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RESUMO
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EM BAIXAS TEMPERATURAS.
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ORIENTADORA: MARINA VENTURINI COPETTI
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O consumo de empanados congelados de frango aumentou consideravelmente nas Ultimas décadas,
uma vez que sao produtos praticos e saborosos, capazes de satisfazer as necessidades dos
consumidores. As caracteristicas intrinsecas deste produto sdo favoraveis a proliferacdo de micro-
organismos patogénicos e deteriorantes e a aplicacdo de baixas temperaturas tem sido o método mais
empregado para prolongar a vida util destes empanados carneos congelados. A contaminacéo
microbioldgica em empanados pode se originar da matéria-prima utilizada para sua elaboracdo ou se
produz durante a manipulacdo e operacdes de processamento e a multiplicacdo destes micro-
organismos durante a estocagem pode modificar as propriedades sensoriais e nutricionais do alimento,
além de representar um problema de seguranga alimentar. Devido a sua habilidade em superar
barreiras de temperatura e atividade de agua, os fungos sao 0s principais micro-organismos capazes de
deteriorar 0 grupo dos alimentos congelados, o que, além do aspecto deteriorativo e perdas
econdmicas, representa um problema de satde publica pela possibilidade de producdo de micotoxinas
no produto e exposicdo do consumidor. O objetivo deste estudo foi de identificar as principais espécies
de fungos filamentosos envolvidas na deterioracdo de empanados congelados de frango, verificar
metabolitos secundarios produzidos pelas mesmas e avaliar o crescimento das duas espécies
predominantes quando expostas a baixas temperaturas e, em paralelo, determinar a temperatura em
balcGes de congelamento de 6 supermercados da cidade de Santa Maria-RS. As espécies
predominantes envolvidas na deterioracdo de empanados congelados de frango foram Penicillium
glabrum, Penicillium polonicum, Penicillium manginii, Penicillium solitum e Penicillium crustosum.
A andlise do perfil de metabdlitos secundarios revelou capacidade de sintese de micotoxinas como
acido ciclopiazonico, citroviridina, roquefortina C, penitrem A e verrucosidina por alguns isolados.
Os resultados demonstraram que o fungo P. polonicum, foi capaz de formar colbnias visiveis na
superficie dos empanados congelados de frango conservados a -5°C aos 120 dias. Para P. glabrum a
menor temperatura que foi observado crescimento foi 0°C. A andlise ‘in loco’ da temperatura dos
supermercados revelou temperatura superior a -5°C em pelo menos um dos momentos avaliados,
sendo que 4 de 6 supermercados (66%) apresentaram pelo menos um pico de temperatura acima de 0
°C, com um maximo de 9,8°C. Visto que ha ocorréncia de temperaturas de armazenagem de alimentos
congelados nas quais os fungos P. polonicum e P. glabrum poderiam se desenvolver e sabendo-se que
estas espécies tém a capacidade de produzir metabolitos tdxicos, ressalta-se a necessidade de maior
atencdo para pesquisas relacionadas a deterioracdo flngica de alimentos congelados, origem da
contaminacdo, formas de prevengdo e possiveis implicacdes do consumo de produtos contaminados
para a salde publica.

PALAVRAS-CHAVE: Nugget; Deterioragdo; Fungos filamentosos; Penicillium sp.; Micotoxinas.
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Consumption of frozen chicken breaded has increased considerably in recent decades, since they are
practical and tasty, able to meet the needs of consumers. The intrinsic characteristics of this product
are favorable to the proliferation of pathogenic and spoilage micro -organisms and the application of
low temperatures has been the method used to extend the life of these breaded meat. Microbiological
contamination can originate in breaded raw material used for production or produced during the
handling and processing operations and multiplication of these microorganisms during storage can
modify the sensory and nutritional properties of the food, and pose a problem food security. Due to
their ability to overcome barriers of temperature and water activity, fungi are the main micro -
organisms able to degrade the group of frozen foods, which, besides the appearance and deteriorating
economic losses, represents a public health problem by the possibility production of mycotoxins in the
product and consumer exposure. The aim of this study was to identify the main species of filamentous
fungi involved in the deterioration of frozen chicken breaded , check secondary metabolites produced
by the same and assess the growth of the two predominant species when exposed to low temperatures
and, in parallel, to determine the temperature at counters freeze 6 supermarkets in the city of Santa
Maria - RS. The predominant species involved in the deterioration of frozen chicken breaded were
Penicillium glabrum, Penicillium polonicum, Penicillium manginii, Penicillium solitum and
Penicillium crustosum. The analysis of the secondary metabolite profile showed the capacity to
synthesize mycotoxins as cyclopiazonic acid citroviridina, roquefortina C, penitren A and
verrucosidina by some isolates. The results demonstrated that the fungus P. polonicum, was able to
form visible colonies on the surface of frozen chicken breaded kept at -5°C for 120 days. For P.
glabrum the lowest growth was observed that temperature was 0°C. A ' spot ' supermarkets
temperature analysis revealed temperature higher than -5°C in at least one of the time points evaluated,
and 4 supermarkets 6 (66%) had at least one peak temperature above 0°C, with a maximum of 9.8 °C.
Since there is occurrence of storage temperatures at which frozen foods fungi P. polonicum and P.
glabrum could develop and knowing that these species have the ability to produce toxic metabolites,
emphasize the need for greater attention to research related to fungal spoilage of frozen foods, source
of contamination, methods of prevention and possible implications of the consumption of
contaminated for public health products.

KEY WORDS: Nugget; Spoilage; Filamentous fungi, Penicillium sp., Mycotoxins.



SUMARIO

L INTRODUGAOD ...ttt et sin e snne e 8
2REVISAO DE LITERATURA ..ot 10
2.1 Producdo e consumo da carne de frango..........ccocveveiieieciiecieie e 10
2.2 Processamento do empanado congelado de frango ... 11
2.3 Comercializacéo de produtos carneos e a cadeia de frio .........ccccocevveeviveveiieneccc e, 13
2.4 Influéncia da temperatura sobre o crescimento de micro-organismos ............c.c....... 15
2.5 Micro-organismos deteriorantes de carne e produtos carneos conservados sob baixa
TEBMPEIATUIG......oeiiiiiiii e 17
SOBIETIVOS ... e 22
3.1 ODJEUIVO GEIAI ...t bbbttt bbbt r s 22
3.2 ODjJetiVOS ESPECITICOS ...viviiiiiii it ettt s re et et e e e s beeteentesre e e 22
AMANUSCRITO L.ttt e 23
FUNGOS DETERIORANTES DE EMPANADOS CONGELADOS DE
FRANGO ... .ot e e e et e e e s e sabae e e e s e nntreeeeeans 23
RESUIMIO .ttt ettt e st e s bt e e st e e e aab e e e sab e e e anneeenneeea 24
I | g1 1 0T [ o= o LRSS 25
4.2 Materiais € IMELOTOS ........cvviieieiciee ettt ettt reenaens 26
4.2.1 Determinacédo da contagem total de coldnias fungicas.............ccevvveveiieieeie e, 27
4.2.2 Identificacdo de fungos FIlAmMENTOSOS ..........cciiiiiiiiiieiee s 27
4.2.3 Determinacdo dos metabo6litos secundarios produzidos...........ccceveveeeieieeiiecieseese e 27
B U ] | =T [0SR 29
I T Nt U XY To OSSPSR 30
4.5 Referéncias DIDHOGrafiCas. ........coiiiiirie e 34
SMANUSCRITO H oot 40

II\!FLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE A DETERIORACAO
FUNGICA DE EMPANADOS CONGELADOS DE FRANGO

INOCULADOS COM Penicillium polonicum E Penicillium glabrum.......... 40
RESUIMIO .ttt sttt e s bt esab et e s ab e e e aab e e e nab e e e anneesnneeea 41
ST A 1 011 0o [ oz T ISP 42
5.2 MAteriaiS € IMETOUOS ........oiuieiieie ettt be e este e e sreenae e enneenes 44
5.2.1 Avaliagéo do crescimento de Penicillium spp. sob baixas temperaturas ................c.c..... 44
5.2.2 PreparaGdo do INOCUIOD .........coeiiiiiiiiiiece s 44
5.2.3 Inoculagdo dos fungos em amostras de empanados congelados de frango...................... 45
5.2.4 ANAlISE S QIMOSIIAS .....veivveiieiieiieesie e see e e ste e ste et este et esreesteeneesreenseeneesneenes 45
5.2.5 Inoculagdo dos fungos em mMeio de CUILIVO .....cceeiiiiiiiiiiiie s 46
ST B TS U] | 7 Uo [0SR 46
5.3.1 Avaliagdo das espécies P. polonicum e P. glabrum .........cccocooovvviiiiiininnene e 46
5.3.2 Avaliagéo das temperaturas nos estabelecimentos alimenticios ............ccccvvveviviiernene. 47
I B ol U Y- Lo SRR 48
5.4.1 Avaliacdo do crescimento das espécies predominantes ..........cccocveverieerivereesieeseeseeseenens 48
5.4.2 Avaliagdo das temperaturas nos estabelecimentos alimenticios ..........ccccocevvverivivnnnnne. 52
55 Referéncias~Biinogréficas .............................................................................................. 54
6 CONCLUSOES ... e 60

T BIBLIOGRAFIA ... .o 61



1 INTRODUCAO

O consumo de produtos empanados de aves aumentou consideravelmente durante as
ultimas quatro décadas, por ser um produto conveniente, pratico e saboroso, além de atender
as necessidades dos consumidores no que se refere a praticidade de preparo. Dentre estes,
uma das melhores historias de sucesso foi a do empanado congelado de frango, introduzido no
mercado norte-americano pelas cadeias de fast-food na década de 1970.

Parte do aumento no consumo deste tipo de produto carneo ocorreu em virtude de
mudancgas no comportamento social da populacdo, sobretudo pelo ingresso da mulher no
mercado de trabalho, que promoveu uma mudanca nos padrdes alimentares da populacdo. Na
maioria dos casos, devido ao menor tempo dispendido no lar, as refei¢des tradicionais foram
sendo substituidas por alimentos que proporcionam maior praticidade e rapidez no preparo,
elevando a demanda por alimentos pré-prontos. A durabilidade destes alimentos também foi
determinante para a boa aceitacdo do produto e sua introdu¢do no mercado de alimentos
industrializados (WILLIANS, 1997), o que expandiu a utilizagdo da cadeia de frios para
conservacdo e garantia de manutencdo da qualidade, sobretudo microbioldgica, destes
alimentos.

Sabe-se que durante as operacfes de processamento e manuseio, 0s alimentos, podem
ser contaminados por uma vasta gama de micro-organismos. Nas etapas posteriores,
principalmente no periodo pds-processamento durante a distribuicdo e armazenamento, uma
parcela destes podera se desenvolver e causar deterioracOes, alterando tanto as propriedades
nutritivas quanto sensoriais do alimento, além do risco de desencadear problemas de salde
(HUIS IN’T VELD, 1996).

A temperatura, atividade de agua (a,) e o potencial hidrogénio-iénico (pH) exercem
grande influéncia sobre o tipo de microbiota capaz de crescer nos alimentos e provocar
alteracOes. A deterioracdo bacteriana, em geral, € mais comum em condigdes ideiais de pH, ay
e temperatura, sendo estes 0s principais parametros alterados pela industria de alimentos para
controlar o desenvolvimento microbiano em alimentos processados. Em condicgdes ideais 0s
fungos estdo em desvantagem devido ao maior tempo de geragdo que apresentam por serem
eucariontes quando comparados as bactérias, seres procariontes. Contudo, os fungos em geral

sd0 mais versateis que as bactérias na superacdo de barreiras de temperatura, pH e ay, sendo



capazes de se desenvolver e provocar alteragdes quando os parametros dos alimentos sé&o
impeditivos ao desenvolvimento bacteriano (JAY et al., 2005).

Até meados do século passado a preocupagdo com a deterioracao fngica em géneros
alimenticios ndo era tida como preocupante por muitos pesquisadores. Ainda em 1977,
Delazari reportou que a atuacdo de bolores e leveduras seria localizada e apenas superficial, o
que permitiria o aproveitamento da carne apds cuidadosa remocdo das partes afetadas.
Atualmente, sabe-se que diversas espécies fungicas sdo capazes de produzir metabolitos
toxicos que podem ser cancerigenos, constituindo um risco a saude publica (IARC, 1993),
enquanto que o crescimento de fungos deteriorantes resulta em alteracdes quimicas,
nutricionais com baixa aparéncia e alteragdes no sabor, levando o consumidor a rejeicéo
(GIBSON; HOCKING, 1997).

O crescimento de fungos em alimentos mostra-se como um importante problema de
falta de qualidade, e que é observado principalmente ao longo do periodo de estocagem. O
desenvolvimento destes micro-organismos resulta na alteracdo de cor, odor, sabor textura e
aspecto do alimento e provoca grande insatisfacdo e rejeicdo por parte dos consumidores
(ANDERSEN; THRANE, 2006). A insatisfacdo do consumidor pode levar a perdas
econbmicas significativas na industria alimentar, pois além de reclamar com a loja ou com o
fabricante, o consumidor tende ainda a parar de comprar a marca, fazer propaganda boca a
boca negativa, reclamar com 6rgdos privativos ou governamentais e iniciar um processo
juridico (HAWKINS et al., 2007).

