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RESUMO

RODRIGUES, Raphael Cardoso; DSc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. Agosto de 2013. Estudo da cinética de desidratacdo osmdtica de
abacaxi e utilizacdo da solucao residual para producdo de bioinseticida. Professor
Orientador: Pedro Amorim Berbert. Coorientadora: Professora Marilia Amorim
Berbert de Molina.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Engenharia Agricola do Centro de
Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias, em conjunto com o Laboratério de
Biotecnologia do Centro de Biociéncias e Biotecnologia, na Universidade Estadual do
Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ. Foram objetivos do
trabalho: (1) avaliar a cinética de desidratacdo osmotica de abacaxi (Ananas
comosus (L.) Merrill) utilizando sacarose, maltodextrina, sorbitol e
frutooligossacarideos em diferentes concentragbes e niveis de temperatura; (2)
avaliar a aplicabilidade do xarope residual da desidratacdo para producdo de
bioinseticida com Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) destinado ao controle de
Aedes aegypti. A desidratacéo foi realizada em agitadora-incubadora, a 60 min, por
4 h, empregando-se relacdo fruta:xarope de 1:10 (p/p). Foram avaliados os solutos
maltodextrina (MAL), nas concentracdes 20, 30 e 40 °Brix, sacarose (SAC), nestas
concentracdes e a 50 e 70 °Brix, sorbitol (SOB) e frutooligossacarideo (FOS) a 30, 50

e 70 °Brix, em trés niveis de temperatura (30, 40 e 50 °C). Em todos os casos, foi
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determinada a cinética de perda de agua (w), de ganho de sdlidos (6) e de reducéo
de massa () nas amostras de abacaxi. Nos ensaios de fermentacao foi utilizado
biorreator New Brunswick (BioFlo/CelliGen 115) de 2 L, operado em sistema
descontinuo, com controle da temperatura (30 °C), agitacdo (600 min™) e aeracéo (1
vvm). O volume de meio foi de 1,5 L, o pH inicial foi corrigido para 7,0 e mantido
acima de 5,5 com NaOH 3M. Meio GYS foi utilizado como referéncia para a
composi¢cdo dos demais meios. Inicialmente, os diferentes xaropes foram diluidos
para concentracao inicial de agucar (Sp) de 30 g/L, gerando os meios MAL3o, FOS30 €
SOB3p. Em uma segunda etapa foram avaliados meios formulados com solucdo de
maltodextrina diluida para valores de So de 30, 50, 75 e 100 g/L (meios MAL g3,
MALso, MAL75 e MAL1q0). Foram ainda avaliados os meios MALso2N (MALsp contendo
o dobro de nitrogénio), sem controle de oxigénio, ou com controle de oxigénio em
50% da saturacéo (MALs02N(Oy)). Os resultados obtidos mostraram que, na faixa de
concentracdo estudada, maltodextrina foi mais eficiente que sacarose para a
desidratacdo osmotica de abacaxi, uma vez que levou ao menor valor da relagcéo d/®
(0,6), que representa menor ganho de sélido e maior perda de agua pelas amostras.
Comparando-se o uso de sacarose, sorbitol e frutooligossacarideo, as melhores
condi¢cBes para desidratacdo foram solucdo a 30 °Brix, temperatura de 30 ou 50 °C,
nas quais foram encontrados, respectivamente, valores de 6/® de 0,22 e 0,21 (SAC),
0,28 e 0,28 (SOB) e 0,27 e 0,29 (FOS). Os dados obtidos nos ensaios de
fermentacdo mostraram que o crescimento foi amplamente favorecido no meio
(MAL3p), que também levou a maiores concentragdes de esporos e a atividade toxica
(LC50=2,19 mg/L) similar a do meio controle (LCs5,=2,52 mg/L). No meio SOB3, ao
contrario, o crescimento e a esporulacao foram reprimidos e a atividade toxica foi 80
vezes menor que no controle. Nos meios com concentragdes crescentes de
maltodextrina foram obtidas concentracbes celulares semelhantes, em tempos
distintos, mas n&do houve consumo total de substrato em nenhum deles.
Concentracdes de 75 e 100 g/L afetaram negativamente a produtividade em células,
a esporulacdo e a atividade toxica (LCsp=85,33 e 87,33 mg/L, respectivamente). O

meio MALso, ao contrario, apresentou desempenho compativel ao de MAL3, em
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relacdo ao crescimento celular, mas embora tenha levado a maior producdo de
esporos, apresentou menor atividade larvicida (LCsp=14,6 mg/L). A suplementagéo
deste meio com nitrogénio (MALsp2N) permitiu 0 consumo quase total do substrato,
favorecendo significativamente o crescimento. O tempo de processo foi, no entanto,
ampliado, afetando negativamente a produtividade em células. A esporulacdo
também foi favorecida, mas a atividade toxica foi significativamente inferior
(LC50=69,62 mg/L) aquela obtida em MALso. No entanto, quando fermentado sob
condicdes de maior disponibilidade de oxigénio (meio MAL52N(Oz)), o tempo de
processo foi reduzido em 5 horas, com aumento de 45% na produtividade em
células. Estas condi¢cdes também permitiram uma melhora expressiva da atividade
toxica, embora esta ainda tenha sido menor que a obtida no meio MALso. Concluiu-se
que a solucdo osmdtica residual de maltodextrina tem grande potencial para
composicdo do meio de cultivo de Bti, sendo indicada a diluicdo para concentracdes

iniciais de 30 g/L.
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ABSTRACT

RODRIGUES, Raphael Cardoso, DSc; Universidade Estadual do Norte Fluminense
Darcy Ribeiro. August, 2013. Study of kinetic of osmotic dehydration pineapple and
use of residual solution for bioinsecticide production. Professor Advisor: Pedro
Amorim Berbert. Co-Advisor: Professor Marilia Amorim Berbert Molina.

This work was carried out at the Agricultural Engineering Laboratory, Animal and
Agricultural Sciences and Technologies Centre, and at Laboratory of Biotechnology,
Biosciences and Biotechnology Centre, Universidade Estadual do Norte Fluminense,
Campos dos Goytacazes, RJ, Brazil, with the following objectives: (1) to assess the
osmotic dehydration of pineapple (Ananas comosus (L.) Merrill) using sucrose,
maltodextrin, sorbitol and fructooligosaccharides in different concentrations and
temperature levels; (2) evaluate the applicability of the residual syrup of dehydration
process to produce Bacillus thuringiensis israelensis based on bioinsecticides for the
control of Aedes aegypti. Osmotic dehydration was performed in incubator shakers
operating at 60 min™, employing a fruit to syrup ratio of 1:10, and immersion time of 4
h. There were assessed maltodextrina (MAL) solutes at concentrations of 20, 30 and
40 °Brix, and sucrose (SAC), sorbitol (SOB) and fructooligosaccharides (FOS) at 30,
50 and 70 °Brix at three temperature levels (30, 40, and 50 °C). In all cases, it was

followed the kinetics of water loss (w), solid gain (8) and reduced mass (u). The
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fermentation assays were performed in New Brunswick (Bioflo/CelliGen 115)
bioreactor with 2 L, operated in batch mode, with automatic control of temperature (30
°C), agitation (600 min™) and aeration (1 vwm). The volume medium was 1.5 L. Initial
pH was adjusted to 7.0 and maintained above 5.5 with 3M NaOH. GYS medium was
used as a reference. Initially, the different syrups were diluted to initial sugar
concentrations of 30 g/L, obtaining the media MAL3y, FOS39 e SOB3. In a second
stage it was evaluate media formulated with maltodextrin solution diluted to Sq values
of 30, 50, 75 and 100 g/L (MAL30, MALsp, MAL75 and MAL1gp). | was also assessed
the medium MALs02N (MALsp containing a double nitrogen concentration) without
oxygen control, or with control of dissolved oxygen in 50% (MAL502N(Oy)).
Considering the range of solute concentration tested, the results showed that
maltodextrin was more efficient than sucrose for osmotic dehydration of pineapple,
since they led to the lower &/w ratio (0.6), meaning lower solid gain and increased
water loss of samples. Comparing the use of sucrose, sorbitol and
fructooligosaccharide, the best conditions for dehydration were solution at 30 °Brix,
temperature of 30 or 50 °C, in which it was found, &/® ratio of 0,22 and 0,21 (SAC),
0,28 and 0,28 (SOB) and 0,27 and 0,29 (FOS), respectively. Fermentation assays
showed that the bacterial growth was greatly enhanced with MAL3y medium, which
also led to higher spores concentrations and higher toxic activity (LCs0=2.19 mg/L),
which is similar to that obtained with control medium (LCs0=2.52 mg/L). On the other
hand, the growth and sporulation were suppressed in SOB3, medium, leading to toxic
activity 80 times lower than in the control. In media with increasing maltodextrin
concentrations, similar cell concentrations were reached at different times but the
substrate was not completely consumed. Concentrations of 75 and 100 g/ affect
negatively the cell productivity, sporulation and toxic activity (LC5,=85.33 and 87.33
mg/L, respectively). Taking into account the cell growth, the performance of MALsg
medium was similar to that of MAL3p, but although it has led to spores increased
production, the larvicidal activity was lower (LCs50=14.6 mg/L). The enrichment of this
medium with nitrogen (MAL502N) allowed almost complete consumption of the

substrate, favoring significantly the cell growth. The process time was, however,
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extended, which affected negatively the cell productivity. Sporulation was also
enhanced, but the toxic activity was significantly lower (LCs5,=69.62 mg/L) than that
obtained with MALsy medium. However, when the fermentation was carried out under
increased oxygen availability (MALs02N(O2)), the process time was reduced by 5
hours and cell productivity was enhanced (45%). These conditions also led to a
significant improvement of toxic activity, although this was still lower than that
obtained in MALsp. It was concluded that the residual maltodextrin osmotic solution
has great potential for the composition of Bti culture medium, and must be diluted to

initial concentration of 30 g/L.
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amostras de abacaxi em solucdes de sacarose a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C
(C), nas concentractes de 30 °Brix (+), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

Figura 17 - Reducdo de massa em fun¢do do tempo na desidratagdo osmotica
de amostras de abacaxi em solu¢cdes de sacarose a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50
°C (C), nas concentragdes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

Figura 18 - Perda de 4gua em funcdo do tempo na desidratacdo osmotica de
amostras de abacaxi em solu¢des de sorbitol a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C),
nas concentragdes de 30 °Brix (#), 50 °Brix (m) € 70 °Brix (A).

Figura 19 - Ganho de sélidos em funcdo do tempo na desidratacao osmotica de
amostras de abacaxi em solu¢des de sorbitol a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C),
nas concentracoes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).
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Figura 20 - Reducéo de massa em funcéo do tempo na desidratacdo osmatica
de amostras de abacaxi em soluc¢des de sorbitol a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C
(C), nas concentracdes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

Figura 21 - Perda de 4gua em funcdo do tempo na desidratacdo osmotica de
amostras de abacaxi em solu¢cbes de frutooligossacarideos a 30 °C (A), 40 °C
(B) e 50 °C (C), nas concentracdes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

Figura 22 - Ganho de Sdélidos em funcdo do tempo na desidratacdo osmoética de
amostras de abacaxi em solugfes de frutooligossacarideo a 30 °C (A), 40 °C
(B) e 50 °C (C), nas concentracoes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 40 °Brix (A).

Figura 23 - Reduc¢do de massa em fun¢do do tempo na desidratagdo osmotica
de amostras de abacaxi em solugfes de frutooligossacarideo a 30 °C (A), 40 °C
(B) e 50 °C (C), nas concentracdes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 40 °Brix (A).

Figura 24 - Perda de 4gua em funcdo do tempo na desidratacdo osmotica de
amostras de abacaxi a 30 °C em solucdes de sacarose (==), sorbitol (==) e
frutooligossacarideo (==) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) € 70 °Brix (e).

Figura 25 - Perda de 4gua em funcdo do tempo na desidratacdo osmotica de
amostras de abacaxi a 40 °C em solugdes de sacarose (==), sorbitol (==) e
frutooligossacarideo (==) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix ().

Figura 26 - Perda de 4gua em funcdo do tempo na desidratacdo osmotica de
amostras de abacaxi a 50 °C em solu¢des de sacarose (==), sorbitol (==) e
frutooligossacarideo (==) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (e).

Figura 27 - Ganho de sélidos em funcao do tempo na desidratacdo osmotica de
amostras de abacaxi a 30 °C em solugdes de sacarose (==), sorbitol (==) e
frutooligossacarideo (==) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix ().

Figura 28 - Ganho de sélidos em funcao do tempo na desidratacdo osmotica de
amostras de abacaxi a 40 °C em solucdes de sacarose (==), sorbitol (==) e
frutooligossacarideo (==) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix ().

Figura 29 - Ganho de sélidos em funcdo do tempo na desidratacdo osmoética de
amostras de abacaxi a 50 °C em solugcbes de sacarose (==), sorbitol (=) e
frutooligossacarideo (==) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (o).

Figura 30 - Reducédo de Massa em func¢do do tempo na desidratacdo osmotica
de amostras de abacaxi a 30 °C em solugdes de sacarose (==), sorbitol (==) e
frutooligossacarideo (==) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix ().
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Figura 31 - Reducdo de Massa, Perda de a&gua em funcdo do tempo na
desidratacdo osmoética de amostras de abacaxi a 40 °C em solugdes de
sacarose (==), sorbitol (==) e frutooligossacarideo (==) a 30 °Brix (A), 50 °Brix
(m) e 70 °Brix (o).

Figura 32 - Reducéo de Massa em funcéo do tempo na desidratacdo osmotica
de amostras de abacaxi a 50 °C em solu¢des de sacarose (=), sorbitol (=) e
frutooligossacarideo (=) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix ().

Figura 33 — Concentracdo celular em funcdo do tempo na fermentacdo dos
meios GYS3q (m), MAL3, (@), FOS3 (A) e SOB;3, (%) em biorreator de bancada.

Figura 34 — Velocidades instantdneas de crescimento (dX/dt), em funcéo do
tempo, na fermentagdo dos meios GYS;3, (m), MAL3, (@), FOS3, (A) e SOB3
(%) em biorreator de bancada.

Figura 35 — Concentracdo de oxigénio dissolvido, em funcdo do tempo, na
fermentacdo dos meios GYSz, (m), MAL3, (@), FOS3, (A) e SOB3 (%) em
biorreator de bancada.

Figura 36 — Crescimento celular e esporulacdo obtidos na fermentacdo dos
meios GYSzo (m), MAL3 (m), FOS3, (m) e SOB3, (m). EL - Esporos Livres; CV -
Células Vegetativas; CE - Células Esporuladas; ET - Esporos Totais; CT -
Células Totais.

Figura 37 — Concentragado de células (m) e de Maltodextrina (o), em fungdo do
tempo, na fermentagcdo dos meios MALg (A), MALg, (B), MAL5s (C) € MALq
(D) em biorreator de bancada.

Figura 38 — Concentragéo de células, em fungéo do tempo, na fermentacéo dos
meios MALzy (m), MALs, (@), MAL;s (A) e MALyoo (*) em biorreator de
bancada.

Figura 39 — Velocidades instantaneas de crescimento (dX/dt), em funcdo do
tempo, na fermentacdo dos meios MAL3, (m), MALs, (@),MAL 75 (A) € MAL 140
(%) em biorreator de bancada.

Figura 40 — Maximas velocidades especificas de crescimento, em fungédo da
concentracdo de maltodextrina, Meios MALszg, MALsy, MAL7;s € MALjy em
biorreator de bancada.

Figura 41 — Concentracdo de oxigénio dissolvido, em funcdo do tempo, na
fermentacdo dos meios MAL;z, (m), MALs, (@), MAL 7,5 (A) € MAL 150 (%) em
biorreator de bancada.
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Figura 42 — Crescimento celular e esporulacdo obtidos na fermentacdo dos
meios MALjz, (m), MALso (m),MAL7s (m) e MAL,oo (m). EL - Esporos Livres; CV -
Células Vegetativas; CE - Células Esporuladas; ET - Esporos Totais; CT -
Células Totais.

Figura 43 — Concentracdo de células (m) e de Maltodextrina (o), em fungéo do
tempo, na fermentacdo dos meios MALsy (A), MAL52N(B) e MAL5,2N(O,) (C)
em biorreator de bancada.

Figura 44 — Concentracao de células, em funcdo do tempo, na fermentacao dos
meios MALs, (m), MAL5:2N (@) e MAL502N(O,) (A ) em biorreator de bancada.

Figura 45 — Velocidades instantdneas de crescimento (dX/dt), em funcéo do
tempo, na fermentacdo dos meios MALsg, (m), MAL502N (@) € MAL52N(O3) (A)
em biorreator de bancada.

Figura 46 — Concentracdo de oxigénio dissolvido, em funcdo do tempo, na
fermentagé@o dos meios MALg, (m), MALs02N (@) em biorreator de bancada.

Figura 47 — Crescimento celular e esporulacdo obtidos na fermentagdo dos
meios MALsy (m), MALsp2N (m) e MAL5c2N(O,) (m). EL - Esporos livres; CV -
Células vegetativas; CE - Células esporuladas; ET - Esporos totais; CT -
Células totais.

Figura 48 — Concentracdo de oxigénio dissolvido, em funcdo do tempo, na
fermentagé@o do meio MALs02N(O;) em biorreator de bancada.
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1. INTRODUCAO

O Brasil se destaca no cenario mundial no setor de fruticultura, com uma
producdo anual de 40 milhdes de toneladas de frutas. O Pais ocupa a terceira
posicdo entre os principais produtores, a China e a india, que produzem 154 e 54
milhdes de toneladas/ano, respectivamente. As frutas mais produzidas no Brasil sdo
uva, manga, banana, abacaxi e maméo (IBGE, 2008). O consumo ainda € menor que
em muitos paises, mas vem crescendo nos ultimos anos, registrando-se, também,
um aumento no indice de Desenvolvimento Humano (IDH) nos principais polos de
fruticultura do Pais (Gomes et al., 2007).

Por se tratar de um produto altamente perecivel, uma parcela significativa da
producdo de frutas € perdida no Brasil, principalmente devido ao clima quente do
pais, a falta de técnicas de processamento mais eficazes para prolongar o tempo de
preservacao e conservacao, a0 manuseio inadequado na colheita e na pos-colheita e
ao despreparo dos profissionais do ramo da agroindustria (Dias, 2003). A busca por
novas técnicas de preservacdo que mantenham o maximo dos componentes
nutricionais e das propriedades sensoriais de alimentos é considerada uma forma de
viabilizar o seu aproveitamento racional. Uma das alternativas para reduzir as perdas
pos-colheitas seria a industrializacdo, principalmente no pico da safra, quando os
alimentos alcancam menores precos pelo excesso de oferta (Andrade et al., 2003).
Hoje, a demanda por produtos naturais, saudaveis e saborosos que sejam a base de
frutas tem crescido cada vez mais. O uso de técnicas que preservem as
caracteristicas sensoriais e a estrutura fisica dos alimentos é uma das alternativas

gue tem tido grande atenc¢ao no mercado (Lima et al., 2004).



A técnica de desidratacdo osmatica, que possibilita a obtencdo de produtos
levemente transformados vem sendo indicada como uma potencial alternativa
tecnoldgica para o processamento de frutas (Sousa et al., 2003a, 2003b; Azeredo e
Jardine, 2004; Souza-Neto et al., 2004; Andrade et al, 2003; Mota, 2005; Dionello et
al., 2007; Queiroz et al., 2007; Queiroz et al., 2008). O processo consiste na imerséo
de fracGes do alimento em uma solucéo hipertonica, de sal ou acucares, que permite
a remocdo parcial de 4gua e a incorporacdo limitada de solutos em funcdo da
diferenca de pressdo osmotica (Lazarides et al., 1994). E, mais precisamente, uma
etapa de pré-tratamento, uma vez que é seguida por processos complementares
como secagem com ar quente ou congelamento (Torreggiani, 1993).

A desidratacdo osmotica favorece a obtencdo de produtos com qualidade
sensorial e nutricional superior a de produtos desidratados unicamente por secagem
convectiva, uma vez que as mudancas fisicas, quimicas e biolégicas provocadas
pelas altas temperaturas empregadas nos secadores ocorrerdo em menor
intensidade (Torreggiani, 1993; Raoult-Wack, 1994; Lenart, 1996; Sereno et al.,
2001; Chenlo et al.,, 2002). Possibilita, além disso, a obtencdo de produtos
diferenciados, devido a possibilidade de emprego de ingredientes ou aditivos com
propriedades antioxidantes, conservantes ou de interesse nutricional e sensorial
(Torreggiani e Bertolo, 2001; Chenlo et al., 2002; Khoyi e Hesari, 2007). Outras
grandes vantagens do processo sdo a inibicdo do escurecimento enzimatico, a
retencdo da cor natural do alimento sem a necessidade de adicdo de sulfitos e a alta
retencdo de compostos volateis (Falade et al., 2007).

Apesar de vantajosa sob diversos aspectos, a grande limitacdo da
desidratacdo osmotica € a geracdo de grande volume de xarope apo0s 0 término do
processo. Embora possa ser reciclada algumas vezes, a solucdo hipertonica é
considerada, na maioria das vezes, um residuo industrial, representando um dos
maiores entraves para a maior aplicacdo do processo em escala comercial (Gomes
et al., 2007). O descarte da solugdo residual, que contém altas concentragcbes do
soluto, exerceria um impacto ambiental negativo, além de inviabilizar

economicamente o0 processo.



Algumas alternativas tém sido citadas para o aproveitamento do xarope
residual da desidratacdo osmética visando a estabelecer uma tecnologia que nao
gere residuos e sim co-produtos. Dentre estas se inclui seu emprego em processos
fermentativos para producdo de vinagres e bebidas alcodlicas (Gomes et al., 2007).
Por ser rico em carboidratos e outros nutrientes lixiviados do vegetal durante a
desidratacdo, o xarope residual constitui uma matéria-prima com grande potencial
para a obtencdo de outros produtos biotecnolégicos. Uma das eventuais opcdes
seria a producdo de inseticidas biologicos com a bactéria Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti), usados com sucesso em Varias partes do mundo para controle de
mosquitos de interesse para a Saude Publica. A bactéria produz toxinas com efeito
letal sobre larvas de Aedes aegypti, vetor da dengue, Anopheles sp, transmissor da
malaria e espécies de simulideos responsaveis pela oncocercose (Lacey et al., 2001;
Petry et al., 2004; Rydzanicz et al., 2010; Iburg et al., 2010). Segundo a Organiza¢ao
Mundial da Saude, entre 50 milhdes e 100 milhdes de pessoas contraem doencas
como dengue e malaria anualmente, sendo este um dos principais problemas de
saude publica no mundo (WHO, 1999). Até junho de 2010, foram notificados 830 mil
casos de dengue no Brasil, um recorde na histéria do pais (Coelho, 2010).

Diversas variaveis influenciam o processo fermentativo de producdo de
bioinseticidas a base Bti, mas a composicédo do meio de cultivo € um dos fatores que
mais afeta o crescimento microbiano e a sintese de toxinas (Maldonado-Blanco et al.,
2003). Os meios devem conter em sua composicao uma fonte de carbono, uma fonte
de nitrogénio e sais minerais, em concentracdes adequadas a obtencéo de elevadas
concentragdes celulares, altas taxas de esporulagéo e de sintese de 3-endotoxinas
(Maldonado-Blanco et al., 2003). Como o custo do processo € ainda considerado
elevado, o emprego de residuos agroindustriais para a formulacédo do meio de cultivo
tem sido uma das alternativas mais indicadas para viabilizar economicamente a
producédo (Vimala Devi et al., 2005). Diversas matérias-primas naturais, subprodutos
e residuos agroindustriais tém sido avaliados como fonte de nutrientes para a
fermentacdo com a bactéria (Yang e Wang, 1998; Poopathi et al., 2002; Pessanha,
2005, 2008; Ramada, 2008). Resultados obtidos anteriormente (Rodrigues et al.,



2009a, 2009b) demonstraram que o xarope residual da desidratacdo osmatica de
abacaxi com agucar invertido pode se tornar um potencial candidato para o cultivo da
bactéria, tendo sido obtidas elevadas atividades toxicas contra Aedes aegypti em
condi¢des ainda n&o otimizadas.

No contexto apresentado, o presente trabalho visa atender a dois objetivos
gerais. Primeiramente, sera estudado o processo de desidratacdo osmoética de
abacaxi com solutos pouco convencionais, como sorbitol, maltodrextrina e
frutooligossacarideos. Na sequéncia, o potencial do xarope gerado no processo de
desidratacdo com um dos solutos testados serd avaliado como base para a
formulacdo de meios de cultivo para a producédo de bioinseticida com Bti. Como base
para a escolha, sera levado em conta a composi¢cdo da solu¢cdo osmotica e a
capacidade da bactéria de assimilar a fonte de carbono empregada na desidratacao.
A composicdo em minerais essenciais ao crescimento da bactéria, a esporulacdo e a
sintese de toxinas também sera um fator determinante na selecdo do xarope a ser
empregado. Visto que 0 xarope apresenta as vantagens de constituir uma fonte de
carbono assimilavel pela bactéria e possuir minerais como ferro, célcio, cobre e
potassio (Peird et al., 2006), os quais sdo importantes para o metabolismo da
bactéria (Yao, 2002a, 2002b e 2003 e Anderson e Jayaraman, 2003). Os resultados
obtidos em trabalho anterior (Rodrigues et al., 2008) servirdo de referéncia para o
aprofundamento do estudo do processo fermentativo.

Considera-se que, além de representar uma opcéo para a producdo de um
bioinseticida economicamente viavel, o aproveitamento da solugdo osmotica residual
na producdo de bioinseticida com Bti pode vir a se tornar uma alternativa a
viabilizagéo da propria tecnologia de desidratacdo osmotica. Neste sentido, justifica-
se também a obtencdo de dados que possam auxiliar no maior conhecimento sobre

essa tecnologia de desidratacdo de frutas.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

A alta perecibilidade dos alimentos, associada as dificuldades de
armazenamento nos meses de safra, contribui para uma grande perda da producao
nacional, gerando a necessidade do desenvolvimento de processos de conservagao
e preservagao (Neves Filho, 1994; Gomes, et al., 2007). O controle da atividade de
agua do alimento, de fatores do ambiente como a temperatura e o pH, bem como a
inativacdo térmica de micro-organismos e de fontes de deterioracdo bioquimica, sao
alguns dos principios basicos da conservacdo de alimentos (Azeredo, 2004).
Algumas técnicas baseadas nestes principios, como o uso de calor, resfriamento,
desidratacdo e secagem, aditivos quimicos, defumacao, fermentacao e irradiacao, ja
sdo utilizadas para a preservacao de alimentos (Gomes et al., 2007).

Um dos métodos mais antigos para a conservacao dos alimentos é a reducdo
do conteudo de umidade, visto que a agua é um componente essencial para a
proliferacdo de micro-organismos que levam a deterioracdo (Greensmith, 1998). Esta
técnica é utilizada desde tempos imemoriais por povos mediterraneos, asiaticos e
amerindios, que, por meio de secagem solar, preservavam leite, carnes, peixes,
frutas e hortalicas. Outras técnicas, tais como a desidratacdo osmotica de peixes
com sal, fermentacdo, congelamento (nas regides frias) e reducéo de atividade de
agua pela adicao de sal ou mel também eram de conhecimento destes povos (Hulse,
2004).

Nos ultimos anos, a desidratacdo de alimentos vem sendo tema de inUmeros
trabalhos de pesquisa, com foco em métodos que sejam de baixo custo e

conservem, ao maximo, as caracteristicas sensoriais e nutritivas do produto (Cohen



e Yang, 1995; Mota, 2005; Farkas, 2007; Sagar e Kumar, 2010). A remocéao, parcial
ou total, de agua de um alimento inibe o crescimento de micro-organismos
contaminantes, previne reacfes bioquimicas responsaveis pela deterioracdo e
implica em menores custos de transporte, embalagem e estocagem, constituindo um

método importante para prolongar a vida util de diversos produtos (Park et al., 2002).

2.1 - Desidratacdo Osmaotica de Alimentos

2.1.1 — Aspectos Gerais e Vantagens do Processo

A técnica da desidratacdo osmdética, também denominada desidratacdo por
imersao e impregnacéo (DIl), consiste na imersédo de pequenas fragdes do alimento
in natura em solucbes concentradas de solutos, geralmente um acucar, sob
condicBes controladas de temperatura, tempo e agitacdo. A diferenca de presséo
osmatica entre a solucdo e o alimento leva a remocéo parcial de agua, ocorrendo
difusédo de solutos para o interior do alimento (Torreggiani, 1993; Dhingra et al.,
2008).

Diferentes mecanismos de transporte estdo envolvidos no processo de
desidratacdo osmética, como osmose, difusdo, mecanismos hidrodinamicos,
penetracdo e outros fendmenos especificos (Lenart e Piotrowski, 2001). De acordo
com Lenart (1996), trés tipos de transferéncia de massa sao observados durante a
imersdo do alimento na solucdo hipertonica: (1) fluxo de agua do produto para a
solucéo; (2) transferéncia de soluto da solucdo para o produto; (3) saida de solutos
do proprio alimento para a solugéo (Figura 1).

A complexa estrutura celular do alimento, formada pela membrana e parede
celular, age como uma superficie semipermeével, o que permite a entrada de
solutos. Por outro lado, a transferéncia de agua do alimento para a solucdo é
geralmente acompanhada pela saida de substancias naturais, como acucares,
acidos orgéanicos, sais minerais, vitaminas, pigmentos e outros (Dhingra et al., 2008).

