas macroscopicas e microscopicas dos isolados. As amostras de farinha
apresentaram contagens entre 10' e 10* UFC/g, predominando as espécies Penicillium
polonicum, Aspergillus flavus, Aspergillus candidus, Eurotium amstelodami e Penicillium
citrinum. As amostras seguintes ao processamento apresentaram uma constante reducdo nas
contagens para 10! UFC/g, com predominancia de P. polonicum. Ja nas 10 amostras
analisadas do produto final, apenas 10% apresentou contaminagdo por P. glabrum, espécie
também predominante no ar ambiente da fabrica. De acordo com os resultados, foi observada
a associacdo da contaminacdo do produto final com a presenca da espécie no ambiente de
processamento dos empanados, provavel fonte de contaminacao do produto.

Palavras-chave: fungos psicréfilos, farinha, ar ambiente, Penicillium glabrum e Penicillium

polonicum.
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4.1 Introducéo

A industria de alimentos esta sempre se adaptando aos interesses dos consumidores. O
aumento da producdo urbana e a inclusdo da mulher no mercado de trabalho resultaram na
demanda por produtos de facil e rapido preparo. A carne de frango € mais favoravel para o
processamento em comparagdo com outros tipos de carnes, por possuir sabor neutro,
consistente e boa textura, além de cor clara (Petracci et al., 2013). Estas caracteristicas
permitem que 0s produtores inovem com sabores e texturas direcionadas para cada tipo de
consumidor (Barbut, 2012). Neste contexto foram desenvolvidos os empanados congelados de
frango, introduzidos no mercado norte-americano pelas cadeias de fast food na década de
1970. Além disso, apresentam valor agregado por serem produtos de conveniéncia devido ao

seu facil preparo e vida util mais longa por serem congelados (Owens, 2001).

Os produtos armazenados em temperaturas baixas possuem a vantagem de preservar
grande parte do valor nutritivo e caracteristicas sensoriais dos alimentos. Porém, embora a
conservacdo a temperaturas inferiores a -10°C a principio ndo permitam o crescimento
microbiano, este método tem a desvantagem de ndo eliminar os micro-organismos presentes,
apenas torna-os inativos. Desta maneira, ao encontrarem condi¢fes ambientais favoraveis, 0s

micro-organismos sao capazes de retomar a sua atividade (Adams & Moss, 2000).

A qualidade dos alimentos armazenados depende das condigdes das matérias-primas
antes da refrigeracdo e congelamento, a higienizacdo durante as etapas do processamento,
além da manutencdo das condi¢cdes de temperatura de maneira ininterrupta no decorrer destes
processos e ao longo da estocagem (Baptista & Linhares, 2005), sendo que oscilacdes
térmicas poderdo desencadear o desenvolvimento e multiplicacdo de micro-organismos pré-
existentes, sobretudo fungos psicréfilos, oriundos da contaminacdo durante as operagdes do
processamento e manuseio, ou até mesmo, vindos da matéria-prima adicionada no produto
(Saccomori et al., 2015). Uma parcela destes poderéd se desenvolver e causar deterioracoes,

alterando as propriedades sensoriais, além do risco a satde (Huis In’t Veld, 1996).

Um estudo sobre empanados congelados de frango revelou que Penicillium
polonicum, Penicillium glabrum, Penicillium commune, Penicillium solitum, Penicillium
crustosum e Penicillium manginii sdo as principais especies deteriorantes destes produtos,

causando perdas econdmicas para a industria de alimentos. Além de representar risco a saude
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do consumidor, visto que possuem capacidade de sintetizar micotoxinas como verrucosidina,

acido ciclopiazénico, roquefortina C, penitrem A e citreoviridina (Wigmann et al., 2015).

Em produtos empanados, varios ingredientes sdo adicionados no momento da sua
elaboracdo, os quais podem ser fontes de contaminacdo microbiana. Durante as etapas de
predust, batter e breader os derivados de cereais utilizados poderdo ser fontes de esporos
fangicos, os quais, se ndao forem eliminados com o processamento térmico, apresentam
potencial de deterioracdo do produto durante o periodo de estocagem (Barbut, 2002). Segundo
Dill et al. (2009), é empregado farinha de trigo na formulagdo das coberturas, o que torna o
produto suscetivel a contaminacdo por varias espécies dos géneros Penicillium, Aspergillus,
Alternaria, Cladosporium e Fusarium, geralmente associados a infec¢do deste cereal (Pitt &
Hocking, 2009).

Outro ponto critico na elaboracdo deste produto é o ar ambiente no setor de
empacotamento (Sveum et al., 1992), considerando que esta € a Ultima etapa dentro da
industria, onde ndo havera nenhum tratamento térmico posterior, também destaca-se a

propriedade dos fungos se disseminarem contaminando o alimento.

O presente artigo tem como objetivo analisar micologicamente as matérias-primas
utilizadas na fabricagéo de empanados congelados de frango bem como o produto final e o ar
ambiente em diferentes etapas do processamento para verificar a origem dos agentes

potenciais da deterioracdo deste alimento.

4.2 Materiais e Métodos
Foram analisadas as matérias-primas, amostras de empanados congelados de frango e

do ar ambiente da producgdo, coletados em diferentes etapas do processamento de uma
industria do estado de Santa Catarina.

4.2.1 Coleta das amostras



30

Foram feitas duas coletas, uma no primeiro e outra no segundo semestre de 2013.
Foram coletados 100 gramas de cada uma das amostras abaixo citadas, compondo 10
amostras de cada uma das matérias-primas e etapas do processamento: farinha predust;
farinha batter; farinha breader (enfarinhamento final); condimentos; massa moldada; massa
apos adicdo da farinha predust; massa apds adi¢do da farinha batter; massa apds a adi¢do da
farinha breader; empanado apés a fritura; empanado ap6s o assamento; empanado apds o
congelamento (produto pronto e embalado). No total, foram coletadas e analisadas 110

amostras do processamento de empanados congelados de frango.

4.2.2. Avaliagdo quantitativa dos fungos filamentosos

As amostras foram coletadas assepticamente em cada etapa do processamento, sendo
pesadas por¢des de 10 gramas, seguido da adicdo de 90 mL de &gua peptonada 0,1%. Em
seguida, a amostra foi homogeneizada em Stomacher durante um minuto. Apds, o
plaqueamento foi em Agar Dicloran Glicerol 18% (DG 18) para as amostras de farinhas e
condimentos. E em Agar Batata Glicosado (PDA) suplementado com cloranfenicol para as
amostras de empanado ap6s o enfarinhamento, fritura, assamento e congelamento (produto
pronto e embalado). Decorrido o periodo de incubacdo, os resultados foram expressos em

unidades formadoras de colonias por grama de produto (UFC/g).

A escolha do meio de cultura PDA foi baseada nos estudos conduzidos por Wigmann
et al. (2015), que verificou ser o mais adequado para a detec¢do dos fungos em empanados
congelados de frango. Davies & Obafemi (1985) acrescentam que os meios de cultura DRBC
e DG 18 possuem mais conservantes na formulagdo (Dicloran e Rosa de Bengala, por
exemplo), o que ndo é indicado para células que podem ter sido danificadas durante o
congelamento dos empanados de frango e nao consigam se desenvolver em meios de cultura

com agentes de inibicao, resultando em contagens mais baixas.

4.2.3 Identificacdo dos fungos filamentosos
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Os fungos foram conservados em meio de Czapeck Extrato de Levedura (CYA) para
posteriormente serem identificados conforme as chaves de cada género. O género Aspergillus
foi identificado de acordo com Klich & Pitt (1988). A identificacdo do género Penicillium foi
realizada conforme Pitt (2000), Pitt (1979) e Samson & Frisvad (2004). Ja a identificacdo de
espécies xerofilicas e outros géneros fungicos, de acordo com Pitt and Hocking (2009).