Dados internos de empresas do setor avicola revelam que 1-1,5% dos empanados
congelados de frango sejam descartados devido a deterioracdo por fungos. Embora sejam
muitos 0s micro-organismos que podem contaminar 0os empanados de frangos, apenas aqueles
com habilidade de se desenvolver em baixas temperaturas (psicrofilos e psicrotroficos) teréo a
capacidade de deteriorar este tipo de produto quando congelado. Nestas condi¢cdes de baixa
temperatura, 0 tempo de geracao 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
gbndolas de supermercados ou na residéncia de consumidores.

Apesar da importancia do assunto, poucos dados relatam o papel dos fungos na
deterioracdo de alimentos congelados e suas consequéncias e possiveis riscos para a saude

humana.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Produgéo e consumo da carne de frango

Nas ultimas trés décadas, a avicultura brasileira apresentou altos indices de
crescimento. Seu produto, o frango, conquistou os mais exigentes mercados. O Pais se tornou
o terceiro produtor mundial e lider em exportacdo. De acordo com o Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA, 2012), atualmente a carne produzida no
Brasil é comercializada para 142 paises.

Embora presente em todo territério nacional, a carne de frango tem destaque
econdmico na regido Sul, que devido aos sistemas de producgdo integrados tem o Parané e Rio
Grande do Sul como principais fornecedores (MAPA, 2012).

A mudanca dos habitos de compra tradicionais e 0 movimento em direcdo a
sociedades mais industriais estdo resultando em uma maior proporcao de alimentos vendidos
sob a forma processada. Neste cenario, o processamento tem sido também uma aposta da
industria avicola por ser uma alternativa para elevar o consumo de carne de aves pela
populacdo devido ao aumento na diversidade de produtos ofertados e ao mesmo tempo pelo
valor agregado aos recortes carneos, aumentando assim o retorno financeiro (ABRAS, 2013;
BORTOLUZZI, 2006).

Com a expansdo deste mercado dos produtos de conveniéncia, 0s empanados
congelados de frango ganharam destaque. Um exemplo é o empanado congelado de frango
que foi introduzido por uma das cadeias de fast-food 2-3 décadas atras e se tornou um grande
sucesso para a industria avicola e atualmente séo vendidos em grandes quantidades em lojas
de varejo na forma congelada (BARBUT, 2002). No Brasil os principais nomes fantasia sob
0s quais 0os empanados congelados de frango sd@o comercializados s&o: Nuggets, Mini

Chicken, Patitas, Auroggets, Tekitos, entre outros.
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2.2 Processamento do empanado congelado de frango

A producdo do empanado congelado de frango comeca pela formatacdo do produto.
Com o objetivo de se aproximar da aparéncia de uma porcao integra de carne, sdo adicionados
ingredientes ndo-carneos como cloreto de sodio, fosfatos e polifosfatos, que aumentam a
forma i6nica do meio e a solubilidade das proteinas miofibrilares. Ingredientes como proteina
de origem vegetal, também s&o empregados (ORDONEZ, 2005).

De acordo com a Instrugdo Normativa n° 06 de 15 de fevereiro de 2001 que aprova o
regulamento técnico de identidade e qualidade de empanados, define-se empanado como o
produto carneo industrializado obtido a partir de carnes de diferentes espécies de animais de
acgougue, acrescido de ingredientes, moldado ou ndo, e revestido de cobertura apropriada que
0 caracterize. Além disso, podem ainda ser adicionados ingredientes como farinhas,
condimentos, molhos, vegetais e proteina de origem vegetal, a qual ndo deve ultrapassar 4%
de adicdo. Os produtos empanados devem também apresentar no maximo 30% de
carboidratos totais e um minimo de 10% de proteina (BRASIL, 2001).

No processo produtivo é realizada primeiramente uma reducdo de tamanho dos
recortes de carne. Este método desempenha papel fundamental na extracdo de proteinas
sollveis, facilitando a ligacdo posterior da mistura (VARNAM; SUTHERLAND, 1995). Na
sequéncia utiliza-se salmoura na mistura das matérias-primas carneas. A salmoura, que
contém aditivos e flavorizantes, homogeneiza e coloca em contato os ingredientes da
formulacido (ORDONEZ, 2005).

Posteriormente, na etapa da moldagem é aplicado pressdo a um bloco previamente
congelado de mistura (ORDONEZ, 2005). A pressdo exercida pela maquina formadora
empurra a massa congelada através de moldes com o formato desejado. Assim que os moldes
estiverem preenchidos, uma placa que suporta os moldes movimenta-se liberando a massa ja
formada (AVILA, 1996).

Na sequéncia em geral € realizado o “pre-dusting”, processo de revestimento da carne
com uma fina camada de farinha, farelos de pdo ou uma combinacéo dos dois. Essa primeira
camada de empanamento absorve a umidade superficial do produto formado (BARBUT,
2002). Posteriormente a peca passa pelo processo chamado “battering”, onde uma suspensao
de ingredientes secos é usada para revestir o produto. O batter € uma suspenséo de sélidos
que age como elemento ligante entre o substrato e a camada mais externa de empanamento
(GL-LABORATORIES WORLDWIDE, 2002). Os principais ingredientes encontrados nesta
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mistura geralmente incluem farinha de trigo, farinha de milho, amido de milho, proteinas,
gomas e agentes de fermentacdo (BARBUT, 2002). O batter deve apresentar caracteristicas
como miscibilidade, homogeneidade e viscosidade, fundamentais para o recobrimento do
produto, possibilitando a adesdo da camada subsequente de empanamento (BORTOLUZZI,
2006).

O empanamento € realizado na sequéncia, geralmente aplicado sobre a massa para
melhorar a aparéncia e textura bem como aumentar o volume e peso do produto.
Normalmente, 0 empanamento é feito a base de cereais. Essa farinha de cobertura final é
conhecida como “breader” (BARBUT, 2002).

O empanado congelado de frango é entdo frito, com duas finalidades tecnoldgicas
principais: a primeira € a de desenvolver uma cor castanho/dourado na superficie e segunda é
a de "solidificar" o sistema de revestimento para mais tarde, durante a fase de distribuicdo o
produto continuar integro apesar das vibragdes ocorrentes durante o transporte.
Adicionalmente esta etapa tem importancia para a reducdo do nimero de contaminantes
microbiologicos presentes na superficie do alimento antes do mesmo ser congelado
(BARBUT, 2002). Para Bortoluzzi (2006), a temperatura recomentada é de 180°C em ¢6leo de
fritura e o tempo de 20 a 35 segundos, enquanto que Barbut (2002) recomenda 195°C durante
um minuto.

O cozimento é o proximo tratamento, tornando-se decisivo na preservacdo do
alimento, sendo a principal etapa para reducdo da contaminacdo microbiana interna, além de,
também ser responsavel pelo aroma caracteristico, sabor e coloracdo final do produto
(BORTOLUZZI, 2006; ZEUTHEN; BOGH-SORENSEN, 2003).

Por fim, o empanado é congelado. O processo de congelamento tem por objetivo o
controle do crescimento microbiologico e a preservacdo dos aspectos organolépticos do
produto. Os produtos empanados congelados tornam-se menos susceptiveis a oxidagdo e a
perda das camadas de empanamento, mantendo as caracteristicas originais por um periodo
prolongado (BARBUT, 2002). E fundamental os produtos permanecerem sob baixas

temperaturas até 0 momento de seu preparo.
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2.3 Comercializacdo de produtos carneos e a cadeia de frio

E crescente a busca, por parte do consumidor, de servicos e produtos de alimentacio
de facil e répido acesso, além da praticidade no preparo e consumo. Nessa realidade, 0s
supermercados estdo cada vez mais presentes no dia-a-dia das pessoas, compreendendo um
tipo de estabelecimento dos mais complexos nos quais coexistem diferentes géneros
alimenticios, distribuidos em setores como padaria confeitaria, agougue, salsicharia, alimentos
secos, produtos de autosservigo e prontos para o consumo (SOTO et al., 2006).

Segundo a Associagdo Brasileira de Supermercados (ABRAS), os supermercados sdo

divididos em compacto, convencional, grande, e hipermercado, conforme Tabela 1:

Tabela 1 — Classificacdo dos supermercados segundo a Associacao Brasileira de
Supermercados (ABRAS),

Classificacgdo ~ Area de vendas  Numero de Secdes
itens
Compacto 250 a 1000 m2 7000 Mercearia, hortifrutis, agcougue, frios,

laticinios e bazar.

Convencional 1001 a 2500 m? 12000 Mercearia, hortifrutis, agcougue, frios,
laticinios, bazar, padaria e peixaria

Grande 2500 a 5000 m2 20000 Mercearia, hortifrutis, agcougue, frios,
laticinios, bazar, padaria, peixaria, e
eletroeletronicos.

Hipermercado + de 5000 m? 45000 Mercearia, hortifrutis, agcougue, frios,
laticinios, bazar, padaria, peixaria,
téxteis e eletroeletronicos.

Fonte: Adaptado de ABRAS

Além disso, vale ressaltar que nos ultimos anos houve uma mudanca nos héabitos
alimentares da populacdo brasileira juntamente com uma maior exigéncia de qualidade dos
produtos alimenticios (SILVA JUNIOR, 2002). Tal decorre da grande preocupacdo do
consumidor com os alimentos que consome atualmente e do receio que estes ndo sejam
seguros para a saude humana, ou seja, que ndo sejam inocuos (BAPTISTA; LINHARES,
2005). Dessa maneira é importante que os supermercados adaptem seus setores de produtos
refrigerados a demanda do mercado, com necessidade de instalacdo de uma cadeia de frio

adequada.
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Neste contexto os alimentos congelados vém se tornando cada vez mais frequentes na
mesa do brasileiro e o interesse dos consumidores pelos produtos conservados sob baixas
temperaturas deve-se ao fato de que estes se assemelham aos frescos, apresentando
caracteristicas organolépticas e higiénicas adequadas e satisfatorias, aléem de uma vida dutil
prolongada (ADAMS; MOSS, 2000).

Para todos os efeitos, os alimentos conservados a -10°C ndo permitem o crescimento
de micro-organismos, visto que o congelamento é um método eficaz para a conservacdo dos
alimentos. Contudo, é necessario ndo esquecer que nem a refrigeracdo nem o congelamento
vao tornar um produto inseguro num produto seguro, porque a sua letalidade microbiol6gica é
limitada e as toxinas pré-formadas vao persistir (ADAMS; MOSS, 2000).

O armazenamento por congelamento deve funcionar de modo a manter a temperatura
dos alimentos a -18°C ou mais baixa, com um minimo de desvios possivel (Codex
Alimentarius, 1976), tendo em vista que a temperatura de armazenamento determina a
qualidade final do produto (ARCHER, 2004). O congelamento ndo s6 diminui a temperatura
do produto como separa inicialmente a agua que fica retida nos tecidos em forma de cristais
de gelo. Tal efeito dificulta duplamente o desenvolvimento dos micro-organismos, a acdo
enzimatica e, consequentemente, retarda a deterioracdo (FRANCO; LANDGRAF, 2002).

E justamente baseado na velocidade de deterioracdo do alimento que sera determinado
0 tempo de vida atil de um produto, que nada mais € que o tempo em que o produto
armazenado em determinadas condicGes de temperatura, permanece adequado para ser
consumido (VITALI et al., 2004). Os alimentos sao sistemas complexos e ativos. De acordo
com Dias (2007) a vida util, que é variavel em funcdo do processamento, da embalagem e da
composicdo da matéria-prima, depende do tipo de alimento. A vida Gtil pode ser determinada
pela combinacédo de andlises microbioldgicas e quimicas de amostras dos alimentos, tomadas
durante um certo periodo de tempo. A forma mais comum e direta € simular as condi¢Ges
desde a armazenagem, distribuicdo, exposicdo e uso por parte do consumidor, registrando e
observando a sua evolugéo e suas alteragdes ao longo do tempo (DIAS, 2007). A vida util sera
o0 periodo no qual se ateste que as caracteristicas sensoriais, fisicas, quimicas e funcionais
desejadas do alimento estejam mantidas, se armazenados sob as condi¢des recomendadas nos
rotulos (DIAS, 2007).

No processo de determinacdo da vida Util de um produto, muitas empresas realizam
testes desafio ou chalenge test no qual o alimento é submetido a condigdes de abuso, como

elevacdo da temperatura de armazenamento e elevacdo da carga microbiana para que deste
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modo se verifique a resisténcia do sistema alimenticio ao processo deteriorativo (WHITE,
1984).

Um dos metodos mais eficientes para prolongar a vida util dos produtos pereciveis € o
congelamento. Este, é considerado a técnica mais bem sucedida para controlar a deterioracédo
microbiana e assim conservar os alimentos a longo prazo (ARCHER, 2004), visto que com a
aplicacdo deste método o contetdo de nutrientes é largamente retido e o produto congelado
assemelha-se ao produto fresco (ADAMS; MOSS, 2000).