Mesmo que muito baixa, em termos quantitativos, essa transferéncia pode ser



importante para a qualidade do produto final (Heng et al., 1990; Lerici et al., 1985;
Rastogi et al., 2002).

Solugédo osmotica Produto

(\/ N/
Parede celular
Membrana celular

Q*——- Espaco intercelular

SOLUTOS

Substancias sollveis
(acidos organicos, agucares,
sais, minerais, etc)

Figura 1 — Fenbmenos de transporte de massa durante 0 processo osmatico
(Fonte: Lenart, 1996).

Como a reducao do teor de 4gua do alimento desidratado osmoticamente néo
€, na maioria dos casos, suficiente para garantir a estabilidade do produto durante a
estocagem, ha a necessidade de emprego de um processo subsequente de
estabilizacdo (Torregiani e Bertolo, 2001). Esta técnica de desidratacdo €, portanto,
geralmente utilizada como um pré-tratamento em processos de desidratacdo como
liofilizacdo, secagem em micro-ondas, secagem a vacuo e secagem com ar quente
(Mastrangelo et al., 2000; Sereno et al., 2001). O uso combinado destes processos
permite uma melhora na qualidade do produto final e a reducdo dos custos de
energia, além da possibilidade de obtencéo de produtos diferenciados (Sereno et al.
2001; Souza-Neto et al., 2004; Gomes et al., 2007).

O processo de desidratagdo osmatica envolve, basicamente, trés variaveis
durante a imersao da fruta na solucéo desidratante: reducdo de massa (u), perda de

agua (w) e ganho de solidos pelo produto (). A redugdo da massa (m) corresponde



ao percentual de diminuicdo de massa da amostra em relacdo a sua massa inicial; a
perda de agua (w) refere-se a quantidade de 4gua (g ou mL) que sai da amostra para
cada 100 g de sua massa total inicial; o0 ganho de sélidos (d) é designado pela massa
de solidos sollveis e insolUveis transportada para o interior do produto em relagéo a
massa inicial da amostra. Os valores de yJ, w e d sdo determinados, respectivamente,
pelas Equacdes (1), (2) e (3) (Bolin et al., 1983; Silveira, et al., 1996; Viberg et al.,
1998).

u=|Mi1ﬂD 1)
L. om; )

100 (2

5= | mjXgt —M Xg; i 100 3)
m; )

Em que:
m; = massa inicial do produto, g;
m; = massa do produto no tempo t, g;
Xaqi = fracdo de 4gua na amostra no tempo inicial, adimensional;
Xat = frac@o de agua na amostra no tempo t, adimensional;
Xsi = fracdo de sélidos totais da amostra no tempo inicial, adimensional,

Xq = fracéo de solidos totais da amostra no tempo t, adimensional.

A desidratacdo osmoética vem ganhando espaco para a conservacao de
alimentos e reducdo das perdas pés-colheitas (Gomes, et al., 2007). Em virtude de

suas vantagens, tem se apresentado como uma pratica tecnologica importante para



a obtencao de produtos derivados de frutas com maior valor agregado (Torreggiani e
Bertolo, 2001).

Como um pré-tratamento, o processo melhora as propriedades nutricionais,
sensoriais e funcionais do alimento sem alteracéo na sua integridade (Brandéo et al.,
2003) e possibilita a formulacdo de produtos estaveis e mais proximos aos alimentos
frescos que produtos desidratados unicamente por secagem convencional
(Torregiani e Bertolo, 2001). Também em comparacdo com a secagem por calor, a
desidratacdo osmoética permite a reducdo da injaria térmica, melhora a textura, a
retencdo de vitaminas e a estabilizacdo da cor do alimento sem adicdo de sulfitos
(Mavroudis et al., 1998; Reppa et al., 1999; Torregiani e Bertolo, 2001). Além disso,
compostos fisiologicamente ativos, antimicrobianos ou solutos com caracteristicas
especificas podem ser incorporados para aumentar a vida Util do produto e/ou suas
propriedades nutricionais e sensoriais (Mujica-Paz et al., 2003). Ainda de acordo com
Sousa et al. (2003a; 2003b), trata-se de um método de baixo custo energético e de

um processo que pode ser adequado a qualquer escala de producao.

2.1.2 — Fatores que afetam o processo

O fen6meno de transferéncia de massa que ocorre entre o produto e 0 meio
osmético € amplamente afetado pelas varidveis do processo, as quais estao
associadas tanto a natureza da matéria-prima quanto as condicdes operacionais
empregadas. Interferem no desempenho da desidratagdo a espécie vegetal utilizada,
a variedade, o grau de maturacdo e a forma e o tamanho do alimento a ser
desidratado. O processo também € afetado pela composicdo e concentracdo da
solugcdo osmotica, pela temperatura e pelo tempo de contato da fracdo sdélida com o
xarope, pela razdo massa de meio/produto e pela utilizagdo ou ndo de pré-
tratamentos (Azuara et al., 1992; Torregiani, 1993; Lazarides et al., 1997; Rastogi et
al., 2002; Lenart e Pietrowsk, 2001; Escobar et al., 2007; Queiroz et al., 2007).

Segundo Torreggiani (1993), a composicdo e a concentragdo da solucao

osmatica empregadas na desidratacdo sdo um dos fatores chave para o sucesso do
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processo. As principais exigéncias para que um soluto possa ser usado como agente
osmaético sdo alta solubilidade em agua, baixo custo e efeito positivo sobre as
propriedades sensoriais e a estabilidade final do produto (Singh et al., 2007). Durante
a desidratacdo, a cinética de remocédo de agua, o ganho de sdlidos e o teor de agua
na condicdo de equilibrio sdo fortemente afetados pelo tipo de agente osmotico, sua
concentracdo, sua massa molecular e seu comportamento i6nico (Nahimana et al.,
2010; Yadav e Singh, 2012).

A escolha da solucdo desidratante dependerd do material a ser desidratado e
esta relacionada com o sabor, 0 custo e a capacidade de remocao de agua que cada
um desses solutos possui (Torreggiani e Bertolo, 2001). AcUcares como sacarose,
glicose, frutose, maltodextrinas e lactose, xaropes de glicose e frutose, acucar
invertido e polidis como sorbitol, manitol e xilitol tém sido avaliados na desidratacdo
osmatica de frutas (Torreggiani e Bertolo, 2001; Souza-Neto et al., 2004; Dionelo et
al., 2007; Queiroz et al., 2007). No caso de hortalicas, o agente desidratante mais
utilizado é o cloreto de sddio (Collignan e Raoult-Wack, 1994; Alves e Silveira, 2002;
Jokic et al., 2007; Sutar e Gupta, 2007; Correa et al., 2008), que apresenta alta
capacidade de reducéo da atividade de 4gua, e aumenta a forca motriz de saida de
agua do produto. No entanto, em funcdo de sua baixa massa molecular, os produtos
tratados com este soluto apresentam elevado ganho de sdélidos, o que acentua o
sabor salgado, fator que limita seu uso a alguns frutos e vegetais (Tonon et al.,
2006). A utilizacao de misturas de sais e acucares para preparo da solucdo osmotica
€ outra alternativa viavel, pois permite a obtencdo de altos niveis de perda de agua,
com pequena incorporacao de solutos (Torreggiani e Bertolo, 2001; Baroni, 2004;
Telis et al., 2004). Ha, porém, limitacbes a sua aplicacao pratica devido as alteracbes
no sabor do alimento (Sachetti et al., 2001).

A sacarose é 0 acUcar mais utilizado na desidratacdo de frutas, pois é de facil
obtencdo e de baixo custo (Gomes, 2007). Seu sabor especialmente agradavel,
mesmo em solucbes altamente concentradas, € uma caracteristica de destaque
dentre os demais acUcares, apresenta influéncia positiva sobre a manutencdo de
substancias aromatizantes do alimento (Be Miller e Whistler, 2000). Outra vantagem
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decorrente do uso de sacarose é a reducdo do escurecimento enzimatico do produto,
uma vez que a camada residual na superficie do material desidratado representa um
obstaculo ao contato com o oxigénio (Tonon et al., 2006). Ao avaliar a desidratacao
de abacaxi utilizando glicose e sacarose, Saputra (2001) observou que sacarose foi 0
agente desidratante mais eficiente, com maior capacidade de transferéncia de
massa, maior perda de agua e menor ganho de soluto. Na desidratacdo de mamao
utilizando os mesmos solutos, El-Aouar et al. (2006) verificaram que a perda de
massa e de umidade, bem como o ganho de soélidos, foram maiores com sacarose.

O sorbitol € um poliol edulcorante encontrado em numerosos produtos
alimenticios processados em algumas frutas como a ameixa e a maca. Na industria
alimenticia € utilizado como agente umectante e como aditivo para melhorar a
textura. Seu poder adocante € 50% menor que o0 da sacarose e possui um terco das
calorias existentes neste acucar. Apresenta paladar suave, sabor doce, fresco e
agradavel, além de ser ndo cariogénico e poder ser consumido por pessoas com
diabetes. Quando ingeridos em doses maiores que 50 a 80 g ao dia tém poder
laxante (Sicard e Leroy, 1983; Carvalho e Zanette, 2006). Como agente osmético, é
eficiente na retirada de agua e na aceitabilidade sensorial do produto final (Moura,
2004). Tregunno e Goff (1996) observaram melhores resultados sobre as
caracteristicas fisicas, como cor e rehidratabilidade, e a retirada de &gua na
desidratagdo osmética de macgas utilizando sorbitol em lugar de xarope de milho. Ao
desidratar morangos com solucdo de sacarose ou sorbitol, a 60%, Rizzolo et al.
(2007) observaram que o ganho de sdlidos e a perda de 4gua foram maiores em
fatias da fruta desidratadas com sorbitol, sendo o resultado atribuido a mais baixa
massa molecular do sorbitol (182,2) em relacédo a da sacarose (342,3). Erba et al.
(1994) concluiram, ao contrario, que a utilizacdo de sorbitol na solu¢do osmotica,
utilizada na desidratacdo de péssegos e damascos, levou a um menor ganho de
sélidos e maior reducdo da massa das amostras.

Maltodextrina € uma mistura de varios oligdmeros da glicose, compostos por 5
a 10 unidades, obtida pela hidrélise de amido ou fécula. Possui poder adogante 50%

maior que o da sacarose (IDEC, 2006) e € comumente utilizado como suplemento
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alimentar (Aoki et al., 2003; Sapata et al., 2006). Ao desidratar damascos com
solugdes de sacarose, sorbitol, maltodextrina ou frutose a 70 °Brix, Ispir e Togrul
(2009) verificaram maior perda de agua com sacarose e maior ganho de sélidos com
maltodextrina. Poucos trabalhos sdo descritos na literatura a respeito do uso deste
soluto na desidratacdo osmotica.

Os frutooligossacarideos (FOS) sé@o oligossacarideos de ocorréncia natural
formados por oligdbmeros de frutose (Yun, 1996). Estdo presentes como compostos
de reserva energética em mais de 36.000 espécies de vegetais, sendo muitos destes
utilizados na alimentacdo humana (Passos e Park, 2003). As principais fontes
naturais de frutooligossacarideos incluem trigo, cebola, cebolinha, ameixa, banana,
alcachofra, alho e raizes de chicéria (Gibson et al., 1994; Roberfroid et al., 1993; Van
Loo et al., 1995; Campbell et al. 1997; Hogarth et al., 2000). Os FOS comerciais
consistem em uma mistura de 1-cestose, nistose e fructofuranosil nistose, nos quais
uma das trés unidades fructosil esta ligada na posi¢do B-2,1 a sacarose (Tambara et
al., 1999). Apresentam propriedades fisicas e fisioldégicas que os tornam compostos
de grande potencial para aplicacdo em alimentos para nutricdo humana e animal.
Constituem acucares nao digeridos pelo organismo humano, sendo seletivamente
utilizados pelas bifidobactérias na microbiota intestinal no intestino grosso (Mitsouka,
1990). Os FOS apresentam cerca de um ter¢co do poder adocante da sacarose e sao
pouco caléricos. Tém solubilidade maior que a da sacarose, ndo cristalizam, nao
precipitam e nem deixam sensacédo de areia ou secura na boca. Nao sédo degradados
durante a maioria dos processos de aquecimento, mas podem ser hidrolisados em
frutose, em condicbes muito &cidas e em exposicdo prolongadas ao bindmio
tempo/temperatura (Bornet, 1994; Yun, 1996). Matusek et al. (2008) desidrataram
osmoticamente mac¢éa com solucdes de FOS e sacarose em diferentes concentracdes
(40, 50 e 60%) e diferentes temperaturas (40, 50 e 60 °C), observando menor perda
de agua e o ganho de sélidos com FOS como agente osmoético.

Quanto maior a massa molecular do agente osmotico menor é o ganho de
sélidos e maior € perda de agua, favorecendo, assim, a reducdo de massa e 0

processo de desidratacdo (Torreggiani, 1993). A impregnacdo do alimento com o
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soluto é, de forma contraria, favorecida com o uso de acucares com menor massa
molecular (glicose, frutose, sorbitol e outros) em fungdo da maior velocidade de
penetracdo das moléculas no produto (Torreggiani, 1993; Raoult-Wack, 1994).
Agnelli et al. (2005), ao estudar a desidratacdo osmaética de peras e magas utilizando
sacarose e glicose como agentes osmoticos (69 e 47 °Brix, respectivamente),
observaram que a penetracdo de glicose foi maior que a da sacarose, apesar da
maior concentracdo da solucdo de sacarose. Matusek et al. (2008) verificaram que
sacarose, em duas concentracdes distintas (40 e 60%), foi mais eficiente na perda de
agua que FOS como agente osmotico.

A concentracdo da solucdo utilizada na desidratacdo osmdética influencia
diretamente a perda de agua e de massa do alimento (Fito et al., 1998), sendo
também fator importante no processo de difusdo do soluto na fruta e nas mudancas
ocorridas no valor nutricional e propriedades sensoriais do produto (Rastogi et al.,
2002). O emprego de xaropes altamente concentrados favorece a transferéncia de
massa (Souza-Neto et al., 2004) e reduz as perdas de solutos hidrossoluveis, como o
acido ascérbico, mediante formacdo de uma camada periférica concentrada em
soluto, prevenindo o arraste dos mesmos (Raoult-Wack et al., 1992). Segundo
Ferrari (2009), um elevado ganho de sélido pode afetar o perfil nutricional e sensorial
do alimento. Marques et al. (2007) observaram que quanto maior a concentracdo de
sacarose na solucdo osmotica, maior a perda de dgua e o ganho de solutos, na
desidratacéo de cajus. O mesmo comportamento foi observado por Lima et al. (2004)
na desidratacdo de meldo com solugcdo de sacarose (55, 60 e 65 °Brix), sendo o
aumento na taxa de perda de agua atribuido ao aumento na pressdo osmética no
exterior da fruta. Em contrapartida, Khoyi e Hesari (2007) verificaram que solucédo de
sacarose a 60 °Brix promoveu maior perda de agua de damascos desidratados
osmoticamente que solucdo a 70 °Brix. Segundo os autores, a maior viscosidade da
solucéo mais concentrada influenciou a reducéo da taxa de perda de agua.

A faixa de temperatura normalmente utilizada no estudo no processo de
desidratacdo osmotica esta entre 20 e 40 °C (Garcia-Martinez et al., 2002; Peir6 et
al., 2006; Dionello et al., 2007; Peir6-Mena et al., 2007; Queiroz et al., 2007, 2008;
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Singh et al., 2007). A temperatura 6tima de processo depende da estrutura do tecido
celular da fruta e das etapas posteriores de conservagado. Temperaturas acima de 40
°C devem ser evitadas em alguns alimentos (Torreggiani, 1993). As taxas de
transferéncia de massa (perda de agua e ganho de sélidos) aumentam com o
aumento da temperatura (Raoult-Wack, 1994; Themelin et al., 1997). A viscosidade
da solucdo diminui com o aumento da temperatura, elevando o coeficiente de
difusividade da &gua, favorecendo a transferéncia de massa e consequente aumento
da difusividade massica efetiva no fruto (Lenart, 1996; Lazarides et al., 1997; Khoyi e
Hesari, 2007). Tal comportamento foi observado por Mercali et al. (2010) na
desidratacdo osmatica de mirtilo em solucfes de sacarose com temperaturas de 30 e
50 °C. A maior temperatura influenciou na maior perda de agua.

Quanto mais alta a temperatura empregada na desidratacdo osmotica,
maiores serdo as perdas dos componentes nutricionais, as alteracfes da cor e da
estrutura do alimento (Dhingra et al., 2008). Em temperaturas préximas a 50 °C as
membranas e paredes celulares do vegetal comecam a passar por mudancas
irreversiveis, comprometendo a permeabilidade seletiva das mesmas. Isso faz com
gue enzimas responsaveis pelo metabolismo celular sejam inativadas, ocorrendo
reacdes que afetam a qualidade sensorial e nutricional do produto final (Alzamora et
al., 1997; Sachetti et al., 2001). Como resultado da perda da permeabilidade seletiva,
havera uma maior impregnacao do soluto no produto, o que pode nao ser desejavel
(Spieb e Behsnilian, 1998). Temperaturas acima de 60 °C modificam as
caracteristicas do tecido da fruta, favorecendo a impregnacdo e o ganho de solidos
(Toreggiani, 1993).

Ao avaliar a cinética de transferéncia de massa em macas utilizando
diferentes concentragdes de soluto e diferentes temperaturas, Lazarides et al. (1994)
observaram gque o aumento da temperatura e da concentragéo da solugéo elevou as
taxas de retirada de agua e de ganho de solidos, sendo o aumento da concentragéo
o maior responsavel pelo aumento do conteddo de solidos totais nos frutos. O
mesmo foi observado por Park et al. (2002), que ao avaliar a cinética de desidratacao
osmaética de cubos de pera, em solugbes de sacarose de 40, 55 e 70 °Brix e
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temperaturas de 40, 50 e 60 °C, observaram que a perda de agua e o ganho de
sélidos aumentaram com o0 aumento da temperatura e com 0 aumento da
concentracéo da solucdo de sacarose, em experimentos independentes. No entanto,
ao utilizar a temperatura mais elevada (60 °C), o aumento da concentracao da
solucéo osmdtica nao influenciou a taxa de transferéncia de massa.

O tempo de imersdo dos pedacos de alimentos na solucdo osmdética é
determinante para a manutencdo da integridade da estrutura da parede celular
(Torregiani, 1993). Quanto maior o tempo do contato do alimento com a solucao
desidratante, maior sera a taxa de perda de agua (Souza et al.; 2003; Nahimana et
al., 2010; Yadav e Singh, 2012), Porém, existe um limite para o conteudo final de
agua no alimento, sendo este o seu valor de equilibrio com a solu¢cdo osmotica.
Alguns alimentos, por apresentar uma parede celular menos rigida e pouco
resistente ao processo de desidratacdo, necessitam de um tempo menor em contato
com a solucdo osmoética. Com o passar do tempo, a membrana celular ndo fornece
uma barreira efetiva para o soluto, ficando este livre para penetrar em todas as
estruturas do tecido (Mauro et al., 2003). Segundo Lenart (1996), o processo de
desidratacdo deve ser realizado em um curto espaco de tempo, para que se alcance
um alto grau de desidratacdo com um ganho de soélidos relativamente pequeno.

O processo de perda de agua pode ser dividido em duas etapas. No periodo
inicial (aproximadamente 2 horas) ocorre alta taxa de remocdo de agua, sendo o
ganho de sdlido mais intenso nos primeiros 30 minutos. Em uma segunda etapa, de
2 a 6 horas, 0 processo torna-se cada vez mais lento, ocorrendo um decréscimo da
taxa de remocao de agua (Torreggiani, 1993; Raoult-Wack, 1994; Angelini, 2002;
Antonio, 2002). Periodos mais longos favorecem a incorporagdo excessiva de
sélidos, alterando, assim, o fendbmeno de transferéncia de massa (Mauro et al.,
2003).

A desidratacdo osmoética €, normalmente, realizada com agitacdo, fator que
também desempenha importante papel no processo, por torna-lo mais rapido,
Ponting et al. (1966) e por minimizar os efeitos da resisténcia externa a transferéncia
de massa (Tonon et al., 2003). A desidratacéo é favorecida pelo aumento da relacéo
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de perda de agua e ganho de solutos e aumento da taxa global de transferéncia de
massa, especialmente durante a primeira hora de tratamento (Mavroudis et al., 1998;
Moreira e Sereno, 2003). Segundo Lazarides (1994), este parametro do processo
permite um melhor contato do alimento com a solu¢do, mas niveis de agitacdo
elevados podem levar a desintegracdo do tecido vegetal. Dionello et al. (2007)
observaram que a utilizacéo de agitacdo (60 min™) favoreceu a reducéo de massa, a
perda de 4gua e o ganho de solidos na desidratacdo de pedacos de abacaxi
utilizando sacarose e agucar invertido. Para a desidratacdo osmotica de pedacos de
macd, em solucdes de sacarose (40 °Brix) com niveis de agitacdo de 0, 60 e 120
rom, Eler et al. (2009) observaram que a cinética de desidratacdo foi fortemente
afetada pela aplicacdo da agitacdo no meio. Segundo os autores, os resultados
mostraram que a medida que a agitacdo foi aumentada a perda de agua foi maior.
Também na desidratacdo de maca, Moreira e Sereno (2003) verificaram que a taxa
de desidratacdo aumentava com o0 aumento da agitacéo.

Outra variavel importante no processo de desidratacdo osmoética € a razao
produto:solucéo (p:p). De modo geral, a fim de assegurar uma taxa constante de
troca de agua/soluto € aconselhavel trabalhar com alta razdo alimento:solucéo, por
exemplo 1:5 (Dalla Rosa e Giroux, 2001). Razdes mais baixas, na faixa de 1:10 a
1:20, foram empregadas na maioria dos trabalhos, visando minimizar a variagdo da
composi¢cdo da solucdo. Porém, para aplicacdes industriais esta razdo deve ser a
mais alta possivel, a fim de reduzir os custos de producdo (Raoult-Wack, 1994). A
razdo produto:solucdo também esté relacionada a eficiéncia do processo, interferindo
diretamente na perda de agua e ganho de soélidos (Sousa et al., 2003a, 2003b;
Souza-Neto et al., 2004; Lima et al, 2004). Quanto mais alta a razao
produto:solucdo, maior a perda de agua e o ganho de solidos (Sousa et al., 2003a,
2003b). Kohyi e Hesari (2007) ao desidratar osmoticamente damasco utilizando
solucdo de sacarose a 50 °C e 60 °Brix, em diferentes razbes (1:5 e 1:10),
observaram que com a razdo de 1:10 houve maior perda de agua. Ispir e Togrul

(2009) também verificaram que a perda de umidade e o ganho de sélidos foram
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inversamente proporcionais a diminuicdo da propor¢cdo produto:solucdo na

desidratacéo de damasco com solucdes de glicose e maltodextrina a 70 °Brix.

2.1.3 — Aproveitamento do xarope osmotico residual

Apesar de poder ser reutilizado em ciclos sucessivos de desidratacdo, o
xarope residual é geralmente considerado um residuo industrial, o que contribui para
aumentar o custo de produtos osmo-desidratados (Garcia-Martinez et al., 2002;
Peir6 et al., 2006; Peir6-Mena et al., 2007). Por outro lado, além dos nutrientes
nobres lixiviados do alimento imerso na solucdo, tais como vitaminas e minerais
(Queiroz et al., 2008), este residuo possui elevado valor energético, podendo
constituir uma potencial matéria-prima para outros processos industriais, por
exemplo, como ingrediente na formulacéo de outros produtos (Valdez-Fragoso et al.
1998; Valdez-Fragoso e Mujica-Paz, 2002). A producao de bebidas, geleias, frutas
em calda, frutas agucaradas, produtos cristalizados e conservas, producdo de
flavorizantes naturais, bebidas fermentadas e enriquecimento de racdo animal, séo
alguns dos produtos sugeridos para o reaproveitamento de solucdes provenientes
dos processos osmoticos (Spiess e Behsnilian, 1998, Dalla Rosa e Giroux, 2001;
Oliveira et al., 2012). A viabilidade da utilizacdo da solucdo osmotica residual em
outros processos biotecnolégicos tem sido demonstrada. Rodrigues (2009) utilizou
solucdo osmotica residual da desidratacdo de abacaxi na formulacdo de
bioinseticidas no combate ao mosquito da dengue. A possibilidade de reciclar as
solugdes osmaoticas ou 0 seu uso em outras formulagdes de alguns alimentos é muito
importante para tornar o processo econdmico e ambientalmente correto (Peir6-Mena
et al., 2007). Apesar de frequentemente sugeridos, poucos trabalhos tém sido
realizados sobre o estudo das propriedades das solugbes reconcentradas e
reaproveitadas visando o aspecto da economia de energia no processo de
desidratacdo osmatica (Szymczak et al., 1998; Garcia-Martinéz et al., 2002; Moranga
et al., 2010).
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Varios autores analisaram a concentracdo de minerais lixiviados para a
solugéo osmatica. Moranga et al. (2010) verificaram que apoés cinco ciclos sucessivos
de desidratacéo de grapefruit a solugdo osmética apresentou elementos como Ca*?,
Na*, K*, Mg*? em concentracéo de 5, 1,08, 12,9 e 1,2 mg/100g, respectivamente.
Ainda neste trabalho os autores observaram que os teores de acido ascoérbico foram
de aproximadamente 4 mg/100g de solucdo osmotica. Ao avaliar a desidratacao
osmatica de goiaba utilizando xarope de agucar invertido ou sacarose, em diferentes
concentracbes (0,3, 0,4 e 0,5 g.mL+y Queiroz et al. (2008) mostraram que houve
reducao significativa no teor da maioria dos minerais da fruta. Os autores verificaram
gue o xarope de acucar invertido foi menos eficiente na manutencdo dos minerais na
fruta, com excecdo de K'. A solucdo de sacarose a 0,5 g.mL-: provocou maior
reducéio nos teores de K* e Mg®" que a solucéo a 0,3 g.mL:e maior reduc&o no teor
de K* e menor no de Zn?** que a diluicdo a 0,4 g.mL- Peiré et al. (2006), trabalhando
com desidratacdo osmotica de grapefruit, mostraram que ha perda de minerais e
dos acidos ascorbico, citrico e galacténico para a solucdo osmdtica residual. Em
trabalho com desidratacdo osmoética de abacaxi, Peir6-Mena et al. (2007)

2 P> e Ca®" foram encontrados na solucdo osmética residual

observaram que Mg
apos 15 ciclos de desidratacéo utilizando a mesma solucéo.

O emprego do xarope residual da desidratacdo osmaética em processos
fermentativos de producdo de vinagres e bebidas alcoodlicas foi citado como
alternativa para aumentar o valor agregado dos alimentos desidratados por este
método (Gomes et al., 2007). O residuo é rico em nutrientes, principalmente
carboidratos e minerais, o que o torna um meio de cultivo em potencial para cultivo
de micro-organismos. E o caso da bactéria Bacillus thuringiensis var. isralensis,
utilizada na producdo de bioinseticidas para controle de pragas e vetores. Estudos
para avaliar seu desempenho em meio formulado com solucdo osmoética residual da
desidratacdo de abacaxi mostraram alta producdo das proteinas toéxicas

responsaveis pelo efeito bioinseticida (Rodrigues et al., 2009a, 2009b).
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2.2 - O fruto do abacaxizeiro

O abacaxi [Ananas comosus (L) Merril] € uma planta monocotiledonea,
herbacea, perene, pertencente a familia Bromeliaceae (Cunha e Cabral, 1999).
Constitui uma fruta das regibes tropicais e subtropicais, mas & consumida em
praticamente todo o mundo, tanto ao natural quanto na forma de produtos
industrializados (Antoniali e Sanches, 2008).

A Tailandia € o maior produtor mundial de abacaxi. Logo a seguir, com um
volume bastante préximo, aparece o Brasil e, na sequéncia, Filipinas, india, China e
Indonésia (Antoniali e Sanches, 2008). Segundo o IBGE (2012), o Brasil produziu
1.464.939t frutos de abacaxi em 2012. A regido Nordeste € a maior produtora,
responséavel por 39,4 % da producdo nacional, seguido pelo Sudeste (35,1 %), Norte
(16,9 %), Centro-Oeste (7,9 %) e pela regido Sul (0,7 %). Os principais Estados
produtores em 2012 foram Paraiba, Minas Gerais, Bahia, Para, Rio de Janeiro, Sao
Paulo e Rio Grande do Norte.

As cultivares Smooth Cayenne e Pérola lideram o mercado brasileiro, sendo
esta Ultima muito apreciada para o consumo tanto in natura como industrializada, em
funcdo da otima qualidade sensorial. A cultivar Pérola € a mais plantada
comercialmente no Brasil, representando aproximadamente 80% da producéo
nacional. E largamente produzida no estado da Paraiba e muito apreciada pelos
mercados do Sul e Sudeste, mostrando também potencial para exportacdo para
paises da America Latina (Martins et al.,, 2007). A cultivar Smooth Cayenne,
conhecida também como abacaxi havaiano, € a mais plantada no mundo (70% da
producdo mundial). Suas caracteristicas de sabor e aroma, com um bom equilibrio
entre acidez e acgucar, a tornam muito apreciada nas regiées produtoras e nos paises
importadores (Antoniali e Sanches, 2008).