Os isolados de Aspergillus sp. foram inoculados em trés pontos nas placas de CYA e
Agar Extrato de Malte (MEA) e foram incubados & 25 °C durante 7 dias. Adicionalmente &s
condigdes acima descritas, para a identificacdo do género Penicillium foi precedida a
inoculacdo em meio de CYA com incubagéo nas temperaturas de 5 °C e 37 °C durante 7 dias.

Decorrido o periodo de cultivo, foram mensurados os didmetros médios das 3 coldnias
e observadas as caracteristicas macroscopicas nos diferentes meios de cultura, juntamente

com os atributos microscopicos em microscépio optico de cada isolado.

4.2.4 Determinacédo da contaminacao fungica do ambiente de processamento

Para a analise do ar ambiente adotou-se 0 método de sedimentacéo, foram colocadas
placas de Petri contendo meio Agar Dicloran Glicerol 18% e Agar Dicloran Rosa de Bengala
em duplicata nos diferentes tempos de exposi¢do: 10 minutos, 30 minutos e 60 minutos
(Samson et al., 2002) nos seguintes locais do processamento: na area de resfriamento (entre as
etapas de assamento e congelamento), no congelamento (giro freezer), assim como em dois
pontos da area de embalagem dos empanados. A escolha dos locais de coleta estabelecidos
neste estudo para analise se deve ao empanado ser mais exposto ao ar ambiental nestas etapas

do processamento, possibilitando a deposicdo de esporos fingicos.

As placas foram incubadas a 25°C por 7 dias. Decorrido o periodo de incubacao foram
selecionadas as placas contendo entre 5 e 50 col6nias, ou 0 maior tempo no caso de contagens
inferiores a 5 UFC, seguindo-se o isolamento e identificacdo das espécies como descrito no
item 4.2.3.

4.3 Resultados
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No total foram isolados 495 fungos filamentosos englobando amostras de matérias-
primas, das etapas de processamento e o empanado de frango pronto. E 43 fungos das
amostras de ar coletadas de trés pontos diferentes do ar ambiente de fabricacdo dos
empanados de frango. Nas amostras de farinhas foi observada grande diversidade de géneros
e espécies envolvidos. Foram encontrados 12 géneros diferentes, tais como Absidia sp.,
Aspergillus sp., Cladosporium sp., Curvularia sp., Eurotium sp., Eupenicillium sp., Fusarium
sp., Paecilomyces sp., Penicillium sp., Syncephalastrum sp., Talaromyces sp. e Wallemia sp.
(Tabela 1).

O género Penicillium foi encontrado em 90 e 60% das amostras de farinhas predust e
breader, respectivamente, e 50% nas duas farinhas de Aspergillus sp. A farinha batter
apresentou 90% de frequéncia de ocorréncia de Aspergillus sp. e Eurotium sp., € 0 género
Penicillium sp. em 80% das amostras. Fusarium sp., Aspergillus sp. e Eurotium sp.
apresentaram as maiores médias de contagens flingicas, com 1,62x10%, 3,18x10! e 2,93x10*
UFC/mL na farinha batter. Nas amostras de condimentos, a frequéncia foi baixa e com baixas
contagens fungicas também, apenas 10% das amostras apresentaram os géneros Talaromyces
sp. e Fusarium sp.

Durante o processamento foram coletadas amostras apds cada operacao unitaria, e em
todas as amostras 0 género Penicillium sp. foi o mais frequente. Nas amostras de massa
moldagem e massa depois da adicdo da farinha batter o género Fusarium sp. ocorreu com a
mesma frequéncia. Apenas na etapa de assamento dos empanados o Unico contaminante
presente foi um fungo deméaceo, com apenas 10% de frequéncia de ocorréncia. As maiores
médias das contagens flngicas, na massa moldagem e massa ap6s adicdo de farinha breader
foi o Fusarium sp., na massa ap6s adi¢do de farinha batter e empanado ap6s a fritura foi a
Wallemia sp. e na massa com a adi¢do de farinha predust foi o Aspergillus sp. (Tabela 2).

Nas Tabelas 3 e 4, sdo apresentadas as espécies de Penicillium sp. encontradas nas
etapas de processamento dos empanados de frango. A espécie mais frequente na farinha
predust e segundo mais ocorrente na farinha breader foi o Penicillium polonicum (presente
em 40 e 20% destas amostras, respectivamente), sendo a maior contagem fangica na farinha
predust com 3,70x102 UFC/mL. Na farinha breader o fungo mais frequente foi o P. citrinum
(40%) e com maior contagem fungica de 2,62x10' UFC/mL. Seguido de P. polonicum e

P.funiculosum com a mesma frequéncia de 20% nas farinhas batter. As amostras coletadas
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apos a adicdo das farinhas predust, batter e breader até a etapa de fritura apresentaram o P.
polonicum como mais frequente e também com a maior media de contagem fungica.

Quanto aos produtos finais, os empanados de frango analisados depois do processo de
congelamento e embalados para distribuicdo, apresentaram contaminacdo de Penicillium
glabrum em 10% das amostras.

No ar ambiente de fabrica foram identificados quatro géneros distintos nos trés pontos
de coleta das amostras (area de resfriamento e 2 pontos na area de embalagem), sdo eles
Cladosporium sp. Fusarium sp., Penicillium sp. e Talaromyces sp. Maior biodiversidade foi
encontrada no género Penicillium, que foi também o predominante em todos os locais de
andlise, incluindo as seguintes espécies: P. brevicompactum, P. citrinum, P. chermesinum, P.
glabrum, P. lividum, P. sclerotiorum e P. spinulosum. Destacando o Penicillium glabrum por
ter sido a Unica espécie que esteve presente em todas as salas onde foram expostas as placas

de Petri, com excec¢éo do giro freezer, onde ndo foram isolados fungos.

4.4 Discussao

A predominancia de espécies de Penicillium e Aspergillus esta relacionada com a
composicdo das coberturas predust, batter e breader que constituem-se de misturas de varios
tipos de farinhas, gomas e aditivos. A maioria das misturas utilizadas na inddstria de
alimentos contém farinha de trigo e milho (Dill et al., 2009), o que favorece a presenca destes
géneros. Segundo estudos realizados na Australia, o género predominante foi Penicillium na
farinha de trigo com aumento de 22% nas contagens fangicas do trigo até a farinha, mesmo
que a contagem total de fungos filamentosos tenha reduzido 1 log UFC/mL (10° para 102
UFC/mL) (Berghofer et al., 2003). Porém Cabafas et al.(2008), obtiveram 100% de
ocorréncia de Aspergillus sp. nas amostras de farinha de trigo.

Jé a alta contagem fungica para as espécies de Fusarium sp., se deve provavelmente a
presenca de farinha de milho nas amostras (Pitt & Hocking, 2009), pois os principais fungos
associados ao grdo de milho sé&o Fusarium verticillioides, Fusarium proliferatum e Fusarium
graminearum (Chulze et al., 2010).

Apesar do uso de condimentos em produtos carneos de frango ter sido uma ameaga em
estudos de Witkowska et al. (2011), neste trabalho evidenciou-se que os condimentos tem

pouca influéncia na contaminacéo e subsequente deterioracdo de empanados congelados de
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frango, sendo que apenas uma das 10 amostras analisadas apresentou presenca fungica, com
Talaromyces variabile e Fusarium sp., uma vez que 0s mesmos ndo foram isolados em etapas
subsequentes, conclui-se que foram inativados durante o tratamento térmico aplicado aos
empanados de frango.

Penicillium polonicum é bastante encontrado em cereais (Samson & Frisvad, 2004) o
que esta de acordo com 0 nosso estudo, ja que as coberturas predust e breader apresentaram
maior frequéncia de ocorréncia nas amostras deste fungo.

A reducdo das espécies de Penicillium ao longo do processamento demonstra que
algumas espécies ndo possuem a capacidade de resistir aos tratamentos térmicos, como o de
fritura em 6leo a 195-200 °C e assamento com temperatura de 120-130 °C em forno. E
também a sobrevivéncia de outras, por se adaptarem ao produto carneo, tornando-o assim uma
fonte nutritiva.