Por outro lado, ocorrem muitas alteragdes gquimicas, bioquimicas e fisicas durante a
armazenagem dos alimentos sob baixas temperaturas, as quais conduzem a perdas mais ou
menos acentuadas de qualidade dos produtos. De acordo com Hartel e Heldman (1997), em
muitos casos, sdo estas reacdes e nao o crescimento microbiano, que limitam a vida util dos

produtos refrigerados.

2.4 Influéncia da temperatura sobre o crescimento de micro-organismos

A temperatura € um dos fatores mais relevantes na conservacdo, preparacdo e
confeccdo de alimentos, sendo o fator mais critico na garantia da qualidade e no
prolongamento da vida dos alimentos. Os abusos de temperatura tém um efeito especialmente
adverso na facilitacdo da deterioracdo (PAIS, 2007). Segundo Jay (2005) a temperatura € de
grande influéncia no crescimento dos micro-organismos, uma vez que todos 0s processos de
crescimento sdo dependentes de rea¢Bes quimicas, as quais sao afetadas pela temperatura.

Os micro-organismos podem ser definidos e classificados em quatro grupos gerais, de
acordo com as temperaturas ideais para sua multiplicagdo, conforme a Tabela 2.

O intervalo de temperaturas que possibilita o crescimento de uma dada populacdo
microbiana é determinado de forma primordial pelos efeitos que a temperatura tem sobre as
membranas e as enzimas dos micro-organismos que a compéem (GARBUTT, 1997).

As temperaturas minima e maxima para 0 crescimento de um micro-organismo

dependem de fatores como o pH e a a . Se estes fatores relativos ao meio (pH e am) se

encontrarem fora dos seus valores 6timos, a temperatura minima aumentara e a temperatura

maxima diminuird, estreitando-se assim o intervalo de crescimento (GARBUTT, 1997).
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Tabela 2 — Definicéo e classificagdo dos micro-organismos de acordo com o crescimento nas

diferentes faixas de temperatura

Temperatura de crescimento (°C)

Grupos Minima Otima Maxima
Psicrofilos -5a+b 12a15 15a20
Mesofilos 5a15 30a45 35a47
Termofilos 40 a45 55a75 60 a 90

Psicrotroficos -5a+5 25a30 30a35

Fonte: Dados obtidos e adaptados de Harrigan (1998) e Adams & Moss (1995).

Os micro-organismos psicrofilos e psicrotroficos multiplicam-se bem em alimentos
refrigerados, sendo os principais agentes de deterioracdo de carnes, pescado, ovos, frangos e
outros. Os meséfilos correspondem a grande maioria daqueles de importancia em alimentos,
inclusive a maior parte dos patdgenos de interesse. Os fungos sdo capazes de crescer em faixa
de temperatura mais ampla do que as bactérias. Muitos fungos sdo capazes de se multiplicar
em alimentos refrigerados. As leveduras, por sua vez, ndo toleram bem as temperaturas altas,
preferindo as faixas mesofilas e psicréfilas (FRANCO; LANDGRAF 2002).

O frio tem sido reconhecido como um excelente método de conservacao de alimentos,
além de ser seguro e confiavel (MURMANN et al., 2004). O congelamento e a refrigeracédo
fazem parte dos métodos normalmente empregados pela industria alimentar para a
conservacao dos produtos.

Por congelamento, entende-se como manter o alimento a temperaturas que garantam o
seu congelamento completo. Os alimentos comegam a congelar no intervalo de -0,5°C a -3°C
e 0 congelamento completo s6 pode, regra geral, ser mantido por armazenagem a
temperaturas iguais ou inferiores a -18°C. Do ponto de vista tecnologico, a rapidez de
congelamento € normalmente avaliada pelo tempo necessario para que toda a massa do
alimento ultrapasse o intervalo térmico entre -1°C a -5°C, uma vez que é neste intervalo que
congela 80% da sua agua de constitui¢do (DIAS, 2007).

A conversdo de agua em gelo aumenta a concentracdo de solutos dissolvidos na agua
ndo congelada e assim reduz a a, do alimento. Deste modo, o congelamento tem um duplo
efeito inibidor sobre os micro-organismos, afetando o crescimento devido a aplicacdo de
temperaturas inferiores ao seu minimo e a obtencdo de baixas concentragdes de agua
disponivel (RIZVI, 2002).
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2.5 Micro-organismos deteriorantes de carne e produtos carneos conservados sob baixa

temperatura

A microbiota das carcacas de frango e seus derivados sdo representados por micro-
organismos provenientes principalmente das aves vivas e, outra parte, incorporada em
qualquer uma das etapas do abate ou do processamento primario (FRANCO; LANDGRAF,
2002).

Segundo Jay (2005), as bactérias sdo as principais causadoras da deterioracdo de carne
de frango, sendo o conteddo intestinal a fonte primaria desses micro-organismos. A maioria
delas cresce na superficie, com os produtos de decomposicdo difundindo-se vagarosamente
para o interior da carne. Embora a deterioracdo por bolores ndo seja muito comum neste tipo
de carne, ela pode e realmente acontece em algumas condigdes. Quando os produtos
apresentam um alto teor de agua e sdo armazenados sob alta umidade eles tendem a se
deteriorar pela acdo de bactérias e leveduras, as quais apresentam um metabolismo mais
rapido, levando vantagem competitiva. A deterioracdo por bolores ocorre mais facilmente
quando a superficie do produto se torna seca ou quando este é armazenado sob condi¢cfes que
ndo favorecam o crescimento de bactérias e leveduras, como em baixas temperaturas
(LOWRY; GILL, 1984; SONJAK, 2011).

Em carnes processadas outros ingredientes serdo adicionados no momento a elaboragédo
do produto, os quais podem ser fontes de contaminagdo (KUEHN; MAILLARD, 1962).
Durante as etapas de “pré-dust”, “battering” e empanamento dos empanados congelados de
frango os derivados de cereais utilizados poderdo ser fontes de esporos flngicos, 0s quais,
caso sobrevivam ao tratamento térmico empregado, apresentam potencial de deterioracdo do
produto durante o periodo de estocagem. Etapas de resfriamento rapido por correntes de ar
também seriam fontes potenciais de esporos fungicos (SCHOLTE, 2002), muitos dos quais
introduzidos no ambiente pelas proprias matérias-primas farinaceas. Fungos sdo micro-
organismos ubiquos associados com a deterioracdo e biodeterioracdo de uma grande
quantidade de alimentos e ragOes. Varios géneros como Aspergillus, Cladosporium,
Alternaria ou Penicillium estdo envolvidos em diferentes tipos de deterioracdo de alimentos
carneos (PITT; HOCKING, 1997).

Carnes vermelhas armazenadas sob temperaturas de refrigeracdo geralmente deterioram

como um resultado do crescimento bacteriano, sendo caracteristicamente manifestando odores
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indesejaveis produzidos pela flora do desenvolvimento. Os bolores, que apresentam
crescimento mais lento podem causar a deterioracao, aparecendo como col6nias visiveis, mas
apenas quando as condicGes de armazenagem seletivamente limitam o desenvolvimento
bacteriano. Normalmente, os bolores irdo se desenvolver na carne em temperaturas proximas
de 0°C, quando ocorre a desidratacdo da superficie que inibe o crescimento bacteriano
(LOWRY; GILL, 1984). A degradacdo da carne também pode ocorrer quando ela é
completamente ou parcialmente descongelada. Algumas espécies fungicas deterioradoras
podem crescer a temperaturas abaixo de -5 °C (LOWRY; GILL, 1984). E a temperatura de
armazenamento que determinara se havera crescimento rapido, lento, inativacdo ou até morte
dos micro-organismos (JAY et al., 2005).

Apdbs o congelamento, reduzidos sdo 0s micro-organismos capazes de se desenvolver
nestas condicBes de baixas temperaturas. A inibicdo pode ocorrer por causa da reducdo na ay
que acompanha o congelamento. Todos 0s micro-organismos necessitam de agua para 0
crescimento, mas alguns, referidos como xerotolerantes, podem suportar relativamente aridas
condicdes. Bolores tendem a ser mais xerotolerantes do que bactérias ou leveduras, assim
nestes produtos carneos congelados existe a possibilidade de desenvolvimento de fungos
filamentos psicrofilos e psicrotroficos (LOWRY; GILL, 1984). Durante o periodo de
estocagem, haveria tempo suficiente para o desenvolvimento de espécies destes grupos
(SONJAK, 2011).

Grande progresso tem sido feito no estudo de aspectos bacteriologicos de deterioracéo
dos alimentos, mas o papel de fungos e leveduras ndo foi estudado com igual rigor. Os fungos
psicrotroficos e seu papel na deterioracéo de alimentos congelados ndo tém sido um campo de
grande nimero de pesquisas, embora definitivamente seja um problema em alimentos
conservados em baixas temperaturas.

Para Ingrain e Uackey (1976), temperaturas minimas de crescimento para fungos
podem ocorrer de -10 a -12 °C. Mas alguns autores (LEISTNER; RODEL, 1981) defendem a
opinido de que o crescimento é possivel a temperaturas abaixo de -18°C.

Lowry e Gill, (1984) realizaram um estudo para avaliar a deterioragdo por fungos em
carne bovina, para isso isolaram os principais bolores contaminantes de carne congelada e
concluiram que as espécies conhecidas como “mancha negra” contaminantes eram
Cladosporium  herbarum, Cladosporium cladosporioides; Penicillium hirsutum e
Chrysosporium pannorum. E para esses fungos a temperatura minima de crescimento foi -

5°C. Produtos mofados podem resultar de alimentos congelados em temperaturas de -10°C ou
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acima (KUEHN; MAILLARD, 1962). Nestas condi¢des o crescimento bacteriano encontra-se
inibido pela baixa temperatura de armazenamento.

Até algumas décadas atras os fungos presentes em alimentos eram tratados
simplesmente como “bolores” ¢ o reconhecimento de um determinado género ou espécies era
geralmente considerado desnecessario (WILLIAMS et al., 2006). Esse fato pode ser mostrado
por Thornton (1974), quando relatou as quatro formas de deterioracdo por fungos
reconhecidas na industria da carne. Estas eram conhecidas pelos termos descritivos, mancha
negra (ou ponto negro), mancha branca (ou ponto branco), filamentos emaranhados e mofo
azul-esverdeado.

A estrutura bésica dos bolores é formada por filamentos denominados hifas, em geral
de coloragdo transparente, que em conjunto formam o micélio, o qual é responsavel pelo
aspecto caracteristico das col6nias. Em geral as hifas se desenvolvem profundamente na
massa dos alimentos, embora em geral as col6nias somente sejam observadas visualmente na
superficie. Isto se deve ao maior aporte de oxigénio que permite a formacdo de esporos
fangicos, sendo estes os responsaveis pela coloracdo da colonia (FRISVAD; SAMSON,
1991).

Entretanto, o que modificou substancialmente a atitude do homem frente a
contaminacéo fungica dos alimentos foi a descoberta de que muitos dos fungos contaminantes
de alimentos eram capazes de produzir uma grande variedade de substancias tdxicas, as
micotoxinas (VAAMONDE et al., 2003).

As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios naturais produzidos por fungos durante
seu crescimento sobre os substratos nas diferentes etapas de producdo de commodities
agricolas no campo sob uma ampla gama de condi¢Bes climaticas e/ou durante o
armazenamento dos alimentos. Segundo a Organizacdo das Nacgdes Unidas para a
Alimentacdo e Agricultura (FAO) estima-se que as micotoxinas afetam um quarto das
culturas alimentares do mundo, incluindo muitos alimentos basicos e ragédo animal, bem como
culturas comerciais, como o café de alto valor econdmico (KRSKA, 2009).

Existem mais de 300 micotoxinas conhecidas, bastante diferentes em suas estruturas
quimicas e seus modos de acdo no organismo animal. Em raz&o disso e dos seus efeitos sobre
a saude puablica mundial, estudos tem dado bastante atencdo para a deteccdo desses
metabolitos toxicos, uma vez que a presenca dessas substancias tem sido correlacionada a
varias patologias humanas, apresentado o rim, o figado e o sistema imune como os principais
alvos dessas doencas (HUSSEIN; BRASEL, 2001; BEHM et al., 2012; MARAGOS, 2009).
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Além disso, algumas dessas micotoxinas sdo carcinogénicas em animais de
laboratérios e considera-se a possibilidade de terem efeitos correspondentes em humanos
(IARC, 1993). Estas micotoxinas incluem aflatoxinas, ocratoxina A, fumonisinas e
tricotecenos. Em funcdo dos riscos e possiveis perigos associados a saude, instituicdes e
organizagdes nacionais e internacionais, como a Comissdo Europeia, Organizacdo Mundial de
Saude e a FAO tem adotado limites regulatérios em produtos alimenticios para as principais
classes dessas micotoxinas e limites individuais para certos metabolitos toxicos (BERG, 2003;
KRSKA, 2009). Além de coordenarem estudos visando a prevencao da contaminacdo por
micotoxinas através da adogdo de estratégias para a reducdo do desenvolvimento de fungos
toxigénicos nas diferentes etapas de producédo, processamento e estocagem dos alimentos.