O fruto do abacaxizeiro fornece uma grande diversidade de sais minerais e
vitaminas, e um teor consideravel de fibras dietéticas (cerca de 1,4%). Entre os sais
minerais, destaca-se o0 potassio, com 104 mg/100 g do fruto. Com relacdo as
vitaminas, uma fatia de 150 g fornece mais do que 7% do recomendado
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internacionalmente para ingestao diaria das vitaminas B1 e B2. O teor de vitamina C
€, no entanto, pequeno em relacdo a outras fontes, e as concentracdes de proteina e
de matéria graxa séo inferiores a 0,5% (NEPA, 2007). Porém, em funcdo de sua
atividade proteolitica, o abacaxi constitui um coadjuvante da digestdo dos alimentos,
ao mesmo tempo em que é matéria-prima para a extracao da enzima bromelina, de

larga aplicacdo na industria de alimentos (Matsuura e Rolim, 2002).

2.3 - Bacillus thuringiensis

2.3.1 — Aspectos gerais e atividade entomopatogénica

Pertencente a familia Bacillaceae, a qual engloba a maioria das espécies
formadoras de esporos, Bacillus thuringiensis (Bt) é um bastonete Gram-positivo,
anaeroébio facultativo, com células vegetativas de 1,0 a 1,2 ym de diametro por 3,0 a
5,0 ym de comprimento, lineares ou ligeiramente curvadas, com extremidades
arredondadas, ocorrendo geralmente em pares ou em cadeias curtas. Nao formam
capsula e sdo geralmente moveis em funcdo da presenca de flagelos peritriqueos. O
esporo da bactéria possui formato elipsoidal e localiza-se na regido central ou
paracentral quando no interior da célula-mae (Stahly et al.,, 1990; Glare e
O’Callaghan, 2000; Xiaoyan et al., 2005; Ibrahim et al., 2010). Esporos de Bt podem
ser isolados a partir de diversos ambientes, tais como o solo, a rizosfera, o filoplano,
a agua potavel, o p6 de grdos e de insetos, os crustaceos, os anelideos e o0s
mamiferos insetivoros (Hendriksen et al., 2002; Bizzarri et al., 2008).

A principal caracteristica de Bacillus thuringiensis € sua capacidade de
sintetizar, durante o processo de esporulacédo, diferentes proteinas cristalinas,
coletivamente denominadas &-endotoxinas ou proteinas Cry, as quais apresentam
atividade tOxica elevada e seletiva contra larvas de varios insetos (Bravo et al. 2007;

Kurt e Ozcengiz, 2011). Estas proteinas sdo depositadas em grande quantidade (20-
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30% do peso seco das bactérias) no esporangio (célula-mée), na forma de inclusdes
cristalinas adjacentes ao esporo (Figura 2) (Bulla et al., 1980; Regis et al., 2001). Os
cristais sdo liberados no meio, por lise celular, quando a esporulagdo € concluida
(Schnepf et al., 1998; Glare e O’Callaghan, 2000; Federici et al., 2003). Em algumas
variedades de Bt, outro tipo de toxina, denominada Cyt, também é produzido durante
a esporulacéo e depositado no cristal intracelular (Schnepf et al., 1998).

Figura 2 - Ultraestrutura da (A) célula esporulada de Bacillus thuringiensis
var. israelensis e (B) do esporo purificado. Sp: Esporo; E: Exoesporo; e PB:
Corpo paraesporal (Fonte: Federici et al., 2003)

A formacéo de proteinas Cry é determinada por genes denominados cry e
uma mesma variedade de B. thuringiensis pode conter um Unico gene cry ou varias
copias de um mesmo gene, ou mesmo varios genes cry diferentes, determinando a
formacao de diferentes proteinas Cry. Um ou mais cristais intracelulares podem ser
formados por uma variedade de Bt (Schnepf et al., 1998; Bravo et al., 2007). As
proteinas Cry de Bti sdo codificadas por genes localizados em um grande plasmideo,
denominado pBtoxis, cuja sequéncia completa de nucleotideos apresenta um
namero total de pares de bases de 172.923 (Berry et al., 2002).

As proteinas Cry sdo classificadas pela sua sequéncia primaria de
aminoacidos, havendo mais de 500 diferentes sequéncias de genes cry ja
classificados em 67 grupos (cryl-cry67) (Crickmore et al., 2010). Até 2011, 563
proteinas Cry haviam sido descritas, as quais foram classificadas em Cryl a Cry68,
de acordo com o grau de homologia da sequéncia de aminoéacidos (Kurt e Ozcengiz,
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2011). Além disso, 35 genes Cyt de 3 grupos (Cytl-Cyt3) também foram
sequenciados e identificados (Crickmore et al., 2010).

As proteinas Cry séo sintetizadas na forma de protoxinas e sua acao depende
de processos de ativagcdo que ocorrem no interior do aparelho digestivo do inseto-
alvo. As protoxinas apresentam massa molecular entre 40 e 160 kDa. Sao
constituidas de duas partes distintas: uma por¢cdo amino-terminal, normalmente
variavel e associada a toxicidade, e uma por¢cao carboxi-terminal, mais conservada
entre as proteinas, associada geralmente a formacdo do cristal (Cooper, 1994;
Schnepf et al., 1998; Bravo et al., 2005).

Os cristais produzidos por Bti sdo constituidos por quatro polipeptideos, com
massas moleculares de 123, 135, 72 e 28 kDa, formando as proteinas denominadas
Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa e CytlAa, respectivamente (Schnepf, et al., Federici,
2005). A proteina CytlAa, uma citolisina de 27 kDa, é acumulada no cristal
juntamente com as &-endotoxinas (Ruud et al., 2003). Uma caracteristica
interessante destas quatro toxinas de Bti é que elas mostram um efeito sinérgico. A
toxicidade do cristal integral de Bti € muito maior do que a soma das toxicidades
individuais de cada uma das proteinas Cry e Cyt neste cristal (Crickmore et al., 1995;
Bravo et al., 2005; Beltréo e Silva-Filha, 2007).

Bti apresenta alta toxicidade para Aedes aegypti, vetor da dengue e da febre
amarela, e espécies de Culex sp. (Lacey, 2007; Després et al., 2011), mas toxicidade
moderada para Anopheles gambiae, vetor de malaria (Margalith e Ben-Dov, 2000). A
toxina CryllAa € a responsavel por apresentar a maior toxicidade em A. aegypti
(Crickmore et al., 1995), Anopheles stephensi e Culex pipiens (Fernandez et al.,
2006). Cry4Ba é ativo principalmente contra Anopheles e Aedes, e ndo apresenta
qualquer toxicidade para espécies Culex, em contraste com a toxina Cry4Aa que é
téxica para larvas de Culex (Després et al., 2011).

A especificidade das proteinas toxicas de Bt € o resultado da eficiéncia de
varias etapas envolvidas na producdo das toxinas ativas e suas subsequentes
interacbes com as ceélulas do epitélio do trato digestivo dos insetos alvos (Koziel et

al., 1993; Bravo et al., 2005). ApGs a ingestdo dos cristais, esses sdo solubilizados
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no intestino do inseto, que tem pH alcalino, liberando as protoxinas que sao clivadas
por proteases do proprio inseto, resultando em toxinas ativas, com cerca de 60 a
70% do tamanho da protoxina. A toxina ativa liga-se a receptores especificos
presentes nas microvilosidades das células intestinais do inseto, criando poros que
interferem no sistema de transporte de ions, causam lise do epitélio, interrompem a
ingestao de alimentos e culminam com a morte da larva (Gill et al., 1992; Knowles,
1994; Glare e O’Callagham, 2000; Bravo et al., 2007).

Bt € quase exclusivamente ativa contra estagios larvais de diferentes ordens
de insetos e mata o inseto pela ruptura do tecido do intestino médio, seguida por
septicemia causada, provavelmente, ndo apenas por Bt, mas também por outras

espécies bacterianas (Raymond et al., 2010).

2.3.2 — Aspectos fisiologicos

A faixa de temperatura para crescimento de diversas linhagens de Bt
encontra-se entre 15 e 30 °C, sendo a faixa entre 26 e 30 °C considerada ideal para
o cultivo. Com relacdo ao pH, os valores Otimos para a multiplicacdo celular
encontram-se entre 6,5 e 7,5, mas a bactéria pode crescer em valores entre 5,5 e 8,5
(Bernhard e Utz, 1993). Valores de pH abaixo de 5,0 podem impedir a esporulacao
de Bacillus (Murrell, 1967), sendo a sintese do cristal proteico mais eficiente na faixa
de pH entre 5,5 e 6,5 (Icgen et al., 2002a).

O suprimento adequado de oxigénio é essencial no processo fermentativo
com Bt, influenciando ndo s6 o crescimento e a esporulacdo, como também a
producdo de &-endotoxinas (Flores et al.,, 1997, Abdel-Hameed, 2001; Maldonado-
Blanco et al., 2003, Rowe et al., 2003; Sarrafzadeh e Navarro, 2006; Boniolo et al.,
2012). A guantidade de oxigénio dissolvido no meio de cultura é dependente de
diversos fatores como osmolaridade do meio e os niveis de aeragédo e a agitacdo do
sistema (Couch e Ross, 2000). Este € um fator bastante critico para biossintese das

proteinas Cry por B. thuringiensis e deve ser bem analisado, pois em grandes
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volumes de fermentacdo o suprimento adequado de oxigénio torna-se ainda mais
dificil e custoso.

A bactéria assimila glicose pela via glicolitica para produzir principalmente
piruvato e acetato (Nickerson et al., 1974; Luthy et al., 1982). Quando glicose é
exaurida do meio, acetato passa a ser assimilado, pelo ciclo dos acidos
tricarboxilicos (TCA), para o fornecimento de energia necessaria ao crescimento e a
esporulacdo (Benoit et al., 1990; Liu et al., 1994; Mignone e Avignone-Rossa, 1996).
Além de (glicose, algumas linhagens podem metabolizar outros carboidratos,
incluindo sacarose, frutose, lactose, galactose e maltose (Sachidanandham et al.
1997; Ozkan et al., 2003), assim como aclicares mais complexos, como inulina e
dextrina (Ozkan et al., 2003). Bt também produz amilases e proteases, possibilitando
0 emprego de matérias-primas amilaceas e proteicas para a composi¢cao do meio de
cultivo (Yang e Wang, 1998).

2.3.3 —Uso como bhioinseticida

Ha ampla evidéncia dos efeitos adversos sobre 0 ambiente e a sautde humana
associados ao uso de inseticidas sintéticos, o que tem levado a busca de métodos
mais seguros de controle de pragas e vetores, além de medidas regulamentadoras
que visem a reducao de riscos, como a proibicdo de muitos pesticidas sintéticos
(Glare et al., 2012). Inseticidas de base bioldgica, por outro lado, sdo produzidos com
recursos renovaveis e nao contém ingredientes ativos sintéticos, exercendo um
impacto muito mais positivo sobre o meio ambiente. Por outro lado, a resisténcia aos
inseticidas quimicos contribui diretamente para a reemergéncia de doencas
transmitidas por vetores, principalmente aguelas em gue nado € possivel a cobertura
vacinal para garantir a protecédo da populacdo humana. Algumas destas doencas sé&o
muito disseminadas em varias partes do mundo, estando em expanséo devido ao
aumento da urbanizacdo e ao aquecimento global (Després et al., 2011). A malaria é
0 caso mais dramatico, pois afeta cerca de 250 milhdes de pessoas no mundo
(Mittal, 2003). Estima-se que a dengue, outra grave doenga transmitida por
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mosquitos, atinja anualmente cerca de 390 milhdes de pessoas (BHATT, 2013). No
Brasil, as condi¢cdes socioambientais favorecem o desenvolvimento de Aedes
aegypti, vetor da doenca, e a utilizacdo dos meétodos tradicionalmente empregados
no seu combate ndo tém sido eficientes. Aedes aegypti € considerado um mosquito
cosmopolita, com ocorréncia nas areas tropicais e subtropicais. No Brasil, esta
sempre associado ao domicilio humano e proximidades, embora possa ser
encontrado longe dos aglomerados urbanos (Ministério da Saude, 2012). A Unica
forma eficaz de reduzir a incidéncia dessas doencas € controlar o mosquito vetor,
principalmente pela aplicacédo de inseticidas em seus locais de reproducao (Després
et al., 2011).

Bacillus thuringiensis € considerado o patdogeno de insetos mais bem-sucedido
para o controle de pragas agricolas e urbanas, representando atualmente
aproximadamente 2 a 2,5% do mercado total de inseticidas (lbrahim et al., 2010;
Bravo et al., 2011). Mais de 200 produtos baseados em Bt respondem por 53% do
mercado mundial de bioinseticidas, gerando receitas anuais de 120-140 milhdes de
dolares (CAB, 2010). O mercado mundial atual de pesticidas (herbicidas, inseticidas,
fungicidas, nematicidas e fumigantes) esta avaliado em 25,3 bilhdes de ddlares. A
expectativa é de que a participacao dos bioinseticidas neste mercado aumente cerca
de 4,0% (Ibrahim et al., 2010).

Produtos a base de Bti apresentam baixo risco para a saude humana, seja
pela exposicao direta ou indireta. Estudos em laboratério demonstraram que Bt ndo é
infeccioso ou téxico para os mamiferos (Siegel, 2001). O pH e a presenca de
receptores no intestino determinam a especificidade da ac¢é&o larvicida de Bti. Desde
a descoberta do seu potencial inseticida em 1976, a inocuidade de Bti para micro e
macroinvertebrados, peixes e outros vertebrados que partiiham os mesmos habitats
com as larvas do mosquito, estd bem estabelecida em dosagens utilizadas em
escala operacional (Després et al., 2011). De acordo com Lacey (2007), a
pulverizacdo de toxinas produzidas Bti em criadouros de mosquitos, além de

representar a melhor alternativa aos inseticidas quimicos para controle destes
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dipteros, constitui uma escolha segura, pois o0 produto tem baixa persisténcia no
ambiente.

Um dos produtos bioldgicos de maior comercializagdo é o Vectobac® DT
(Abbott Laboratories, EUA), que € uma formulacédo de Bti (ABG-6499) em forma de
tablete contendo 3,4% dos ingredientes ativos. Este produto apresentou alta
eficiéncia contra larvas de Aedes albopictus, A. aegypti e Culex pipiens, levando a
100% de mortalidade em cerca de 24 horas (Toma et al., 2003). Outro produto a
base de Bti, Teknar® (Valent Biosciences, EUA), foi utilizado em larga escala pela
OMS para o controle de oncocercose na Africa (Federici et al., 2003).

Nenhuma resisténcia consistente foi detectada em populacbes naturais de
mosquitos, mesmo depois de longos periodos de tratamento repetido com toxinas de
Bti, mas estudos recentes sugerem que a resisténcia moderada a Bti pode ocorrer
localmente (Paris et al., 2010). Ensaios de selecdo em laboratorio mostraram que a
evolucdo da resisténcia esta correlacionada com o niamero de toxinas presentes no
material de selecdo. A resisténcia pode ocorrer as toxinas individuais de Bti, mas
quando a totalidade do complexo de toxina é utilizada, apenas um baixo nivel de
resisténcia foi verificado. Isso explica por que nenhuma resisténcia de campo a Bti ja
ocorreu, estas toxinas que agem em sinergia e, aparentemente, com moléculas-alvo
diferentes (Després et al, 2011). Como as toxinas atuam em conjunto, a
probabilidade do desenvolvimento de resisténcia por parte dos insetos-alvo é
reduzida (Becker, 2000; Regis et al. 2001).

2.3.4 — Processo fermentativo com a bactéria — meios de cultivo

O sucesso de bioinseticidas com Bti é também atribuido a capacidade de ser
produzido em massa em meios artificiais. A fermentacdo submersa descontinua é a

forma mais utilizada para a producdo de biomassa da bactéria (Angelo et al., 2010).
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Neste processo, o0 meio de cultura liquido é inoculado com o microrganismo, nao
havendo acréscimo ou retirada do meio fermentado durante o cultivo, sendo o
produto retirado apenas no final do processo. Em geral, os esporos de Bt séo
formados nas fases finais da fermentagéo, quando as condi¢cdes do meio se tornam
desfavoraveis (Moraes, et al., 2001). Na maioria dos casos, 0s parametros
monitorados durante todo o processo fermentativo sdo: temperatura, pH e
concetracdo e oxigénio dissolvido (Couch e Ross, 2000). Devido a importancia
econbmica do Bt como agente de controle bioldgico, atencdo especial tem sido dada
por diversos grupos de pesquisas para elucidar e otimizar as condicbes de
crescimento que levam aos maiores rendimentos em toxinas. A aplicacdo comercial
da bactéria depende do custo das matérias-primas, da eficiéncia da estirpe, do ciclo
de fermentacdo, da manutencdo dos parametros do processo, de bioprocessamento
do meio de fermentacéo, e da formulacéo do produto final (El-Bendary, 2006).

Apesar das muitas vantagens de bioinseticidas a base de Bti, os altos custos
de producao ainda representam um fator limitante para sua aplicacdo (Poopathi et
al., 2002; El-Bendary, 2006). O custo de producdo depende de muitos fatores, mas
segundo Poopathi et al. (2009), o custo da matéria-prima pode representar mais de
70% do custo total da producédo. Para El-Bendary (2006), esse custo varia entre 30 e
40% do custo total, dependendo da capacidade de producédo das plantas, e por isso,
a producao local desse inseticida nos paises em desenvolvimento deve depender do
uso de meios de producdo baseados em fontes baratas e disponiveis localmente,
incluindo subprodutos agroindustriais. Vimala Devi et al. (2005) também ressaltam
que o custo do processo de produgcdo de Bt é ainda elevado e reafirmam a
necessidade de emprego de residuos agroindustriais para a formulacdo do meio.
Portanto, a selecdo do meio de crescimento ou matéria-prima é critica para a
producdo comercial de bioinseticidas com Bt.

A preocupagdo com o custo da matéria-prima € também relevante em outro
sentido, uma vez que a composi¢cao do meio de cultivo constitui um dos fatores mais
importantes para a otimizacdo do processo fermentativo de produgcdo de

bioinseticidas a base de Bt. A formulacdo deve conter uma fonte de carbono, uma
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fonte de nitrogénio e sais minerais especificos, em concentracbes adequadas a
obtencdo de elevadas concentracdes celulares, altas taxas de esporulacéo e de
sintese de &-endotoxina (Poopathi et al., 2002; Maldonado-Blanco et al., 2003).
Embora a sintese do cristal proteico esteja intrinsecamente ligada ao processo de
esporulacdo, diversos autores sustentam que elevadas concentragbes de esporos
nao implicam necessariamente em alta atividade toxica do meio fermentado (Lacey
et al.,, 2001; Boniolo et al., 2012). Desta forma, para aperfeicoar a composicédo dos
meios de cultivo € preciso investigar separadamente a fase de crescimento
vegetativo da bactéria, a esporulagéo e a sintese de toxinas (Yang e Wang, 1998).

Diversos residuos da agroindustria tém sido avaliados como fontes
alternativas de nutrientes para o processo fermentativo com Bt, dentre eles farelo e
farinha de soja (Farrera et al., 1998; Vidyarthi et al., 2002, Oskan et al.; 2003; Soccol
et al., 2009), agua de maceracao de milho (Liu e Bajpai, 1995; Abdell-Hameed et al.,
1990; Maldonado-Blanco et al., 2003), levedura de cervejaria (Saksinchai et al.,
2001), soro de queijo (Abdell-Hameed et al., 1990; Oskan et al.; 2003), melago de
cana-de-acucar (Abdell-Hameed et al.,, 2001; Maldonado-Blanco et al., 2003;
Ramada, 2008), caldo de cana-de-aclcar (Pessanha, 2008), farinha de peixe
(Salama, 1983), farinha desengordurada de semente de algodao, linho e amendoim
(Vora e Shetna, 1999), farelo de trigo (Vimala Devi et al.,, 2005; Prakabaran e
Balaraman, 2006), residuos de industria farinheira de mandioca (Del Bianchi, 1998).
Varios outros materiais também tém sido avaliados, incluindo extrato de batata
(Poopathi et al., 2002) e batata-doce (Salama et al., 1983), sangue proveniente de
abatedouros (Ernandes,1998), cama de aviarios (Salama et al., 1983; Adams et al.,
1999), esterco de galinha (Poopathi e Abidha, 2007), lodos de estacbes de
tratamento de esgoto domeéstico (Vidyarthi et al., 2002; Yezza et al., 2005), casca de
café (Poopathi e Aabidha, 2011), entre outros.

Rodrigues (2009) mostrou que o xarope residual da desidratagcdo osmatica de
abacaxi apresenta grande potencial para ser usado na formulagéo do meio de cultivo
de Bti. O xarope diluido para concentra¢cfes de acucares redutores totais (ART) entre

30 e 100 g/L levou a obtencédo de um valor médio de LCs, (concentracao letal para
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matar 50% da larvas de Aedes aegypti) de 8 mg/L. Concentracdes celulares de cerca
de 30 g/L foram alcancadas em meio com ART de 75 g/L e suplementacdo de

nutrientes no curso da fermentacao.

O emprego de diferentes fontes de carbono no meio de cultivo pode influenciar
o crescimento de Bt (Maldonado-Blanco et al., 2003), assim como a producgéo de
endotoxinas (Yang e Wang, 1998; Sachidanandham et al., 1997; Ozkan et al., 2003;
Panarotto, 2006). Na maior parte dos trabalhos ja realizados com a bactéria, foi
empregada glicose como fonte de carbono e energia (Saksinchai et al., 2001;
Khuzhamshukurov et al., 2001; Chen et al., 2003; Berbert-Molina et al., 2008), mas
diversos outros acgUcares e substratos tém sido avaliados para 0 processo
fermentativo com diferentes linhagens da bactéria. Segundo I¢gen et al., (2002), a
fonte de carbono para cultivo de B. thuringiensis varia muito conforme o objetivo da
fermentacado, bem como qual linhagem esta sendo cultivada.

Ozkan et al. (2003) verificaram que maltose, lactose, sacarose, glicerol e
dextrina influenciaram positivamente o crescimento e a biossintese de toxinas por Bti
HD 500. Os niveis maximos das proteinas Cry4Ba e CryllAa foram obtidos com
dextrina. Ao comparar o0 processo fermentativo com Bti IPS82 em meios contendo
glicose, sacarose, maltose ou lactose, Panarotto (2006) verificou que as maiores
concentracdes celulares foram obtidas com glicose, mas a concentracdo de esporos
foi semelhante a obtida com sacarose ou maltose. No meio com lactose ndo houve
uma expressdo favoravel das endotoxinas. Para a variedade Bt var. galleriae,
Sachidanandham et al. (1997) verificaram que glicose foi o carboidrato mais eficiente
para o cultivo, seguido de maltose, frutose, galactose, sacarose e lactose. Pessanha
(2008) verificou maiores concentracbes de células e de esporos no cultivo de Bti
IPS82 em meios com glicose ou frutose, mas em meios com sacarose foram obtidas
taxas de esporulacdo elevadas e analogas as obtidas com estes carboidratos.

Arcas et al. (1987) relatam que, em muitos casos, elevadas concentracbes de
nutrientes sao necessarias para a obtencao de altas concentracdes de esporos e do

cristal proteico. Berbert-Molina et al. (2008) verificaram que concentracdes de glicose
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de até 75 g/L ndo afetam as maximas velocidades especificas (uxm) de crescimento
de Bti. Com concentracdes mais elevadas (100 e 150 g/L), os valores de uxm foram
reduzidos, mas as concentragdes celulares finais ndo foram afetadas, apesar de nao
ter havido consumo total de substrato. Ao realizar um pulso de nutrientes no curso do
processo, o crescimento foi retomado e toda a glicose foi consumida, levando a uma
concentragdo muito superior de biomassa.

A fonte de nitrogénio mais utilizada em meios para a fermentacdo com Bt é
extrato de levedura (Sikdar et al., 1991; Vallejo et al., 1999, Anderson e Jayaraman,
2003; ). Este subproduto é composto por material proteico (73-75%), aminoacidos
livres e oligopeptideos de diferentes massas moleculares, além de vitaminas, sais
minerais e polissacarideos, predominantemente mananas e glicanas (Sommer, 1996;
Saksinchai et al., 2001). Porém, o emprego de extrato de levedura em processos
industriais de fermentacédo é limitado devido ao seu alto custo.

Alguns autores relatam que, além de uma fonte de nitrogénio orgéanico, a
presenca de uma fonte de nitrogénio inorganico é essencial para o desenvolvimento
do processo (Farrera et al., 1998; Saksinchai et al., 2001; Anderson e Jayraman,
2003). Zouari e Jaoua (1999) e Oskan et al. (2003) relatam que o uso de apenas
nitrogénio inorganico ndo é aconselhavel para o cultivo de B. thuringiensis, pois ha
diminuicdo de crescimento, esporulacdo e biossintese, em relacdo aos meios com
nitrogénio organico e inorganico.

O sal sulfato de aménio ((NH4).SO,) foi utilizado em trabalhos com as
variedades Bt var. kurstaki (Kang et al., 1992; Saksinchai et al., 2001), Bt var.
israelensis (Mignone e Avignone-Rossa, 1996; Berbert-Molina et al., 2008), Bt var.
galleriae (Anderson e Jayraman, 2003), Bt var. darmstadiensis (Wu e Chen, 2001).
Rodrigues (2006) demonstrou que nitrato de amoénio interfere negativamente no
crescimento de Bti, enquanto citrato de aménio e ferro Ill favorecem a producédo de
biomassa e a esporulagdo da bactéria. Oskan et al. (2003) mostraram que 0 uso de
cloreto de amodnio ((NH4)CI), em substituicho a (NH4)>SO4, aumentou
significativamente a taxa de esporulacdo de Bti HD 500. O sal fosfato de amonio

((NH4)2HPO,) estimulou fortemente a producédo da proteina Cry4Ba e a esporulacao.
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Rodrigues (2006) mostrou, ao contrario do observado por Oskan et al. (2003) que a
esporulacdo de Bti IPS82 foi inibida quando cloreto de amdnio foi usado como fonte
inorganica de nitrogénio.

fons metalicos como Ca*?, Mn*?, K* e Mg*? s&o considerados importantes no
cultivo de Bt (Yang e Wang, 1998). Sikdar et al. (1991) relatam que Ca*?é necessario
para o desenvolvimento celular, para a estabilidade térmica dos esporos e para a
producdo de 5-endotoxina. Icgen et al. (2002a) também destacam que Ca*? exerce
papel importante na esporulacdo. Rowe (1987) afirma que este ion é necessério para
a ativacdo de amilases e exoproteases na fase vegetativa de crescimento e na
transicdo para a esporulacdo. Por outro lado, Pessanha (2005) verificou que estes
ions influenciaram negativamente o crescimento de Bti IPS82 em meios formulados
com caldo de cana-de-aclcar. Oskan et al. (2003) também constataram que Ca*?,
em concentracdes de 5,5.10“ M, n&o foi favoravel ao crescimento e a formacédo de
esporos,mas favoreceu a sintese das proteinas Cry4Ba e CryllAa.

Os fons Mn*? e Cu*? atuam como elementos-traco essenciais, podendo
estimular ou inibir o crescimento de Bt de acordo com as concentracdes empregadas
(Yao et al., 2002b, 2003). Oskan et al. (2003) mostraram que 10° M de Mn*?
favoreceu a esporulagéo e a sintese de toxina por Bti H500, mas concentracées de
102 M foram téxicas para 0 microrganismo. Para Bti IPS82 Icgen et al. (2002a)
mostraram fons Mn*? em concentracdo de 3.10”% M toxicos para o crescimento e
inibiram a formacdo do cristal proteico. O uso de 107 M de Cu*? estimulou
significativamente a sintese do cristal, mas o aumento da concentracdo para 10 ou
10 M levou a uma diminuicdo dréstica na concentracdo de proteina, sem qualquer
efeito sobre o crescimento. Oskan et al. (2003), ao contrario, verificaram que
concentracdes de Cu*? acima de 10 M afetaram significativamente a esporulacéo e
0 crescimento microbiano.

Icgen et al. (2002a) mostraram que a presenca de Zn*? no meio de cultivo
auxilia a producdo de toxina por Bti IPS82. Yao et al. (2002a) verificaram que

concentracdes de Zn** de 60 mg.dm™ inibiram totalmente o crescimento da bactéria.
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Segundo Oskan et al. (2003), a presenca de Zn*? em concentracées acima de 107 M
afetou significativamente a esporulagcéo e o crescimento microbiano.

Obeta e Okafor (1984) relatam que a presenca de ions K* é essencial para a
formacéo do cristal proteico. Wakisaka et al. (1982) destacam também que este ion
desempenha um papel fundamental na esporulacdo da bactéria e que fons Mg*? em
concentracdes de 8x10™° a 4x10° M favoreceram o crescimento, a esporulacédo e a

sintese do cristal cristal proteico.
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3 - MATERIAL E METODOS

Os experimentos de desidratacdo osmoética foram realizados no Laborat6rio de
Engenharia Agricola (LEAG), do Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias
(CCTA) e os ensaios de fermentacdo no Laboratorio de Biotecnologia (LBT), do
Centro de Biociéncias e Biotecnologia (CBB), da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, RJ.