Uma das hipdteses para a auséncia de colonias flngicas nas amostras analisadas apds
o0 tratamento de assamento é o limite de detec¢do pelo método adotado, j& que observou-se
que o Penicillium polonicum por mais que tenha sobrevivido ao tratamento de fritura teve sua
contagem média reduzida comparada as amostras iniciais do processamento, que também néo
apresentaram contagens altas de fungos filamentosos. Outra alternativa é de o Penicillium
polonicum ter sido inativado no assamento, e as amostras de empanados terem sido
contaminadas novamente com o ar ambiente entre a etapa de assamento e congelamento,
sendo assim ndo haverd nenhum tratamento térmico posterior para inativa-lo e o fungo tera
tempo suficiente de se desenvolver no produto durante o periodo de estocagem.

Para alimentos congelados, o Codex Alimentarius (1976) recomenda a temperatura de
-18 °C ou inferior durante o acondicionamento dos produtos nas gondolas dos supermercados.
A manutencdo da temperatura durante 0 armazenamento de empanados congelados de frango
constitui-se um fator determinante para o crescimento de espécies fungicas. Saccomori et al.
(2015) relataram a capacidade do P. polonicum se manter ativo a -5 °C por até 120 dias, e o P.
glabrum a 0 °C por 63 dias. Estas informag6es sdo de extrema importancia, visto que, em um
outro estudo foi avaliado as temperaturas dos freezers de 6 supermercados de Santa Maria e
em pelo menos um dos momentos avaliados, todos apresentaram temperatura superior a -5
°C, sendo que 66% (4/6) obtiveram um pico de temperatura acima de 0 °C (Saccomori &
Copetti, 2014).
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Segundo a Tabela 5, verifica-se a presenca de vérias espécies de Penicillium no ar
ambiente de fabrica, 0 que poderé acarretar no despejo dos esporos flngicos sobre o produto
pronto. Considerando que se trata de um género normalmente associado ao crescimento em
baixas temperaturas, ele podera encontrar condi¢cbes de deteriorar o produto posteriormente,
sobretudo em situagdes de abuso de temperatura.

Observou-se a presenca de Penicillium glabrum no ar de todos os ambientes de
processamento, 0 que se torna relevante sendo ele considerado o fungo mais encontrado em
amostras visivelmente mofadas de empanados congelados de frango (Wigmann et al., 2015).
Com Dbase nesta observacdo, acredita-se que o P. glabrum tenha papel importante na
contaminagdo do produto no periodo compreendido entre o final das etapas de tratamento
térmico e o inicio da embalagem. Assim, uma adequada higienizacdo do ambiente de
fabricacdo poderia prevenir a contaminacao e subsequente deterioracdo do produto.

Estudos conduzidos por Asefa et al. (2010) verificaram a predominancia de
Penicillium sp. nas amostras de ar ambiente da producdo de produto carneo curado, 0 que
demonstra a predominancia destas espécies em inddstrias de processamento de produto
carneo. Nielsen (2003) encontrou Aspergillus versicolor e Penicillium chrysogenum como 0s
mais frequentes nas amostras de ar ambiente, porém nenhuma dessas espécies foi encontrada
em nosso trabalho, o que comprova a teoria de que cada ambiente de processamento tera uma
micobiota diferente dependente do produto industrializado.

Um estudo com embutido fermentado seco provou a relacdo do ar ambiente com a
contaminacdo de 50% das amostras, entre as espécies, foram encontradas Penicillium
brevicompactum, Penicillium nordicum, Penicillium nalgiovense e Penicillium chrysogenum,
além de Rhizopus sp, Mucor sp., Eurotium sp. e Aspergillus sp. Adicionalmente, em
concordancia com a nossa pesquisa o Penicillium glabrum foi isolado das amostras de ar na
fabrica, porém ndo é uma ameaca para outros produtos carneos, como em embutidos
fermentados seco (Castellari et al., 2010).

Tsai & Liu (2009) sugerem que a contaminacdo de alimentos industrializados pelo ar
ambiente venha ser pela passagem de conidios entre as janelas e portas da fabrica, o que faz
com que a micobiota interna represente também aquela presente no ambiente externo da
fabrica. Nestes casos, a ventilacdo inadequada dentro das salas de processamento poderia
facilitar a circulagdo dos esporos pelos diferentes ambientes, contaminando o produto em

varias etapas do processo. Kure et al. (2003) complementam sobre a necessidade de adogéo de
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Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) principalmente nas areas em que o alimento é mais
exposto ao ar ambiente, onde ha trafego de funcionarios, e principalmente que os sistemas de
ventilacdo, quando empregados, fluam de areas limpas para areas sujas, minimizando assim a
entrada de esporos das areas sujas.

Samson et al. (2002) destacam a importancia da higienizagdo no ambiente de fabrica
por ser um dos pontos criticos para propagagdo de esporos ou conidios e fragmentos de
micélio fungico. Estudos como o de Kure et al. (2003) comprovam esta afirmacdo, tendo
encontrado espécies de Penicillium no ar ambiente de uma inddstria de processamento de
queijos, e relacionou o problema dos queijos a area de empacotamento.

Segundo Kure et al. (2008) altas contagens flngicas em placas ndo significam
necessariamente que haja maior probabilidade de ser a fonte principal de contaminacéo, pois
os fungos encontrados podem nao ser capazes de se adaptar e crescer no produto em questdo,
por este motivo 0 nosso estudo teve foco em espécies de Penicillium, pelo conhecimento
anterior de serem as espécies predominantes em empanados congelados de frango em estudos
conduzidos por Wigmann et al. (2015).

As espécies de Penicillium glabrum e Penicillium polonicum, principais deteriorantes
de empanados congelados de frango, mostraram-se presentes em varias etapas do
processamento, dando destaque para o P. polonicum nas farinhas e amostras analisadas
durante a producdo até a etapa de fritura, porém das 10 amostras analisadas apds o assamento
dos empanados nenhuma apresentou contaminacdo de espécies de Penicillium. Ja nas 10
amostras analisadas do produto final, uma delas apresentou contaminagdo por P. glabrum,
sendo também a espécie mais encontrada nos locais onde foram coletadas as amostras do ar
ambiente. Estas informacdes revelam que provavelmente a maior fonte de contaminacao de
empanados congelados de frango seja o ar ambiente de fabrica principalmente entre a etapa de

assamento e empacotamento.
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Tabela 1 - Frequéncia da ocorréncia (%) e média da contagem fungica de amostras positivas (UFC/mL) das

fabricagcdo de empanados congelados de frango.

40

matérias-primas utilizadas na

Farinha predust

Farinha batter

Farinha breader

Condimentos

n=10 n=10 n=10 n=10
CT= 4,6x10? CT= 3,4x10? CT=2,9x10? CT=2x10*
FO (%) Meédia (UFC/mL) FO (%) Média (UFC/mL) FO (%) Meédia (UFC/mL) FO (%) Média (UFC/mL)
Absidia sp. - ND 10 1,25x10! - ND - ND
Aspergillus sp. 50 1,76x10! 90 3,18x10? 50 1x10! - ND
Cladosporium sp. 20 3,36x10? 40 <10 40 1,28x10! - ND
Curvularia sp. - ND 10 <10 - ND - ND
Deméceos 10 1x10! - ND 10 1x10! - ND
Eupenicillium sp. 40 1,70x10! 40 <10 - ND - ND
Eurotium sp. 30 <10 90 2,93x10! - ND - ND
Fusarium sp. - ND 70 1,62x10° 10 <10 10 1x10t
Paecilomyces sp. - ND 20 1,03x10! - ND - ND
Penicillium sp. 90 6,3x10! 80 1,62x10! 60 1,57x10! - ND
Syncephalastrum sp. - ND 10 1,25x10! - ND - ND
Talaromyces sp. 30 3,05x10? 20 1,52x10t - ND 10 1x10*
Wallemia sp. 30 <10 30 1,16x10! - ND - ND
Zigomiceto - ND - ND 20 1x10! - ND

n= numero de amostras analisadas; CT= Média da contagem flngica das amostras; FO: % da frequéncia da ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie
fungica/ total de amostras analisadas); ND: Né&o detectado.