Penicillium é um dos géneros fungicos mais difundidos e isolados de produtos
alimentares, acarretando consideraveis perdas econdmicas. Diversas espécies de Penicillium
podem produzir micotoxinas que representam um risco potencial a salde humana e de
animais (PITT; HOCKING, 1997; SAMSON et al.,, 2004). H& inimeras espécies de
Penicillium também capazes de se desenvolver a temperaturas de refrigeracdo (Pitt, 2000).
Penicillium aurantiogriseum cresce a temperaturas de refrigeracdo (5 — 8°C) e tem sido
relatado isolado como deteriorante de massas frescas (VALLONE et al., 2001) e recheio de
massa (ZARDETTO, 2004). Estudos conduzidos por Wyatt e Parish (1995), com suco de
laranja relataram germinacéo de Penicillium citrinum depois de 51h a 10°C e em P. italicum
foi observado crescimento micelial a 0°C. Estas caracteristicas fisiolgicas o tornam agentes
preocupantes de deteriora¢do em produtos conservados a baixas temperaturas.

Quanto as caracteristicas fisiologicas, verifica-se que os fungos filamentosos sdo
menos exigentes que as leveduras e que as bactérias em relacdo a umidade, pH, temperatura e
nutrientes, revelando notavel capacidade de adaptacdo e crescimento sob condigOes
extremamente variaveis (JAY, 2005; BORGES et al., 2002; LEITAO et al., 1988; PITT;
HOCKING, 2009.)

Muitos modelos matematicos tém sido desenvolvidos para a predi¢do a influéncia dos
fatores temperatura e a, e suas interacGes sobre o crescimento de micro-organismos que
degradam alimentos processados (MCMEEKIN et al., 2002), mas a modelagem preditiva do
crescimento de fungos filamentosos ndo recebeu a mesma atencdo que a modelagem do
crescimento bacteriano. Isto pode ser devido a inerente complexidade de quantificacdo do
crescimento dos fungos (GIBSON; HOCKING, 1997).

De acordo com Adams e Moss (2000) muitos parametros podem afetar o destino da

estrutura da comunidade microbiana dos alimentos, pois eles determinam que grupo de micro-
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organismo permanecera dormente, ira proliferar ou morrerd. Os efeitos combinados desses
parametros, mas particularmente a,, pH e temperatura, desempenham um importante papel na
génese das associacdes dos micro-organismos Todavia, o efeito dos varios fatores intrinsecos
e extrinsecos ndo podem ser avaliados de forma independente no crescimento dos micro-
organismos, mas sim de suas interagdes (SINIGAGLIA et al., 1998).

Segundo Samson et al (2004), os fatores que determinam as culturas fangicas que se
desenvolverdao nos produtos carneos sdo a qualidade da matéria-prima, a manutencdo da
cadeia de frios, as condicOes sanitarias das instalagdes (equipamentos), as caracteristicas
fisicas e bioquimicas do produto e as préaticas de gestdo no processamento. Estes fatores ndo
somente se restringem ao processo de producdo, mas também envolvem a responsabilidade da
cadeia de comercializacdo de alimentos pereciveis de origem animal.

Raros sdo os estudos sobre a deterioracdo fungica de alimentos congelados e devido a
relevancia do tema, este estudo propds-se a investigar as principais espécies de fungos
deteriorantes de empanados congelados de frango, sua capacidade de produzir metabolitos
toxicos e a habilidade das espécies prevalentes em se desenvolver sob condices de baixas
temperaturas. Complementarmente, determinou-se a temperatura presente em balcGes de
supermercados onde estes produtos sdo expostos a venda, em diferentes supermercados de
Santa Maria — RS, de modo a permitir inferéncias sobre a possibilidade de ocorréncia de
deterioracdo destes produtos em condigdes reais de armazenagem.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

e Determinar as principais espécies de fungos filamentosos deteriorantes de empanados
congelados de frango e verificar a influéncia da temperatura de armazenagem sobre seu

desenvolvimento nestes produtos.

3.2 Objetivos especificos

e Isolar e identificar fungos filamentosos envolvidos na deterioracdo de empanados
congelados de frango visivelmente mofados e oriundos de reclamacdes de clientes;

e Verificar os principais metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies prevalentes em
empanados congelados de frango deteriorados;

e Estudar a influéncia da temperatura de armazenamento sobre o crescimento das principais
espécies envolvidas na deterioracdo de empanados congelados de frango;

e Observar a temperatura de armazenamento de empanados congelados de frango em

supermercados de médio e grande porte na cidade de Santa Maria-RS;
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Resumo

O consumo de produtos empanados de frango tem aumentado consideravelmente nas Gltimas
décadas, por serem produtos praticos e saborosos, capazes de satisfazer as necessidades dos
consumidores. Porém, ao mesmo tempo em que atende as demandas energéticas e nutricionais
dos humanos, estes produtos também proporcionam um meio favoravel a proliferacdo de
micro-organismos patogénicos e deteriorantes. A contaminacdo microbiologica em
empanados vem com a matéria-prima ou se produz durante a manipulacdo e operacfes de
processamento. Em etapas posteriores uma parte destes agentes pode se desenvolver e
modificar as propriedades sensoriais e nutricionais do alimento, além de representar um risco
para a saude dos consumidores. Por serem ricos em nutrientes e apresentarem atividade de
agua alta, os empanados congelados de frango sdo produtos suscetiveis a rapida deterioracdo
microbiana, e a forma mais eficiente de prolongar sua vida-util é através do congelamento.
Devido a diferencas fisioldgicas e metabdlicas, algumas espécies fangicas sdo capazes de se
desenvolver em produtos empanados congelados. O objetivo deste estudo foi de identificar as
espécies de fungos filamentosos envolvidas com a deterioracdo de empanados congelados de
frango. Para tanto, foram analisadas 7 amostras de empanados de frango congelados que
apresentaram crescimento visivel de fungos em sua superficie. As espécies predominantes
foram Penicillium glabrum, Penicillium polonicum Penicillium manginii e Penicillium
crustosum. A andlise do perfil de metabdlitos secundarios produzidos por alguns isolados
revelou capacidade de sintese de micotoxinas como acido ciclopiazénico, citroviridina,
roquefortina C, penitrem A e verrucosidina. Desta maneira cabe ressaltar que além da
deterioracdo provocada no produto e das correspondentes perdas econémicas, 0 crescimento
de fungos em alimentos implica no problema de seguranca alimentar devido ao risco de

exposicéo do consumidor as micotoxinas.

Palavras-chave: bolores, empanados carneos congelados, deterioracdo, fungos psicrotréficos e

Penicillium.
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4.1 Introducéo

Segundo dados do relatério anual da Unido Brasileira de Avicultura (UBABEF), a
producdo de carne de frango chegou a 12,645 milhdes de toneladas em 2012. O Brasil
manteve a posicdo de maior exportador mundial e de terceiro maior produtor de carne de
frango, atrds dos Estados Unidos e da China. Ao que se refere a comercializacdo, as
exportacdes de frango industrializado se mantiveram estaveis, em 180 mil toneladas (+0,3%
em relacdo ao ano de 2011) (UBABEF, 2013). A indlstria avicola tem apostado na
diversificacdo de produtos como uma alternativa para elevar o consumo de carne de aves pela
populagdo e a0 mesmo tempo agregar valor ao produto, aumentando assim o retorno
financeiro (Silva, 2004). Assim, um segmento que expandiu consideravelmente nos Gltimos
anos foi o dos produtos de conveniéncia dentre 0s quais se destacam os empanados
congelados de frango.

Originalmente, os empanados congelados de frango eram elaborados com musculo de
peito de frango, envolvido por uma massa, empanado e depois frito. A utilizacdo de matéria-
prima composta por recortes carneos, pele e carne mecanicamente separada por algumas
industrias surgiu posteriormente no mercado, para dar vazdo aos recortes gerados no
processamento (desossa) das carcacas, oriundos da crescente procura dos consumidores por
cortes de frango em detrimento da carcaca inteira. Além disso, as especiarias utilizadas
também variaram, e dependem ainda do mercado consumidor (Barbut, 2002). Atualmente
existem no mercado produtos com diferentes composicBes carneas. Outros fatores
determinantes para a expansdo do segmento, como 0 aumento da populacdo urbana e a
inclusdo da mulher no mercado de trabalho fizeram com que aumentasse a demanda por
produtos alimenticios de facil preparo. Neste cenario foram desenvolvidos os produtos
reestruturados empanados, proporcionando melhor aproveitamento dos masculos que seriam
subutilizados ou mesmo descartados, além de serem faceis de preparar e servir, por serem
empanados e cozidos (Owens, 2001).

Além dos micro-organismos oriundos da matéria-prima (tanto dos cortes carneos
guanto dos amidos, farinhas de empanamento e condimentos), sabe-se que durante as
operacgdes de processamento e manipulagdo este alimento pode ser contaminado por uma
vasta gama de micro-organismos. Posteriormente, durante as etapas de distribuicdo e
armazenamento, sobretudo se houverem condicdes de abuso da temperatura de conservacéo,
uma parcela destes micro-organismos poderd se desenvolver e causar deplecdo no valor

nutritivo do produto (Dainty, 1996; Huis in’t veld, 1996), alteracdo nas caracteristicas
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sensoriais, além de representarem um risco para desencadear casos de doencas de origem
alimentar (Currie et al., 2005).

Os produtos que apresentam um alto teor de dgua e sdo armazenados sob alta umidade
normalmente tendem a se deteriorar pela acdo de bactérias e leveduras, as quais apresentam
um metabolismo mais rapido e a consequente vantagem competitiva. Enquanto que a
deterioracdo por fungos filamentosos ocorre mais facilmente quando a superficie do produto
se torna seca ou quando este é armazenado sob baixas temperaturas, o que limita o
crescimento de bactérias e leveduras, (Lowry & Gill, 1984; Sonjak, 2011).

O desenvolvimento de fungos em alimentos congelados é um problema presente na
indUstria de alimentos, verificado principalmente devido a longa vida de prateleira destes
produtos conferida pela armazenagem em temperaturas de congelamento, geralmente entre
120 e 180 dias no caso dos empanados de frango. A observacdo de colbnias fungicas em
géneros alimenticios provoca a rejeicdo do produto por parte dos consumidores e
consequentemente prejuizos econdémicos as empresas envolvidas (Kotler, 2003). Além disso,
pode colocar em risco a saude do consumidor em funcdo da ingestdo dos metabolitos
secundarios toxicos produzidos por certas espécies fangicas, as micotoxinas.

Apesar da importancia do tema, rarissimos sao os estudos sobre deterioracdo fingica de
empanados carneos congelados (Hegazy & Agami, 2011).

O presente trabalho teve por objetivo avaliar as espécies fungicas prevalentes em
empanados congelados de frango que apresentaram desenvolvimento de coldnias visiveis de
fungos em sua superficie durante a armazenagem e comercializacdo em supermercados e

verificar os principais metabdlitos secundarios produzidos pelas espécies prevalentes.

4.2 Materiais e Métodos

Foram analisadas sete amostras comerciais de empanados congelados de frango
processados por diferentes indUstrias do estado de Santa Catarina, oriundos da devolugdo do
produto por clientes pelo fato de apresentarem deterioracdo visivel por fungos filamentosos

em sua superficie, dentro do periodo de validade.
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4.2.1 Determinagdo da Contagem Total de Coldnias Fungicas

As amostras foram descongeladas e processadas de maneira asséptica. Foram pesadas
porcdes de 25 gramas do produto, seguindo de adi¢do de 225 mL de &gua peptonada a 0,1% e
homogeinizagdo em aparelho Bagmixer durante 1 minuto. Foram realizadas diluigdes seriadas
seguidas de plaqueamento em dois meios microbioldgicos: Agar Batata Glicosado (PDA) e
Agar Dicloran Glicerol 18 % (DG 18%), ambos suplementados com cloranfenicol, incubando
a 25 °C por 7 dias e a 5°C por 21 dias, em virtude do aumento do tempo de geracdo dos
micro-organismos a baixas temperaturas. Decorrido o periodo de incubacdo, os resultados
foram expressos em unidades formadoras de colbnias por grama de produto (UFC/g).

4.2.2 ldentificacdo de fungos filamentosos

Os fungos foram isolados 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). Ja a identificacdo do género Penicillium
foi realizada conforme Pitt (2000), Pitt (1979) e Samson & Frisvad (2004).

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

Decorrido o periodo de cultivo, foram determinados os didmetros médios das 3
colbnias com régua e observadas as caracteristicas macro e microscopicas em cada meio de
cultivo, os quais juntamente com o perfil de metabdlitos secundarios produzidos foram

utilizados para a identificacao das espécies.

4.2.3 Determinacdo dos metabolitos secundarios produzidos
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Foram avaliados nove isolados de Penicillium de maior ocorréncia nos empanados
congelados de frango deteriorados. Selecionou-se um isolado da espécie predominante em
cada amostra e outras duas espécies que embora ndo foram as predominantes, também
apresentaram alta contagem na amostra. Estes isolados foram enviados para o Center for
Microbial Biotechnology, da Technical University of Denmark (CMB-DTU), onde foi
determinado o perfil de metabdlitos secundarios produzidos por cada espécies.