3.1 — Ensaios de Desidratacdo Osmoética

3.1.1 — Obtencéao dos frutos e preparo das amostras

Para a realizacdo dos experimentos de desidratacdo, foram utilizados
abacaxis da cultivar Pérola (Figura 3a), cultivados no Municipio de Sao Francisco do
Itabapoana — RJ, gentilmente doados por um produtor local. Ao chegar ao LEAG, os
frutos foram selecionados e separados a fim de homogeneizar o lote de acordo com
atributos de qualidade, como cor, grau de maturacdo e auséncia de injurias ou
doencas (Figura 3b). Depois de selecionados, os frutos foram armazenados em
camaras do tipo BOD (MARCONI modelo MA 415) a 8 °C com o objetivo de manter

sua qualidade, até o momento de sua utilizacao (Figura 3c).
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Figura 3 - Selecdo dos frutos utilizados nos experimentos de desidratacdo osmética: (a)
Frutos de Abacaxi colhidos em campo; (b) Selecdo dos frutos de acordo com as suas
caracteristicas; (c) Armazenamento dos frutos em BOD.

Apos a retirada das coroas, os frutos foram higienizados por lavagem em agua
corrente, imersos em solugédo de detergente comercial neutro por 15 min, imersos em
solucdo de hipoclorito de sédio (8 a 10 ppm de cloro ativo) por 10 min para
sanitizacdo e enxaguados com agua destilada.

Depois de descascados com uma faca de acgo inoxidavel, os frutos foram
cortados manualmente em formato de coroa circular com 10 mm de espessura
(Figura 4). A fim de evitar o escurecimento enzimatico, as amostras de fruta foram
submetidas ao processo de branqueamento, por exposicdo das fatias ao vapor
d’agua por 1 min. O processo foi realizado em um béquer de 1.000 mL contendo
cerca de 400 mL de &gua destilada, aguecido em chapa aquecedora. ApGs o
branqueamento, as fatias foram colocadas em sacos plasticos e resfriadas em banho
de gelo por 1 min, sendo, em seguida, colocadas em solucdo de acido ascérbico a

1%, por 5 min, para evitar o escurecimento ndo enzimatico.
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3.1.2 — Desidratacdo osmotica

A desidratacdo foi feita pela imersdo das fatias de fruta, previamente
branqueadas, pesadas e identificadas, na solugdo osmotica contida em béqueres de
vidro de 1.000 mL, dispostos aleatoriamente em agitadora-incubadora de bancada de
movimento orbital (Nova Etica, modelo 430 RDB). Ao todo foram 11 béqueres de
vidro distribuidos em duas agitadoras-incubadoras. Cada béquer continha 5
amostras da fruta, distribuidas aleatoriamente na solucéo, perfazendo um total de 55
amostras. Em todos os tratamentos foi utilizada relacdo fruta:xarope de 1:10 (p/p),
frequéncia de agitacdo de 60 min™ e tempo de imersdo de 4 h. O tempo de imers&o
foi escolhido com base nos dados obtidos na literatura, onde diferentes autores
afirmam que a perda de agua e o ganho de sélidos atingem o equilibrio com 4 h de
processo osmatico (Palau et al., 1993; Askar et al., 1996; . Panagiotou et al., 1999).

—

Figura 4 - Frutos de abacaxi cortados em formato de arco de coroa circular

As solucdes osmoticas foram preparadas no mesmo dia do experimento,
utilizando agua destilada e recipiente de vidro previamente higienizado. Foram
preparados cerca de 7 L de solugdo por experimento. Foram avaliados quatro
agentes desidratantes: sacarose, sorbitol, maltodextrina e frutooligossacarideo. A

sacarose comercial, do tipo cristal da marca UNIAO, foi adquirida no comércio local.
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Os demais solutos foram adquiridos na empresa Corn Products do Brasil e tém os
seguintes nomes comerciais: Sorbitol cristalino CX30-RD750, Maltodextrina MOR-
REX® 1910 e Frutooligossacarideo sélido SP25- NFP95. Trés diferentes
concentragdes, de cada soluto, foram avaliadas. No Ensaio DO1 comparou-se o
processo feito com solucdes de sacarose e maltodextrina nas concentracdes de 20,
30 e 40 °©°Brix. Nos Ensaios DO2, avaliou-se o0 emprego de sorbitol e
frutooligossacarideo, respectivamente, nas concentracdes de 30, 50 e 70 °Brix,
comparando ambos com a solucdo de sacarose nas mesmas condi¢des. Para todas
estas condicoes, trés temperaturas foram também avaliadas: 30, 40 e 50 °C. As

Tabelas 1, 2 e 3 resumem as condi¢cdes empregadas nestes ensaios.

Tabela 1: Tratamentos utilizados para desidratagdo osmotica de abacaxi com
sacarose e maltodextrina (Ensaio DO1).

Concentracéo do Temperatura .
Soluto Soluto (°Brix) °C) Experimento

30 SAC20(1)

20 40 SAC20(2)

W 50 SAC20(3)
O 30 SAC30(1)
x 30 40 SAC30(2)
Q 50 SAC30(3)
% 30 SAC40(1)
40 40 SAC40(2)

50 SAC40(3)

30 MAL20(1)

S 20 40 MAL20(2)
e 50 MAL20(3)
- 30 MAL30(1)
u 30 40 MAL30(2)
o 50 MAL30(3)
7 30 MAL40(1)
g 40 40 MAL40(2)
50 MAL40(3)

Apesar de relatos na literatura do uso de solu¢cdes de maltodextrina em
concentracdes de 50% (Hawkes e Flink, 1978, Khan et al., 2011) ou maiores (Ispir e
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Togrul, 2009), ndo foi possivel, no presente trabalho, preparar este soluto com
concentracdo superior a 40%, razdo que explica a menor faixa de concentracao

testada em relacdo aos outros dois solutos.

Tabela 2: Tratamentos utilizados para desidratacdo osmotica de abacaxi com
sacarose, sorbitol e frutooligossacarideo (Ensaio DO2).

Concentracdo do  Temperatura

Soluto Soluto (°Brix) °C) Experimento

30 SAC30(1)

30 40 SAC30(2)

L 50 SAC30(3)
o) 30 SAC50(1)
x 50 40 SAC50(2)
Q 50 SAC50(3)
) 30 SAC70(1)
70 40 SAC70(2)

50 SAC70(3)

30 SOB30(1)

30 40 SOB30(2)

4 50 SOB30(3)
o 30 SOB50(1)
@ 50 40 SOB50(2)
o 50 SOB50(3)
n 30 SOB70(1)
70 40 SOB70(2)

50 SOB70(3)

30 FOS30(1)

30 40 FOS30(2)

50 FOS30(3)

" 30 FOS50(1)
o 50 40 FOS50(2)
50 FOS50(3)

30 FOS70(1)

70 40 FOS70(2)

50 FOS70(3)

Durante a desidratacdo foram retiradas amostras aleatoriamente, previamente
identificadas com um alfinete de cabeca colorida, aos 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120,
150, 180, 210 e 240 min. A cada intervalo foram retiradas 5 amostras, que foram
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lavadas com agua destilada, secas com papel absorvente e pesadas em balanca
analitica (SARTORIUS, modelo BL 210 S). Trés amostras foram trituradas e
armazenadas em cadinhos de aco para posterior (quanto tempo? Como foi
armazenado?) andlise do teor de 4gua e duas delas foram imediatamente utilizadas

para determinacéo do teor de sdlidos solaveis totais (SST).

3.1.3 - Métodos analiticos

3.1.3.1 — Perda de 4gua, ganho de sélidos e reducédo de massa

O calculo de perda de agua (w), ganho de solidos () e redugéo de massa (M)
foi determinado por diferenca entre as massas do produto Umido e seco, obtidos a
partir do teor de agua da amostra. O teor de agua foi determinado por método
gravimétrico (AOAC, 1990), onde cerca de 10 g de amostra triturada foram colocadas
em cadinhos de aco, previamente secos e tarados, e levados a estufa 105 °C por 6 h.
Depois do resfriamento em dessecador, as amostras foram pesadas em balanca
analitica (SARTORIUS, modelo BL 210 S). As determinagdes da perda de agua (w),
ganho de soélidos () e redugdo de massa (u), foram feitas em trés repeticdbes em
cada intervalo de tempo, utilizando-se as amostras preparadas conforme descrito em
3.1.5. Os valores de py, w e 6 foram calculados com as equacdes (1), (2) e (3) (item
2.1.1)

3.1.3.2 - Anédlises estatisticas

Para cada etapa dos ensaios de desidratacéo foi feito um planejamento de
acordo com delineamento experimental inteiramente casualizado, com arranjo fatorial
(2 solugbes x 3 niveis de concentracdo x 3 niveis de temperatura x 11 periodos de
amostragem), com trés repeticdes. As interagdes significativas pelo teste “F” da
ANOVA foram desdobradas e as médias dos tratamentos para cada periodo de
amostragem foram comparadas por andlise de regressdo. O melhor modelo de
regressao foi escolhido pelo coeficiente de determinacéo (r?) e pela significancia dos
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coeficientes da regressao (Bl) que foram testados pelo teste t de Student. As

analises estatisticas foram realizadas empregando-se o aplicativo computacional
SAEG (Sistema para Andlises Estatisticas e Genéticas), versdo 9.0, em ambiente
Windows.

3.2 — Ensaios de Fermentacao

3.2.1 - Microrganismo

A bactéria Bacillus thuringiensis var. israelensis (sorotipo H-14) IPS 82 foi
utilizada em todos os experimentos. A cultura foi mantida em superficie de meio
sélido inclinado em tubos de ensaio sob refrigeracdo a 4 °C, repicados

semestralmente.

3.2.2 - Meios de Cultivo

Para manutencio das culturas foi utilizado o meio Agar Nutriente (Tabela 3).
Os componentes foram dissolvidos em agua destilada e levados ao forno de micro-
ondas para fusdo do agar-agar, sendo o meio acondicionado em tubos de ensaio
com rolha de algodao e gaze e autoclavados a 121 °C por 20 min. Os tubos foram
inclinados e, ap6s completa solidificacdo, foram acondicionados sob refrigeracao a 4
°C até o momento da repicagem.

Tabela 3: Composicdo do meio de cultivo Agar Nutriente.

Componente Concentragao (g/L)
Extrato de carne 3,0
Peptona de carne 5,0

Agar-agar 18,0
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Para o preparo de indculos foi empregado o meio GYS (Rogoff et al.,1969)
modificado (Tabela 4) com 10 g/L de glicose. Para o preparo dos meios de
fermentacdo dos ensaios do Grupo F1 (item 3.2.3.2), as solu¢cdes osmdticas
resultantes dos processos de desidratacdo com maltodextrina, sorbitol e
frutooligossacarideo foram diluidas de modo a obter-se concentracdo inicial de
substrato (Sp) de, aproximadamente, 30 g/L. Apés autoclavacdo, estas foram
suplementadas com os nutrientes do meio GYS modificado, nas mesmas
concentracdes previstas na formulacdo original, gerando os meios MAL3y, SOB3g €
FOS30, respectivamente. Para os ensaios de fermentacdo do Grupo F2, a solucao
osmotica de maltodextrina foi diluida de modo a obter-se valores de S, de,
aproximadamente, 30, 50, 75 e 100 g¢g/L, sendo também suplementadas com o0s
nutrientes de GYS, gerando o0s meios MALjz, MALsy, MAL;s e MALjgo,
respectivamente. Nos ensaios do Grupo F3, o meio MALs foi suplementado com o
dobro da concentracdo de nitrogénio organico, gerando o meio MALso 2N. Ainda
neste grupo de ensaio, 0 meio MALso 2N teve a concentragéo de oxigénio controlada
em valores acima de 50 % de saturacdo durante todo o processo de fermentacéo
(meio MALsg 2N(O5)).

Tabela 4: Composicéo do meio de cultivo GYS modificado.

Componente Concentragao (g/L)
Extrato de levedura 12,0
(NH,),SO0. 3,0
CaCl,.2H,0 0,12
MgS0,.7H,0 1,5
MnS0O,.H,0 0,09
KoHPO, 1,5

KH,PO, 15
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Nos meios a base de solucdo osmotica, os componentes de GYS foram
autoclavados (121 °C/20 min) separadamente e adicionados a solu¢do no momento
da fermentag&o. O procedimento de preparo dos meios foi feito em cabine de fluxo
laminar (PACHANE modelo Classe Il — tipo A/B3).

3.2.3 - Condicdes de Cultivo

3.2.3.1 - Preparo da cultura estoque

A manutencdo das culturas foi feita por semeadura por estria simples em
superficie de meio Agar Nutriente em tubos inclinados, incubados a 30 °C por 96 h,
para garantir uma taxa de esporulacéo superior a 90%. Os tubos foram armazenados
a4°C.

3.2.3.2 - Preparo de in6culo

Para o preparo de in6culos, frascos Erlenmeyer de 500 mL contendo 100 mL
de meio, cobertos com manta de algodéo e gaze, foram inoculados por transferéncia
direta com uma aliquota da cultura estoque. Os frascos foram incubados em
incubadora/agitadora de movimento reciproco (NOVA ETICA modelo 430 RDB) a 30
°C por 12 h sob agitacdo de 110 min™. Uma aliquota desta cultura, correspondente a
5% (v/v) do volume de meio de fermentacéo, foi usada para inocular os meios de

fermentacao.

3.2.3.3 — Ensaios de Fermentacéo

Os ensaios dos Grupos F1, F2 e F3 foram realizados em biorreator de
bancada (New Brunswick modelo BioFlo/CelliGen 115), Figura 5, operado em
sistema descontinuo, equipado com controle automatico de temperatura, pH,
agitacao, aeracédo, oxigénio dissolvido e nivel de espuma. A cuba do fermentador (2
L de volume dtil), contendo o meio de fermentacdo (1,8 L), e ja instalados o
condensador, os filtros de ar, as sondas para controle no nivel de espuma e
temperatura e as tubulagbes de silicone utilizadas para a retirada de amostras e
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adicdes de meio, antiespumante e base, foi autoclavada a 121 °C por 20 min. Os
eletrodos de pH e de oxigénio dissolvido foram tratados com &lcool etilico 70% (v/v) e
enxaguados com agua destilada esterilizada antes da instalacdo na cuba do reator. A
temperatura foi controlada em 30 °C. O pH inicial foi corrigido para 7,0 e, durante o
processo, foi automaticamente controlado, com adicdo de KOH 5 M, para nao atingir
valores inferiores a 5,5. Foi utilizada agitacdo em 600 min™ e aeracdo de 1 vvm,
correspondente a um valor inial de K a (coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio) de 140 h™. Em apenas um ensaio do Grupo 3, a concentracdo de oxigénio
dissolvido no meio, apods atingir 50% da saturacao, foi controlada automaticamente
neste valor até o final do processo. A concentracdo de oxigénio dissolvido foi
monitorada com o emprego de um eletrodo polarogréfico esterilizavel (INGOLD,
InPro 6000).

& New Brunswick

Figura 5 - Fermentador de bancada New Brunswick
modelo BioFlo/CelliGen 115

Os ensaios do Grupo F1 tiveram como objetivo comparar o desempenho da
bactéria em meios de cultivo formulados com os xaropes residuais obtidos com os

diferentes solutos usados nos ensaios de desidratagdo osmotica (maltodextrina,
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sorbitol e frutooligossacarideo). A concentracdo inicial de substrato de,
aproximadamente, 30 g/L, foi escolhida com base nos resultados obtidos por
Rodrigues (2009). Os resultados da fermentacdo de Meio GYS, contendo glicose
nesta mesma concentracédo, foram usados para comparacdo. Os parametros para
avaliacao dos resultados foram a cinética de crescimento, as concentragdes finais de
células e de esporos, e a atividade toxica do meio.

Os ensaios do Grupo F2 visaram avaliar o processo fermentativo em meios
com concentracdes crescentes de maltodextrina (30, 50, 75 e 100 g/L), soluto que
apresentou os melhores resultados nos ensaios do Grupo F1. Foram quantificadas
as concentracdes finais de células e esporos, a taxa de esporulacdo e a atividade
larvicida dos meios fermentados. Também foi acompanhada a cinética da
fermentacdo, calculando-se, em cada caso, as velocidades especificas de

crescimento e de consumo de substrato.

Tabela 5: Meios de cultivos utilizados nos diferentes ensaios de fermentagao.

_ Solucédo Residual Concentragao
Meio o
Utilizada (g/L)
GYS3 Meio GYS (Controle) 30
Ensaios MAL 3o Maltodextrina 30
F1 FOS3 Frutooligossacarideo 30
SOB4 Sorbitol 30
MAL3g Maltodextrina 30
Ensaios MALsq Maltodextrina 50
F2 MALs5 Maltodextrina 75
MAL 100 Maltodextrina 100
i MALsg Maltodextrina 50
Ensaios
F3 MALso2N Maltodextrina 50

MALs02N(O5) Maltodextrina 50
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Os ensaios do Grupo 3 foram feitos com dois objetivos: 1) avaliar o efeito do
aumento da concentragdo inicial de nitrogénio no meio MALsy que, nos ensaios do
Grupo F2, mostrou consumo incompleto de substrato, mas atividade toxica
relativamente elevada; 2) avaliar o processo realizado com o meio MAL5,2N em
condicBes nao limitadas em oxigénio. A concentracdo escolhida (50%) foi baseada
nos resultados obtidos por Boniolo et al. (2012) em fermentacdo de meio GYS com
Bti. Assim como nos demais ensaios, foi avaliada a cinética do processo, bem como
a contagem de células e esporos e atividade toxica. Na Tabela 5 estao resumidas as

condicBes empregadas nos diferentes ensaios.

3.2.4 - Métodos analiticos

3.2.4.1 - Coleta de amostras

Nos ensaios em biorreator de bancada o sistema utilizado para retirada de
amostras consistiu de um tubo de aco inoxidavel, cuja extremidade situa-se préxima
ao fundo da cuba, conectado a uma mangueira de silicone que, apés passagem por
uma bomba peristaltica (WATTSON-MARLOW modelo SCI 400), retorna a cuba do
biorreator. As amostras foram retiradas com seringa e agulha descartaveis, através
de um septo de silicone adaptado a tubulacdo. Amostras do tempo final de
fermentacao foram acondicionadas em tubos de plastico de 2 mL (tipo Eppendorf) ou
15 mL (tipo Falcon) e armazenadas sob congelamento para posterior analise da

concentracéo de substrato e atividade larvicida.

3.2.4.2 - Morfologia celular

A morfologia celular foi avaliada pela observagéo de preparagdes a fresco do
meio fermentado. Uma aliqguota da amostra foi colocada sobre lamina de vidro,
coberta com laminula de vidro e observada em microscopio de contraste de fase

(JENA modelo Jenamed 2) com aumento de 400x.
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3.2.4.3 - Concentracdao celular

Nas primeiras horas do cultivo, a concentracdo celular foi quantificada pela

medida da absorbéancia de suspensdes diluidas do meio fermentado, convertida em

concentracdo (massa de matéria seca por unidade de volume) por uma equacao que

descreve o trecho linear de uma curva de calibracdo construida a partir de

suspensao de células de Bti produzida em meio GYS nas mesmas condi¢cdes

adotadas para os ensaios de fermentacéo, conforme Berbert-Molina (1998).

30 mL do meio fermentado foram centrifugados a 12.000xg por 15 min a 10
°C (Centrifuga Eppendorf modelo 5804R), descartando-se o sobrenadante;
O pellet foi homogeneizado em agua destilada e centrifugado nas mesmas
condi¢cBes, sendo esta operacao repetida duas vezes;

As células foram transferidas para cadinhos de porcelana, previamente
secos e pesados, 0s quais foram colocados em estufa a 85 °C por 24h;

Apos resfriamento por 20 min em dessecador, os cadinhos foram pesados e
a concentracdo celular foi calculada dividindo-se a massa seca de células
pelo volume inicial de meio fermentado;

Paralelamente as operacdes de determinacdo da massa seca de células, a
absorbancia das amostras, convenientemente diluidas, foi medida a 610 nm
em espectrofotometro MICRONAL modelo B582;

A absorbancia de cada uma das suspensdes de células foi correlacionada
com a concentragdo celular correspondente e, com 0s pontos do trecho
linear da reta obtida, foi definida a equacgdo, por regressao linear, a ser
utilizada no calculo da concentracdo celular das amostras de fermentacao

durante os diferentes ensaios.

A patrtir do inicio da floculagcéo da cultura, a medida da concentracao celular foi

feita diretamente por gravimetria, seguindo o mesmo procedimento usado nos quatro

primeiros passos descritos.
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3.2.4.4 - Contagem de células e esporos

O numero de células vegetativas (CV), células esporuladas (CE) e esporos
livres (ES) foi obtido por contagem em cémara de Neubauer. Aliquotas do meio
fermentado, convenientemente diluidas em solugéo salina, foram aplicadas sobre a
superficie da camara, cobertas com laminula e observadas em microscopio de
contraste de fase (JENA mod. Jenamed 2) com aumento de 400x. O namero total de
células (CT) foi obtido pelo somatério do numero total de células vegetativas (CV),
células esporuladas (CE) e esporos livres (ES) (CT=CV+CE+ES). O numero total de
esporos foi calculado pela soma de CE e ES (ET=CE+ES). A taxa de esporulacao
(%) foi calculada dividindo-se o numero total de esporos pelo nimero total de células
[Tsp=(ET/CT)x100].

3.2.4.5 - Concentracao de acucar

A concentracdo de maltodextrina foi determinada por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (HPLC Shimadzu modelo LC10A VP) usando um detector de
espalhamento de luz (ELSD-LT Il), com os solventes: Agua miliQ (solvente A) e
acetonitrila 100% (solvente B), coluna CLC-NH; (Shimadzu Shim-pack, 250 x 4,6mm)
e temperatura de 25°C. A corrida foi feita em gradiente isocratico de 45% do solvente
B durante 10 min, com fluxo de 1 mL.min™". O detector ELSD foi ajustado para a
temperatura de 50°C e a pressao de 350 KPa, com ganho 1 e filtro 4s. As areas e 0s
tempos de retencao dos diferentes compostos foram avaliados por comparagdo com

padrao em diferentes concentracoes.

3.2.4.6 - Bioensaios

Para avaliar a atividade larvicida do meio fermentado foi empregada a
metodologia de bioensaios proposta por Misch et al. (1992), com algumas
modificacdes. Para cada formulagdo de meio de cultivo a ser testada, foram
necessarias 160 larvas, acondicionadas individualmente em tubos de ensaio de vidro

contendo 6 mL de &gua desclorada. A cada tubo foi adicionado um volume adequado



47

da suspensdo de esporo-cristal (Item 3.2.4.7), de modo a obter 4 diferentes
concentracdes (em mg/L).

Para determinar as concentracdes a serem empregadas, foram realizados
testes para verificar a concentracdo que leva a uma mortalidade que atinja, no
maximo, 99% das larvas (maior concentracdo) e a que leva a morte de um namero
reduzido (diferente de zero) de larvas (menor concentracdo). Encontrados os valores
minimo e maximo, as concentragfes intermediarias foram calculadas. Foram
utilizadas 10 larvas para cada concentracdo e cada concentracdo foi testada em
triplicata (30 larvas/concentracdo). O controle foi feito com 10 larvas colocadas em
agua sem a adicdo do produto. As concentracfes da suspensdo de esporo/cristal
aplicadas nos tubos foram obtidas ap6s analise da massa seca dos meios
fermentados ao final do processo. A avaliagdo do numero de larvas mortas foi feita
apos 24 h e a concentracdo necessaria para matar 50% das larvas (LCso) foi

calculada pelo método Probit (Finney, 1972).

3.2.4.7 - Obtencéao da suspenséo de esporos-cristais para bioensaios

Para calcular as concentracdes que foram utilizadas nos bioensaios, foi
utilizado como base o valor da massa seca (concentracdo celular) obtida por
gravimetria (Item 3.2.4.3).

O preparo da suspenséo foi feito conforme metodologia proposta por Dulmage
(1982), com modificagdes. Uma aliquota de 2 mL da amostra de meio fermentado foi
centrifugada a 14.000 x g por 10 min, o sobrenadante descartado e o sedimentado
lavado duas vezes com agua destilada e centrifugado a 14.000 rpm para remover
residuos do meio de cultura. Foi adicionada ao sedimento uma solucdo NaCl 0,5M,
correspondente a 1/10 do volume inicial (200 pL), agitando-se a mistura por 10 min
para promover a lise das células esporuladas e consequentemente liberar os cristais
proteicos. A suspenséo foi centrifugada a 14.000 xg por 10 min e o sedimento lavado
duas vezes com agua destilada para remover os residuos de NaCl. O sedimento foi
ressuspendido em 2 mL de agua destilada e esta suspensdo foi utilizada nos

bioensaios.
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3.2.4.8 — Calculos de parametros fermentativos
O célculo da produtividade em células (px) foi feito utilizando-se a equacéo 4,
em que Xy, € a concentracao celular maxima, Xo a concentracéo celular inicial e tx, 0
tempo necessario para obtencdo da maxima concentracao celular.
Px = (Xm — Xo) / txm (4)

O célculo do fator de conversdo de substrato em células (Yys) foi feito
utilizando-se a equacéo 5, em que S é concentracdo de substrato em um instante t e

So € a concentracao inicial de substrato.

YX/S = (Xm - Xo) / (So - S) (5)

Para o calculo das méaximas velocidades especificas de crescimento (uUm),
primeiramente os valores experimentais correlacionando as concentracdes celulares
(X) com o tempo foram ajustadas graficamente, utilizando-se 0 programa
computacional ORIGIN 8.0 (Microcal Software Inc., EUA). Com o0s novos valores de
concentracdo celular e de tempo, obtidos a partir da curva ajustada, construiu uma
curva relacionando o logaritmo neperiano de X (InX) com o tempo. Este tipo de
grafico apresenta logo apos a fase lag um trecho linear, com inclinacdo maxima, que
corresponde a fase exponencial de crescimento. O coeficiente angular deste trecho

linear corresponde ao valor de pp,.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSOES

Uma das finalidades do trabalho foi investigar a viabilidade de emprego de
solutos ndo convencionais (maltodextrina, sorbitol e frutooligossacarideo) para a
desidratacdo osmoética de abacaxi, buscando contribuir com o conhecimento
cientifico relativo a esse processo e a sua aplicacdo na geracdo de produtos voltados
para um mercado diferenciado. Os resultados obtidos na avaliacdo da cinética de
desidratacdo com sacarose e maltodextrina, nas concentracdes de 20, 30 e 40 °Brix,
sdo apresentados no item 4.1.2. Os dados obtidos no processo realizado com
sacarose, sorbitol e frutooligossacarideo, nas concentracdes de 30, 50 e 70 °Brix sao
apresentados no item 4.1.3.

O segundo objetivo do trabalho foi investigar a aplicabilidade da solucdo
osmatica residual, obtida na desidratacdo dos frutos com cada um dos solutos
testados, para a composicdo do meio de cultivo de Bacillus thuringiensis var.
israelensis visando a producdo de bioinseticida. Os resultados desta etapa do

trabalho sé&o apresentados no item 4.2.

4.1 - Desidratacdo Osmoética

4.1.1 - Caracterizagdo dos frutos de abacaxi in natura
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A caracterizacao dos frutos de abacaxi Ananas comosus(L.) (Merrill) in natura
utilizados nos ensaios de desidratacdo é apresentada na Tabela 6. Dados da
literatura mostram que esses valores podem variar de acordo com a regiao do
cultivo, tipo de solo e adubacdo empregada (Spironello et al., 2004). Brito et al.
(2005) encontraram valores de teor de sélidos totais de 15,7 °Brix na caracterizacao
de Ananas comosus (L.) Merrill. Viana et al. (2013), ao avaliar as caracteristicas
fisico-quimicas de diferentes variedades de abacaxi, observaram que para a
variedade Pérola valor de sélidos totais de 12,33. Ja para outras variedades como a
Smooth Cayenne e Vitoria, foram observados 14,75 e 14,32, respectivamente. Para
Ramallo e Mascheroni (2012), as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos de
abacaxi estdo diretamente ligadas ao seu grau de maturacado, a variedade e ao local

de origem.

Tabela 6: Propriedades dos frutos de abacaxi (Ananascomosus(L.)
Merrill) utilizados nos experimentos de desidratacdo osmatica.

Propriedade Especificacao
Massa (g) 1.776,1
Comprimento ¢/ coroa (cm) 415
Comprimento s/ coroa (cm) 23,5
Diametro (cm) 36,8
Sdlidos Solaveis (°Brix) 13,9

4.1.2-Cinética da desidratacdo osmotica de abacaxi em solucdes de sacarose e
maltodextrina

4.1.2.1 - Sacarose
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Na Tabela 7, apresenta-se um resumo da analise fatorial (ANOVA) referente
aos efeitos dos fatores concentragcdo da solucdo, temperatura e tempo, e suas
interacOes, sobre a perda de agua (»), 0 ganho de sélidos (8) e a reducdo de massa
(u) das amostras de abacaxi submetidas a desidratacdo em solugdes de sacarose
nas concentragdes de 20, 30 e 40 °Brix, e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Observa-se que houve efeito significativo de todos os fatores sobre a perda de
agua pelo teste F (p<0,01). Porém, o efeito ndo foi significativo para as interacdes
entre temperatura e tempo, bem como na interagdo conjunta entre os fatores. Com
relagdo ao ganho de sdlidos, observou-se efeito significativo tanto dos fatores
isolados quanto da interacéo entre eles. Para a variavel reducdo de massa, apenas a

interacdo entre concentracdo e tempo ndo mostrou efeito significativo.