41

Tabela 2 - Frequéncia da ocorréncia (%) e média da contagem fangica de amostras positivas (UFC/mL) das etapas de fabricacdo de empanado

de frango.
Massa molde Massa predust Massa batter Massa breader Empanado frito Empanado assado Empanado pronto
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
CT=1,2x10* CT=3,5x10! CT=4,05x10* CT=5,4x10! CT=2,62x10* CT= 1x10? CT= 1x10?
FO  Média FO Média FO Média FO Média FO Média FO Média FO Média
% UFClg % UFClg % UFClg % UFClg % UFC/g % UFC/g % UFC/g
Absidia sp. - ND - ND - ND 10 1,62x10! - ND - ND - ND
Aspergillus sp. - ND 20 1,5x10? 30 <10 20 1,40x10! - ND - ND - ND
Cladosporium sp. - ND 30 <10 - ND 20 <10 10 1x10! - ND - ND
Deméceos - ND 50 1,56x10! 10 1,33x10! 20 1,07x10! - ND 10 1x10! - ND
Eurotium sp. - ND - ND 10 <10 - ND - ND - ND - ND
Fusarium sp. 20 1,5x10? 10 <10 60 1,18x10! 50 2,58x10* 10 1,5x10! - ND - ND
Geotrichum sp. - ND - ND - ND 10 <10 - ND - ND - ND
Penicillium sp. 20 1x10? 40 1,25x10* 60 2,09x10! 80 1,48x10* 20 1,06x10! - ND 10 1x10%
Phoma sp. 10 1x10? - ND - ND ND - ND - ND - ND
Syncephalastrum sp. - ND - ND - ND 10 1,14x10! - ND - ND - ND
Talaromyces sp. - ND 20 <10 20 <10 10 <10 - ND - ND - ND
Wallemia sp. - ND - ND 20 2,41x10* 10 1,62x10! 10 3x10! - ND - ND

n= nimero de amostras analisadas; CT= Média da contagem fungica das amostras; FO: % da frequéncia da ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie

fungica/ total de amostras analisadas); ND: Néo detectado.
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Tabela 3 - Frequéncia da ocorréncia (%) e média da contagem de espécies de Penicillium sp.

(UFC/mL) das matérias-primas utilizadas na fabricacdo de empanado de frango. Para a

andlise das farinhas foi utilizado o meio de cultura Agar Dicloran Glicerol 18% (DG 18).

Farinha predust

Farinha batter

Farinha breader

n=10 n=10 n=10
Média FO Média FO Média
FO(%) (UFC/mL) (%) (UFC/mL) (%) (UFC/mL)

P. biliae 10 2,05x10? - ND - ND
Penicillium sp. série citrina 20 1,22x10* 10 <10 10 1,04x10!
P. brevicompactum - ND 10 1,16x10! - ND
P. chalybeum 10 1,36x10! - ND - ND
P. chermesinum 20 1x10! - ND - ND
P. citrinum 30 1,05x10? 30 1,38x10* 40 2,62x10*
P. commune 10 3,55x10? - ND - ND
P. corylophilum 10 2,05x10* - ND - ND
P. chrysogenum 10 5,47x101 10 1,28x10! - ND
P. crustosum 10 8,46x10! - ND - ND
P. expansum - ND 10 2,5x10! - ND
P. fellutanum 20 5,43x10? - ND - ND
P. funiculosum - ND 10 1,28x10* 20 1x10!
P. glabrum 20 2,61x10? - ND - ND
P. implicatum 10 9,85x10? - ND - ND
P. janthinelum - ND 10 <10 - ND
P. lividum 30 3,39x10* 20 <10 - ND
P. phoenicum 10 5,75x10? - ND - ND
P. polonicum 40 3,70x10° - ND 20 <10
P. restrictum 10 <10 10 <10 - ND
P. roseopurpureum 10 8,46x10* - ND - ND
P. rugulosum 20 1,19x10? - ND - ND
P. sclerotiorum 30 2,06x10? 10 <10 10 1,04x10!
P. spinulosum - ND 20 <10 - ND
Penicillium spp. 40 2,24x10! 40 3x10t 10 1x10!

FO: % da frequéncia da ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie fangica/ total de amostras
analisadas); ND: Nao detectado; n: nmero de amostras.
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Tabela 4 — Frequéncia da ocorréncia (%) e média da contagem de espécies de Penicillium (UFC/g) isolados de amostras de empanados de frango

apo6s a adigdo das farinhas (predust, batter e breader), tratamentos térmicos (fritura e assamento) e produto final. Para a analise das amostras foi

utilizado o meio de cultura Agar Batata Glicosado (PDA).

Massa Molde Massa predust Massa batter  Massa breader Empanado Frito Empanado Assado Produto pronto
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
FO Média FO Média FO Média FO Média FO Média FO Média FO Média
% UFCl/g % UFClg % UFClg % UFCl/g % UFC/g % UFC/g % UFC/g
P. biliae - ND - ND - ND - ND - ND - ND - ND
P. brevicompactum - ND - ND - ND - ND 10 1x10t - ND - ND
P. citrinum - ND 10 1x10t 10 <10 20 1,07x10t - ND - ND - ND
P. crysogenum - ND - ND - ND 10 1x10t - ND - ND - ND
P. decumbens - ND 10 <10 - ND - ND - ND - ND - ND
P. expansum - ND - ND - ND 10 2,31x10t - ND - ND - ND
P. glabrum - ND - ND - ND 10 2x101 - ND - ND 10 1x10!
P. lividum - ND 20 <10 - ND 10 1,14x10t - ND - ND - ND
P. minioletum - ND - ND - ND 10 1x10t - ND - ND - ND
P. polonicum - ND 20 2,37x10* 20 3,12x10* 40 2,42x10* 10 <10 - ND - ND
P. rugulosum 10 1x10t - ND - ND - ND - ND - ND - ND
P. sclerotiorum - ND 10 <10 10 1,8x10t 20 <10 - ND - ND - ND
P. spinulosum 10 1x10* - ND - ND 20 <10 - ND - ND - ND
P. solitum - ND - ND 20 3,47x10t - ND - ND - ND - ND
Penicillium spp. - ND 10 1x10! 30 <10 40 1,40x10t 20 1,25x10t - ND - ND

FO: % da frequéncia da ocorréncia (nimero de amostras que apresentaram a espécie flngica/ total de amostras analisadas); ND: Néo detectado; n: nimero de amostras.
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Resumo

A deterioracdo fungica causa grandes perdas econdmicas para a industria de alimentos,
resultando em um produto com alteracbes de cor, sabor e principalmente aparéncia
indesejavel, o que proporciona rejeicdo por parte dos consumidores. Além disso, existe a
possibilidade de algumas espécies produzirem micotoxinas, representando um perigo de satde
publica. Os empanados congelados de frango sdo focos de deterioracdo por fungos
filamentosos, principalmente por Penicillium polonicum, Penicillium glabrum, Penicillium
commune, Penicillium solitum e Penicillium crustosum, correspondendo a perdas anuais
estimadas de 1 a 1,5%. O objetivo deste trabalho foi avaliar a resisténcia térmica dos isolados
de Penicillium commune (NGT 16/12), Penicillium polonicum (NGT 23/12 e NGT 33/12),
Penicillium glabrum (NGT 29/12 e NGT 35/12), Penicillium solitum (NGT 30/12) e
Penicillium crustosum (NGT 51/12) e o efeito dos tratamentos térmicos de fritura e assamento
aplicados na inddstria de alimentos sobre essas espécies. E depois, a selecdo da cepa mais
resistente aos tratamentos, verificar qual a temperatura e tempo capazes de diminuir a
contagem do fungo inoculado no empanado de frango. Primeiramente, verificou-se a
capacidade dos conidios das espécies de sobreviverem ao choque térmico no tampao fosfato
pH 7.2 em tubos TDT (Thermal Death Tubes). Apds foi inoculado cada fungo separadamente
nos empanados congelados de frango e aplicado o tratamento de somente frito, somente
assado e do tratamento combinado (frito e assado). Neste experimento, estabeleceu-se a partir
do numero de reducdes decimais durante o tratamento completo, o fungo que menos foi
afetado pelo processamento. As analises confirmaram que nenhuma das cepas ¢€
termorresistente, pois foram inativados com o choque térmico no tampdo fosfato pH 7.2 em
tubos TDTs. Ja os conidios inoculados de cada cepa nos empanados de frango e submetidos
aos tratamentos, o P. commune NGT 16/12, P. polonicum NGT 23/12, P. solitum NGT 30/12
e P. crustosum NGT 51/12 demonstraram sobrevivéncia no tratamento combinado (fritura e
assamento). Sendo que a cepa mais resistente ao processo foi o P. polonicum NGT 23/12, que
reduziu a 3,29 log UFC/g da contagem inicial nos empanados quando alcangou 78 °C de
temperatura interna aos 10 minutos e 30 segundos de assamento. Estes dados evidenciam a
necessidade de novas adequacdes para a industria processadora de empanados congelados de
frango direcionadas a eliminacdo de fungos filamentosos contaminantes.