No CMB-DTU se consolidaram os estudos sobre a utilizagdo de metabdlitos
secundarios fungicos com fins taxonémicos. As metodologias para analise de perfil de
metabdlitos secundarios se encontram implantadas naquele centro desde longa data
(Filtenborg et al., 1983) e na forma como foi utilizada para este trabalho foi relatada por
Smedsgaard (1997) e sera descrita brevemente.

Os isolados foram inoculados em 3 pontos nos meios de Agar Czapeck Extrato de
Levedura (CYA) e Agar Extrato de Levedura e Sacarose (YESA), e cultivados durante 7dias a
25°C. Decorrido o periodo de incubacédo, 3 plugs de aproximadamente 3mm foram cortados
das placas, transferidos para um tubo de 1,5mL e submetidos ao procedimento de extragéo.

A extracdo dos metabdlitos foi realizada pela adicdo de 800uL de uma solucdo de
acetato de etila:diclorometano:metanol (3:2:1, v/v/v) com 1% de &cido férmico e submetendo
0 conjunto a ultrassonicacdo durante 55min. O produto eluido foi transferido para um frasco
novo e os solventes foram evaporados overnight em capela de fluxo laminar. Anterior ao
momento da deteccdo, o0 extrato seco foi ressuspendido em 500uL de metanol e filtrado
através de filtro Milex PFTE (politetrafluoroetileno) de 0,45um. Os metabdlitos foram
examinados através de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), conforme descrito
por Smedsgaard (1997).

4.2.3.1 Analise e identificacdo dos metabdlitos

Um volume de 3uL do extrato foi injetado em um cromatografo HPLC Agilent 1100
(Waldbron, Alemanha), equipado com detectores de arranjo de di-iodos e fluorescéncia. Para
separagdo dos compostos foi utilizada uma coluna C18 Luna (1) (50mmx2 mm).

Um gradiente linear de &gua contendo 0,05% de é&cido trifluoracético (TFA) e
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acetonitrila contendo 0,05% de TFA foi utilizado como fase movel, partindo de 15% de
acetonitrila e alcangando 100% de acetonitrila em 20min, sendo que a proporgéo do gradiente
final era mantida durante 5 min antes de retornar as condi¢es iniciais.

O detector de arranjo de diodos cobriu a faixa de um espectro UV entre 200-600nm a
cada 0,7 segundos. Os cromatogramas a 210 e 280nm foram utilizados para a detecgdo no
detector de diodos e no de fluorescéncia foi utilizado um comprimento de onda de 230nm
para excitacdo e 450nm para emissao.

Os metabdlitos encontrados em cada isolado foram identificados com base nos indices
de retencdo relativos as alquifenonas e os espectros dos compostos foram comparados com
banco de dados interno.

4.3 Resultados

Na tabela 1 pode-se observar os resultados da contagem total de fungos filamentosos
nas sete amostras de empanados congelados de frango em dois diferentes meios (PDA e DG
18%). As contagens em temperatura de 25 °C variaram entre 10% 10® UFC/g, apresentando
valores semelhantes nos dois meios de cultura testados. A amostra com contagem de 10°
UFC/g, apresentou também crescimento de leveduras. Por outro lado o meio de PDA
mostrou-se mais adequado para a deteccdo dos fungos quando considerado a temperatura de
incubacdo de 5°C.

Estdo reportados também os fungos filamentosos (tabela 1) que foram isolados a partir
das amostras de empanados congelados de frango. Um total de 4 géneros fungicos estavam
presentes nas diluicBes consideradas, sendo o género Penicillium o mais frequentemente
isolado, seguido pelo género Aspergillus.

Na tabela 2 estdo reportados os isolados das espécies predominantes nas amostras

deterioradas com seus respectivos metabolitos produzidos.
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4.4 Discussao

A predominéncia dos géneros Penicillium e Aspergillus também foi observada em
estudo conduzido por Hegazy & Agami (2011) em empanados carneos congelados adquiridos
em supermercados no Egito, com predominancia de Aspergillus spp. Ao contrario das
amostras analisadas em nosso estudo, as reportadas por Hegazy & Agami (2011) ndo estavam
deterioradas. Sabe-se que o género Penicillium apresenta um maior nimero de espécies
capazes de se desenvolver em temperaturas abaixo de 5°C (Pitt & Hocking, 2009), assim,
embora presente, a populacdo de Aspergillus sp. sofre pouca alteracdo enquanto que a de
Penicillium sp. se eleva, provocando a deterioracdo do produto.

Sonjak et al., (2011), em estudo micolégico de produtos carneos curados, encontraram
isolados de Penicillium como género dominante. Porém, para esses produtos pode ser
esperado, ja que muitas espécies deste género sdo psicréfilas (Frisvad & Samson, 1991).
Aspergillus versicolor e Cladosporium spp., assim como nos nossos resultados também foram
identificados nesses produtos carneos.

Estudos anteriores realizados por Samson et al., (2002) afirmam que espécies de
Penicillium sdo frequentemente isolados a partir de substratos carneos deteriorados, incluindo
produtos processados. Em geral, as espécies de Penicillium habitam o solo, porém por
produzirem conidios sdo propagados pelo ar, logo, se espalham com facilidade, podendo
instalar-se em reservatorios como o ser humano, poeira, matérias-primas, esgotos e
superficies de equipamentos e manipulacdo (Scholte et al., 2002). Em destaque, na analise dos
empanados ocorreu a predominancia de quatro espécies: Penicillium glabrum, Penicillium
polonicum, Penicillium manginii e Penicillium crustosum.

De acordo com Samson & Frisvad (2004) pode haver uma tendéncia de P. polonicum
crescer no milho e no trigo em climas mais quentes. P. polonicum também pode contaminar
produtos como carne seca, e ser fonte de contaminacdo em farinha de trigo. Assim, uma das
hipdteses da contaminagdo em empanados congelados de frango pode ser oriunda dos
ingredientes usados no “pre-dusting”, “batter” ou no empanamento, que incluem farinha de
trigo, milho e cereais (Barbut, 2002).

Segundo Samson (2004), os fatores que determinam as culturas flngicas que se
desenvolverdo nos produtos carneos sdo a qualidade da matéria-prima, a manutencdo da
cadeia de frios, as condicOes sanitarias das instalagdes (equipamentos), as caracteristicas

fisicas e bioquimicas do produto e as praticas de gestdo no processamento. Acredita-se que 0s
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ingredientes adicionados no momento da elaboracdo dos empanados congelados de frango
possam ser fontes de contaminagdo. Durante as etapas de pré-enfarinhamento, adicdo do
liquido de empanamento e farinha de cobertura sdo colocados derivados de cereais, 0s quais
poderdo conter esporos fangicos com potencial de deterioracdo do produto durante o periodo
de estocagem (Barbut, 2002).

No caso dos empanados congelados ocorrem as etapas de cozimento e de pré-fritura,
que reduzem a carga microbiana oriunda principalmente da matéria-prima e manipulacdo. O
6leo utilizado apresenta a temperatura de 180 °C por 20-35 segundos (Avila, 2006). No
entanto ndo foram encontrados estudos relatando a temperatura alcangada no interior do
produto, visto que mesmo Salmonella sp., micro-organismo eliminado de empanados a
temperatura de 71°C (Bucher, 2008), foi reportado e isolado 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 surto de infeccdo alimentar por Salmonella sp. (Currie, 2005). Este fato demonstra que
mesmo micro-organismos sem estruturas de resisténcia térmica (como esporos)
eventualmente podem sobreviver a esta etapa de processamento.

Por outro lado, seria esperado que a barreira proporcionada pela estocagem do produto
em temperaturas de congelamento fosse suficiente para controlar o desenvolvimento
microbiano (Patsias et al., 2006). Porém, a existéncia de fungos psicréfilos/psicrotréficos faz
com que produtos congelados, muitas vezes armazenados abaixo de -10°C, deixem de ser
microbiologicamente estaveis (Pitt & Hocking, 2009).

O armazenamento em temperatura adequada de congelamento ira preservar as
qualidades do produto carneo, mas ndo ira servir como uma garantia do mesmo, visto que 0s
micro-organismos ndo sdo destruidos, enquanto que as temperaturas acima do recomendado
irdo agravar os problemas de qualidade se houver alta contagem inicial de micro-organismos
(Nortjé et al., 1989), devido a possibilidade de multiplicacdo de espécies psicrofilas e
psicrotroficas.

Para ilustrar a magnitude do problema de abuso de temperatura, pesquisas realizadas
em paises no Sul da Europa constataram que 30% dos alimentos refrigerados foram mantidos
em temperatura acima de 10 °C em refrigeradores domesticos e a varejo. E até mesmo no
Norte da Europa, 5% apresentaram temperatura acima de 13°C na venda a varejo e 21% com
temperatura superando os 10 °C nos refrigeradores domésticos (Kennedy et al., 2005).

Além do armazenamento inadequado, operagdes anteriores como 0 transporte dos

produtos podem colocar em risco a integridade do mesmo. Se a cadeia de frio ndo for
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mantida, carnes e produtos carneos congelados necessitam de temperatura especial de
conservacao. Deste modo, as temperaturas para transporte destes alimentos séo de -18 a -15°C
(Silva Jr, 2002).

Outros estudos, conduzidos por Kuehn & Maillard (1962) reportaram as espécies
fangicas contaminantes de amostras de tortas de frutas congeladas. Assim como nos nossos
resultados, foram encontradas, entre outras, as espécies Cladosporium sp, Aspergillus
versicolor, Penicillium funiculosum, além de outras 31 espécies de Penicillium. Foram
encontrados a 0 ° C, os fungos Aureobasidium pullulans, Penicillium spp., uma espécie
desconhecida do género Sphaeropsidaceous e Mucor ramannianus. A 5°C foi encontrado um
total de 25 coldnias de fungos do género Penicillium, entre outras espécies.

Além das alteracbes sensoriais, sobretudo na aparéncia, provocada pelo
desenvolvimento de fungos filamentosos na superficie de empanados congelados de frango,
deve ser ressaltado que estes micro-organismos podem representar um perigo a salde dos
consumidores, se forem espécies patogénicas ou produtoras de micotoxinas (Monaci et al.,
2005; Toscani et al., 2007; lacumin et al., 2009). Estas toxinas podem ser sintetizadas por
diversas espécies de Aspergillus e Penicillium (Frisvad & Thrane, 2002; Frisvad et al., 2004).

Com relacdo ao perigo toxicologico, de acordo com Frisvad & Thrane (2002), a
maioria das espécies identificadas neste estudo sdo incapazes de produzir metabolitos toxicos
conhecidos. Porém, sabe-se que P. polonicum é produtor de micotoxinas como: Penitrem A,
acido ciclopiazodnico, acido ciclopaldico e acido ciclopolico. Algumas toxinas, ainda apenas
parcialmente caracterizados como glicopeptideos nefrotoxicos também tem sido isoladas
desta espécie (Samson & Frisvad, 2004) e podem estar envolvidos na nefropatia endémica dos
Baélcas (Frisvad & Thrane, 2002). A potente neurotoxina verrucosidina, € relatada como sendo
produzida também por P. polonicum. Dessa forma, é esperado que cereais e produtos carneos
contaminados com este fungo, apresentem esta toxina (Samson & Frisvad, 2004). No
empanado congelado de frango por ser um produto carneo e levar em sua composicdo alguns
tipos de cereais, pode ser esperado que com a elevacdo da temperatura os fungos encontrem
condigdes para a producao destas micotoxinas.

O é&cido penicilico tem sido encontrado em P. polonicum. Isto aumenta a nefro-
toxicidade da ocratoxina A, como tem sido mostrado em experimentos com suinos (Stoev et
al., 2001). Todos os membros da série Viridicata, como P. aurantiogriseum, P. tricolor e P.
viridicatum podem produzir acido penicilico e ocorrem em cereais juntamente com P.
verrucosum, produtor de ocratoxina A, assim, muitas vezes a ocratoxina A e &cido penicilico

ocorrem concomitantemente (Samson & Frisvad, 2004).
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Em nosso estudo, a determinacdo dos metabdlitos secundarios produzidos pelos
isolados, revelou a presenca de micotoxinas como &cido ciclopiazbnico, verrucosidina,
citreoveridina, penitrem A e roquefortina C.

A neurotoxina verrucosidina mostra-se como a responsavel por uma doenca
neuroldgica em bovinos (Wilson et al., 1981) e demonstrou 0 mesmo efeito em ensaios
experimentais em ratos (Fink Gremmels et al., 1991). A outra neurotoxina, citreoviridina,
produzida por varias espécies de Penicillium, é a toxina responsavel pela doenca de Keshan,
com maior prevaléncia na China e pela doenca cardiaca aguda, o beribéri, com varias
descri¢des no Japdo (Hou et al, 2006;. Nishie et al., 1988, Ueno, 1974). Esta ultima doenca é
caracterizada por paralisia ascendente, convulsbes e parada respiratoria. Além disso, esta
micotoxina mostra-se como um potente agente teratogénico em ratos (Morrissey & Vesonder,
1986).