Tabela 7:ANOVA do fatorial para perda de agua (®), ganho de sélidos (3) e reducdo de
massa (M) das fatias de abacaxi em fungdo do tempo na desidratagdo osmotica em solugdes
de sacarose a 20, 30 e 40 °Brix, e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Quadrado Médio

Variavel GL -
Perda de Agua Ganho de Sélidos Reducéo de Massa
CONC 2 1412.929 (¥) 306.961 (¥) 457.45150 (*)
TEMP 2 145.0666 (*) 13.42246 (¥) 87.53487 (*)
TP 10 317.6815 (¥) 59.49072 (¥) 127.19160 (*)
CONC*TEMP 4 63.02616 (*) 2.120352 (¥) 41.82449 (*)
CONC*TP 20 16.9439 (*) 7.375366 (*) 6.85410 (ns)
TEMP*TP 20 5.043965 (ns) 1.283397 (*) 11.47023 (*)
CONC*TEMP*TP 40 4.960227(ns) 0.895753 (*) 9.90158 (¥)
CV (%) - 22,1 20,6 23,8
Residuo TOTAL 396 6.435073 0.5312447 4.982054

CONC - Concentracdo; TEMP — Temperatura; TP — Tempo. * Significativo em nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F
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A Tabela 7 mostra ainda que o coeficiente de variagdo, em percentual,
CV (%), foi ligeiramente maior que 20, evidenciando que a eficiéncia de tomada dos
dados foi regular. De acordo com Gomes (2000), o CV (%) d& uma ideia da precisao
dos experimentos e quanto menor o coeficiente de variagdo, mais conciso é o
experimento. De acordo com sua classificacédo, os valores de CV sdo considerados
baixos quando inferiores a 10%, médios e altos quando estiverem na faixa de 10 a
20% e de 20 a 30%, respectivamente, e muito altos quando superiores a 30%.

Tendo em vista o fato de vérias interacfes terem se mostrado significativas
para os fatores que influenciaram a cinética de desidratacdo osmatica, procedeu-se a
analise de regressao multipla para todos os experimentos, optando-se por testar o
modelo quadratico. Este tipo de andlise ajuda a entender como determinadas
variaveis influenciam outra variavel, ou seja, verifica como o comportamento de uma
variavel pode mudar o comportamento de outra (Rodrigues, 2008). O coeficiente de
determinacdo (R?) fornece uma informacéo auxiliar ao resultado da analise de
variancia da regressao, visando verificar se 0 modelo proposto é adequado ou ndo
para descrever o fenbmeno (Lima, 2007). Quanto maior o valor de R2, mais
explicativo € o modelo, melhor ele se ajusta a amostra (Rodrigues, 2008).

As equacdes de regressado quadratica estabelecidas para a perda de agua, o
ganho de sélidos e a reducdo de massa sao apresentadas na Tabela 8, podendo ser
utilizadas para a predi¢do da cinética de desidratacdo osmoética de abacaxi utilizando
sacarose nas concentracdes testadas. Os valores dos coeficientes de determinacéo
(R) calculados para os parametrosm, & e p foram 90,97, 93,29 e 73,73%,
respectivamente. Assim, considera-se que as equagdes obtidas sdo adequadas para
descrever a relacdo entre as varidveis do processo (tempo, temperatura e
concentracdo da solucdo) na desidratacdo osmotica de abacaxi quando sacarose €

utilizada como soluto.



53

Tabela 8: Equacdes de regressdo quadratica e coeficientes de determinacdo (R?) para
modelagem da cinética de desidratacdo osmética de abacaxi em solucdes de sacarose a 20,
30 e 40 °Brix, e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Variavel Equacédo Quadratica R (%)

o =-19,0352 + 0,036136 o + 1,08653 B — 0,0921898 y — 90,97
0,000145887 o — 0,00891523 B2 + 0,0113806 y * — 0,00883399
B.y + 0.00128973 a.y

Perda de agua

()

5 =4,15714 — 0,0153214a + 0,195096 B — 0,608855 y — 93,29
Ganho de 0,0000370516 o — 0,00232591 B + 0,0110172 y > +
solidos (3) 0,000172599 B.y + 0,00114807 a.y + 0,0002856 a.p —

0,00000332312 a.B.y

W =- 20,7794 + 0,0507521 a + 0,964011 B + 0,309254 y — 73,72
0,000143316 o -0,00820038 B* + 0,00298122 y % -0,00823911
B.y — 0,000201502 a.p + 0,0000130422 a.B.y

Reducéo de
massa (M)

a - tempo; B - Temperatura; y - Concentragdo

4.1.2.1.1 — Perda de 4gua

De acordo com Shi e Le Maguer (2002), durante a desidratacdo a saida de
agua e a entrada de solutos ocorrem principalmente nas primeiras 2 a 3 horas de
imersdo do alimento na solucdo osmoética. Depois disso, 0 teor de agua entre o
alimento e a solugdo osmotica diminui gradualmente, até que finalmente o sistema
atinja um estado de equilibrio dinAmico de transferéncia das moléculas. No presente
trabalho, conforme pode ser visto na Figura 6, independente da concentracdo da
solucdo de sacarose e da temperatura, as maiores taxas de saida de &agua
ocorreram nos primeiros 30 a 40 min de processo, periodo que foi seguido por
decréscimo gradual dos valores de ». Este mesmo comportamento foi descrito por
Kowalska e Lenart (2001) em relacdo a desidratacdo de maca, abobora e cenoura

em solucbes de sacarose a 61,5%. Park et al. (2002) verificaram valores mais
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elevados de o nos primeiros 40 min de imersao de cubos de pera em solucdes
osmoticas de sacarose a 40, 55 e 70 °Brix e temperatura de 40 °C. Tendéncia similar
a esta foi verificada no trabalho de Dionello et al. (2007) sobre a desidratacédo de
abacaxi em solucdes de sacarose a 40 °C, na qual os aumentos dos valores de w
foram significativos apenas nos 45 minutos iniciais do processo. Porém, ao elevar a
temperatura para 50 °C, os autores constataram aumentos significativos no valor de
w até 75 minutos depois de iniciado o processo. Ao utilizar concentragcdes de
sacarose de 30, 50 e 70 °Brix, a 30 °C, na desidratacdo de jenipapo, Andrade et al.
(2007) observaram maior perda de agua nas duas primeiras horas de imersao.

Os resultados também evidenciaram que a perda de agua das amostras foi
favorecida em solucbes mais concentradas de acgulcar, comportamento caracteristico
do processo (Raoult-Wacket al., 1991; Rastogi et al., 2005) e relatado para frutas
como manga (Souza-Neto et al., 2005), tomate (Telis et al., 2004), pera (Park et al.,
2002), banana (Sousa et al., 2003), jenipapo (Andrade et al., 2007), mac¢a (Kaymak-
Ertekin e Sultanoglu, 2000), goiaba (Queiroz et al., 2010) desidratadas com
diferentes solutos.

Considerando as duas primeiras horas de processo, verificou-se que, com
aumento da concentracdo da solucdo de 20 para 40 °Brix, a perda de agua
aumentou de 8 para 22%, a 30 °C, de 13 para 23%, a 40 °C e de 12 para 25%, a 50
°C. Valores de o de aproximadamente 38% foram observados por Dionello et al.
(2007) apods duas horas de desidratacdo de abacaxi em solucdes de sacarose a 0,47
g.mL™. Em outro trabalho sobre a desidratacdo osmética de abacaxi, verificou-se
também que solugdes mais concentradas de sacarose levaram a maiores valores de
®. Com 40, 50 e 60 °Brix, na temperatura de 40 °C, os valores de » foram de 19,6,
21,7 e 23,4% (Valente, 2007).
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Figura 6- Perda de agua em fung¢éo do tempo na desidratacdo osmotica de amostras de
abacaxi em solucdes de sacarose a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentracdes de
20 °Brix (#), 30 °Brix (m) e 40 °Brix (A).

Os dados obtidos também mostraram influéncia significativa da temperatura
sobre a perda de agua (Tabela 7), o que estd de acordo com o comportamento
esperado para o processo (Tortoe, 2010; Dhingra et al., 2008). O aumento da
temperatura, até certo limite, aumenta a taxa de osmose, mas um aumento
adicional afeta a permeabilidade das paredes das células e reduz a taxa de
osmose. Quanto maior a temperatura, maiores serdo as perdas dos componentes
nutricionais, das alteracées na cor, da estrutura e da deterioracdo da membrana
celular (Dhingra et al., 2008). Souza (2007) também afirma que a temperatura
empregada no processo influencia as propriedades do produto final, sendo
considerada 6tima a faixa entre 20 e 50 °C. No entanto, a faixa de 25-60 °C é citada
como a mais utilizada no processo (Matusek e Meresz, 2002; Pan et al., 2003, Ade-
Omowaye et al., 2002; Peir6-Mena et al., 2007; Singh et al., 2007). De acordo com

Torregiani (1993), pode ocorrer 0 escurecimento enzimatico e a alteracdo do sabor
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de alimentos desidratados osmoticamente em temperaturas acima de 45 °C. Porém
Contudo, Germer et al. (2010) verificaram que temperaturas no intervalo de 50 a
54,1 °C, para solucbes de sacarose de 55 a 65 °Brix, proporcionaram maior perda
de agua na pré-secagem de péssegos e os melhores resultados sensoriais dos
produtos finais.

Verificou-se, no presente trabalho, que o efeito da concentracéo da solucéo foi
mais evidente que o da temperatura (Figura 6). A perda de agua aumentou de 8,5%
para 12,7%, e de 22,1 para 25,2%, com o aumento da temperatura de 30 °C para 50
°C, nas solucbes a 20 e 40 °Brix, respectivamente. Este resultado coincide com o
comportamento relatado por Argandofia (1999), que mostra que a concentracdo da
solucdo de sacarose influenciou mais fortemente as taxas de perda de agua que a
temperatura, na desidratacdo osmaética de goiabas. Heng et al. (1990) verificaram,
por outro lado, que quanto maior a concentracao da solucéo de sacarose (45, 55, 65
e 72 °Brix) e mais alta a temperatura (30, 50, 60 e 70 °C) empregada, maior a perda
de agua de amostras de maméao desidratados osmoticamente. Na desidratacdo de
pera com 0 mesmo soluto em trés concentracdes (40, 55 e 70°Brix) e 3
temperaturas (40, 50, 60 °C), Park et al. (2002) constataram que para a mais alta
temperatura, a influéncia da concentracao foi reduzida ao minimo.

Singh et al. (2007) estudaram a cinética de transferéncia de massa durante a
desidratacdo osmoética de cubos de cenoura a 35, 45 e 55 °C. Houve um aumento na
taxa de perda de agua, mas a taxa de ganho de soluto ficou relativamente estavel
com o aumento da temperatura da solugéo. O efeito do aumento da temperatura, em
solucbes altamente concentradas, pode ser devido a diminuicdo da viscosidade da
solucéo osmdtica, resultando em altas taxas de difusédo de agua e soluto.

As diferencas nas taxas de perda de agua observadas entre os diferentes
trabalhos podem ser justificadas n&o apenas pelas diferengcas operacionais
empregadas, mas também pelas caracteristicas do tecido vegetal em cada caso
(Rastogi e Raghavarao, 2004; Borin et al., 2008). A composi¢ao quimica (teores de
proteina, carboidratos, lipidios e sais) e a estrutura fisica (porosidade, arranjo das
células, orientagcdo das fibras e tipo de casca) séo fatores importantes para a cinética
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de osmose de alimentos. A espécie, a variedade do fruto e o indice de maturacao
exercem influéncia significativa sobre a estrutura natural dos tecidos, no que
concerne a estrutura da membrana celular, quantidade de soélidos insolaveis,
espacos intercelulares, grau de compactacdo e grau de retencdo de ar. Estas
diferencas estruturais afetam substancialmente as trocas de massa por difusdo entre

o produto e o meio osmético (Tortoe, 2010).

4.1.2.1.2 — Ganho de solido

Na desidratacdo osmdética, a perda de &gua é acompanhada pela
incorporacdo de solidos em decorréncia das trocas difusionais entre o produto e a
solucdo durante todo o processo, devido aos gradientes de concentracado
(Torreggiani, 1993).

A Figura 7 apresenta os perfis de variacdo de & nas diferentes condi¢des
testadas. Fica evidente que o ganho de soélidos foi intensificado com o aumento da
concentracdo da solucdo, a excecdo do processo realizado a 50 °C, no qual ndo
houve diferenga nos perfis de 6 com 20 ou 30 °Brix. Constata-se também que, para
qualquer temperatura testada, o emprego de solucdo com maior concentracdo de
sacarose (40 °Brix) influenciou de forma mais decisiva 0 ganho de sélidos. Nesta
solucéo, os valores de 6 foram de 7,1, 7,3 e 8,5% nos processos realizados a 30, 40
e 50 °C, respectivamente. O valor de & foi de apenas 1,5% a 30 °C e 20 °Brix e néo
passou de 4% quando a desidratagao foi feita a 50 °C e 30 °Brix. Resultado similar
foi observado por Lombard et al. (2008) na desidratacdo osmoética de abacaxi em
solucdes de sacarose de 45, 55 e 65 °Brix, temperatura de 30, 40 e 50 °C, por 240
min. O ganho de sdlidos aumentou com o aumento da concentracdo e da
temperatura, mas o efeito da concentracao foi mais acentuado que o da temperatura.
Waliszewski et al. (2002) e Ramallo et al. (2004) concluiram que o efeito da

temperatura na desidratacdo osmoética de abacaxi ndo foi tdo importante quanto o
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aumento da concentracao da solucao, tanto para perda de agua quanto para o ganho
de solidos.

Azoubel e Nurr (2004) relatam que na desidratacdo osmoética de tomate cereja
com sacarose, 0 aumento dos gradientes de pressdo osmoética com o aumento da
concentracdo da solucéo resultou em maior perda de agua e incorporacdo de sdlido
ao longo do tempo. Na desidratacdo de jenipapo, Andrade et al. (2007) também
verificaram que concentracbes mais altas de sacarose (50 e 70%) favoreceram a
perda de agua para a solucdo osmotica, com simultineo ganho de sdélidos.
Percentuais de ganho de sélidos de 10 e 12% foram observados por Anténio (2002)
na desidratacdo osmoética de mamao formosa e banana nanica, respectivamente,

com solucdes de sacarose entre 45 e 65 °Brix.
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Figura 7 - Ganho de so6lidos em funcdo do tempo na desidratacdo osmaotica de amostras de
abacaxi em solucdes de sacarose a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentracdes de
20 °Brix (#), 30 °Brix (m) e 40 °Brix (A).
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A temperatura da solucédo osmatica foi a variavel que mais influenciou o ganho
de sélidos na desidratacdo de meldo (Ferrari et al., 2005), tomate (Tonon et al.,
2006) e mamao (El-Aour et al., 2006). Por outro lado, Panagiotou et al. (1998), ao
estudarem a modelagem de transferéncia de massa na desidratacdo osmética de
macd, banana e kiwi em concentracdes de sacarose de 30, 40 e 50% e temperaturas
de 20, 40 e 60 °C, verificaram que, ao contrario do efeito significativo sobre a taxa de
perda de agua, o mesmo nao foi observado em relacdo a temperatura do processo.

Em estudo sobre a desidratacdo de meldo em soluc¢des de sacarose a 40, 50,
60 e 70 °Brix e temperaturas de 20, 30 e 40 °C, Lima (2012) verificou valores
similares de & utilizando solugdo a 40 ou 60 °Brix, a 40 °C. O menor valor de &
(~6,2%) foi observado com 50 °Brix, enquanto o maior valor (~11,7%) foi encontrado
com solucéo de 70 °Brix. Sob alguns aspectos, portanto, os dados diferem daqueles
obtidos no presente trabalho. Por exemplo, com a maior temperatura empregada (50
°C) verificou-se aumento de duas vezes no valor de 6 com aumento da concentragao
da solucdo de 30 para 40 °Brix. De modo distinto, na desidratacédo de cilindros de
manga a 30 °C, Giraldo et al. (2003) constataram que o ganho de sélidos e a perda
de agua foram maiores em solucédo de sacarose a 45 °Brix que naqueles tratados a
65 °Brix.

Sutar e Gupta (2007) estudaram a transferéncia de massa na desidratacao
osmatica de fatias de cebola em temperatura de 28, 43 e 58 °C. Tanto a perda de
agua quanto o ganho de sdlidos aumentou com o0 aumento da temperatura.
Temperaturas mais elevadas promoveram mais rapida perda de agua em fungéo da
aceleracdo da dilatagcdo das membranas celulares e da difusédo de agua no interior
do produto, bem como pelas melhores caracteristicas de transferéncia de agua na
superficie do produto, devido a menor viscosidade do meio osmético. Elevados
ganhos de solidos a temperaturas mais elevadas podem ser devidos a destruicdo de

estruturas de membranas celulares.
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4.1.2.1.3 — Reducédo de massa

A Figura 8 mostra a variacdo dos valores de p durante o processo nas
diferentes condi¢Bes avaliadas. Entre os trés niveis empregados de sacarose, a
solugéo a 40 °Brix foi a que proporcionou maior reducado de massa. Neste caso, com
temperatura de 30 ou 40 °C, os valores de u (14,9 e 15,5%, respectivamente) foram
duas vezes maiores que aquele verificado no processo realizado com solucdo a
20 °Brix e 30 °C (7,0%). Em termos absolutos, o maior valor de reducdo de massa
(16,8%) ocorreu com as amostras desidratadas a 50 °C em solugdo com
concentracdo de 40 °Brix. O efeito da concentragdo sobre os valores de p foi mais

evidente a temperatura de 30 °C.
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Figura 8 - Reducéo de massa em funcéo do tempo na desidratacdo osmotica de amostras de
abacaxi em solucdes de sacarose a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentracfes de
20 °Brix (#), 30 °Brix (m) € 40 °Brix (A).
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Os dados obtidos s&o condizentes com os observados por Almeida et al.
(2005) na desidratacdo de manga Tommy, em que maiores valores de reducéo de
massa foram observados com o aumento da concentragdo da solugdo osmotica. Ao
desidratar goiaba em solucdo de sacarose a 65 °Brix e temperatura de 30 a 50 °C,
Panadés et al. (2006) observaram que os valores de reducdo de massa variaram
entre 16 e 37%, em processos realizados por 3 horas. Queiroz et al. (2010), também
em trabalho sobre desidratacdo de goiabas, verificaram que os maiores valores de n
foram obtidos nos tratamentos que levaram a maior perda de agua. Esse mesmo
comportamento foi verificado no presente trabalho.

Dionello et al. (2007) verificaram o aumento na reducdo de massa de
amostras de abacaxi, quando imersos em solucdes de sacarose a 40 °C foi
significativo apenas nos primeiros 45 minutos do processo realizado por 120 minutos.
A 50 °C, as alteragdes no valor de u continuaram a ocorrer até 75 minutos depois de
iniciado o processo, mostrando que o aumento da temperatura da solucdo de 40
para 50 °C prolongou o intervalo de tempo em que ocorreram reducdes na massa
das amostras, aumentando, provavelmente, a eficiéncia do processo de
desidratacdo. De modo geral, os autores verificaram que amostras desidratadas a 50
°C apresentaram reducdo de massa superior aquelas desidratadas a 40 °C, para
todas as concentracdes estudadas, mostrando claramente o efeito da temperatura no
processo.

Na desidratacdo de meldo amarelo em sacarose, Lima (2012) verificou que,
para todos os valores de concentracdo da solucdo osmdtica (40, 50, 60 e 70 °Brix),
0s menores valores de u foram obtidos com temperatura de 20 °C. Com aumento da
temperatura para 30 ou 40 °C, maiores valores de p sO0 foram observados nas
solugdes a 50 e 60 °Brix. Os dados obtidos no presente trabalho s&o similares aos de
Lima (2012), uma vez que a menor temperatura empregada levou ao menor valor de

i, usando solugéo de menor concentracao.
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4.1.2.2 - Maltodextrina

A Tabela 9 apresenta um resumo da andlise fatorial referente aos efeitos dos
fatores temperatura, tempo e concentracdo, bem como de suas interacdes, sobre a
perda de agua, ganho de sélidos e reducdo de massa na desidratacdo osmotica de
abacaxi em solu¢cdes de maltodextrina. Verificou-se que todos os fatores estudados
(concentracao, temperatura, tempo), bem como as interagdes entre eles, mostraram
influéncia significativa, pelo teste F (p<0,01), sobre a perda de agua, o ganho de
sélidos e a reducao de massa. Os valores de coeficiente de variacdo (CV), entre 22 e
25%, evidenciam que a coleta de dados pode ser classificada como regular (Gomes,
2000).

Tabela 9: ANOVA do fatorial para perda de agua (®), ganho de sélidos (8) e reducéo de
massa (J) das fatias de abacaxi em funcédo do tempo na desidratagdo osmaética em solucéo
de maltodextrina a 20, 30 e 40 °Brix, e temperatura de 30, 40 e 50 °°C.

Quadrado Médio

Variavel GL -
Perda de Agua Ganho de Sélidos Reducao de Massa
CONC 2 707.2944 (*) 0.531245 (¥) 664.4611 (*)
TEMP 2 142.9424 (*) 0.531245 (¥) 134.2947 (*)
P 10 185.1413 (*) 0.531245 (*) 131.4912 (¥)
CONC*TEMP 4 60.02734 (¥) 0.531245 (¥) 104.294 (¥)
CONC*TP 20 27.01165 (*) 0.531245 (*) 24.06507 (*)
TEMP*TP 20 19.92103 (*) 0.531245 (*) 11.54248 (*)
CONC*TEMP*TP 40 23.16167 (*) 0.531245 (*) 24.50113 (*)
CV (%) 23,5 25,4 22,1
Residuo TOTAL 396 6.435073 0.5312447 4.982054

CONC - Concentracdo; TEMP — Temperatura; TP — Tempo. * Significativo em nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F
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A fim de descrever a influéncia dos fatores analisados sobre a desidratacao
osmaética com maltodextrina foi realizada a andlise de regressdo quadratica dos
dados. As equacOes obtidas sdo apresentadas na Tabela 10. O coeficiente de
determinacdo (R?) obtido para perda de agua, ganho de sélidos e reducéo de massa
foi de 62,66, 63,43% e 56,46%. Esses valores mostram que as equacdes nao podem
ser consideradas totalmente adequadas para descrever a relacdo entre as variaveis
do processo (tempo, temperatura e concentracdo da solugcdo) nas condicdes
estudadas, sendo necesséria a avaliagdo de outros modelos. Dionello et al. (2007)
obtiveram melhor ajuste (R*>0,90) dos dados experimentais usando o modelo clbico

(regresséao de terceiro grau) na desidratacdo de abacaxi em solucdes de sacarose.

Tabela 10: Equacdes de regressdo quadratica e coeficientes de determinacdo (R?) para
modelagem da cinética de desidratacao osmética de abacaxi em solu¢ces de maltodextrina
a 20, 30 e 40 °Brix, e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Variavel Equacdo Quadratica R? (%)

» = 68,1059 + 0,0327191a — 1,32908 3 — 2,56332 y + 62,66
Perda de agua 0,00000675785 a2 + 0,0191394 B2 + 0,0467475y 2 —
() 0,00807671 B.y — 0,00129617 a.y— 0,000437542 a.p +

0,0000441177 a.B.y

6 =9,45873 — 0,00876797 a — 0,0750451 3 — 0,500817 y — 63,43
Ganho de 0,00000374118 a2 + 0,000273305 32 + 0,00655696 y2 +
solidos () 0,00217855 B.y + 0,000139122 a. + 0,000843316 a.y -

0,0000130544 a.B.y

U = 55,9859 + 0,140063a — 0,774093 B — 2,52055 y — 56,46
0,0000755662 a2 + 0,010082 B2 + 0,0401107 y 2 + 0,00110811
B.y — 0,00378802 a.y — 0,00208566 a.p + 0,0000816206 a.B.y

Reducéo de
massa (J)

a - tempo; B - Temperatura; y - Concentragdo
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4.1.2.2.1 — Perda de 4gua

A variacdo dos valores de perda de agua com o tempo, nas diferentes
condicbes de processo, é apresentada na Figura 9. Observam-se perfis cinéticos
similares nos tratamentos a 30 °C e concentracdo da solucdo de 20 e 30 °Brix. Em
valores absolutos, os maiores valores de o (18,9 e 13,5%, respectivamente) foram
observados nestas mesmas solucdes, mas a temperatura de 50 °C. O uso de
solucdo a 40 °Brix, em qualquer temperatura, resultou em diminuigdo expressiva da
perda de agua. A 50 °C, o valor de o foi mais que a metade (9,1%) daquele obtido no
processo realizado a 30 °Brix.

Resultado distinto foi obtido Khan et al. (2011) na desidratacdo de mag¢a com
maltodextrina nas concentracdes de 40, 50 e 60 °Brix, a 40, 50 e 60 °C. A perda de
agua foi maior na condicdo em que foi empregada maior concentracdo e maior
temperatura. Os valores absolutos de ® ndo foram citados pelos autores. Outra
diferenca observada entre os dois trabalhos refere-se a variagdo dos valores de
com o tempo. Para todas as concentracdes do agente osmoético, e para todas as
temperaturas, a variacdo de » com o tempo ocorreu de forma néo linear.

Ao desidratar pepinos com oligofrutose e maltodextrina, Dermesonlouoglou et
al. (2008) verificaram aumento na taxa de perda de agua e ganho de soluto com o
aumento da temperatura da solucdo. O efeito do aumento da temperatura com
solucdo mais concentrada foi atribuido em parte a diminuicdo da viscosidade da
solugcdo osmatica, resultando em taxas de difusdo mais elevadas de agua e soluto.
De fato, 0 aumento da viscosidade da solugédo aumenta a resisténcia a transferéncia
de massa, uma vez que o coeficiente de difusdo é inversamente proporcional a
viscosidade do sistema (Rastogi et al., 2005).

Coérdova (2006) afirma que diferencas das caracteristicas do tecido vegetal
como compactacdo, massa inicial de substancias néo volateis, enzimas presentes,

tamanho dos espacos intracelulares, presenca de gas retido nos capilares e
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complexos de pectina e celulose, e grau de geleificacdo, também determinam a
cinética do processo de desidratacao.
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Figura 9 - Perda de agua em funcdo do tempo na desidratacdo osmética de amostras de
abacaxi em soluc¢des de maltodextrina a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentra¢cfes
de 20 °Brix (¢), 30 °Brix (m) e 40 °Brix (A).

4.1.2.2.2 — Ganho de sélidos

Os perfis cinéticos de ganho de solidos sé@o apresentados na Figura 10. Nota-
se que os menores valores de & foram verificados no processo com maior
concentracdo (40 °Brix) da solucdo osmotica, para todas as temperaturas testadas,
atingindo apenas 1,9% a 50 °C. Os maiores valores de & foram obtidos na solugéo a
30 °Brix, a 30 e 40 °C (3,1 e 3,3, respectivamente).

Os resultados diferem daqueles obtidos por Khan et al. (2011) na desidratagéo

de macgds com maltodextrina, em que foi observado aumento do ganho de solidos
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com o aumento da temperatura. Os resultados foram também contrarios aos
observados por Ispir e Togrul (2009) na desidratagédo de damasco com maltodextrina
em concentracbes de 40 a 70% e temperaturas de 25 a 45 °C. Neste caso, 0
aumento da concentracdo da solucdo resultou em aumento dos gradientes de
pressdo osmotica e, por conseguinte, em maior perda de agua e maior ganho de

so6lidos durante a osmose.
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Figura 10 - Ganho de sélidos em funcdo do tempo na desidratacdo osmaética de amostras de
abacaxi em soluc¢des de maltodextrina a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentra¢cdes
de 20 °Brix (¢), 30 °Brix (m) e 40 °Brix (A).

Embora os autores citados (Khan et al., 2011; Ispir e Togrul, 2009) tenham
relatado o uso de concentracbes de maltodextrina de 50, 60 e 70 °Brix, ndo foi
possivel, no presente trabalho, preparar solugdes com concentracdo acima de 40
°Brix. E possivel que isto seja decorrente de diferencas na composicdo da

maltodextrina empregada, uma vez que sua composi¢cao pode variar conforme a
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fonte de matéria-prima e o método usado para sua producéo (Wang e Wang, 2000).
As maltodextrinas sdo produtos da hidrélise do amido obtidos através da catélise
acida ou de uma acdo enzimatica especifica. S&o classificadas pelo seu grau de
hidrélise, expresso em dextrose equivalente (DE), que € a porcentagem de agucares
redutores calculados como glicose em relacdo ao peso seco do amido. Para valores
de DE muito maiores que 20, o produto é constituido por oligbmeros curtos que sao
soluveis em agua, ao passo que DE menor que 20, caso das maltodextrinas, ha uma
proporcao suficiente de cadeias poliméricas longas para diminuir a solubilidade. As
maltodextrinas sdo, portanto, uma mistura de materiais de alta e baixa massa
molecular (Loret et. al., 2004).

As taxas de fluxo de massa dependem da concentracdo da solucdo e das
propriedades fisicas associadas a ela, tais como densidade e viscosidade (Chenlo et
al., 2002). O aumento da viscosidade da solucdo osmatica representa uma barreira
para a transferéncia de massa da solucdo para a fruta. Aléem disso, solu¢cdes mais
concentradas limitam a entrada de sélido no produto pela formacédo de uma camada
do soluto na superficie da amostra (Ferrari et al., 2005). Esta pode ser uma razao
para explicar o resultado obtido com solucdo de maltodextrina a 40 °Brix.

Levando em conta o aspecto da qualidade do produto, Lenart (1996) e
Tregunno e Goff (1996) descreveram que quanto menor o ganho de soélidos no
processo de desidratacdo osmética melhor é o resultado em termos de cor, textura e
sabor do produto final, o qual se mantera préximo ao sabor da fruta in natura. Quanto
maior a perda de agua, menor sera a atividade de agua, favorecendo o aumento da

vida de prateleira.