Palavras-chave: Deterioracdo fangica, Penicillium polonicum, fritura e assamento.
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5.1 Introdugéo

O crescimento microbiano representa um importante obstaculo na industria de
alimentos, frequentemente desencadeado por falhas na higienizacdo e na implantacdo de
programas de qualidade que contribuam para a inativacdo de possiveis micro-organismos
originados geralmente a partir da matéria-prima ou durante as etapas de processamento
(Tondo & Bartz, 2011). O desenvolvimento de fungos pode resultar em varios tipos de
deterioracdo como sabor indesejavel, formacdo de toxinas, descoloracdo, apodrecimento e
formacéo de propagulos patogénicos e alergénicos (Samson et al., 2002).

As bactérias, em geral, sdo as responsaveis pela deterioracdo em produtos carneos em
fatores ideais de pH, atividade de agua e temperatura (Jay, 2005). Nestas condi¢es, os fungos
sdo desfavorecidos devido ao maior tempo de geracdo (Pitt & Hocking, 2009). Contudo, os
fungos filamentosos sdo mais versateis que as bactérias na superacdo de barreiras de pH,
temperatura e atividade de &gua, parametros frequentemente empregados pela industria para
controle microbiano. Logo, por mais que a deterioracdo flngica ndo seja muito comum em
carne de frango, ela acontece mais facilmente quando a superficie do produto se torna seca ou
quando os parametros intrinsecos dos alimentos sdo impeditivos ao desenvolvimento de
bactérias e leveduras, o que ocorre principalmente nos periodos pds-processamento, sobretudo
durante o periodo de estocagem (Jay, 2005).

A conservacdo dos alimentos pelo frio tem a vantagem de preservar grande parte do
valor nutritivo e caracteristicas sensoriais dos alimentos. No entanto, embora os alimentos
conservados a temperaturas inferiores a -10°C a principio ndo permitam o crescimento
microbiano, este método tem a desvantagem de ndo eliminar os micro-organismos presentes,
apenas torna-os inativos. Desta maneira, ao encontrarem condi¢cGes ambientais favoraveis, o0s
micro-organismos sdo capazes de retomar a sua atividade (Adams & Moss, 2000). Por esta
razdo € importante assegurar a boa qualidade das matérias-primas antes da refrigeracdo e
congelamento, a inocuidade durante o processamento do produto, além de manter um controle
cuidadoso da temperatura ao longo da estocagem nas gondolas dos supermercados (Baptista
& Linhares, 2005).

Varios estudos reportam o isolamento de fungos filamentosos em produtos carneos
(Lépez-Diaz et al., 2001; Comi et al., 2004; Papagianni et al., 2007; Asefa et al., 2009;

lacumin et al., 2009; Castellari et al., 2010; Sonjak et al., 2011). E poucas pesquisas existem
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sobre a deterioragdo fungica de empanados congelados de frango, porém hé a perda estimada
de 1 a 1,5 % destes produtos na industria brasileira (Wigmann, et al., 2015a). Neste mesmo
artigo, os autores mencionam que os fungos Penicillium glabrum, Penicillium polonicum,
Penicillium commune, Penicillium solitum e Penicillium crustosum séo as principais espécies
relacionadas com essas perdas apresentando deterioracdo visivel em empanados congelados
de frango no decorrer do periodo de estocagem.

Sabe-se que os tratamentos térmicos de fritura por imersdo em 6leo e assamento fazem
parte das etapas de processamento de empanados congelados de frango tendo como funcéo
principal melhorar as caracteristicas sensoriais e microbiolégicas do produto (Barbut, 2009).
Logo, torna-se importante o estudo da termorresisténcia e o efeito dos tratamentos de fritura e
assamento sob a sobrevivéncia de espécies de Penicillium predominantemente envolvidas na
deterioracdo de empanados congelados de frango. Assim como, a partir do conhecimento da
espécie mais resistente ao processo, verificar o nimero de reducbes decimais obtidos com

estes tratamentos em funcdo da temperatura alcangada no interior do empanado de frango.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Fungos filamentosos e preparo das suspensées de conidios

Os fungos utilizados neste estudo foram Penicillium commune (16/12 NGT),
Penicillium polonicum (23/12 NGT e 33/12 NGT), Penicillium glabrum (29/12 NGT e 35/12
NGT), Penicillium solitum (30/12 NGT) e Penicillium crustosum (51/12 NGT). Todas as
cepas testadas foram isoladas a partir de empanados congelados de frango deteriorados,
oriundos da devolugdo por consumidores insatisfeitos com o produto adquirido. A
identificacdo destes isolados foi confirmada atraves de analise de metabdlitos secundarios
(Wigmann et al., 2015a).

Para o preparo das suspensdes de conidios, placas contendo Agar Extrato de Malte
(MEA) (extrato de malte, 20 g (Neogen, EUA); glicose, 20 g (SPlab, BR); agar, 20 g (Kasvi,
BR); peptona, 1 g (Kasvi, BR); agua destilada, 1 L) foram inoculadas com cada cepa flngica,
seguindo-se incubacdo a 25 °C por 7 dias. Os conidios foram coletados através de raspagem

do micélio de cada placa usando solucéo estéril de agua destilada e Tween 80, quando mais de
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90% dos conidios foram observados no campo das laminas do microscdpio 6ptico. Entéo, foi
realizada a filtracdo com gaze estéril para retencdo do micélio e fragmentos de hifas. Logo, foi
feita centrifugacdo a 11 962, 6 x g (Sorvall RC-5C, Dupont, EUA) por trés vezes consecutivas
a 5 °C por 15 minutos, intercalando-se lavagens com agua destilada esteril a cada ciclo (Silva
etal., 2010).

A concentragdo de conidios nas suspensdes de cada fungo foi padronizada em 108
conidios/mL com o auxilio de cAmara de Neubauer e confirmadas através de inoculacdo em

MEA (5 dias/ 25 °C), seguindo-se de estocagem a -18°C, por até 4 meses.

5.2.2 Avaliacdo da capacidade de sobrevivéncia de conidios de Penicillium spp. ao choque

térmico em tampdo fosfato pH 7.2

Considerando-se que uma das hip6teses para deterioracdo dos empanados de frango,
seja a sobrevivéncia de conidios ao tratamento térmico aplicado durante as etapas de fritura e
assamento, buscou-se verificar se os conidios das cepas estudadas possuiam capacidade de
sobreviver ao choque térmico em tampao fosfato pH 7.2 (fosfato de potassio, 34 g (Inlab,
BR); 4gua destilada, 500 mL). Nos Thermal Death Tubes (TDT; 8 mm de didmetro externo, 6
mm de didmetro interno e 1 mm de espessura) foram adicionados 1 mL de solucdo tampéo

fosfato e 1 mL da suspensdo de cada uma das cepas de Penicillium spp.