Ja o é&cido ciclopiazbnico produz alteragdes degenerativas e necrose no figado,
pancreas, baco, rim, glandulas salivares, miocardio e musculo esquelético em ratos (Morrisey
& Norred, 1985). Também tem sido associado com quadros de intoxicacdo humana (Rao &
Husain, 1965), como toxicoses de milho mofado, conhecida como "envenenamento por
Kodua" (Bhide, 1962). Esta doenca ndo letal é caracterizada em humanos por fadiga,
tremores, fala imperceptivel e nauseas (Rao & Husain, 1985). Além disso, o 4acido
cilopiazonico é conhecido por sua acdo imunossupressora mesmo em baixas dosagens (Pitt,
2000).

As micotoxinas neurotoxicas Penitrem A e Roquefortina C sdo substancias
consideradas tremorgénicas por induzirem tremores musculares, ataxia e convulsdes (Boysen
et al., 2002). Varios estudos reportaram casos de intoxicacdo por estes metabolitos toxicos em
cdes (Boysen et al., 2002; Walter, 2002; Young et al., 2003). Os sinais clinicos desses animais
eram confundidos com envenenamento por estricnina ou intoxicagdo aguda por alguma
substancia. Porém, a analise do conteudo intestinal revelou a presenca destas micotoxinas
associadas com a ingestdo de alimentos mofados como farinha a base de cereais, macarrao e
derivados lacteos.

Frente a isso, percebe-se o perigo que os consumidores podem estar expostos. Assim,
mostra-se necessario o desenvolvimento de mais estudos para se verificar as condigdes em
que estas espécies se desenvolvem, bem como o momento no qual poderiam produzir estas
micotoxinas em empanados carneos congelados. Pois é de conhecimento que ocorre um
aumento gradativo da populacéo fangica, metabolicamente ativa, até que se ocorra a formacao

de col6nias visiveis na superficie dos alimentos.
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Tabela 1 — Resultado da contagem total e identificacdo dos fungos filamentosos isolados em amostras de
empanados congelados de frango visualmente mofadas.

MEIOS ESPECIES PRESENTES
PDA (UFC/g) DG 18% (UFC/qg)
Temperatura 5°C 25°C 5°C 25°C
Amostra
A 8.0x10" 3.8x10° - 2.4x10°  P. corylophilum, P. implicatum, P. manginii*
B 5.6x10° 2.6x10° - 4.4x10°  P.commune, P. glabrum*
C 1.2x10° 7.2x10° - 5.0x10"  P. glabrum, P. polonicum*
D 1.0x10° 1.47x10° 1.6x10* 1.64x10° A. ustus, Cladosporium sp., P. glabrum, P. polonicum*
E 2.0x10t 1.0x10t - 5.0x10t  A.fumigatus, A. versicolor, P. crustosum*, P. fellutanum
F 1.0x10° 2.3x10° - 2.0x10°  P. chermesinum, P. funiculosum, P. glabrum*, P. solitum
G 2.0x10* 2.6x10° 2x10* 2.3x10° P.glabrum*

A, B, C, D, E, F e G: diferentes amostras de empanados de frango

PDA e DG 18%: meios de cultura (Agar Batata e Agar Dicloran Gicerol 18%)
UFC/g: unidades formadoras de colnia por grama de empanado de frango

*: Espécie de maior ocorréncia na amostra.
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Tabela 2 — Resultado dos metabolitos produzidos pelas principais espécies deterioradoras de

empanados congelados de frango

Cepas Identificacdo Metabélitos
Taxondmica

1/12 NGT Penicillium manginii citreoviridina*, citreomontanina

16/12 NGT Penicillium commune  &cido ciclopaldico, acido ciclopiazdnico*, FKI-3389, chomanols

23/12 NGT Penicillium polonicum  anacina, ciclopenol, ciclopenina, dehidrociclopeptina, verrucosidina*,
deoxiverrucosidina, viridicatol, 3- metociviridacatina, verrucofortina

29/12 NGT Penicillium glabrum &cido astérrico, geodina, citromicetina, asperflavina, questina

39/12 NGT Penicillium glabrum geodina, citromicetina, questinol

33/12 NGT Penicillium polonicum  anacina, cyclopenol, ciclopenina, dehidrociclopeptina,
verrucosidina*, deoxiverrucosidin, viridicatol, 3- metoxiviridicatina,
verrucofortina.

30/12NGT Penicillium solitum compactina, solistatina, viridicatina, viridicatol, ciclopeptina,
ciclopenol, ciclopenil, androstina A.

51/12 NGT Penicillium crustosum  &cido astérrico, tomitrem A & E, penitrem A*, roquefortina C*,
ciclopenina. viridicatol, viridicatina

35/12 NGT Penicillium glabrum &cido astérrico, geodina, questina, questinol.

* : Micotoxinas
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Resumo

A prética de congelamento de alimentos é um dos principais processos empregados pela
industria de alimentos com o objetivo de prolongar a vida util de alimentos. Seu uso tem se
expandido em anos recentes em virtude do aumento do consumo de produtos de conveniéncia,
muitos dos quais sdo comercializados na forma congelada. Esta pratica vem selecionando, ao
longo dos anos, espécies de micro-organismos capazes de se desenvolver em condicdes de
baixas temperaturas, com destaque para os fungos filamentosos. Além das perdas econdmicas
do setor industrial devido ao retorno de produtos e a perda de confianca pelos consumidores,
o desenvolvimento de fungos em alimentos representa um problema de saude publica pela
possibilidade de producéo de micotoxinas. O objetivo deste trabalho foi avaliar o crescimento
a5,0,-5e-18°C de duas espécies de fungos envolvidas com a deterioracdo de empanados
congelados de frango (Penicillium polonicum e Penicillium glabrum) inoculadas tanto em
meio de cultura quanto em duas marcas comerciais de empanados congelados de frango.Em
paralelo, determinou-se semanalmente a temperatura encontrada nos balcdes de congelamento
de 6 supermercados da cidade de Santa Maria-RS em dois periodos do dia. Os resultados
demonstraram que o fungo P. polonicum, é capaz de formar microcoldnias em placas de Agar
Batata em até 0°C e formar colbnias visiveis na superficie dos empanados congelados de
frango conservados a -5°C aos 120 dias, independente da marca. Para P. glabrum a
temperatura de crescimento limitante foi 0°C, tanto em meio de cultura quanto nos empanados
congelados de frango, independente da marca analisada. Todos o0s supermercados
apresentaram, em pelo menos um dos momentos avaliados, temperatura superior a -5°C,
sendo que 4/6 (66%) apresentaram pelo menos um pico de temperatura acima de 0°C, com
um maximo de 9,8°C. Desta maneira destaca-se a necessidade de uma adequacdo da
temperatura das gondolas de comercializacdo de produtos congelados para que sejam
atendidas as especificacOes do fabricante e assim haja uma maior garantia da qualidade

microbiologica destes produtos.

PALAVRAS-CHAVES: Penicillium; conservacdo de alimentos; shelf-life; empanados

carneos congelados; deterioragdo de alimentos.
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5.1 Introdugéo

A carne de frango € uma matriz rica em agua, proteinas, lipideos e vitaminas; assim,
ao mesmo tempo em que atende as demandas energéticas e nutricionais dos consumidores,
essa composicdo fornece um ambiente nutricionalmente adequado para a proliferacdo de
micro-organismos deteriorantes e patdégenos relacionados a alimentos (Jay et al., 2005).

Para prolongar a vida util destes alimentos altamente pereciveis, um dos métodos mais
eficazes e utilizados é o emprego de baixas temperaturas que retarda o desenvolvimento
microbiano (Vitali & Quast, 2004). Isso ocorre porque todos 0s processos de crescimento sao
dependentes de reacfes quimicas, as quais tém sua velocidade afetada pela temperatura (Jay,
2005). Quando a intencdo de armazenagem do alimento for por periodos curtos, a refrigeracéo
¢ 0 método de eleicdo, enquanto que o congelamento é empregado quando objetiva-se
conservar o produto carneo por um periodo prolongado (Archer, 2004). Segundo
recomendacdes do Codex Alimentarius (1947), para o congelamento, as temperaturas de
armazenamento do alimento devem ser inferiores a —18°C.

O congelamento tem um duplo efeito inibidor sobre os micro-organismos, afetando a
velocidade do crescimento microbiano devido a aplicacdo de temperaturas inferiores ao
minimo necessario seu minimo necessario para a multiplicacdo dos micro-organismos e a
obtencédo de baixas concentracBes de agua disponivel no substrato, uma vez que a conversao
de 4gua em gelo durante o congelamento aumenta a concentracdo de solutos dissolvidos em
agua ndo congelada e assim reduz a atividade da agua do alimento (Rizvi, 2002). Dessa
forma, percebe-se que qualquer alimento parcialmente ou totalmente congelado € arido, em
comparacdo com o mesmo alimento quando ele ndo esta congelado. Portanto, a agua
disponivel para os micro-organismos para a manutencdo de seu metabolismo diminui a
medida que os alimentos congelados e resfriados estdo a temperaturas iniciais abaixo da
temperatura de congelamento (Gill, 2011).

Todos 0s micro-organismos necessitam de agua para o crescimento, mas alguns,
referidos como xerotolerantes, podem suportar condicfes relativamente aridas. Devido a sua
fisiologia e metabolismos diferenciados, algumas espécies flngicas sdo adaptadas ao
crescimento em condicOes de temperatura e atividade de agua (a,,) baixas (Frisvad & Samson,
1991), parametros estes presentes em produtos congelados.

Vérias espécies de Penicillium sdo descritas contaminando produtos mantidos sob

baixa temperatura, entre elas Penicillium polonicum e Penicillium glabrum, as quais sdo



43

consideradas importantes deterioradoras deste grupo de alimentos. P. glabrum pode ser
encontrado em uma variedade de produtos alimentares, incluindo queijo (Northolt et al.,
1980) nozes (Freire et al., 2000), e agua mineral engarrafada (Cabral & Fernandez Pinto,
2002). Sinigaglia et al (1998), em estudos com P. glabrum, verificaram que este fungo foi a
espécie mais isolada de amostras de uva em decomposicdo. A espécie foi encontrada
igualmente em cereais frescos e grdos armazenados, frutas congeladas e bebidas & base de
frutas. Tambem foi isolado de morangos, uvas, frutas secas e castanhas. Além disso, poderia
secretar patulina e palitantina (Domsch et al., 1980). P. polonicum, espécie intimamente
relacionada a P. aurantiogriseum, também é considerado um importante fungo de alimento,
membro do subgénero Penicillium da série Viridicata, todos os quais estdo associados com a
maior parte dos cereais (Frisvad & Samson, 1991).

Gill e Lowry (1982) destacam que apesar de haver pouco estudo sobre deterioracdo de
produtos céarneos por bolores, € de conhecimento que fungos filamentosos sdo capazes de
deteriorar a carne em condigdes de pH, a,, € temperatura que seriam restritivas para as
bactérias. Para Ingrain & Uackey (1978), as temperaturas minimas de crescimento para
fungos poderiam ocorrer entre -10 e -12°C, mas alguns autores (Leistner & Rodel, 1981)
defendem a opinido de que o crescimento seria possivel a temperaturas abaixo de -18°C.

Por outro lado, Hall (1960) comenta que durante o transporte e estocagem, 0S
alimentos congelados estéo sujeitos a flutuacdes de temperatura. E que 0 abuso mais comum
sob os produtos, como periodos prolongados acima das temperaturas de estocagem
recomendadas, ocorrem nas gbéndolas dos supermercados. Um dos motivos para esse caso
poderia estar relacionado as géndolas dos supermercados que possuem abertura superior e
permanente que comportariam um ndmero de produtos superior ao projetado, de modo que 0s
alimentos fiqguem fora da area do compartimento que garantiria a temperatura correta de
armazenamento (Hall, 1979).

Assim, a manutencdo da cadeia de frio assume um papel critico em alimentos que
seriam facilmente deteriorados em temperatura ambiente, como € o caso dos produtos carneos
(Baptista & Linhares, 2005). Uma vez que 0s mercados representam 0s principais
estabelecimentos de distribuicdo de alimentos, o correto controle da temperatura dos
equipamentos da rede de frio destes comércios € fundamental para conservacdo de alimentos
pereciveis, uma vez que a temperatura exerce influéncia sobre a multiplicacdo de micro-
organismos. Do contréario, a falta de controle das condi¢fes de conservacdo dos alimentos
pereciveis pode acarretar, além de perdas econémicas por deterioracdo e alteracdes sensoriais

dos alimentos, danos a sadde do consumidor (Vitali & Quast, 2004).
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Grande progresso tem sido feito no estudo de aspectos bacteriologicos de deterioragdo
dos alimentos, mas o papel de fungos e leveduras ndo tem sido estudado com igual rigor.
Embora os fungos psicrotroficos definitivamente sejam um problema em alimentos
conservados em baixas temperaturas, pequeno € 0 numero de pesquisas relacionadas a este
tema (Gill & Lowry, 1982; Geiges, 1996; Gill, 2011). Diante deste cenario, este estudo
prop0s-se a investigar a capacidade das duas principais espécies de Penicillium deteriorantes
de empanados congelados de frango em se desenvolver sob condi¢des de baixas temperaturas.
Complementarmente, determinou-se a temperatura presente em balcdes onde estes produtos
sdo expostos a venda, em diferentes supermercados de Santa Maria-RS, de modo se verificar
a ocorréncia temperaturas permissivas ao crescimento das espécies de Penicillium de

deterioracdo destes produtos sob condicdes reais de armazenagem.