4.1.2.2.3 - Reducgédo de massa

A Figura 11 mostra o perfil cinético de reducdo de massa nas diferentes
condicbes avaliadas. Os maiores valores de u foram observados nas solucdes a 20 e

30 °Brix, 0 que esta coerente com o0s valores encontrados para 6 € ® nhestas
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condi¢cbes, uma vez que sdo parametros intrinsecamente relacionados. Com solucéo
de 20 °Brix a reducdo de massa foi de 14,3% a 30 °C, enquanto com 30 °Brix esse
valor foi de 12,4% a 50 °C. Com a solucédo a 40°Brix, os valores de u foram de 5,8,

8,7 e 6,8%, a 30, 40 e 50 °C, respectivamente.
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Figura 11 - Redugéo de massa em funcdo do tempo na desidratacdo osmatica de amostras
de abacaxi em solugbes de maltodextrina a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas
concentragdes de 20 °Brix (¢), 30 °Brix (m) e 40 °Brix (A).

4.1.2.3 — Comparacgéo da cinética de desidratagdo em sacarose e maltodextrina

A comparacao dos resultados obtidos com os dois solutos utilizados (sacarose
e maltodextrina) mostrou um comportamento distinto em relacdo ao efeito da
concentracdo da solucdo osmotica e da temperatura sobre os diferentes parametros
cinéticos. Fica evidente na Figura 12 que a solugcédo de sacarose, sobretudo a de 40

°Brix foi a que apresentou maiores taxas de perda de agua para todas as
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temperaturas testadas. Em termos absolutos, nesta condicdo, a taxa de perda de
agua com sacarose ficou entre 22 e 25%, enquanto para solu¢cées de maltodextrina,
na mesma concentracao, os valores de o variaram entre 5 e 9% para as diferentes
temperaturas. Estas diferencas se devem possivelmente as diferencas de
solubilidade, viscosidade e de massa molecular dos dois solutos. O valor de dextrose
equivalente da maltodextrina (<20) indica sua menor solubilidade que sacarose.
Maltodextrinas constituem misturas de oligbmeros de diferentes massas moleculares
(Loret et. al., 2004), o que impede uma comparacéo direta com a massa molecular
da sacarose. Ao comparar o processo osmotico de desidratacdo de damasco com
sacarose e maltodextrina, Ispir eTogrul (2009) observaram que a perda de agua foi

maior em solucdo de sacarose, 0 que estd de acordo com o obtido no presente
trabalho.
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Figura 12 - Perda de agua em funcdo do tempo na desidratacdo osmética de amostras de
abacaxi em solucbes de sacarose (20 °Brix (¢), 30 °Brix (m) e 40 °Brix (A)) e de
maltodextrina (20 °Brix (x), 30 °Brix () e 40 °Brix (»)) a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C).
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A Figura 13 mostra a comparacdo do desempenho dos dois solutos na
cinética de ganho de solidos. Assim como aconteceu para perda de agua, as taxas
de ganho de sdlido foram maiores com sacarose, para qualquer concentracdo e
qualquer temperatura. Com 40 °Brix, os valores de 6 variaram de 7,2 a 8,5% para as
diferentes temperaturas. Em maltodextrina a 40 °Brix, os valores de 6 variaram de 1,3
a 2,3%. Os resultados foram contrarios aos observados no trabalho de Ispir e Togrul
(2009), em que o ganho de solido foi favorecido na solucdo de maltodextrina em
comparacado com sacarose. Os autores verificaram que para algumas temperaturas
utilizadas, os valores de & foram quase duas vezes maiores que 0s alcangados com

sacarose.
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Figura 13 - Ganho de sélidos em funcdo do tempo na desidratacdo osmaética de amostras de
abacaxi em solu¢cbes de sacarose (20 °Brix (¢), 30 °Brix (m) e 40 °Brix (A)) e de
maltodextrina (20 °Brix (x), 30 °Brix () e 40 °Brix (»)) a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C).
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Quando sacarose foi utilizada como agente desidratante, observou-se que
guanto maior a concentracdo da solucdo, maiores os valores de reducdo de massa
(Figura 14), ao contrério do observado com maltodextrina. Com este ultimo soluto, a
solugdo com menor concentracao (20 °Brix) foi a que apresentou maiores valores de
u. A cinética de reducdo de massa a 30 e 50 °C foi coincidente para concentracdes
de sacarose a 40 °Brix e maltodextrina a 20 °Brix.

N&o foram encontrados dados na literatura referentes a cinética de reducéo de
massa para o0 processo de desidratacdo de abacaxi com maltodextrina e sacarose.
No entanto, para outras frutas, como damasco, Ispir e Togrul (2009) verificaram que
ao utilizar diferentes solutos na composicao da solu¢cdo osmatica, em concentracdes
gue variavam de 40 a 70 °Brix, as solu¢cdes compostas com sacarose influenciaram

mais fortemente a reducéo de massa que maltodextrina.
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Figura 14 - Reducdo de massa em funcdo do tempo na desidratacdo osmdética de amostras
de abacaxi em solugbes de sacarose (20 °Brix (¢), 30 °Brix (m) e 40 °Brix (A)) e de
maltodextrina (20 °Brix (x), 30 °Brix () e 40 °Brix (+)) a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C).
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Aouar et al. (2006) estudaram a influéncia do agente osmoético na
desidratacdo de mamé&o papaia, utilizando solucdes sacarose e xarope de milho em
concentracédo de 44% a 56%, temperatura entre 34 a 46 °C e tempo de imerséo de
120-210 min. Os resultados mostraram que para uma mesma pressao osmotica, 0s
valores obtidos para a perda de agua, reducdo de massa e ganho de solido para a
desidratacdo em solucdo de sacarose foram mais elevados do que os obtidos com
xarope de milho, devido a alta viscosidade e ao conteudo de polissacarideos deste
altimo.

De acordo com Ravindra e Chattopadhyay (2000), a relacéo entre o ganho de
sélidos e a perda de agua (d/w) pode ser eficaz para avaliar as melhores condi¢des
para um processo de desidratacdo osmética. Baixos valores de /o determinam a
melhor condicdo de desidratacdo osmotica. Quanto menor o valor dessa relacao,
menor sera o ganho de sdlidos e maior a perda de agua do produto no processo,
para um mesmo ensaio. Esse critério foi adotado por Valente (2007) para a escolha
das melhores condi¢des de processamento osmotico de abacaxi. Segundo o autor, a
maximizacdo da perda de agua ndo € suficiente para alcancar as melhores
condicBes de processamento, uma vez que isso resultaria em produtos com alta
incorporacdo de solutos. Em contrapartida, uma minimizacdo do ganho de solidos
resultaria em um produto com baixa perda de agua.

Na Tabela 11 s&o mostrados os valores de o, 6 e p, assim como da relagdo
d/w, calculados para os diferentes tratamentos. Segundo o critério sugerido por
Ravindra e Chattopadhyay (2000), e considerando-se as condi¢cdes operacionais
empregadas, conclui-se que maltodextrina € mais indicada para o0 processo de
desidratacéo de abacaxi que sacarose, na faixa de concentracdo estudada. A menor
relacédo &/m (0,06) foi verificada na concentracdo de 20 °Brix e temperatura de 50 °C.
Nesta mesma temperatura, com concentracdes de 30 e 40 °Brix, a relacéo foi de

0,12, bem menor que os valores encontrados com 30 e 40 °C. Os valores da relagcéo

d/w calculados na desidratagdo com sacarose foram superiores. Porém, a condigdo
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de escolha para a desidratacédo da fruta com este soluto seria concentracdo de 20

°Brix e temperatura de 30 °C, que implicaram em relacdo é/» de 0,17.

Tabela 11: Perda de agua (o), ganho de sélidos (8), redugdo de massa (u) e relacdo &/w
apos 4h de desidratacdo osmoética de pedacos de abacaxi em solucdo de sacarose e de
maltodextrina.

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes

Tratamento Temgi:r;\ tura ® 0 d Ol®
Sacarose 30 8,5 1,5 7.1 0,17
20 °Brix 40 13,5 2,9 10,6 0,21
50 15,7 3,6 10,2 0,22
Sacarose 30 17,2 3,6 11,2 0,20
30 °Brix 40 15,3 6,2 12,7 0,40
50 17,6 4.0 13,9 0,22
Sacarose 30 22,1 7,2 14,9 0,32
. 40 23,7 9,2 14,6 0,39

40 °Brix
50 25,2 8,5 16,7 0,33
Maltodextrina 30 118 2,6 14,3 0,22
. 40 11,2 1,5 12,5 0,13

20 °Brix
50 14,9 0,9 11,8 0,06
Maltodextrina 30 14,6 4.1 10,5 0,28
. 40 14,6 3,7 9,1 0,25

30 °Brix
50 17,5 2,2 13,4 0,12
Maltodextrina 30 6.4 1.6 4.8 0,25
. 40 5,3 1,4 9,0 0,26

40 °Brix
50 9,1 1,1 6,8 0,12

No entanto, outros fatores devem ser levados em conta na selecao do agente
osmotico. O custo do soluto, sua compatibilidade organoléptica com o produto final e
a acao adicional de preservacdo sao fatores a ser considerados na escolha
(Torreggiani, 1995). Além de eficaz e barato, deve ser pratico, ndo téxico, ter sabor
agradavel, ser prontamente dissolvido para obtencdo de solu¢cdes com alta

concentracdo e nao deve reagir com o alimento (Yadav e Singh, 2012).



74

O objetivo final do produto a ser obtido na desidratacdo constitui outro fator a
ser levado em conta na avaliacdo das condicdes a ser empregadas no processo
osmatico. Maltodextrinas sdo sugeridas para desidratacdo de frutas e vegetais
quando o objetivo é a reducdo do sabor adocicado, comparado com sacarose
(Lenart, 1996). Muitas de suas outras propriedades funcionais sdo também de
interesse na industria de alimentos, por proporcionarem caracteristicas desejaveis a
alimentos processados. Podem ser utilizadas como agente espessante, para auxiliar
a secagem por atomizagao, como substituto de gorduras, como formador de filmes,
no controle do congelamento, para prevenir cristalizacbes e como complemento
nutricional (Wang e Wang, 2000). Outras aplicacdes possiveis incluem o uso como
ingrediente na encapsulacdo de aromas e corantes, na panificacdo, na confeitaria,

em produtos lacteos, sobremesas e outros (Loret et. al., 2004).

4.1.3 - Cinética da desidratacdo osmotica de abacaxi em solucdes de sacarose,
sorbitol e frutooligossacarideo (FOS)

A segunda etapa no processo de desidratacdo osmatica de fatias de abacaxi
consistiu na utilizacdo de sacarose, sorbitol e frutooligossacarideo na composicédo da
solucéo desidratante. Para todos os solutos foram empregadas concentracdes de 30,
50 e 70 °Brix, em temperaturas de 30, 40 e 50 °C. Para cada um dos tratamentos
testados foram construidas curvas de cinética para a perda de 4gua (®), ganho de
solidos (8) e reducdo de massa (u). Também foi realizada analise de variancia,
buscando identificar o nivel de significancia da influéncia destas variaveis sobre os

parametros de desidratacéo.

4.1.3.1 - Sacarose

A Tabela 12 apresenta um resumo da analise de varidncia referente aos

efeitos dos fatores concentragdo, temperatura e tempo, e suas interagdes, sobre a
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perda de agua, ganho de solidos e reducdo de massa, das amostras de abacaxi na
desidratacéo utilizando sacarose como agente desidratante. Observa-se que todos
os fatores independentes e suas interacbes apresentaram efeito significativo, ao em
nivel de 1% pelo teste F (p < 0,01), sobre a perda de 4gua e o ganho de soélidos. No
entanto, em relacdo a reducdo de massa, o efeito s6 ndo foi significativo para a
interacdo entre os fatores concentracao e tempo de imersao.

Para todas as andlises fatoriais realizadas, foram encontrados valores de
coeficiente de variacéo, CV (%), entre 13 e 20%, mostrando eficiéncia na tomada dos
dados (Tabela 12). A fim de estimar a relacdo entre os fatores testados, foi feita
analise de regressdo multipla (quadréatica) referente aos efeitos significativos. As
equacBes sdo mostradas na Tabela 13. Valores de R? de 94,48, 95,48 e 77,53 %,
para perda de agua, ganho de sdlidos e reducdo de massa, respectivamente,

atestam o grau de adequacédo dos modelos aos valores experimentais.

Tabela 12: ANOVA do fatorial para perda de agua (o),ganho de solidos (3) e reducdo de
massa (M) das fatias de abacaxi em fungdo do tempo na desidratagao osmotica em solugdes
de sacarose a 30, 50 e 70 °Brix, e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Quadrado Médio

Variavel GL _
(Perda de Agua) (Ganho de So6lidos) (Reducgéo de Massa)
CONC 2 1062.894 (¥) 1191.602 (¥) 50.42266 (*)
TEMP 2 622.3073 (*) 62.95569 (¥) 251.2717 (*)
TP 10 683.6869 (*) 227.3386 (*) 140.4465 (*)
CONC*TEMP 4 78.80929 (*) 12.04781 (*) 45.26182 (*)
CONC*TP 20 31.41334 (¥) 20.73218 (¥) 4.252199 (ns)
TEMP*TP 20 12.44234 (*) 5.251723 (¥) 8.099506 (*)
CONC*TEMP*TP 40 10.68344 (*) 3.970276 (*) 7.601298 (*)
CV (%) 13,4 20,09 17,06
Residuo TOTAL 396 5.913846 2.584597 3.480233

CONC - Concentracdo; TEMP — Temperatura; TP — Tempo. * Significativo em nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F
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4.1.3.1.1 — Perda de 4gua

A maior concentracdo de sacarose (70 °Brix) levou as maiores taxas de perda
de agua para qualquer temperatura empregada (Figura 15). Este comportamento
deve-se a0 aumento na pressdo osmoética no exterior da fruta (Torregiani, 1993;
Mizrahi et al., 2001).

Com relacédo a influéncia da temperatura no processo, nota-se que a maior
temperatura, 50 °C, implicou em maiores valores de . O mesmo foi observado por
Dionello et al. (2007) na desidratacdo osmotica de fatias de abacaxi em temperaturas
de 40 e 50 °C.

Tabela 13: Equacdes de regressdo quadratica e coeficientes de determinacdo (R?) para
modelagem da cinética de desidratacdo osmética de abacaxi em solucdes de sacarose a 30,
50 e 70 °Brix e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Variavel Equacdo Quadratica R? (%)

® =- 16,3601 + 0,0704161 a + 0,439996 B + 0,298816 y — 94,48
0,0000698888 a” — 0,00416735 B* — 0,00142415 y? — 0,00184553
B.y — 0,0015523 a.B — 0,00085036 a.y + 0,0000429004 a.B.y

Perda de agua

()

5=-11,3353 + 0,104145 a + 1,00116 B — 0,189252 y — 95,48
0,000167766 o — 0,012292 B* + 0,00152531 y > + 0,00228642

Ganho de 0,000913004 a.y — 0,00139909 a8 + 0,0000487992
solidos (5) B.y-0, ay-o0, ap+0, aBy
W =-4,53442 + 0,0842259 o + 0,823351 B — 0,31111 y — 77,53
Reducéo de 0,00011292 o — 0,00933793 B* + 0,00304677 y° — 0,00118084
massa (M) a.y — 0,000774605 a.p + 0,0000296333 a.p.y

a - tempo; B - Temperatura; y - Concentragdo
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Em valores absolutos, o valor de  obtido ao final do processo realizado com
solucéo de 70 °Brix a 50 °C foi de 32,9%. Nas demais concentracfes, 30 e 50 °Brix,
e na mesma temperatura, as taxas de perda de agua foram de 20,8 e 28,1%,
respectivamente. Os resultados condizem com aqueles encontrados na literatura.
Saputra (2001) e Rastogi e Raghavarao (2004), ao estudarem o0 processo de
desidratacdo osmoética de abacaxi, concluiram que o aumento da concentracdo de
sacarose de 40 para 70 °Brix favoreceu a perda de agua da fruta, devido ao aumento

do gradiente de pressdo osmoética gerado pela solucéo.
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Figura 15 - Perda de agua em funcéo do tempo na desidratacdo osmética de amostras de
abacaxi em solucdes de sacarose a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentracdes de
30 °Brix (#), 50 °Brix (m) € 70 °Brix (A).

Lombard et al. (2008) também estudaram a desidratacdo de abacaxi em
sacarose nas mesmas temperaturas, mas em solucdo de 45, 55 e 65 °Brix,

concluindo que a perda de agua foi mais influenciada pela temperatura do que pela
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concentracdo da solucdo. Por outro lado, Beristain et al. (1990) verificaram que a
perda de agua aumentou com o aumento da concentracdo de sacarose (50, 60 e
70 °Brix) e da temperatura da solugéo (30, 40 e 50 °C) na desidratagédo de abacaxi. A
perda de agua foi de 30, 35 e 48% nas solucdes de 50, 60 e 70 °Brix, na temperatura
de 50 °C. Utilizando estas mesmas concentracdes de sacarose e temperaturas mais
elevadas (50, 60 e 70 °C), Waliszewski et al. (2002) verificaram que tanto a
concentracdo quanto a temperatura tiveram efeito positivo sobre a perda de agua
pelas fatias de abacaxi. Em outro estudo com a mesma fruta, a temperatura de 30
°C, Fernandes et al. (2009) mostraram que a perda de agua aumentou com o
aumento do tempo de processamento e com o aumento do conteddo de solidos
soluveis da solu¢do osmotica.

A influéncia da concentracdo da solugéo e da temperatura de trabalho sobre a
perda de agua foi avaliada para diversas outras frutas. Na desidratacdo osmatica de
manga com sacarose, em concentracdes que variaram de 40 a 60 °Brix, Almeida et
al. (2005) observaram que as taxas de perda de agua eram proporcionais ao
aumento da concentracdo da solucdo. Ao desidratar péssegos, Germer et al. (2011),
observaram o0 mesmo comportamento, utilizando sacarose como agente
desidratante. Segundo os autores, a combinacdo das variaveis temperatura e
concentracdo da solucdo contribuiu para o aumento da perda de agua, ou seja,
quanto maior a temperatura e a concentracdo, maior a perda de agua. Chenlo et al.
(2007) verificaram gque o aumento da temperatura de valores proximos a 25 para 45
°C, tornou o processo de desidratagdo osmotica de castanha mais intenso, levando a
menores valores de teor de agua do produto ao final do processo. Souza-Neto et al.
(2004), observaram que o aumento da concentracdo da solugdo osmaotica promoveu
um aumento na taxa de perda de agua durante o processo de desidratacdo de fatias
de manga, para todos os tratamentos. Segundo Ferrari (2005), o aumento da
concentracdo da solugcdo osmotica e da temperatura aplicada ao processo, favoreceu
a perda de agua no produto devido ao maior gradiente de pressdo osmoética na

interface produto/solucéo, proporcionando maior taxa de transferéncia de massa.
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Perda de agua de cerca de 30% foi observada por Lima (2012) nas duas
primeiras horas de desidratagdo de meldo amarelo com sacarose a 70 °Brix.
Resultado semelhante foi descrito por Martim et al. (2007) na desidratagédo de manga
em solugbes de sacarose a 50 °Brix. Em processo osmotico de desidratacdo de pera
com 0 mesmo acglcar e a mesma concentracao, Park et al. (2002) verificaram perda
de agua ainda mais elevada (40%) em igual periodo. Utilizando fatias de maca e
solucdo de glicose (15, 30 e 45%), Karathanos et al. (1995) também observaram

maior perda de agua nas amostras nas solu¢gdes com maior concentragao.

4.1.3.1.2 — Ganho de sélidos

A Figura 16 mostra o ganho de solidos em funcdo do tempo nas condi¢ces
estudadas. Para todas as temperaturas aplicadas, a solucdo com maior
concentracdo foi a que apresentou maiores taxas de ganho de sélidos. Este
resultado foi também observado por Dionello et al. (2007) na desidratacdo de
abacaxi.

De maneira correlata, Beristain et al. (1990) observaram que durante a
desidratacdo osmotica de abacaxi em solucdes de sacarose o ganho de solidos foi
maior na solugdo com maior concentragdo. No trabalho de Waliszewski et al. (2002),
apenas a concentracdo da solucdo exerceu efeito sobre o ganho de sélido pelas
fatias de abacaxi, ndo havendo influéncia da temperatura. Fernandes et al. (2009)
mostraram que, assim como a perda de agua, o ganho de sdlidos também aumentou
com o aumento da concentracdo da solugdo osmotica, na desidratacao de abacaxi a
30 °C. Comportamento similar ao obtido no presente trabalho foi observado por
Sankat et al. (1992) na desidratacdo osmatica de fatias de banana, por Queiroz et al.
(2010), na desidratacdo osmoética de pedacos de goiaba em concentragdes

crescentes de sacarose e por Almeida et al. (2005) na desidratacdo de manga.
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Figura 16 - Ganho de sélidos em funcéo do tempo na desidratacdo osmaotica de amostras de
abacaxi em solucdes de sacarose a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentracdes de
30 °Brix (#), 50 °Brix (m) € 70 °Brix (A).

De acordo com Raoult-Wack (1991), o aumento da temperatura favorece tanto
a perda de agua quanto o ganho de solidos, devido, provavelmente, ao seu efeito
positivo sobre a difusividade aparente das moléculas de 4gua e do soluto no interior
do produto. No presente trabalho, a maior taxa de ganho de sélidos foi verificada
com a maior temperatura e maior concentragao. Em valores absolutos, o valor de &
com solucdo a 70 °Brix e temperatura de 50°C foi de 19,1%. Nesta mesma
concentragédo, mas a 30 °C, foi obtido ¢ de 11,8%, ficando evidente o efeito positivo
da temperatura sobre a incorporacao de soluto. Tedjo et al. (2002) observaram que
quanto maior a temperatura da solu¢gdo osmotica, maior o grau de permeabilidade
das membranas das células do tecido parenquimatico de mangas.

Marques et al. (2007) verificaram que quanto maior a concentracédo do xarope

osmotico (50, 60 e 70 °Brix) maior a perda de agua e o ganho de soluto de amostras
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de caju para um mesmo periodo de desidratacdo. Park et al. (2002) observaram que
tanto a perda de 4gua quanto o ganho de sélido aumentaram com a temperatura (40,
50, 60 °C) e com a concentragao (40, 55 e 70 °Brix) da solugédo de sacarose na
desidratac&o de pera.

Sankat et al. (1992) observaram, na desidratacdo osmotica de banana, em
solucdes de sacarose com diferentes concentracdes, que a perda de agua e o ganho
de soélidos aumentaram de acordo com a concentragdo inicial de sacarose na
solucdo osmatica. Foi alcancada perda de 4gua de, aproximadamente, 45 e 50%, a
55 e 65 °Brix, respectivamente. Antonio (2002) verificou ganho de sélidos de 11,7% e
9,7% na desidratacdo de banana e mamao, respectivamente, em solucdo de
sacarose. A variavel concentracdo de sacarose mostrou ter maior influéncia sobre

oganho de solidos.

4.1.3.1.3 — Reducao de massa

A Figura 17 ilustra o perfil cinético da reducdo de massa (u) nas diferentes
concentracbes e temperaturas testadas. Observou-se que para todas as
temperaturas (30, 40 e 50 °C) a solucdo com maior concentracao (70 °Brix) foi a que
apresentou maiores taxas de reducdo de massa. Analisando-se separadamente cada
temperatura testada, foram verificados perfis similares com o aumento da
concentracdo. Em valores absolutos, o valor de p obtido com solugéo de 70 °Brix foi
de 11,7, 13,8 e 15,9%, para 30, 40 e 50 °C, respectivamente. Verificou-se aumento
gradativo de p com aumento da temperatura nas diferentes concentracoes.

Estes dados estdo de acordo com aqueles obtidos por Dionello et al. (2007),
que verificaram maiores taxas de redugcdo de massa nos tratamentos com maiores
temperaturas e maior concentracdo da solucdo desidratante, na desidratacao
osmoética de fatias de abacaxi. Queiroz et al. (2010) observaram que 0s maiores
valores de p foram obtidos com as maiores concentracdes de soluto na desidratagéo

de goiaba em concentracfes crescentes de sacarose, condicdo que também levou



82

as maiores perdas de agua. LIMA (2012) observou que na desidratacdo osmotica de
meldo com sacarose em concentracdes que variavam de 40 a 70 °Brix, 0S menores
valores de reducdo de massa (proximos a 10%) foram encontrados nas solucdes

com menores concentracoes.
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Figura 17 - Reducdo de massa em funcdo do tempo na desidratacdo osmaética de amostras
de abacaxi em solugdes de sacarose a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentragdes
de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

Os dados obtidos por Martim et al. (2007) mostraram que a reducédo de massa
foi de 19,65% na desidratacdo osmaotica de manga Tommy com sacarose a 50%, a
50 °C, em duas horas de processo. Este valor encontra-se dentro da faixa (18% a
24%) obtida por Souza Neto et al. (2004) e inferior ao encontrado por Santos (2003)
(28,5%) na desidratacdo da mesma fruta. A diferenca, segundo os autores, pode ser
explicada pela diferenca na geometria das amostras. Na mesma condi¢éo citada por

Martim et al. (2007), o valor de u obtido no presente trabalho foi de 13,8%.
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Como ressaltado anteriormente, diferencas das caracteristicas do tecido

vegetal influenciam a cinética do processo de desidratacao (Torreggiani, 1993).

4.1.3.2 - Sorbitol

Os dados referentes a analise de variancia do fatorial para os experimentos
realizados com sorbitol estdo descritos na Tabela 14. Nota-se que para a variavel
perda de 4gua e ganho de sdlidos foram encontradas diferencas significativas, em
nivel de 1% de probabilidade pelo teste de média F (p>0,01), para os efeitos dos
fatores temperatura, tempo e concentracdo, atuando de forma independente, bem
como para as interagoes entre elas. Dessa forma, existe diferenca significativa entre
as médias alcancadas em cada um dos tratamentos testados. Para a variavel
reducdo de massa apenas a interagdo entre os fatores concentracdo e tempo nao

apresentaram diferenca significativa.

Tabela 14: ANOVA do fatorial para perda de 4gua (»), ganho de solidos (3) e reducdo de
massa (M) das fatias de abacaxi em fungédo do tempo na desidratacdo osmotica em solucdes
de sorbitol a 30, 50 e 70 °Brix, e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Quadrado Médio

Variavel GL _
(Perda de Agua) (Ganho de Sdlidos) (Reducao de Massa)
CONC 2 1790.217 (¥) 860.3763 (¥) 110.6973 (*)
TEMP 2 315.9098 (*) 37.58058 (¥) 259.3697 (*)
TP 10 937.7658 (*) 356.295 (*) 165.3135 (*)
CONC*TEMP 4 70.62408 (*) 21.89681 (¥) 131.2192 (*)
CONC*TP 20 43.10139 (¥) 35.06211 (¥) 4.65332 (ns)
TEMP*TP 20 23.09135 (*) 7.028135 (¥) 11.14903 (*)
CONC*TEMP*TP 40 10.3818 (*) 4.524946 (*) 7.397751 (¥)
CV (%) 15,7 19,4 18,3
Residuo TOTAL 396 5.913846 2.584597 3.480233

CONC - Concentracdo; TEMP — Temperatura; TP — Tempo. * Significativo em nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F
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A Tabela 14 mostra ainda que os valores de coeficiente de variacdo (CV%)
foram menores que 20%, atestando boa eficiéncia na tomada dos dados (Gomes,
2000). A fim de estimar a relagéo entre os fatores testados foram propostos modelos
de regressdo quadrética referente a cada fator significativo (Tabela 15). Foram
encontrados valores de R? de 90,39, 91,47 e 69,94 %, para perda de agua, ganho de
sélidos e reducdo de massa, respectivamente, indicando que as equacdes obtidas
sdo adequadas para descrever a relacdo entre as variaveis do processo (tempo,
temperatura e concentracdo da solugdo) na desidratacdo osmotica de abacaxi

guando sorbitol é utilizado como soluto nas condicdes operacionais testadas.