Os tubos TDTs foram posteriormente selados e dispostos em banho-maria (Tecnal TE
057, Tecnal, BR) com &gua a 80°C por 10 e 30 minutos. Os bindmios tempo/temperatura
utilizados correspondem as condicBes para confirmacdo da resisténcia térmica dos fungos
(Beuchat & Pitt, 2001). Ap6s o tratamento, os tubos TDTs foram retirados do banho-maria e
imediatamente resfriados. Em seguida, os tubos TDTs foram abertos e foi feito plaqueamento
em superficie de MEA suplementado com cloranfenicol (1 mL/L de meio de cultura) e
incubacdo a 25 °C por 7 dias. Decorrido o periodo de incubacéo procedeu-se a verificagdo da
inativacdo dos conidios (auséncia de col6nias fungicas nas placas). Os experimentos foram

realizados em quintuplicata e repetidos duas vezes.
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5.2.3 Efeito das etapas de fritura e assamento de empanados de frango na sobrevivéncia de
Penicillium spp.

5.2.3.1 Empanados de frango e inoculacdo com os conidios de Penicillium spp.

Os empanados de frango foram cedidos por uma industria processadora de alimentos.
Os empanados de frango utilizados eram semi-prontos, ou seja, coletados na etapa anterior ao
processo de fritura e assamento feito pela industria, para permitir a simulacdo do efeito dos
tratamentos térmicos em laboratério. As suspensbes de conidios foram inoculadas nos

empanados em quantidade suficiente para se atingir uma concentracéo final de 108 conidios/g.

5.2.3.2 Efeito da fritura e assamento sobre a inativacdo e sobrevivéncia de Penicillium spp.

em empanados de frango

Apbs a inoculagdo dos conidios, dividiram-se os empanados congelados de frango nos
seguintes grupos: i) empanados de frango submetidos somente ao processo de fritura, ii)
empanados de frango submetidos somente ao processo de assamento e iii) empanados de
frango submetidos ao processo completo (fritura e assamento). Paralelamente, dois grupos
controle foram preparados: i) controle positivo e ii) controle negativo. As condi¢bes de fritura

e assamento aplicadas visaram simular as condi¢des de processamento na industria.

O tratamento de fritura foi realizado em um recipiente de aluminio com éleo de soja
(Soya, Bunge Brasil) a 195-200°C. J& o assamento foi realizado em forno elétrico industrial
(8-4000W, Imequi, BR), a temperatura de 120-130°C até que o empanado alcancasse a
temperatura interna de 70 °C. Esta temperatura corresponde & temperatura minima para o

assamento do produto durante o processamento industrial.

Para o tratamento do grupo de amostras somente a serem fritos, 0s empanados de
frango congelados (temperatura inicial de 0°C) foram imersos por 6 segundos em 0Oleo de soja
a 195-200 °C.
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No tratamento do grupo de amostras somente a serem assados, 0os empanados de
frango (temperatura inicial de aproximadamente 0°C no interior do empanado) foram assados

em forno elétrico industrial a temperatura de 120-130°C.

E para o grupo de amostras submetido ao tratamento combinado (fritura, sequido de
assamento), os empanados foram fritos por 6 segundos em 0leo de soja a 195-200 °C. Sendo
imediatamente assados em forno elétrico industrial a temperatura de 120-130°C até que o

empanado alcancgasse 70 °C no centro do produto.

No grupo de controle positivo, os empanados de frango foram inoculados com o

respectivo fungo e ndo foram submetidos ao tratamento térmico.

No grupo de controle negativo, os empanados de frango ndo tiveram inoculagdo de

fungos e também ndo foram submetidos ao tratamento térmico.

Os dados de temperatura foram coletados no inicio e no final de cada experimento
com o auxilio de um coletor de dados de temperatura (Termopar flexivel de cobre e

constantan tipo T, RSA, BR). Estes experimentos foram repetidos duas vezes.

5.2.3.3 Enumeracao de fungos nos empanados de frango submetidos aos tratamentos

As amostras de empanados de frango submetidas aos processos de fritura e/ou
assamento foram pesadas (10 g), seguindo-se adicdo de 90 mL de agua peptonada 0,1% e
homogeneizacdo (Stomacher 400, Seward Lab System, EUA) por 1 minuto. Posteriormente,
aliquotas foram plaqueadas em MEA suplementado com cloranfenicol (100 mg/L de meio de
cultura), seguindo-se incubacdo a 25 °C por 7 dias. Decorrido o periodo de incubacéo, as
col6nias foram enumeradas e os resultados expressos em unidades formadoras de colnias por
grama de produto (UFC/g). Determinou-se o numero de redugdes decimais alcancadas por
cada operacdo unitaria estudada (fritura, assamento e fritura + assamento), considerando-se a
populacgéo inicial (No) e populagdo final (Nf) dos fungos inoculados nos empanados de frango,

através da equagédo (No — Nf = n°de reduces decimais).



51

5.2.3.4 Inativagéo de Penicillium polonicum (cepa 23/12 NGT) durante o processamento
térmico de empanados de frango

A cepa mais resistente aos tratamentos térmicos simulados no item 5.2.3.2, foi
selecionada para estudo nesta etapa. Os empanados de frango foram inoculados com
suspensdo de conidios de P. polonicum (23/12 NGT) visando-se atingir uma concentracdo de
10° conidios/g. Posteriormente, os empanados de frango foram submetidos ao processamento
térmico, que consistiu de fritura com éleo de soja a 195-200°C por 6 segundos, seguindo-se
cozimento em forno a 120-130°C. Para se determinar a inativagdo de P. polonicum (cepa
23/12 NGT) durante o assamento dos empanados de frango, amostras foram coletadas em
diferentes intervalos até o tempo maximo utilizado pela industria durante esta etapa (10 — 12
minutos). A enumeragdo dos fungos foi realizada conforme item 5.2.3.3. Os experimentos

foram repetidos duas vezes.

5.2.5 Anélise estatistica

Para a analise estatistica foi feito uma analise de variancia (ANOVA) seguido do teste
Scott-Knott na versao 7.6 (Campina Grande, Brasil) com nivel de significancia p < 0.05 (Silva
& Azevedo, 2002).

5.3 Resultados

Nenhuma das cepas estudadas, P. commune (NGT 16/12), P. polonicum (NGT 23/12 e
NGT 33/12), P. glabrum (NGT 29/12 e NGT 35/12), P. solitum (NGT 30/12) e P. crustosum
(NGT 51/12) apresentaram capacidade de sobrevivéncia ao choque térmico em tampao
fosfato pH 7.2 nos tubos TDTSs.

A contagem flangica média do grupo de controle negativo, ou seja, ndo inoculados e
ndo submetidos ao tratamento térmico, foi de 2,60 log UFC/g de empanado de frango. Na
Figura 1, encontra-se a relacdo da temperatura interna (°C) dos empanados de frango durante

a fritura e o assamento de acordo com o tempo (minutos) até que o centro do alimento alcance
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70 °C, temperatura de controle utilizada pela indUstria. Observou-se que na maioria das cepas
inoculadas nos empanados a temperatura de 70 °C foi alcangada entre 7 e 8 minutos durante o

assamento em forno.

Verificaram-se as médias e desvio padrdo das redugdes decimais de cada cepa
inoculada no empanado de frango durante os tratamentos de somente fritos, somente assados
e tratamento combinado (frito e assado) na Tabela 1. De acordo com os resultados, o P.
commune (NGT 16/12), P. polonicum (NGT 23/12), P. glabrum (NGT 29/12), P. solitum
(NGT 30/12) e P. crustosum (NGT 51/12) apresentaram diferenca significativa (p < 0.05)
entre as cepas somente quando foi realizado o tratamento combinado. Os tratamentos de

somente fritos e somente assados obtiveram reducdes decimais semelhantes.

No tratamento combinado (fritura e assamento), o P. polonicum (NGT 23/12)
apresentou a menor reducdo decimal em comparagdo com as outras cepas de 1,78 log UFC/qg,
e 0 P. polonicum (NGT 33/12) a maior reducdo decimal de 5,24 log UFC/g, ou seja, 0 menos

resistente ao processo.