5.2 Materiais e Métodos

5.2.1 Avaliacdo do crescimento de Penicillium spp. sob baixas temperaturas

Os fungos Penicillium glabrum e Penicillium polonicum utilizados neste estudo foram
isolados a partir de amostras deempanados congelados de frango visualmente deteriorados por
fungos. Estas amostras eram oriundas da devolucdo por consumidores insatisfeitos com a
qualidade do produto.

As amostras de empanados congelados de frango utilizadas para a inoculagéo dos
fungos pertenciam a duas marcas comerciais distintas adquiridas em suas proprias unidades
de producéo, localizadas no estado de Santa Catarina. As amostras de cada marca pertenciam
cada qual a um mesmo lote e foram utilizadas as denominagdes “Nugget I e “Nugget 11 para

diferencia-las.

5.2.2 Preparacéo do inéculo
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Para a preparacdo do inoculo foram utilizados tubos de Czapeck Extrato de Levedura
(CYA) contendo cultivos de 7 dias de P. polonicum e P. glabrum .

Em cada tubo de cultivo foi adicionado 10mL de solucéo estéril de trabalho (0,0425¢g
de fosfato de potassio e 3 gotas de tween/L, sendo pH corrigido para 7,2) e padronizado as

suspens6es contendo o indculo em 10° conidios/mL.

5.2.3 Inoculacao dos fungos em amostras de nuggtes

Um total de 100uL da suspensdo de conidios foi inoculado em gotas de 5uL
distribuidas na superficie dos empanados congelados de frango das marcas “Nugget I” e
“Nugget 117, perfazendo aproximadamente 5x10% conidios/g de empanado congelado de
frango. Paralelamente foram utilizadas amostras para controle negativo inoculadas com
100uL da solucéo estéril de trabalho.

Ao final da inoculacdo, foram retiradas amostras de ambas as marcas representando o0s
diferentes fungos e controles negativo para analise no tempo zero (Tp). As demais amostras
foram agrupadas em embalagens, aleatoriamente identificadas e distribuidas em quatro
temperaturas: -18°C (em freezer comercial), -5°C, 0°C e 5°C (em estufa de incubacao).

5.2.4 Andlise das amostras

As unidades das amostras a serem analisadas foram descongeladas e processadas de
maneira asséptica. Foram pesadas porc¢des de 10 gramas do produto, seguindo de adigdo de
90mL de &gua peptonada a 0,1% e homogeinizacdo em aparelho Bagmixer (Interscience,
France) durante 1 minuto. Foram realizadas dilui¢Oes seriadas seguidas de plagueamento em
meio Agar Batata Dextrose (PDA) suplementado com cloranfenicol, incubando a 25 °C por 7
dias em triplicata. Decorrido o periodo de incubacdo procedeu-se a contagem das col6nias,
com os resultados expressos em unidades formadoras de coldnias por mL (UFC/mL).

As andlises foram repetidas semanalmente até os 120 dias de incubagdo ou até o
momento que fosse observado o surgimento de coldnias visiveis na superficie dos empanados

congelados de frango.
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5.2.5 Inoculacdo dos fungos em meio de cultivo

A partir do tubo inicial de cultivo de P. glabrum e P. polonicum, foi realizada uma
inoculagdo no centro de placas de Petri com meio PDA, suplementado com cloranfenicol. As
placas inoculadas, juntamente com um controle negativo sem fungo, foram incubadas
juntamente com os empanados congelados de frango nas temperaturas de -18°C (em freezer
comercial) -5°C, 0°C, 5°C (em estufas de incubacao) com observacao semanal do crescimento,

avaliando o didmetro das col6nias fungicas. Este experimento foi realizado em quintuplicata.

5.2.6 Verificacdo das temperaturas nos estabelecimentos alimenticios

Esta etapa foi realizada em seis supermercados da cidade de Santa Maria. Trés
supermercados de tamanho grande (SA, SB, SC) e os demais de tamanho compacto (SN, SZ,
SR) de acordo com a classificagcdo da ABRAS (2013).

As temperaturas da rede de frios foram avaliadas, nas gondolas que armazenavam
empanados congelados de frango. As leituras foram obtidas do més de fevereiro a maio de
2013, onde eram feitas duas verificacbes diarias, uma no periodo matutino e outra no periodo
vespertino, através de um Termdmetro Digital tipo espeto (Incoterm, China).

As leituras dos estabelecimentos alimenticios foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) e as médias comparadas entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de confianca,

a partir do programa estatistico Statistica® 7.0 for Windows.

5.3 Resultados

5.3.1 Avaliacdo das especies P. polonicum e P. glabrum
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A temperatura minima em que o fungo P. polonicum foi capaz de se desenvolver
formando microcoldnias em 2/5 (40%) das placas de PDA incubadas foi de 0°C, enquanto
gue nos empanados carneos congelados, a espécie foi capaz de formar colbnias visiveis a -
5°C a 17 semanas. Para P. glabrum a temperatura de crescimento limitante foi 0°C, tanto em
meio de cultura quanto nos empanados congelados de frango, em ambas as marcas analisadas.
A mesma espécie fangica comportou-se de maneira similar independente da marca de
empanado congelado de frango avaliada sob uma mesma temperatura.

Os resultados referentes ao crescimento das espécies inoculadas nos empanados
congelados sdo demostrados nas figuras 1a e 1b.

Analisando os gréaficos das figuras, percebe-se que a 5°C, tanto as coldnias de P.
polonicum, como P. glabrum, tornaram-se visiveis na 3° semana de armazenamento, em
ambas as marcas de empanados congelados.

A 0°C, colénias de P. polonicum tornaram-se visiveis na 5° semana de
armazenamento, em ambas as marcas, (Figura 1a) Ja para P. glabrum foram necessarios 9
semanas de incubacdo para o surgimento de col6nias nos produtos das duas marcas a 0°C
(Figura 1b).

Na temperatura de -5°C houve o aparecimento de col6nias visiveis de P. polonicum na
17° semana de armazenamento, em ambas as marcas. Enquanto que, durante o periodo
avaliado P. glabrum ndo apresentou formacéo de coldnias visiveis a -5°C.

Aos -18°C ndo houve aparecimento de coldnia fangica visivel em nenhuma das
espécies. A observacao visual destas amostras seguiu-se até o sétimo més de armazenamento,

e da mesma forma, ndo houve aparecimento de col6nias flngicas nesta temperatura.

5.3.2 Avaliacdo das temperaturas nos estabelecimentos alimenticios

As temperaturas das gbndolas de alimentos congelados dos estabelecimentos
alimenticios avaliados estdo representadas nas Figuras 2a e 2b, correspondentes
respectivamente as leituras das temperaturas realizadas no periodo matutino e vespertino dos
estabelecimentos SA, SB, SC, SN, SZ e SR.

Todos o0s supermercados apresentaram, em pelo menos um dos momentos avaliados,
temperatura superior a -5°C, sendo que 4/6 (66%) apresentaram pelo menos um pico de

temperatura acima de 0°C, com um méaximo de 9,8°C.
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Considerando a temperatura -18°C ou inferior recomendada pelo Codex Alimentarius
(1976) para o correto armazenamento de alimentos congelados, percebe-se que o
estabelecimento SR, apresentou em todas as verificagcGes temperaturas superiores ao esperado.
Além disso, apesar da embalagem do produto recomendar armazenamento a -12°C ou
inferior, apenas 12,5% das leituras realizadas neste estabelecimento respeitariam a
temperatura recomendada na embalagem do produto.

Da mesma forma, o estabelecimento SC, apresentou, em todas as avalia¢des, produtos
expostos a temperaturas superiores a -18°C. Somado a isso, apenas 20,8% das vezes a
temperatura esteve de acordo com as recomendagfes dos fabricantes de empanados
congelados. De maneira ainda mais preocupante, em trés momentos, das 24 avaliagdes, 0s
produtos encontravam-se expostos sob temperaturas positivas. No estabelecimento SN, em 5
das 24 avaliagdes, a temperatura estava acima dos -12°C. Considerando -18°C, com tolerancia
de variacdo de 1°C (Ordofiez, 2005), 70,8% das vezes os produtos estavam acima deste ideal.

O estabelecimento SB, foi 0 que apresentou as temperaturas mais apropriadas. Na
maior parte das verificacdes (54,5%) os produtos encontraram-se em temperaturas de -18°C
/. 1°C (Ordofiez, 2005) recomendada pelo Codex alimentarius (1976), para alimentos
congelados. Enquanto que em 90,9 % das vezes, os produtos estavam armazenados de acordo
com as recomendaces do fabricante, -12°C ou menos. Apenas 2 leituras, de um total de 24,
apresentaram temperaturas superiores( -11,7°C e 4,8°C)

O supermercado SZ apresentou as leituras das temperaturas pouco oscilantes,
nenhuma atindindo -18°C (*/. 1°C). J& no estabelecimento SA, 4 verificacbes de temperaturas,
das 24 realizadas, encontravam-se a -18°C (*/. 1°C).

De acordo com a Tabela 1, percebe-se que ndo houve diferenca significativa entre as
medicOes das temperaturas realizadas no periodo da manhd com o periodo da tarde nas
gbndolas dos supermercados. Porém houve diferenga significativa entre as temperaturas dos

estabelecimentos avaliados.

54 Discussado

5.4.1 Avaliacdo do crescimento das espécies predominantes
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Os fungos P. polonicum e P. glabrum, estudados em nosso trabalho, sdo agentes
potenciais na deterioracdo de alimentos conservados sob baixas temperaturas conseguindo se
desenvolver em um periodo relativamente curto de tempo em temperaturas proximas a 0°C.
Na literatura, as pesquisas com espécies psicrotroficas sdo raras e se restringem a
temperaturas um pouco acima de zero, mas 0 crescimento geralmente & descrito em
temperaturas ligeiramente inferiores a 0°C (Geiges, 1996).

Os resultados deste estudo indicam que a temperatura minima para crescimento de P.
polonicum se encontra entre -5 e -18°C, enquanto que para P. glabrum estas minimas sao
maiores, entre 0 e -5°C. Embora, o comportamento dessas espécies pode variar dependendo
do substrato em que se desenvolvem.

Penicillium glabrum ¢ frequentemente encontrado nas inddstrias de alimentos
processados, devido a sua ubiqua presenca no ambiente, como solos, plantas, frutas, legumes
e madeira e sua capacidade de dispersar um grande nimero de esporos no ar (Pitt & Hocking,
1997; Carlite & Watkinson, 1994) ). Overy et al., (2003) relataram em seus estudos que a
frequéncia de P. glabrum em diversos substratos pode ser maior devido a capacidade de
crescimento em temperaturas de refrigeracao.

P. polonicum também foi relatado em diversos alimentos. Sonjak et al., (2011),
isolaram e identificaram P. polonicum na superficie de produtos carneos curados. Esta
espécie é comum em ambientes fechados e pode ser descrito como halotolerante (Frisvad &
Samson, 2004; Samson et al., 2002). Ndo obstante, a presenca de P. polonicum como um
fungo contaminante dominante foi avaliado durante 0 armazenamento a longo prazo de pos-
colheita de frutas e vegetais, e é considerado um dos agentes causais do chamado mofo azul
(Xiaofang et al., 2007).

Durante a avaliacdo do comportamento das espécies P. polonicum e P. glabrum nas
diferentes temperaturas evidenciou-se que a 5°C P. polonicum necessitou de duas semanas
de armazenamento para seu crescimento formar coldnias visiveis na superficie dos empanados
congelados de frango, com uma contagem de 10° UFC/g. Enquanto que sob temperaturas
mais baixas, a 0°C, necessitou de um periodo maior de tempo (cinco semanas) para a
formacdo de coldnias fangicas. Além disso, a 0°C, as col6nias tornaram-se visiveis quando a
contagem atingiu 10° UFC/g. Na temperatura de -5°C o periodo de tempo necessario para o
desenvolvimento do fungo e surgimento de colbnias visiveis foi consideravelmente maior,
levando 17 semanas para 0s esporos se desenvolverem e formarem coldnias visiveis na

superficie do produto carneo.
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Assim como ocorreu com P. polonicum, a 5°C a espécie P. glabrum foi capaz de
formar col6nias visiveis na segunda semana de armazenamento, porém com uma contagem
ligeiramente menor que a espécie P polonicum. E diferentemente desta Gtlima que a 0°C
formou colbnias visiveis na quinta semana, o fungo P. glabrum necessitou de maior tempo,
um periodo de nove semanas em contagem de 10°> UFC/g. N&o foram encontrados trabalhos
relatando as contagens flungicas relacionadas ao surgimento de coldnias na superficie de
produtos carneos conservados sob baixas temperaturas.