Tabela 15: Equacdes de regressdo quadratica e coeficientes de determinacdo (R?) para
modelagem da cinética de desidratagcdo osmotica de abacaxi em solugdes de sorbitol a 30,
50 e 70 °Brix e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Variavel Equacéo Quadratica

o =-49,228 + 0,0355185 a + 2,09788 B + 0,650465 y — 90,39
0,000186875 o — 0,0243136 B> — 0,00438064 y % -0,002843 B.y +
0,000687561 a.p + 0,0008187 a.y + 0,0000054319 a.B.y

Perda de agua

(w)

5 =-15,5571 - 0,01956 a + 0,736645 B + 0,114371 y — 91,47
0,0000348629 a® — 0,0104747 B* - 0,001664 y > + 0,00210007 B.y

Ganho de
solidos () +0,000429507 a.p + 0,00137812 a.y — 0,00000703242 a.B.y
U =-251142 + 0,0417476 o + 0,998383 B + 0,435251 y — 69,94
Reducéo de 0,000198274 o — 0,00860732 B> -0,00199408 y > — 0,00475805
massa (M) B.y + 0,000764305 a.p + 0,000000497951 a.B.y

a - tempo; B - Temperatura; y - Concentragdo

4.1.3.2.1 — Perda de agua
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Perfis cinéticos similares foram observados em relacdo a perda de agua
(Figura 18). Para uma mesma temperatura, 0 aumento da concentracao implicou em
aumento dos valores de o. A 30 °C, os valores de o foram de 16, 23 e 28,9%, nas
solugdes a 30, 50 e 70 °Brix, respectivamente. A mesma tendéncia foi verificada no
processo com 40 e 50 °C. Por outro lado, considerando-se uma mesma
concentracdo, o aumento da temperatura ndo implicou em aumento da perda de
agua. A 70 °Brix, os valores de o foram de 28,9, 28,3 e 28,8, para temperaturas de

30, 40 e 50 °C, respectivamente.
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Figura 18 - Perda de agua em funcédo do tempo na desidratacdo osmética de amostras de
abacaxi em solu¢Bes de sorbitol a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentracdes de 30
°Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

N&o foi encontrado na literatura dados que reportam a utilizagcdo de sorbitol
para desidratacdo de abacaxi. Na desidratacdo de pedacos de meldao amarelo

utilizando este soluto em concentracdes de 40, 50, 60 e 70 °Brix, a 20, 30 e 40 °C,



86

Lima (2012) observou que tanto o aumento da concentracdo da solucdo osmatica
quanto da temperatura levaram a maiores taxas de perda de 4gua, o que difere dos
resultados obtidos no presente trabalho. Por outro lado, ao desidratar meléo pele de
sapo em solugdes de sorbitol a 40, 50 e 60 °Brix, nas temperaturas de 30, 40 e 50
°C, Oliveira (2013) verificou que a perda de agua aumentou com a concentracdo e
com a temperatura, mas o efeito da concentracdo foi mais intenso que o da
temperatura.

Togrul e Ispir (2008) desidrataram osmoticamente pedacos de damasco, a 25
°C, em solugdes de sorbitol a 40, 50, 60 e 70 °Brix, verificando que o aumento da
concentracdo do soluto implicou no aumento da perda de agua e no ganho de
sélidos pela fruta. Martim et al. (2007) observaram perda de agua de 33,46% ao final
da desidratacdo osmotica de cubos de manga com sorbitol a 50 °Brix, em processo
realizado a 50 °C por 2 horas. Este valor € superior ao verificado no presente
trabalho ao final de 4 horas de desidratacdo em solucdo de sorbitol com igual
concentracdo e temperatura, quando foi encontrado valor de ® de 23,7%. Na
desidratacdo de macd com o mesmo soluto, a 50 °Brix e 30 °C, Cdérdova (2006)
verificou perda de agua de 27 e 30% para diferentes variedades do fruto. Ventura
(2004) estudou a desidratacdo de goiaba vermelha e yacon em solu¢des de sorbitol
de 53 a 73 °Brix e temperatura de 30 a 45°C e obteve perda de agua de 35 a 43%
para goiaba e 53 a 55% para yacon.

As diferengas observadas entre os resultados dos diferentes trabalhos podem
ser, portanto, atribuidas as diferencas na estrutura do tecido vegetal das frutas
empregadas e mesmo as diferentes variedades dentro de uma mesma espécie
(Chiralt et al., 2001).

4.1.3.2.2 — Ganho de solidos
A Figura 19 mostra o perfil cinético de ganho de sélidos na desidratacdo

osmotica de fatias de abacaxi realizadas com sorbitol, evidenciando semelhancas

com o comportamento apresentado pelo parametro perda de agua. Maiores valores
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de o foram obtidos com o aumento da concentracdo da solucdo para a mesma
temperatura. Porém, o aumento da temperatura, para uma mesma concentracao,
nao favoreceu a impregnacdo de soluto. A solucdo com menor concentracdo (30
°Brix) foi a que promoveu, em termos absolutos, menor ganho de sélidos para
qualquer temperatura testada (4,6, 8,3 e 4,1%, a 30, 40 e 50°C, respectivamente).
Comparando com a solucdo de 70 °Brix, os valores de & para essas mesmas

temperaturas foram 15,6, 16,9 e 16,6%, respectivamente.
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Figura 19 - Ganho de sélidos em func&o do tempo na desidratagdo osmaética de amostras de
abacaxi em solu¢des de sorbitol a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentracdes de 30
°Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

Para Lima (2012) e Oliveira (2013) foi observado este mesmo comportamento
para desidratacdo de meldo amarelo e meldo pele de sapo, respectivamente. Os
autores observaram que em solugbes com menores concentragdes de sorbitol foram

obtidos os menores ganhos de soélidos. Na desidratacédo de goiaba vermelha e yacon



88

em solucdes de sorbitol de 53 a 73 °Brix, entre 30 e 45°C, os valores de 5 foram de

5,7 a 8,0%, para goiaba, e 6,02 a 6,46%, para yacon (Ventura, 2004).

4.1.3.2.3 - Reducgéo de massa

Os perfis cinéticos para reducdo de massa séo ilustrados na Figura 20.
Verificou-se que para temperaturas de 30 e 40°C, a solu¢cdo com maior concentracao
(70°Brix) apresentou reducdo de massa superior as demais concentracdes. A 50 °C,
para todas as concentracdes testadas, a cinética de reducdo de massa foi
coincidente. Valor de p de 13,3% foi obtido a 30 °C, e de 19,6% a 50 °C, no processo
realizado com solugéo a 70 °Brix. Para a concentracdo de 30 °Brix nestas mesmas
temperaturas foram obtidos valores de u de 10,2 e 15,2%, respectivamente. Para

uma mesma concentracdo, o0 aumento da temperatura implicou em aumento de p.
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Figura 20 - Redugdo de massa em funcdo do tempo na desidratacdo osmoética de amostras
de abacaxi em solucdes de sorbitol a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas concentracfes de
30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).
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Martim et al. (2007) verificaram perda de peso de 23,91% ao final da
desidratacdo osmética de manga com solucdo de sorbitol a 50% e temperatura de 50
°C. Esse valor € maior que o encontrado no presente trabalho (16,9%) para mesma
condicdo operacional. Ao utilizar sorbitol na desidratacdo de meldo amarelo, Lima
(2012) observou que guanto maior a temperatura de desidratacdo maior a reducao
de massa. Com solugcdo de 50 °Brix os autores obtiveram valores de p de 16,29,

23,13 e 30,31%, em processo realizado a 20, 30 e 40 °C, respectivamente.
4.1.3.3 - Frutooligossacarideo

Na Tabela 16 sdo mostrados os resultados obtidos da analise fatorial
(ANOVA) referente aos efeitos dos fatores temperatura, tempo, concentracao e suas
interacdes sobre a perda de agua, o ganho de soélidos e a reducdo de massa quando
foi utilizado frutooligossacarideo como agente osmatico. Verificou-se que todos 0s
fatores de forma independente, bem como suas interacdes, exerceram efeito
significativo, ao em nivel de 1% pelo teste F (p<0,01), sobre os parametros cinéticos
perda de agua e reducdo de massa, apresentaram diferenca significativa. Em relagcéo
ao ganho de solidos a Unica interacdo nao significativa foi observada entre os fatores
temperatura e tempo de imersdo, mostrando que esses fatores atuam de forma
independente. Os valores do coeficiente de variagao (CV, %) mostraram eficiéncia de
tomada de dados.

Foi estabelecida uma equacédo quadrética, a partir da analise de regressao,
para cada um dos parametros estudados (Tabela 17). Observaram-se valores de R?
de 89,73, 91,94 e 59,93 %, para perda de &gua, ganho de sdlidos e reducdo de
massa, respectivamente. Assim, sdo consideradas adequadas as equacdes relativas
a perda de agua e ao ganho de solido, ao passo que o baixo valor do coeficiente de
determinacdo encontrado na equacao relativa a reducdo de massa indica que esta
nao € totalmente adequada para predi¢cdo dos valores de p nas condi¢cdes estudadas

para este soluto.
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Tabela 16: ANOVA do fatorial para perda de 4gua (»), ganho de soélidos (3) e reducdo de
massa (J) das fatias de abacaxi em funcéo do tempo na desidratagdo osmotica em solucdes
de frutooligossacarideos a 30, 50 e 70 °Brix, e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Quadrado Médio

v et (Perda de Agua) (Ganho de Sdlidos) (Reducéo de Massa)
CONC 2 2020.466 (*) 1042.286 (¥) 120.6003 (*)
TEMP 2 168.6273 (*) 3.536533 (*¥) 248.2766 (*)
TP 10 369.0462 (*) 195.8521 (*) 30.0254 (*)
CONC*TEMP 4 53.22936 (*) 25.03169 (*) 34.34741 (¥)
CONC*TP 20 61.60265 (*) 38.33765 (*) 13.07409 (*)
TEMP*TP 20 18.63684 (*) 2.349026 (ns) 13.51423 (¥)
CONC*TEMP*TP 40 9.398608 (*) 4.072794 (*) 9.358737 (*)
CV (%) 17,9 20,6 23,7
Residuo TOTAL 396 4.204808 1.763746 3.042587

CONC - Concentracdo; TEMP — Temperatura; TP — Tempo. * Significativo em nivel de 1% de
probabilidade pelo teste F

Tabela 17: Equacbes de regressdo quadratica e coeficientes de determinacéo (R®) para
modelagem da cinética de desidratacdo osmotica de abacaxi em solucdes de
frutooligossacarideos a 30, 50 e 70 °Brix e temperatura de 30, 40 e 50 °C.

Variavel Equacdo Quadratica

o = 14,4147 — 0,0189606 a — 1,26079 B + 0,670161 y — 89,73
Perda de agua  0,0000958831 a” + 0,0154285 B* — 0,00583054 y > — 0,000462047
(©) B.y + 0,000384481 . + 0,000605323 a.y + 0,0000201698 a.B.y

5 ==-15,968 — 0,0205824 a + 0,364475 B + 0,393052 y — 91,94
Ganho de 0,0000254496 a* — 0,00326896 B*— 0,00281363 y > — 0,00188883
solidos (5) B.y + 0,00123755 a.y — 0,00000144208 a.B.y

U =294 +0,013607 a — 1,57026 B + 0,262894 y — 0,0000628157 59,93
Reducdo de o’ +0,0199926 B* — 0,00239952 y > — 0,000514299 B.y —
massa (M) 0,000233867 a.8 — 0,000558229 a.y + 0,0000248492 a.B.y

o - tempo; B - Temperatura; y —Concentragao
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4.1.3.3.1 - Perda de agua

Os perfis cinéticos de perda de agua em fungdo do tempo para a desidratacao
de fatias de abacaxi utilizando frutooligossacarideo como agente desidratante sédo
mostrados na Figura 21. Verificou-se que o aumento da concentracdo da solucao,
para qualquer temperatura testada, levou ao aumento da perda de agua. Para uma
mesma concentracdo, o aumento da temperatura também implicou em aumento de
®. A variacao dos valores de ® no processo realizado com solucdo mais concentrada
(70 °Brix) foi de 23,2, 22,3 e 25,8% para as temperaturas de 30, 40 e 50 °C,
respectivamente. Com temperatura de 50 °C os valores de o foram de 9,1, 20,7 e
25,8% para as concentragbes de 30, 50 e 70 °Brix. Destacam-se 0s pequenos
incrementos nos valores de o, ao longo do tempo, na solugdo a 30 °Brix, nas
diferentes temperaturas. Nestas condi¢cdes, a maxima perda de agua (9,1%) foi
obtida no processo a 50 °C.

Da mesma forma, ndo foram encontrados trabalhos sobre o uso de
frutooligossacarideo para desidratacdo osmotica de abacaxi. Porém, os resultados
obtidos sé@o coerentes com os alcancados por outros autores. Matusek et al. (2008)
utilizaram frutooligossacarideo (40, 50 e 60 °Brix) na desidratacdo osmética de
pedacos de macd, a 40, 50 e 60 °C, observando que as taxas de perda de agua
aumentaram com o aumento da concentracdo da solucdo. Os autores também
verificaram que o efeito da temperatura foi menor que o efeito da concentracdo. Em
contrapartida, na desidratacdo da mesma fruta com solugdo de FOS a 50 °Brix e
diferentes temperaturas (22, 40 e 60 °C), Klewicki e Uczciwek (2008) observaram
taxas de perdas de agua iguais a 32,7, 38,9 e 40,3%, respectivamente, mostrando
efeito mais acentuado da temperatura. Em outro trabalho, a desidratacdo de maca
em solugdes com concentracdes crescentes (50, 55, 60 e 65° Brix) de FOS, a 40 °C,
foi observado efeito da concentragdo da solucdo sobre as taxas de perda de agua,

que variaram entre 35 e 45% (Klewicki e Uczciwek, 2010).
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Figura 21 - Perda de agua em fungéo do tempo na desidratacdo osmoética de amostras de
abacaxi em solugbes de frutooligossacarideos a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas
concentracdes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

4.1.3.3.2 - Ganho de sdlidos

Maiores valores de 6 foram obtidos com o aumento da concentragdo da
solugdo, mas o mesmo né&o foi observado em relagdo ao aumento da temperatura
para uma dada concentracdo (Figura 22). Com aumento da concentracéo de 30 para
70 °Brix, a 50 °C, os valores de ¢ foram de 2,7, 8,3 e 12,8%, respectivamente. Com

solucdo a 50 °Brix, os valores de 6 foram de 8,6, 8,7 e 8,4% a 30, 40 e 50 °C,
respectivamente.
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Figura 22 - Ganho de sélidos em func&o do tempo na desidratagdo osmatica de amostras de
abacaxi em solucdes de frutooligossacarideos a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas
concentragdes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (A).

De maneira distinta, Klewicki e Uczciwek (2010) observaram que as diferentes
concentracfbes testadas na desidratacdo de macad (50, 55, 60 e 65 °Brix) néo
alteraram os niveis de impregnacdo de frutooligossacarideo na fruta no final do
processo. Por outro lado, a exemplo do observado no presente trabalho, Matusek et
al. (2008) observaram efeito mais significativo da concentracéo da solucéo do que da
temperatura na desidratacdo de macds com este soluto. Os autores encontraram
taxas de ganho de soélidos crescentes nos processos realizados com solugdes a 40,
50 e 60 °Brix, para todas as temperaturas testadas (40, 50 e 60 °C). Em valores
absolutos, foram encontrados, no trabalho, valores de 5 de 0,52, 0,68 e 0,78% para o
tratamento com a menor temperatura. Ressalta-se que estes valores foram medidos

com 40 minutos de processo osmotico.

4.1.3.3.3 - Reducao de massa
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A Figura 23 mostra os perfis de reducdo de massa das fatias de abacaxi com
solucbes de frutooligossacarideos. A 30 °C, os valores de u variaram de maneira
muito similar em todas as solu¢des empregadas (6,2, 5,5 e 8,3%, a 30, 50 e 70 °Brix,
respectivamente). O mesmo comportamento ndo se repetiu para as demais
temperaturas. Com 40 °C, o perfil foi mais definido, obtendo-se maiores valores de n
(2,6, 7,1 e 11,9%) com aumento da concentracdo. A 50 °C, a cinética de reduc¢éo de
massa foi idéntica para solucfes a 50 e 70 °Brix.

Os dados encontrados por Matusek et al. (2008) séo distintos aos obtidos no
presente trabalho, os quais encontraram valores de u similares para solucdes a 40 e
50 °Brix, a 40 °C, na desidratacédo de maca. A 50 °C, os valores de u foram de 0,918,
1,306 e 1,570% para as concentracdes de 40, 50 e 60 °Brix. As diferencas entre os
dois trabalhos podem ser atribuidas aos diferentes tipos de fruta, ao tempo de

processo e a relacdo fruta:xarope.
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Figura 23: Reducdo de massa em fungcdo do tempo na desidratacdo osmoética de amostras
de abacaxi em solucdes de frutooligossacarideo a 30 °C (A), 40 °C (B) e 50 °C (C), nas
concentragdes de 30 °Brix (¢), 50 °Brix (m) e 40 °Brix (A).
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4.1.3.4 — Comparacao da cinética de desidratacdo em sacarose, sorbitol e
frutooligossacarideo

4.1.3.4.1 - Perda de agua

Os perfis cinéticos de perda de &gua das amostras de abacaxi na
desidratacdo osmaética com sacarose, sorbitol e frutooligossacarideos sdo mostrados
nas Figuras 24, 25 e 26, respectivamente. Na desidratacdo osmética, a alta taxa de
perda de &gua no inicio do processo deve-se a grande for¢ca motriz existente entre a
adgua da fruta fresca e o meio hiperténico. Com o avanco do processo, essa forca
diminui, diminuindo consequentemente as taxas de perda de agua (Torregiani, 1993;
Lenart et al., 1996). Este comportamento foi observado nos processos com sacarose,
sorbitol e em quase todos os ensaios com frutooligossacarideo. Quando este Ultimo
soluto foi empregado na concentracdo de 30 °Brix, para qualquer temperatura, a
variacdo de o em fungcédo do tempo manteve-se praticamente constante, em valores
muito baixos, apdés o0s primeiros momentos de desidratacdo, contrariando o

comportamento esperado.
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Figura 24 - Perda de agua em funcdo do tempo na desidratacdo osmética de amostras de
abacaxi a 30 °C em solucdes de sacarose (==), sorbitol (==) e frutooligossacarideo (==) a 30
°Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (o).

Para todas as temperaturas e 0s agentes osmaticos testados, a solugao com
maior concentracao (70 °Brix) foi a que promoveu maior perda de agua ao final do
processo. Por outro lado, com solucdes a 30 °Brix, a menor utilizada nos ensaios,
foram verificados os menores valores de perda de agua. Assim, pode-se dizer que
para todos os solutos avaliados a concentracdo da solugdo osmotica influenciou
diretamente o processo de retirada de agua das fatias de abacaxi. De acordo com a
literatura, a transferéncia de massa é favorecida pelo aumento da concentracdo da
solugéo desidratante. Solugbes altamente concentradas provocam maior perda de
agua do produto e minimizam perdas de solutos hidrossollveis como vitaminas e
sais minerais (Rastogi et al., 2002). Quando a concentracdo da solucdo osmoética é
aumentada, uma densa camada de soluto € formada na superficie do material, o que
aumenta o efeito de desidratacdo e reduz as perdas de nutrientes durante o
processo. Uma barreira de soluto semelhante é também formada no caso de solutos

com peso molecular mais elevado, mesmo em baixa concentracéo (Tortoe, 2010).
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Figura 25 - Perda de agua em fun¢cdo do tempo na desidratacdo osmotica de amostras de
abacaxi a 40 °C em solucdes de sacarose (=), sorbitol (=) e frutooligossacarideo (=) a 30
°Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (o).

Comparando-se os resultados obtidos com sacarose e sorbitol, verificou-se
que em 30 e 40 °C, usando a solucdo a 70 °Brix, sorbitol exerceu maior efeito
desidratante, tendo sido obtidos valores de ® de 28,7 e 29,2%, respectivamente. No
processo com sacarose, nas mesmas temperaturas e concentracdo, foram
verificados valores de o de 20,8 e 28,1%. No entanto, considerando a maior
temperatura, a solugcdo de sacarose a 70 °Brix promoveu maior perda de &agua
(32,9%) que a solucéo de sorbitol (28,9%), na mesma concentracado. Assim, nota-se
gue o comportamento da cinética com diferentes solutos varia com temperatura do

processo, o que foi relatado na literatura.
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Figura 26 - Perda de agua em fungdo do tempo na desidratacdo osmotica de amostras de
abacaxi a 50 °C em solucdes de sacarose (==), sorbitol (=) e frutooligossacarideo (=) a 30
°Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (o).

Dados na literatura mostram que na desidratacdo osmética de diferentes
frutas, o uso de solucédo de sorbitol, em comparacdo com outros solutos, favoreceu a
perda de agua. Este resultado foi obtido por Rivas et al. (2005) ao desidratar cubos
de damasco utilizando sacarose, frutose, glicose e sorbitol, na concentracdo de 60
°Brix. Valores de o de 24,75 e 19,17% foram obtidos com solucdo de sorbitol e
sacarose, respectivamente. Rizzolo et al. (2007), na desidratacdo de morango com
solucdo de sacarose e sorbitol a 60 °Brix, também verificaram maior eficiéncia do
altimo na retirada de agua do produto. Forni et al. (1997), compararam 0 uso de
sacarose, maltose e sorbitol na desidratacdo de damasco e constataram que, na
concentracéo de 65 °Brix, 0 melhor agente desidratante foi sorbitol. Na desidratacéo
osmoética de abdbora, Zenoozian et al. (2007) verificaram igualmente que sorbitol, em
comparagao com glicose e sacarose, foi 0 soluto que causou maiores taxas de perda
de agua. Este mesmo comportamento foi observado na desidratagdo de mel&do por
Lima (2012) e Oliveira (2013). Ao desidratar manga a 50 °C e solu¢des a 50 °Brix,
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Martim et al. (2007) obtiveram perda de agua, ao final da desidratacdo osmotica, de
33,46% para o tratamento com sorbitol e de 28,16% para o tratamento com
sacarose. Behsnilian e Spiess (2006) estudaram o efeito da solugcdo usada na
desidratagdo osmotica de diferentes alimentos, incluindo maca, cenoura e batata,
constatando que a remocao de agua foi afetada pela natureza e pela concentracao
de agente osmatico usado (sacarose, glicose, sorbitol, sal e glicerol).

Ao comparar os resultados obtidos com sacarose e frutooligossacarideo, nota-
se que sacarose foi mais eficiente na remocdo de agua das fatias de abacaxi
(Figuras 24, 25 e 26). Com a maior concentracdo (70 °Brix), nas diferentes
temperaturas (30, 40 e 50 °C), foram observadas perda de agua de 20,8, 28,1 e
32,9%, respectivamente, com sacarose. Nestas mesmas condicdes, os valores de ®
em solugbes de FOS foram de 23,1, 22,4 e 25,8%, respectivamente. Estes dados
estdo de acordo com os verificados por Matusek et al. (2008) na desidratacdao de
cubos de maca, em que sacarose, em duas concentracdes distintas (40 e 60%), foi
mais eficiente na remocao de agua do alimento que FOS.

Sorbitol foi igualmente mais eficiente que FOS na remocdo e agua das
amostras, para qualquer concentracdo e para todas as temperaturas avaliadas. A
diferenca mais marcante foi verificada na desidratacdo em solucdes a 30 °Brix. Neste
caso, os valores de o foram de 16,3, 13,9 e 15,6%, nas temperaturas de 30, 40 e 50

°C, respectivamente, enquanto com FOS estes valores foram de 8,6, 4,6 e 9,1%.

4.1.3.4.2 - Ganho de Sélidos

O parametro ganho de sélidos apresentou comportamento variado nas
diferentes solucdes, sendo afetado pela temperatura e concentracao (Figuras 27, 28
e 29). De modo geral, sorbitol foi o soluto que mais favoreceu o ganho de solidos,
seguido por sacarose e FOS. A excecdo do tratamento com 70 °Brix a 50 °C,

maiores valores de & foram encontrados com uso de sorbitol.
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Para todos os solutos, a menor concentracao levou aos menores valores de 9,
em todas as temperaturas. Para qualquer concentracéo, em temperaturas de 30 e 40
°C, foram verificados maiores valores de 6 em solugéo de sorbitol que em solugbes
de sacarose. Dados na literatura mostram este mesmo comportamento para a
desidratacdo de damasco (Forni et al., 1997; Rivas et al., 2005), meldo amarelo
(Lima, 2012), meldo pele de sapo (Oliveira, 2013), abdbora (Zenoozian et al., 2007) e
morango (Rizzolo et al., 2007). Martim et al. (2007), ao contrario, verificaram ganho
de sélidos de 9,93% para o tratamento com sacarose e 6,31% para o tratamento com
sorbitol na desidratacdo osmoética de manga a 50 °C e solu¢des a 50 °Brix.

Estudos mostram que as propriedades fisico-quimicas do soluto afetam a
desidratacdo osmoética. A massa molecular, o estado idnico e a solubilidade do soluto
em agua provocam diferencas no comportamento do soluto osmaético. Além disso, o
tamanho molecular do soluto osmoético tem um efeito significativo sobre a relacao
entre a perda de agua e o ganho de solidos. Quanto menor for o soluto, maior sua
penetragdo no alimento (Hawkes e Flink, 1978; Bolin et al., 1983; Lerici et al., 1985;
Lenart e Lewicki, 1987 e 1989; Lenart, 1992; Torreggiani, 1993). Desta forma, as
diferencas observadas entre os resultados obtidos com sacarose e sorbitol podem
ser explicadas pela diferenca de massa molecular dos dois solutos. Com menor
massa molecular (182 g/mol), sorbitol tem maior facilidade de incorporagéo na fruta
gue sacarose (342 g/mol). Assim, como consequéncia no processo, a utilizacdo de

sorbitol conduziu a valores de ganho de sélidos mais elevados do que a sacarose.
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Figura 27 - Ganho de sélidos em fung&o do tempo na desidratagdo osmoética de amostras de
abacaxi a 30 °C em solucdes de sacarose (=), sorbitol (=) e frutooligossacarideo (=) a 30
°Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (o).

Na comparacao do ganho de sélidos em solu¢cédo de FOS e sacarose, (Figura
27), verificou-se que, a 30 °C e solucdo de 70 °Brix foram encontrados valores de 6
proximos a 13,8% no final do processo osmaético com FOS, enquanto com sacarose
esse valor ficou em torno de 12%. Assim, para esta temperatura, FOS se mostrou
ligeiramente mais eficiente que sacarose para a incorporacdo de soluto a fruta. Por
outro lado, levando-se em consideracdo as demais temperaturas, a solucao de
sacarose mostrou-se mais efetiva que FOS. Em valores absolutos, a 50 °C, valores
de o6 de 19,1 e 12,8% foram obtidos na desidratagdo em solucdes de sacarose e
frutooligossacarideo a 70 °Brix, respectivamente. Constata-se que, assim como
observado para perda de &agua, o soluto sacarose foi o que mais influenciou o
fenbmeno de ganho de sdlidos. Matusek et al. (2008) desidrataram osmoticamente
macéa com solucdes de FOS e sacarose em diferentes concentracdes (40, 50 e 60%)
e temperaturas (40, 50 e 60 °C) observando menor ganho de sdlidos quando FOS foi

utilizado como agente osmdtico. Klewicki e Uczciwek (2008) observaram um
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comportamento distinto na desidratacdo osmoética de maca. Ao comparar a aplicacéo
de sacarose e FOS, na concentracdo de 50% e 40 °C, os autores nao verificaram
diferenga no ganho de solido. No entanto, ressalta-se que a solugcdo de FOS utilizada
no trabalho destes autores era constituida de uma mistura de nistose, kestose,

sacarose, frutose e glicose.
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Figura 28 - Ganho de sélidos em fungéo do tempo na desidratagdo osmoética de amostras de
abacaxi a 40 °C em solucdes de sacarose (=), sorbitol (=) e frutooligossacarideo (=) a 30
°Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (o).
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Figura 29 - Ganho de sélidos em funcéo do tempo na desidratacdo osmaética de amostras de
abacaxi a 50 °C em solu¢des de sacarose (=), sorbitol (=) e frutooligossacarideo (=) a 30
°Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (o).

4.1.3.4.3 - Reducdo de Massa

Os resultados obticos com os perfis cinéticos de desidratacdo osmaotica com
0s solutos sacarose, sorbitol e frutooligossacarideo sdo mostrados nas Figuras 30,
31 e 32. Verificou-se que, de maneira geral, a reducdo de massa foi superior nas
solugbes formuladas com sorbitol. No entanto, em termos absolutos, o valor de p
alcancado ao final do processo osmatico com a solucdo de sacarose a 70 °Brix, a 30
°C foi de 11,7%, valor proximo ao obtido com a solugdo de sorbitol (13,1%) nas
mesmas condi¢des. Erba et al. (1994) observaram que sorbitol levou a uma maior
reducdo da massa de amostras na desidratacdo de péssegos e damascos. Conforme
Torreggiani (1993), quanto maior a massa molecular do agente osmético, maior a
reducdo de massa.

Comparando-se os perfis de reducdo de massa alcancados com sacarose e

FOS, verificaram-se maiores valores de u com a solucéo de sacarose, para todas as
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temperaturas testadas. Em valores absolutos, para a maior concentracdo deste
dissacarideo, os valores de u foram de 11,7, 14,4 e 15,9%, para temperaturas de 30,
40 e 50 °C, respectivamente. Para a mesma concentragdo de FOS, estes valores
foram de 8,3, 11,9 e 13%, respectivamente. Com sorbitol a 70 ° Brix, os valores de n

nestas condi¢cbes foram de 13,1, 18,7 e 19,5%.
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Figura 30 - Reducdo de Massa em funcao do tempo na desidratacdo osmaética de amostras
de abacaxi a 30 °C em solugfes de sacarose (=), sorbitol (=) e frutooligossacarideo (=) a
30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (o).
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Figura 31 - Reducdo de Massa, Perda de a4gua em fungdo do tempo na desidratacédo
osmaética de amostras de abacaxi a 40 °C em solucbes de sacarose (==), sorbitol (=) e
frutooligossacarideo (=) a 30 °Brix (A ), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (e).
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Figura 32 - Reducgéo de Massa em funcao do tempo na desidratacdo osmética de amostras
de abacaxi a 50 °C em solucfes de sacarose (=), sorbitol (=) e frutooligossacarideo (=) a
30 °Brix (A), 50 °Brix (m) e 70 °Brix (e).
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Na Tabela 18 sdo mostrados os valores de o, 6 e u, assim como da relacao
d/o, calculados para os diferentes tratamentos. De acordo com Ravindra e
Chattopadhyay (2000), baixos valores de &/ determinam a melhor condigdo de
desidratacdo osmdtica. Desta forma, de acordo com esse critério, pode-se considerar
que, para uma relacdo fruta:xarope de 1:10, agitacdo de 60 min™ e tempo de
processo de 4 horas, as melhores condi¢des para desidratacdo das fatias de abacaxi
sdo concentracdo de 30 °Brix, temperatura de 30 ou 50 °C, para qualquer um dos
trés solutos. Nestas condi¢gbes, foram encontrados valores de /o de 0,22 e 0,21
(sacarose), 0,28 e 0,28 (sorbitol) e 0,27 e 0,29 (FOS). Considerando estes valores, a
condicdo de escolha, em relacdo a economia de energia, seria 0 emprego de
temperatura de 30 °C para a realizacao do processo.