Apbs a verificacdo do P. polonicum (NGT 23/12) ser a cepa mais resistente no
tratamento combinado aplicado ao empanado de frango, a Figura 2 demonstra o tempo
(minutos) dos tratamentos aplicados (fritura e assamento), média da contagem fungica (log

UFC/g) e temperatura (°C) interna dos empanados de frangos.

Nesta etapa, constatou-se que a partir da fritura até 1 minuto e 30 segundos de
assamento teve 0,91 log UFC/g de reducdo, de 5,71 para 4,80 log UFC/g. E que até 6 minutos
e 30 segundos de assamento, as contagens fungicas mantiveram-se estaveis
(aproximadamente 4 log UFC/g) com um aumento da temperatura de 23 para 64 °C
internamente no empanado. J& quando a temperatura aumentou de 64 para 72°C houve
reducdo de 0,79 log UFC/g aos 8 minutos e 30 segundos de assamento, e quando comparado
ao controle positivo teve 2,02 log UFC/g de reducdo. Quando se alcangou a temperatura
interna de 78 °C aos 10 minutos e 30 segundos a redu¢do em comparagdo com 0s 8 minutos e
30 segundos foi de 1,27 log UFC/g durante o assamento, e em relagdo ao controle positivo foi
de 3,29 log UFC/g.
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5.4 Discussao

A inibicdo das cepas ao choque térmico aplicado aos conidios era esperada, pelo fato
dos fungos estudados ndo produzirem estruturas de resisténcia, como 0S ascosporos, comuns
em especies de Byssochlamys sp., Eupenicillium sp., Talaromyces sp. e Neosartorya sp. (Pitt
& Hocking, 2009). Testes de resisténcia térmica por 10 minutos comprovam que conidios de
Eurotium amstelodami, Eurotium chevalieri, Aspergillus candidus e Wallemia sebi numa
contagem inicial de 2 log UFC/mL foram inativados a temperatura de 70 °C, e & 50 °C
obtiveram 107, 128, 102 e 42 % de sobreviventes, respectivamente (Pitt & Christian, 1970).

O comportamento das espécies neste estudo foi pesquisado devido aos resultados
prévios de Wigmann (2015b) em que na andlise micoldgica da cadeia produtiva de
empanados congelados de frango foi detectada alta incidéncia de algumas das principais
espécies deteriorantes nas matérias-primas adicionadas no produto (farinha predust e farinha
breader), surgindo o questionamento da probabilidade destes fungos, apesar de psicrofilos
(Samson et al., 2002), conseguirem sobreviver as condicdes estabelecidas no tratamento
combinado (fritura e assamento) pela indUstria de alimentos.

Devido a inexisténcia de trabalhos semelhantes na literatura, os resultados obtidos tém
valor significativo, servindo como ponto de partida para trabalhos mais abrangentes sobre a
sobrevivéncia de espécies fungicas em empanados congelados de frango.

As espécies P. polonicum NGT 23/12, P. commune NGT 16/12, P. solitum NGT 30/12
e P. crustosum NGT 51/12 sobreviveram ao tratamento combinado (fritura, seguido de
assamento) quando inoculados em empanados congelados de frango, mesmo sendo
caracteristico destas espécies serem inativadas a estas temperaturas de exposicdo sem o0
empanado como meio nutritivo.

No experimento, o P. polonicum apresentou diferenga entre as duas cepas inoculadas
nos empanados de frango (Tabela 1). Sendo o P. polonicum NGT 23/12 0 mais resistente em
comparagdo com as outras cepas ao tratamento completo (fritura e assamento), e o P.
polonicum NGT 33/12 0 menos resistente. Acredita-se que a contaminagéo por P. polonicum
se deva a adicdo de farinhas contaminadas (Wigmann, 2015b), logo ndo ha como definir o
momento em que 0s grdos sao infectados durante a colheita ou que os fungos iniciaram a

deterioracdo da farinha. O que pode resultar em conidios com idades possivelmente distintas,
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sendo um dos fatores interferentes na resisténcia térmica dos fungos filamentosos (Samson et
al., 2002).

Os tratamentos de somente fritos e somente assados ndo apresentaram diferenca
significativa, porém observou-se que a fritura teve efeito sobre a inativacdo de micro-
organismos presentes no alimento de até 1,92 log UFC/g no tratamento com o P. crustosum
NGT 51/12, contrariando a afirmacdo de que a uUnica funcdo da fritura € melhorar as
caracteristicas sensoriais do produto, como a crocancia (Chen et al., 2008).

A partir da selecdo da cepa mais resistente que foi o P. polonicum NGT 23/12 (Figura
2) verificou-se que o empanado frito teve uma reducdo de 0,91 log UFC/g, por outro lado com
o0 tratamento combinado foi de 2,02 log UFC/g ao alcangar 72 °C no interior do empanado de
frango. Extrapolando-se as observacfes laboratoriais caso a indudstria esteja trabalhando com
matéria-prima de alta contagem flngica pode ser necessario aplicar um processamento com
temperaturas mais altas afim de garantir a inocuidade do empanado de frango. Visto que até
mesmo Salmonella foi isolada de empanados a 71 °C (Bucher, 2008).

Logo a temperatura de 70°C pode ndo estar eliminando as bactérias patogénicas
normalmente associadas a este produto, e tdo menos o P. polonicum, que representa perdas
econdmicas sobretudo se houvesse abuso de temperatura durante a armazenagem (Saccomori
et al., 2015) e além disso um risco na saude do consumidor, pela possibilidade de produzir
micotoxinas.

Embora muitos micro-organismos possam contaminar os empanados de frangos,
apenas aqueles com habilidade de se desenvolver em baixas temperaturas terdo a capacidade
de deteriorar este tipo de produto congelado. Em condi¢fes de baixa temperatura, o tempo de
geracgdo estara ainda mais elevado e o problema na maioria das vezes se tornara evidente no
decorrer do periodo de estocagem, seja na empresa processadora, nas gondolas de
supermercados ou na residéncia de consumidores (Saccomori et al., 2015).

O perigo de multiplicacdo dos fungos durante o periodo de estocagem aumenta com o
descumprimento das leis sobre a temperatura ideal dos alimentos congelados durante o
armazenamento. Saccomori & Copetti (2014), verificaram que 4 dos 6 supermercados
analisados apresentaram pelo menos em algum momento temperaturas acima de 0°C. Ou seja,
as falhas da indastria associadas ao armazenamento incorreto por parte dos varejistas,
permitem a multiplicacdo dos fungos psicrofilos contaminantes do produto e potencializa os

problemas de deterioracdo flngica em empanados congelados de frango.
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Até meados do século passado a preocupagdo com a deterioragdo fungica em géneros
alimenticios ndo era expressiva, uma vez que os fungos eram considerados causadores apenas
da deterioracdo superficial de alimentos, mas a sua importancia esta cada vez mais evidente
com as descobertas dos metabdlicos toxicos produzidos por esse grupo, as micotoxinas, e seus
efeitos carcinogénicos e tdxicos sobre o organismo humano (Samson et al., 2002). Estudos
revelaram que o P. polonicum produziu verrucosidina em condicGes laboratoriais, neurotoxina
de alta toxicidade, tendo o empanado congelado de frango como forma de crescimento
(Wigmann et al., 2015a).

Nem mesmo o aquecimento do alimento na casa do consumidor pode ser considerado
um fator de diminui¢do na contaminagdo microbiana dos empanados congelados de frango, ja
gue segundo Roccato et al. (2015), aléem das especificacdes das embalagens nem sempre
serem adequadas visando a qualidade microbiol6gica do produto, também ha o problema do
consumidor ndo seguir corretamente o que deve ser realizado para que o alimento esteja
seguro. Niveis de apenas 10 UFC/g inoculados de Salmonella Typhimurium s&o suficientes
para 0 crescimento em produtos cozidos a base de carne de frango quando aplicacdes
inadequadas sdo realizadas pelo consumidor (Roccato et al., 2015).