Neste trabalho, para estas espécies ja era esperado que a 5°C ocorresse 0 surgimento
de coldnia fungicas, por serem espécies psicrotroficas. Porém a magnitude do problema é bem
maior, visto que houve desenvolvimento de col6nias visiveis de P. polonicum em
temperaturas tdo baixas quanto -5°C. Destaca-se também o fato de que, mesmo que nao tenha
havido desenvolvimento de coldnias a -18°C para ambas espécies e a -5°C para P. glabrum,
0s esporos inoculados permaneceram viaveis em ambas as temperaturas durante todo o
periodo avaliado em niveis similares aos inoculados no inicio do experimento. Ou seja,
mesmo que o abuso de temperatura ocorresse ap6s um extenso periodo de conservacao
correta, uma vez presente 0 agente deteriorante, haveria o perigo potencial de seu
desenvolvimento no produto. Assim, se em certos momentos, durante o transporte,
distribuicdo ou armazenamento dos empanados congelados de frango nos locais de venda, o
produto sofrer um abuso de temperatura, seu tempo Util se tornara reduzido. Mesmo que nao
seja por tempo continuo, mas repetidos periodos de elevacdo da temperatura permitem que as
espécies se desenvolvam, podendo comprometer a qualidade microbiologica e
consequentemente as caracteristicas fisicas, quimicas e sensoriais do produto alimenticio.

E de conhecimento que o congelamento é um método eficiente para a conservacio dos
alimentos garantindo a estabilidade do produto frente a deterioragdo microbiana pela inibi¢do
da sua multiplicacdo (Adams & Moss, 2000; Jay et al.,2005). Contudo, vale ressaltar que
tanto a refrigeracdo quanto o congelamento ndo vao tornar um produto inseguro em um
produto seguro, porque a sua letalidade microbiologica é limitada e as toxinas pré-formadas
persistirdo (Adams & Moss, 2000).

Além disso, apesar de ndo haver relatos especificos para estas espécies em relagdo a
producdo de micotoxinas nas temperaturas estudadas em nosso trabalho, € importante
informar que no caso P. polonicum, por ser uma espécie potencial produtora de metabolitos
toxicos (Samson & Frisvad, 2004), o produto quando exposto a uma temperatura acima do

recomendado, pode colocar em perigo a sadde do consumidor.
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Outras pesquisas, semelhantes a nossa também estudaram a prevaléncia e
comportamento de espécies fungicas a temperaturas proximas a 0°C, porém em meios de
cultura. Um desses estudos foi conduzido por Kuehn & Maillard (1962), que encontraram,
além de outras, 31 espécies de Penicillium contaminando amostras congeladas de frutas , e
relataram que destas, 25 foram capazes de se desenvolver a 5°C, e uma espécie desconhecida
de Penicillium conseguiu de se desenvolver a 0°C em até 25 dias de incubacdo. Ja Wyatt &
Parish (1995), isolaram fungos a partir de sucos concentrados congelados de laranja e
relataram que P. italicum germinou a 0°C. Nosso estudo demostrou que a temperatura minima
de crescimento dos fungos pode ser consideravelmente diferente dependendo do substrato no
qual a espécie se desenvolve, com temperaturas permissivas inferiores quando crescendo em
um alimento se comparado a um meio de cultura convencional.

Isto provavelmente se deve ao fato de que alimentos que apresentam uma viscosidade
mais elevada e que contém proteinas, carboidratos e gorduras em sua composi¢do oferecem
uma certa protecdo as células microbianas durante o periodo em que o produto estiver
congelado (Geiges, 1996). Essas substdncias denominadas crioprotetores podem atuar
penetrando na célula e sendo acumuladas por organismos xerotolerantes em resposta ao
estresse osmotico (Brown, 1990), ou como ocorre com 0s compostos de elevado peso
molecular, que agem provavelmente inibindo a nucleagdo e crescimento de cristais de gelo no
meio extracelular (Gill, 2011).

Ainda que ndo tenha ocorrido o surgimento de coldnias visiveis de P. glabrum a -5°C,
é possivel perceber oscilagdes na contagem de col6nias durante praticamente todo o periodo
de armazenamento avaliado, de ambas as marcas Nugget | e Nugget Il (fig.1a e fig.1b).

Essas oscilacBes, nas quais ocorrem uma ligeira diminuicdo no nimero de micro-
organismos capazes de reproducdo podem ser frequentemente observadas na fase de laténcia,
especialmente nos intervalos de temperatura mais baixas (Geiges, 1996). Porém, os efeitos
letais s@o dificeis de quantificar em fungos filamentosos, de modo que os efeitos do
congelamento que causam danos as células vegetativas sdo muito variaveis de acordo com a
fase de crescimento das células, as condigdes sob as quais sdo cultivadas, exposi¢do a outros
tipos de estresse antes do congelamento e a presenca ou auséncia de crioprotetores no meio
(Gill, 2011).

Assim, tendo em vista o comportamento das espécies avaliadas em nosso estudo,
concordamos com Lowry & Gill (1984b), onde relatam que na prética, a temperatura minima
para o crescimento de fungos parece ser de cerca de - 5°C, e nesta temperatura, as taxa de

crescimento dos fungos séo lentas.
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5.4.2 Avaliacao das temperaturas nos estabelecimentos alimenticios

O correto armazenamento de produtos alimenticios congelados é imprescindivel para
estender sua vida util. A manipulacdo e elaboracdo de alimentos podem ser realizadas
seguindo as técnicas e critérios mais rigorosos, porém se 0s produtos ndo forem armazenados
sob temperaturas adequadas no varejo podera haver um comprometimento de sua qualidade e
assim a diminuicdo do seu tempo Util em razdo da estocagem inadequada (Germano &
Germano, 2001).

Como observado em nossas analises, a temperatura muitas vezes ndo € constante
durante as varias etapas de distribuicdo de produtos e um abuso de temperatura muitas vezes
pode ser experimentado (Zardetto, 2005).

Zardetto (2004), afirma que o aumento da temperatura durante as fases de distribuicao
e de comercializacdo durante o gerenciamento de produtos € um fenémeno variavel em
pequenos estabelecimentos e supermercados.

Assim como nds observamos temperaturas de abuso em supermercados de Santa
Maria — RS, Murmam et al (2004), também haviam verificado anteriormente que nos
estabelecimentos desta cidade o0s equipamentos responsaveis pelo congelamento dos
alimentos apresentaram alto indice de desacordo (86,1%) quanto a temperatura recomendada
pelo Codex alimentarius (1976), que é de —18°C. Além disso, 0 mesmo estudo constantou
que em 9,1% dos estabelecimentos foi encontrado pelo menos um tipo de alimento perecivel
mantido na temperatura ambiente. O trabalho deste grupo foi realizado ha certa de 10 anos, o
gue demonstra que este segue sendo um problema dos estabelecimentos que comercializam
produtos alimenticios congelados.

Em vistorias realizadas a 39 estabelecimentos varejistas de Sdo Paulo/SP, Pavanelli et
al (2003) encontraram também altos indices de inadequacdo em 89,1% dos equipamento de
congelamento Mais grave foram as observacfes de Cardoso & Aradjo (2001), durante uma
pesquisa realizada em 68 padarias do Distrito Federal, reportaram que apenas 1% dos
alimentos expostos encontravam-se na temperatura adequada.

O elevado nimero de inconformidades no que se refere as temperaturas nos balcoes de
congelamento dos supermercados avaliados em nosso trabalho e em outras pesquisas
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semelhantes pode ser explicado por observacOes feitas por Geiges (1996). Este autor relata
que na induastria processadora tende a haver um controle mais rigoroso na manutencdo de
temperaturas, enquanto que no varejo, sobretudo em fungdo do gasto energético e
consequentes tentativas de economia pelo proprietario do estabelecimento, a temperatura de
armazenamento ndo recebe adequada atencdo, acarretando uma possivel deterioracdo precoce
dos alimentos. As observacOes da Tabela 1 sugerem que os supermercados analisados neste
estudo ndo estariam controlando de forma diferente um periodo especifico para economia de
energia ja que nao houve diferenca estatisca quanto ao periodo das leituras da manha e da
tarde em todos os estabelecimentos avaliados.

Embora tenham havido avancos nas praticas higiénicas adotadas durante a elaboracéo
do produto alimenticio e nas tecnologias empregadas nos equipamento, a refrigeracdo e o
congelamento continuam a ser uma fonte de preocupacdo no que se refere a conservacao de
alimentos, sobretudo devido ao armazenamento no varejo sob temperaturas superiores ao
recomendado pelo fabricante (Laguere et al., 2002).

Para evitar estas perdas e aumentar a qualidade do alimento comercializado, torna-se
fundamental que a temperatura mantenha-se estavel durante todo o armazenamento e que
estas condicBes se estendam durante o transporte, comercializacdo e inclusive aos domicilios
antes de seu uso final (Ordofiez, 2005), o que também influencia a seguranca alimentar do
consumidor depende do controle da temperatura ao longo de todas as fases da cadeia de frio.
Assim, é imprescindivel o uso correto dos equipamentos de congelamento que reduzirdo
significativamente deterioracdo dos alimentos e os riscos a satde do consumidor (Hobbs and
Roberts, 1999).

As espécies P. glabrum e P. polonicum, estudadas em nosso trabalho se mostraram
capazes de se desenvolver e formar colénias visiveis na superficie dos empanados congelados
de frango quanto estes permaneceram armazenados a temperatura de 0°C (P. glabrum) e -
5°C (P. polonicum) ou mais. Além disso, durante todo o periodo avaliado, as células de
ambos 0s micro-organismos permaneceram viaveis quando as temperaturas de congelamento
estavam abaixo da minima para seu crescimento. Estas observacbes sdo de extrema
relevancia, visto que, conforme o avaliado neste estudo, em varios momentos as temperaturas
dos supermercados que comercializam empanados congelados de frango alcancaram
temperaturas superiores a este minimo e inclusive positivas, 0 que poderia permitir o
desenvolvimento de coldnias fangicas visiveis e consequentemente comprometer a qualidade

do produto.
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Figura 2a — Avaliacdo da temperatura no periodo da manha dos estabelecimentos da cidade de

Santa Maria-RS
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Tabela 1 — Avaliacdo da temperatura nas gondolas de comercializacdo de empanados

congelados de frango em estabelecimentos comerciais da cidade de Santa Maria — RS.

Periodo avaliado
Manha Tarde

Supermercado
Temperatura (°C) T° Méx.  Temperatura (°C)  T° Max.

SB -14,77+6,52 * 4.8 -16,89 + 1,642 -14
SA -15,32+2,60 ° -8 -11,82 + 4,56 °%° -3,6
SC 9,15 + 5,56 ™ 1,8 5,07 +7,16¢ 9,8
SN -146+29°2 -11 -12,09 +4,06 2° 5
SR 773+478°¢ 1 6,07 +3,12 0
SZ -13,88+1,81%® -10 -10,9 + 5,54 ™ 6

# Médias na mesma coluna com letras iguais ndo diferem significativamente entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
*Médias + desvio padrédo das leituras de temperaturas em °C dos estabelecimentos avaliados



CONCLUSOES

Os principais fungos envolvidos na deterioragdo de empanados congelados de frango
foram Penicillium glabrum, Penicillium polonicum, Penicillium manginii, Penicillium
solitum e Penicillium crustosum. Embora um total de 15 espécies tenha sido isolado,
Penicillium polonicum e Penicillium glabrum foram as espécies predominantes em

28,6 e 42,8%, respectivamente, das amostras deterioradas.

As micotoxinas produzidas pelas espécies avaliadas neste estudo foram: acido

ciclopiazonico, citreoviridina, roquefortina C, penitrem A e verrucosiding;

Dentre as temperaturas avaliadas neste estudo (-18°C, -5°C, 0°C e 5°C), Penicillium
polonicum e Penicillium glabrum apresentaram, respectivamente, -5°C e 0°C como a
temperatura minima na qual houve desenvolvimento de coldnias visiveis na superficie

dos empanados congelados de frango.

Das avaliagdes de temperatura realizadas nas gondolas onde os empanados congelados
de frango eram armazenados nos seis estabelecimentos comerciais de Santa Maria-RS
avaliados neste estudo, apenas 9,65% apresentavam temperaturas iguais ou inferiores
a -18°C. Por outro lado, 7% apresentavam temperatura igual ou superior a 0°C, com
um maximo de 9,8°C. Se for considerada a temperatura de armazenamento
recomendada pelos fabricantes de empanados congelados de frango de -12°C ou

inferior, 36% das leituras realizadas encontravam-se acima deste valor.
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ANEXOS

Inoculagdo de esporos flingicos das espécies Aos 14 dias a 5°C Coldnias fungicas visiveis de
Penicillium  polonicum e  Penicillium Penicillium glabrum a esquerda e Penicillium.
glabrum polonicum a direita, em contraste com amostras

controle ao centro. (Nuggets I: placas inferiores;
Nuggets II: Placas superiores.)
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Colbnias fungicas de P. polonicum em Nuggets |
aos 14 dias de armazenamento a 5°C.

Coldnias fungicas de P. polonicum em Nuggets
Il aos 14 dias de armazenamento a 5°C.

Colbnias fungicas de P. glabrum em Nuggets | Col6nias fangicas de P. glabrum em Nuggets |1
aos 14 dias de armazenamento a 5°C. aos 14 dias de armazenamento a 5°C.