Na anélise micoldgica realizada por Wigmann (2015b) no empanado depois de frito a
média de contagem fungica foi de 1,42 log UFC/g em condi¢cdes reais na indistria de
alimentos, entdo um dos intuitos deste artigo foi tentar reduzir esta carga fungica observada na
etapa de fritura em empanados congelados de frango.

De acordo com os resultados encontrados no experimento com o P. polonicum, cepa
mais resistente aos tratamentos (Tabela 1), verificou-se que o alcance de 68 °C no interior do
empanado obteve a reducdo de apenas 0,23 log UFC/g, quando comparado ao empanado frito
e a 72 °C obteve 1,11 log UFC/g, sendo essas temperaturas ndo suficientes para diminuir a
carga fungica em condicBes reais de 1,42 log UFC/g apresentadas no empanado frito.
Somente com a temperatura de 78 °C interna do produto que esta contaminagdo seria
eliminada resultando em 2,38 log UFC/g de reducéo.

Estes dados evidenciam a necessidade de novas adequagdes para a inddstria
processadora de empanados congelados de frango, tendo-se comprovado que o controle da
temperatura interna de 70 °C durante o assamento ndo € capaz de diminuir a contagem

fangica dos principais fungos filamentosos deteriorantes deste produto.
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Tabela 1 — Média e desvio padrdo do inoculo de cada espécie fungica e do ndimero de
reducdes decimais dos tratamentos térmicos de fritura, assamento e tratamento combinado
(fritura + assamento) aplicados sobre espécies de Penicillium.

Inéculo inicial Reducdes decimais a partir do inéculo
(log UFC/g) (log UFC/g)
Cepa Identificacéo Fritura Assamento Fritura + Assamento
NGT 16/12 P. commune 5,85+0,00 1,02+0,05a* 0,08 +0,10a 2,92 £0,11b
NGT 23/12 P. polonicum 5,62+0,10 1,00+£0,15a 0,02 +0,00a 1,78 +0,96b
NGT 29/12 P. glabrum 3,34+0,06 1,25+0,21a 0,17 +0,09a 3,35 £0,05b
NGT 30/12 P. solitum 4,7840,12 1,01£0,03a 0,04 £0,11a 2,21 £0,62b
NGT 33/12 P. polonicum 5,23+0,08 1,66 £0,4%9a 0,20 +0,04a 5,24 +0,06a
NGT 35/12 P. glabrum 4,85+0,10 1,76 £0,24a 0,27 +0,13a 4,85 +0,08a
NGT 51/12 P. crustosum 5,64+0,70 1,92+0,32a 0,88 +0,61a 2,56 +0,12b

*As medias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si. Foi aplicado o Teste de Scott-Knott
ao nivel de 5% de significancia.
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== P. commune (16/12 NGT)  ==de=P. polonicum(23/12 NGT) P. glabrum(29/12 NGT)
=== P. solitum (30/12 NGT) =@=—P. polonicum (33/12 NGT)  ====P. glabrum (35/12 NGT)

e P crustosum (31/12 NGT) — === Conirole

TEMPERATURA (°C)

TEMPO (MINUTOS)

Figura 1 — Relagdo entre tempo (minutos) e temperatura (°C) atingida no interior de

empanados de frango inoculados com Penicillium spp. durante a etapa de assamento.
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Figura 2 — Resultados de tempo (minutos), média da contagem fangica (log UFC/g) e

temperatura (°C) de empanados de frango inoculados com Penicillium polonicum NGT 23/12

ao longo dos tratamentos térmicos (fritura, seguido de assamento).
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6 CONCLUSOES

e O género Penicillium foi o predominante nas amostras analisadas, tendo sido isoladas
pelo menos 29 espécies diferentes. Ressalta-se a predominancia dos géneros
Aspergillus e Eurotium na farinha batter, e de Fusarium sp. e Talaromyces sp. nos
condimentos;

e Com relacéo as espécies, o Penicillium polonicum teve destaque pela maior frequéncia
de ocorréncia nas amostras de farinha predust, massa predust, massa batter, massa
breader e empanado frito;

e [oi observada reducdo na contaminacao flngica ao longo do processamento térmico
aplicado na industria, sendo que somente Penicillium brevicompactum e Penicillium
polonicum foram isolados em amostras apos a fritura;

¢ No produto final (empanado de frango congelado e embalado) foi isolado Penicillium
glabrum em 1 das 10 amostras;

e O Penicillium glabrum também foi a espécie mais frequentemente isolada do ar nas
areas de processamento analisadas, evidenciando a possibilidade de deposicdo dos
esporos do ar na superficie dos empanados congelados de frango, provocando a
recontaminacédo do produto;

e Ndo foi evidenciada resisténcia térmica nas cepas de Penicillium commune (NGT
16/12), Penicillium polonicum (NGT 23/12 e NGT 33/12), Penicillium glabrum (NGT
29/12 e NGT 35/12), Penicillium solitum (NGT 30/12) e Penicillium crustosum (NGT
51/12), quando submetidas ao choque térmico nos tubos TDTs (Thermal Death Tubes)
em tampéo fosfato pH 7.2;

e Penicillium commune (NGT 16/12), Penicillium polonicum (NGT 23/12), Penicillium
solitum (NGT 30/12) e Penicillium crustosum (NGT 51/12) sobreviveram ao
tratamento aplicado de fritura seguido de assamento, quando conidios foram
inoculados nos empanados congelados de frango;

e O Penicillium polonicum (NGT 23/12) foi a cepa mais resistente aos tratamentos
térmicos (fritura seguido de assamento) em compara¢do com as outras cepas demais

estudadas;
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Verificou-se que o Penicillium polonicum (NGT 23/12) se manteve aproximadamente
com 4 log UFC/g depois do tratamento de fritura até os 6 minutos e 30 segundos,
quando apresentou temperatura interna de 68 °C;

Durante o assamento dos empanados inoculados com o P. polonicum (NGT 23/12), a
reducdo foi de 2,02 log UFC/g no tempo de 8 minutos e 30 segundos com temperatura
no centro do produto de 72 °C e aos 10 minutos e 30 segundos com 78 °C
internamente obteve 3,29 log UFC/g, quando comparados ao controle positivo
(empanado inoculado com o fungo e sem a aplicacdo dos tratamentos térmicos);

A média de contagem flngica durante o assamento dos empanados inoculados com o
P. polonicum (NGT 23/12) comparados com o empanado frito apresentou 0,23, 1,11 e
2,38 log UFC/g quando a temperatura interna do produto alcancou 68, 72 e 78 °C,
respectivamente. ldentificando mais uma deficiéncia no processamento em relacdo as
temperaturas empregadas nos tratamentos térmicos, considerando que nem mesmo 0

controle interno do produto a 72 °C é suficiente para a inocuidade do produto final.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As principais espécies de Penicillium relatadas na literatura como deteriorantes de
empanados congelados de frango foram as predominantes tanto na matéria-prima e produto
no decorrer das fases de elaboracdo quanto no ar do ambiente de processamento de
empanados congelados de frango.

O nivel de contaminacdo das matérias-primas utilizadas para a elaborac¢do do produto
em etapas prévias ao tratamento térmico pode ser considerado um fator relevante. O
experimento conduzido com o Penicillium polonicum (NGT 23/12), cepa mais resistente aos
tratamentos térmicos, demonstrou que a inativacdo do micro-organismo nos niveis de
ocorréncia observados neste estudo somente seria possivel quando o interior do produto
atingisse temperaturas proximas a 78 °C no, ou seja, 8 °C acima da temperatura preconizada
pelas industrias (70 °C).

Outro fator a ser considerado é que, mesmo ap0s a eliminacdo dos fungos
contaminantes através do tratamento térmico, existe a possibilidade de re-contaminagdo do
empanado por esporos flngicos de espécies potencialmente deteriorantes dispersas no ar do
ambiente de producdo, sobretudo no periodo compreendido entre a saida do produto do forno
de assamento e 0 momento de serem embalados. Estudos complementares sdo necessarios
para avaliacdo da sensibilidade destas espécies aos agentes sanitizantes disponiveis no

mercado.
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