Ressalta-se, porém, que na desidratacdo com FOS a 30 °Brix, as taxas de
remocdo de &gua foram muito baixas (<10%), o que sugere uma analise mais
cuidadosa a respeito da possibilidade efetiva de escolha desta condi¢cdo operacional
para a realizacao do processo. A 50 °Brix e 50 °C, a perda de agua foi de 22,7% e o
ganho de soluto de 9,6%, o que indica a necessidade de realizacdo de mais ensaios
com vistas a melhorar os resultados. A possibilidade de substituicdo de sacarose por
frutooligossacarideos em solucbes osmoticas pode ser benéfica para a saude
humana. Estes compostos ndo sao hidrolisados no intestino delgado e séo
fermentados por bifidobactérias e lactobacilos (micro-organismos probiéticos) quando
chegam ao célon, com producdo de acidos organicos, peréxidos de hidrogénio e
outros compostos inibidores do crescimento da microbiota patogénica (Bovee-
Oudenhoven et al. 2003). Além disso, o valor calérico de FOS ndo excede 10 kj.g™?,
enquanto o de sacarose chega a 17 kj.g™ (Linden e Lorient, 1999), o que representa

a possibilidade de obtencao de alimentos desidratados menos caloricos.
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Tabela 18: Perda de 4gua (®), ganho de sélidos (8), redugdo de massa (u) e relagdo &/w
apos 4h de desidratacdo osmotica de pedacos de abacaxi em solugcédo de sacarose, sorbitol
e frutooligossacarideo (FOS).

Variaveis Independentes Variaveis Dependentes
Tratamento Tem?oe(z:r;t tura ® 0 ¥ O/®
Sacarose 30 16,2 3,6 6,2 0,22
30 °Brix 40 16,3 6,2 9,2 0,38
50 17,6 3,8 11,7 0,21
Sacarose 30 16,7 10,5 8,0 0,62
50 °Brix 40 23,7 10,9 12,4 0,45
50 26,6 11,9 13,8 0,44
Sacarose 30 20,9 11,8 11,7 0,56
=0 °Brix 40 28,1 14,7 14,4 0,52
50 36,0 20,1 15,9 0,55
Sorbitol 30 16,0 4,5 10,2 0,28
30 °Brix 40 14,9 8,3 12,5 0,55
50 16,6 4.8 15,2 0,28
Sorbitol 30 23,0 13,2 11,9 0,57
50 Brix 40 23,8 13,6 16,4 0,57
50 23,7 13,6 16,9 0,57
Sorbitol 30 29,7 18,6 11,3 0,63
20 °Brix 40 30,6 19,9 16,7 0,65
50 30,9 18,6 19,6 0,60
30 8,6 2,4 6,2 0,27
o 40 4.6 2.0 2.6 0,43
50 9,1 2,7 6,3 0,29
30 14,2 9,6 4.5 0,67
SCIJ:?BSrix 40 15,6 9,7 7,0 0,62
50 22,7 9,6 11,3 0,42
FOS 30 23,1 14,9 8,3 0.64
20 °Brix 40 22,8 15,0 11,9 0,65
50 27,8 14,8 14,0 0.53

O potencial de aplicacdo de sorbitol como edulcorante na formulagdo de
produtos destinados a um publico alvo diferenciado é promissor, dada a comprovada
aceitabilidade sensorial como ingrediente no produto final (Moura, 2004). No entanto,
€ necessaria a avaliacao nutricional do produto desidratado, sobretudo com relacéo a

qguantidade incorporada do soluto, uma vez que em concentracdes maiores que 50 a
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80 g ao dia o sorbitol tem poder laxante (Sicard e Leroy, 1983; Carvalho e Zanette,
2006).

4.2 — Processo Fermentativo

4.2.1 - Meios formulados com residuos obtidos da desidratacdo osmoética de
abacaxi com diferentes solutos

A fim de avaliar o desempenho de B. thuringiensis var. israelensis em meio de
cultivo formulado com o xarope residual da desidratacdo osmotica de abacaxi, foi
realizado um primeiro grupo de ensaios (Ensaios F1), em biorreator de bancada,
empregando-se solugbes oriundas do processo realizado com o0s trés solutos
testados, maltodextrina (MAL), frutooligossacarideo (FOS) e sorbitol (SOB). Em
todos os casos, a solucdo foi diluida de modo a obter-se concentracdo inicial de
acucar (Sp) de, aproximadamente, 30 g/L (meios MALzy, FOS3 e SOBj,
respectivamente), e suplementada com os nutrientes do meio GYS3zy (Rogoff e
Yousten, 1969), o qual foi usado como referéncia para comparacao dos resultados. A
concentracéo inicial de substrato foi escolhida com base nos resultados obtidos por
Berbert-Molina et al. (2008) e Rodrigues (2009), que mostraram a capacidade da
bactéria de metabolizar todo o substrato, em meios contendo glicose ou acgucar
invertido (solucao osmdtica residual), respectivamente, em processos fermentativos
realizados em condi¢Oes operacionais semelhantes e com Sy de 30 g/L.

Os resultados gerais obtidos nestes ensaios sao apresentados na Tabela 19.
A Figura 33 apresenta os perfis cinéticos de crescimento nos diferentes meios,

incluindo aquele observado na fermentacéo do meio GY Sjo.
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Tabela 19: Resultados gerais obtidos no cultivo de B. thuringiensis var. israelensis
Nnos meios GYS;3p, MAL3g, FOS3, e SOB3g.

GYSx MALz, FOSs, SOB4

t; (h) 36 23 23 26

tyr (h) 6 5 6 5

tum (M) 11 10 9 7
AX (g/L) 23,1 16,4 10,6 5,2
px (g/L.h) 2,08 1,62 1,14 0,74
Hm (0 0,83 1,1 0,91 1,0
EL (ufc/mL) 2,20.10° 2,66.10° 1,32.10° 1,22.10°
CV (ufc/mL) 9,57.10° 6,92.10° 6,38.10° 4,31.10°
CE (ufc/mL) 2,39.10° 1,52.10° 1,43.10° 1,50.10°
ET (ufc/mL) 4,59.10° 4,17.10° 2,75.10° 2,71.10°
CT (ufc/mL) 5,55.10° 5,21.10° 3,39.10° 7,02.108
Tep (%) 82,8 85,8 90,9 38,6
LCso (Mg/L) 2,522 2,19° 4,66° 171,13°

t; - tempo final de fermentagéo; ty - tempo de formagéo de grumos; tx, - tempo para obtengéo da
maxima concentracao celular; AX — maxima concentracao celular; py - produtividade em células; pn,
- maxima velocidade especifica de crescimento; EL - nUmero de esporos livres; CV - nimero de
células vegetativas; CE - numero de células esporuladas; ET - ndmero total de esporos; CT -
namero total de células; Tsp - taxa de esporulagéo; LCs, . concentracdo necessaria para matar 50%

das larvas de Ae. aegypti.

O tempo para obtencdo da maxima concentracdo celular (txy) foi similar para

0s meios GYS3p e MALj3 e ligeiramente menor (2 h) no meio FOS3y. Desta forma,

mesmo com concentracao celular inferior a de GYS, a produtividade em células no
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meio MAL3o (1,62 g/L.h) foi apenas 28,4% menor que a de GYSgz, (2,08 g/L.h). Por
outro lado, no meio SOB3y, embora o valor de tx, tenha sido similar aos demais, a
baixa concentracdo celular obtida impactou negativamente o valor de px, que foi de
0,74 g/L.h.
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Figura 33 — Concentracgédo celular em fungé@o do tempo na fermentacdo dos meios GY Sz (m),
MAL3z, (@), FOS3, (A) e SOB3 (%) em biorreator de bancada.

Conforme mostra a Figura 33, a variagao da concentracdo celular com o
tempo ocorreu de forma similar em todos os meios, apresentando o perfil
caracteristico para o cultivo de Bti, conforme descrito por Berbert-Molina et al. (2008)
e Boniolo et al. (2012). Apdés uma curta fase lag, o cultivo apresentou uma fase
exponencial de crescimento, durante a qual foram medidas as maximas velocidades

especificas de crescimento (um), seguida de uma fase linear e, finalmente, uma fase



111

estacionaria e de declinio. A duracdo da fase linear aumentou na medida em que
aumentaram os valores de AX, sendo mais longa na fermentacéo do meio GYS3; e
muito curta com o meio SOB3, Neste Ultimo meio, ao contrario, a fase estacionaria
foi mais prolongada, ndo se observando também um perfil decrescente acentuado na
fase de declinio como nos demais.

A variacao das velocidades instantaneas de crescimento (dX/dt) nas primeiras
11 horas de processo, ilustrada na Figura 34, mostrou perfis coerentes com a
cinética de crescimento celular. As maximas velocidades (cerca de 6 g/L.h) foram
exibidas pelo cultivo no meio GYS3p, por volta de 6 h de processo. Os maximos

valores de dX/dt nos meios MAL3zg, FOS3, € SOB3o foram muito inferiores.

Tempo (h)

Figura 34 — Velocidades instantaneas de crescimento (dX/dt), em funcdo do tempo, na
fermentacdo dos meios GYSz, (m), MAL;3, (@), FOSz (A) e SOB3, (*) em biorreator de
bancada.
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Avaliando-se os valores de U, nos diferentes meios (Tabela 19), constatou-se
gue em nenhum dos casos houve inibicdo do crescimento pela concentracdo da
fonte de carbono. Mesmo o menor valor de p,, encontrado no meio GYSs, (0,83 h™),
encontra-se na faixa encontrada para a bactéria quando cultivada em glicose, frutose
ou sacarose (Pessanha, 2008). Por outro lado, o alto valor de pn, verificado no meio
SOB3 (1,0 h™), praticamente idéntico ao calculado para MALsg (1,1 h™), demonstra
que a limitagdo da producdo de biomassa neste meio deve-se a outros fatores. E
possivel que o crescimento microbiano verificado nas primeiras horas de cultivo
tenha ocorrido as expensas dos nutrientes aportados pelo extrato de levedura. Como
nao foi realizada a quantificacdo de sorbitol nas amostras retiradas ao longo da
fermentacdo, ndo € possivel fazer qualquer afirmacdo a respeito do consumo de
sorbitol, mas os resultados indicam que este substrato ndo pode ser metabolizado
pela bactéria. Padua et al. (1984) afirmam nédo ter havido producdo de &cido pela
cepa PG-14 em ensaios de isolamento de Bt. Os autores nao fazem referéncia ao
crescimento celular nas diferentes fontes de carbono testadas no trabalho. Por outro
lado, as eventuais diferencas na composicao das solu¢cdes osméticas podem ser
decorrentes dos efeitos distintos de cada soluto sobre a retirada de solidos da fruta
durante a desidratacdo osmotica. Neste processo, minerais e outros nutrientes sédo
extravasados para a solugdo osmoética, sendo a extensédo deste fluxo influenciada
pelo tipo de fruta e de agente desidratante, bem como com pelas condicdes
empregadas na desidratacdo (Peird et al., 2006; Peir6-Mena et al., 2007; Queiroz et
al., 2008).

Em relacdo as condi¢gbes de transferéncia de oxigénio, também fundamental
neste processo fermentativo (Abdel-Hameed, 2001; Rowe et al., 2003; Sarrafzadeh e
Navarro, 2006; Berbert-Molina et al., 2008), verificou-se, que o cultivo ndo esteve
limitado, em nenhum dos meios, ao longo da fermentacao (Figura 35). As menores
concentracdes de oxigénio dissolvido (OD) foram verificadas justamente no intervalo
em que foram calculadas as maiores velocidades de crescimento, periodo de
elevado metabolismo respiratério. No meio SOB3,, 0s menores valores de OD foram
de aproximadamente 40%, o que reforca o argumento de que o substrato principal
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(sorbitol) ndo foi metabolizado pela bactéria. De acordo com Berbert-Molina et al.
(2008), a concentracado de oxigénio dissolvido em valores acima da concentracao
critica ndo exerce uma influéncia direta sobre o crescimento celular de Bti. Desde
gue o cultivo ndo seja submetido a uma limitagdo de oxigénio, o desenvolvimento

celular independe da concentracéo de oxigénio dissolvido no meio.
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Figura 35 — Concentracdo de oxigénio dissolvido, em funcdo do tempo, na fermentacdo dos
meios GY Sz (m), MAL;, (@), FOS3, (A) e SOB3, (*) em biorreator de bancada.

O tempo necessério para o inicio da formacédo de grumos (floculagdo), que
marca o final da Fase de Crescimento Vegetativo e o inicio da Fase de Transicao
para a Esporulacdo, segundo Berbert-Molina et al. (2008), foi similar (5 a 6h) em
todos os casos (Tabela 19). O fenébmeno da floculagcdo € coincidente com a

paralisacdo da motilidade celular, caracteristica visivel ao microscopio, o que é
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seguido por uma diminuicdo nas velocidades de crescimento e nas velocidades
especificas de respiragdo (Berbert-Molina et al., 2008). Alguns trabalhos mostram
que o tempo de formacédo de grumos esta relacionado com as condi¢des nutricionais
e operacionais empregadas no cultivo dessa bactéria. Valores de ty de 6,5h foram
obtidos por Rodrigues (2009) na fermentacdo de meios formulados com solucdo
osmotica residual de acgucar invertido em diferentes diluicdes, em processo realizado
em condi¢cdes semelhantes. Kraemer-Schafhalter e Moser (1996), em condi¢cdo n&o
limitante de transferéncia de oxigénio, constataram o inicio da formacdo de grumos
na quarta hora de fermentagdo com Biti, utilizando meios com 10 g/L de glicose.
Berbert-Molina et al. (2008) constataram que os tempos para o inicio da floculagédo
de Bti foram idénticos (5 h) em meios com concentracdes crescentes de glicose (10 a
120 g/L) e condigbes nao limitantes de oxigénio, mas ocorreu 1 h mais tarde no meio
com Sy de 150 g/L. Pessanha (2008), estudando o cultivo de Bti, em frascos agitados
e utilizando sacarose, glicose e frutose (Sy=10,0 g/L) como fonte de carbono, além
de meio com caldo de cana, verificou valores variaveis de tg;.

Os parametros relativos ao desempenho do processo de esporulacdo do
cultivo nos diferentes meios mostraram diferenca de apenas 10% no namero de
esporos totais (ET) entre os meios GYS3, € MAL3, (Tabela 19). Esta diferenca foi, no
entanto, extremamente mais elevada (17 vezes) quando comparados 0S meios
GYS3 e SOBjy, tendo este Ultimo apresentado o pior desempenho
(ET=2,71.10%ufc/mL). Assim como observado para a producdo de células, a
esporulacdo foi superior no meio MAL3,, em comparacdo aos demais meios
formulados com solucdo osmaética. Em relacdo ao meio FOS3, esta diferenca foi de
53,7%, equivalente aquela observada ente os valores de AX nestes meios. Desta
forma, a taxa de esporulacéo (Ts,) foi similar nestes dois meios e comparavel a obtida
em GYS3,. No meio SOB3y, com o baixo desempenho na producédo de células e
repressdo da esporulacdo, uma taxa de esporulagcéo extremamente baixa (38,6%) foi
encontrada.

A Figura 33 evidencia também que as fases de esporulacao e de lise celular

foram muito mais longas no meio GYSz, (cerca de 13 horas) que nos meios
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formulados com solucdo osmdética. Os resultados também indicaram que a lise
celular foi favorecida no meio MAL3, em relacdo ao meio FOS3o. Por outro lado, o
baixo numero de esporos livres (EL) verificados no meio SOB3, pode explicar o perfil
da curva de crescimento neste meio, que nao mostrou o perfil decrescente
caracteristico (Figura 0). A fim de facilitar a visualizacdo, a Figura 36 mostra a
variacao dos diferentes tipos celulares ao final da fermentacéo nos diferentes meios.

Com relacéo a atividade larvicida dos meios fermentados contra larvas de Aedes
aegypti, parametro chave para determinar a eficiéncia do processo fermentativo, 0s
resultados mostraram (Tabela 19) que ndo houve diferenca significativa, em nivel de
significancia de 5% pelo teste de Tukey, entre os valores de LCsy no meio controle e no
meio MAL3 (2,52 e 2,19 mg/L, respectivamente). No meio FOS3, a atividade toxica
foi cerca de duas vezes menor que no meio MAL3. O meio SOB3p, que apresentou
baixa concentracao celular e inibicdo da esporulacado, apresentou, da mesma forma,
o pior desempenho em relacdo a sintese de toxinas. Neste meio, o valor de LCs foi
quase 80 vezes maior que o0 obtido com MAL3o. Apesar das taxas de esporulacéo
muito similares em GYSjzp, MAL3y e FOS3p, 0s valores da atividade larvicida nao
foram semelhantes nestes meios. Este comportamento estda de acordo com o
observado por diferentes autores, que mostram que, embora a sintese do cristal
proteico esteja intrinsecamente ligada ao processo de esporulacdo da bactéria,
elevados valores de ET ndo implicam necessariamente em alta atividade toéxica do
meio fermentado (Avignone-Rossa e Mignone, 1993; Morris et al., 1996; Schnepf et
al., 1998; Pessanha, 2005; Rodrigues, 2006 e 2009; Boniolo et al., 2012).

Meios de cultivo empregados no cultivo Bt em escala laboratorial,
normalmente de composi¢édo quimica semidefinida levam a concentragdes de células
entre 10% e 10° ufc/mL, com taxas de esporulagéo variaveis (Bernhard e Utz, 1993,
Rodrigues, 2006 e 2009; Boniolo et al., 2012). No entanto, maiores valores de CT e
ET tém sido obtidos com o uso de matérias-primas naturais na composi¢cao do meio
de cultivo. Lopez-y-Lopez e de La Torre (2005) obtiveram uma producdo maxima de
biomassa de 1,7.10'® ufc/mL, com taxa de esporulacdo de 93%, na fermentacdo de

meio contendo farelo de soja e agua de maceracédo de milho. Em meios formulados
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com extrato de levedura e peptona de diferentes marcas comerciais, em
concentracOes variadas, Prabakaran e Hoti (2008) observaram valores de ET entre
3,7.10"% e 3,24.10' ufc/mL em fermentagdes com Bti. Khuzhamshukurov et al. (2001)
relataram valores de ET de 6,4x10° (Tsp=95%) e 6,3x10° ufc/mL (Tsp=91%), no
cultivo da variedade Bt var. thuringiensis em meios formulados com extrato de

levedura e melaco ou extrato de batata, respectivamente.
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Figura 36 — Crescimento celular e esporulacdo obtidos na fermentagdo dos meios GYSs, (m),
MAL3y (m), FOS3 (m) e SOB3, (m). EL - Esporos Livres; CV - Células Vegetativas; CE -
Células Esporuladas; ET - Esporos Totais; CT - Células Totais.

A composicdo do meio de cultivo também influencia a atividade larvicida pelas
diferentes variedades de Bt (Bernhard e Utz, 1993). O valor de LCsy encontrado no
meio MAL3 (2,19 mg/L), foi menor que os verificados por Poncet et al. (1995), na
fermentacdo com cepas recombinantes de Bti (10,0 e 14,0 mg/L, respectivamente,
contra larvas de Ae. aegypti e Culex pipiens). A atividade toxica no meio MAL3, foi
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também superior as obtidas por Ramada (2008), no cultivo de Bti em meio formulado
com melaco e suplementado com sulfato de amonio (LCsy=7,41 mg/L), mas similares
ao encontrado no mesmo estudo com meio isento deste sal (LCs,=3,22 mg/L). No
entanto Entretanto, todos os encontrados no presente trabalho foram inferiores aos
obtidos por Luna et al. (2004), 0,22 mg/L, na fermentacdo de Bti em meio composto
com o sobrenadante da propria fermentacao.

Além da composicdo geral do meio de cultivo, o tipo de agucar utilizado pode
influenciar a producdo de endotoxinas (Yang e Wang, 1998; Sachidanandham et al.,
1997; Ozkan et al., 2003; Panarotto, 2006). Iggen et al. (2002b) verificaram, para
uma variedade toxica para lepidépteros, que as mais altas concentracées de toxina
foram obtidas em meios com sacarose, lactose e inulina, enquanto nos meios com
glicose, glicerol ou maltose a producéo foi muito baixa. Ozkan et al. (2003) também
verificaram maior producgéo das fragdes Cry4Ba e CryllAa, por Bti, em meios com
sacarose, dextrina, lactose, glicerol e inulina. Poopathi e Kumar (2003) obtiveram alta
atividade inseticida na fermentacao de meios formulados com sacarose, utilizando Bti
HD 567. Morris et al. (1996) e Panarotto (2006) verificaram que glicose foi o
carboidrato mais adequado a producdo de endotoxinas por Bt var. aizawa e Bti,
respectivamente.

Os resultados globais obtidos na fermentacdo dos meios MALszy, FOS3, €
SOB30, levaram a constatacdo de que apenas os meios MAL3z e FOSj3, séo
adequados para 0 processo. Apesar da atividade téxica encontrada no meio FOS3
ter sido inferior a encontrada no meio MAL3, este apresenta potencial para ser
utilizado na fermentacéo, sendo importante novos estudos visando a sua adequacéo
com relacdo a concentragcdo de minerais e outros parametros fermentativos. Em
contrapartida, o meio SOB3p mostrou-se inapropriado ao processo visto seu baixo
desempenho com relagdo a producdo em células, esporos e atividade larvicida. O
meio MALjzp, ao contrario, demonstrou desempenho apropriado e comparavel ao
meio controle, tendo sido por essa razdo escolhido para as préoximas etapas do

trabalho.
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4.2.2 — Meios formulados com concentracfes crescentes de solucdo osmaética

residual de maltodextrina

O segundo grupo de ensaios (Grupo F2) visou avaliar o processo fermentativo
em meios com concentracbes crescentes de solucdo osmotica residual de
maltodextrina, buscando aumentar a contribuicdo nutricional do xarope para o
desenvolvimento microbiano. Esta estratégia visava também identificar a diluicdo
mais conveniente do xarope para um adequado balanco C:N, levando-se em conta o
emprego de uma concentracao inicial de extrato de levedura de 12 g/L. As condi¢cGes
operacionais adotadas na fermentacdo foram as mesmas da etapa anterior. A
solucdo osmoética foi diluida para valores iniciais de substrato (Sp) préximos a 30, 50,
75 e 100 g/L, gerando os meios MAL39, MALsp, MAL75 € MAL;00, respectivamente.

Na Tabela 20 sdo apresentados os resultados gerais obtidos nos ensaios,
enquanto a Figura 37 mostra o perfil cinético de crescimento e de consumo de
substrato nos diferentes meios testados.

Nota-se que o tempo de fermentagcdo no meio MALsg foi idéntico (23h) ao do
meio MAL3o. Também néo houve diferenca na duracéo do processo (34 h) nos meios
MAL~s e MAL100, @ qual foi, por outro lado, muito superior (11 h) a dos dois primeiros.
Este resultado difere do obtido por Rodrigues (2009) no cultivo de Bti em meios
formulados com solucdo osmotica residual de agucar invertido, no qual se observou
tempos totais de fermentacdo de 27 e 28h, respectivamente, para meios com
diluicbes proximas a 75 e 100 g/L.

A producdo de biomassa ocorreu de forma similar nos quatro meios, nao
sendo verificada diferengca maior que 10% entre o menor (16,2 g/L) e o maior (17,9
g/L) valor de AX. O tempo necessario para a obtencdo das maximas concentracdes
celulares (txm) nos meios MAL7;s e MALig foi, no entanto, 8 e 7 h maior,
respectivamente, que nos meios MAL3zy e MALsy. Desta forma, a produtividade em
células (px) foi negativamente influenciada nos meios MAL75 e MAL1qo, a qual foi, em
meédia 65% menor que a de MAL30. No trabalho de Rodrigues (2009), em que foram

avaliadas concentracdes crescentes de solucdo osmaética contendo acucar invertido,
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os valores de ty, para os meios com S, de 30, 50, 75 e 100 g/L foram,

respectivamente, 12,7, 12,7, 16 e 21 h.

Tabela 20: Resultados gerais obtidos no cultivo de B. thuringiensis var. israelensis

meios MAL3, MALsg, MAL-5 € MAL 0.

MALg, MALso MALs MAL 100
t(h) 23 23 34 34
(o)) 5 6 7 7

tym (M) 10 11 18 18
So (g/L) 32,3 49,9 69,9 97,5
ASxn (g/L) 15,9 14,2 18,0 23,8
AS;(g/L) 23,3 26,0 33,1 38,3
AX (g/L) 16,2 16,5 17,5 17,9
Yxs (9/9) 1,02 1,16 0,97 0,75
px (g/L.h) 1,62 1,50 0,97 0,99
Um (h™) 1,1 0,89 0,71 0,67
EL (ufc/mL) 2,66.10° 2,30.10° 2,90.10’ 3,40.10’
CV (ufc/mL) 1,04.10° 4,78.10° 2,80.10° 2,20.10°
CE (ufc/mL) 1,52.10° 2,92.10° 2,50.10’ 1,90.107
ET (ufc/mL) 4,17.10° 5,22.10° 5,40.10’ 5,30.10’
CT (ufc/mL) 5,21.10° 5,70.10° 2,86.10° 2,25.10°
Tep (%) 85,8 91,6 1,9 2,4
LCso (Mg/L) 2,19° 14,6° 85,33° 87,88°

t; - tempo final de fermentagéo; ty - tempo de formagéo de grumos; tx, - tempo para obtengéo da
méaxima concentragdo celular; ASy, - substrato consumido até ty,; AS; — consumo total de
substrato; AX - maxima concentracdo celular; Yy - fator de conversédo de substrato em células,
calculado em txm; px - produtividade em células, calculada em ty,; Um - maxima velocidade
especifica de crescimento; EL - nimero de esporos livres; CV - nimero de células vegetativas; CE
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- nimero de células esporuladas; ET - nimero total de esporos; CT- niumero total de células; Tsp -
taxa de esporulagdo; LCsq— concentragdo necessaria para matar 50% das larvas de Ae. aegypti.

Verificou-se que em nenhum dos meios houve o esgotamento do substrato até
o tempo final de processo (Figura 37), sendo verificadas concentracdes residuais
crescentes com o aumento da concentracdo inicial de maltodextrina (Tabela 1). Na
fermentacdo do meio MAL;q, que apresentou o maior consumo de maltodextrina, a
concentracédo residual de acucar foi de 9 g/L em t;, 0 que corresponde a um consumo
de 72,1% do substrato inicialmente presente no meio (Tabela 1). Percentuais de
consumo de 52,1, 47,3 e 39,3% foram calculados no caso dos meios MALsg, MAL75 e
MAL,q0, respectivamente, até t;.. Valores crescentes de consumo de substrato
também foram encontrados por Rodrigues (2009) em meios com concentracdes
crescentes de substrato (95,6, 66,8, 46,6 e 41,1% para meios com 31,0, 54,7, 74,9 e
106,2 g/L de substrato, respectivamente).

Considerando-se 0 metabolismo de maltodextrina até txny, verificou-se que no
meio MAL3o foram consumidas 15,9 g/L do substrato no periodo, o que corresponde
a praticamente a metade do valor de So. Nos demais meios, por outro lado, 26% de
maltodextrina, em média, haviam sido consumidas até tx,. Assim, mesmo com
menor consumo de substrato, o valor de Yy (fator de conversédo de substrato em
células) no meio MALsy foi maior que em MAL3z, uma vez que estes meios
apresentaram valores equivalentes de AX. Valores decrescentes de Yyxs foram
observados com o aumento de Sp de 49,9 (MALsp) para 97,5 (MAL100). De modo
geral, esses valores de Yyxs sdo superiores aos descritos por Avignone-Rossa et al.
(1993) e Kraemer-Schafhalter e Moser (1996), 0,68 e 0,73 g/g, respectivamente, em
ensaios de fermentacdo com Bti, com 10 g/L de glicose e sem limitacdo de oxigénio.
Perfil similar ao do presente trabalho foi observado por Rodrigues (2009), na
fermentacdo de meios formulados com solugdo osmdética com acucar invertido em
concentragdes crescentes, poréem com valores inferiores de Yxs (0,7 e 0,42 g/g, para
meios com Sy de 30 e 100 g/L, respectivamente). Berbert-Molina et al. (2008),

encontraram valores de Yys de 0,58, 0,51, 0,42, 0,41 e 0,36, ao utilizar
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concentracdes iniciais de glicose de, aproximadamente, 30, 60, 80, 120 e 150 g/L,
respectivamente. Em fermentacdo de glicose com a mesma bactéria, Boniolo et al.
(2012) também verificaram valores nesta faixa, em processos com diferentes
condi¢cbes de transferéncia de oxigénio para o meio. Neste caso, um valor de 0,53
g/g foi obtido no processo em que a concetracdo de oxigénio dissolvido foi mantida a

50% da saturacao durante toda a fermentacéao.
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Figura 37 — Concentracao de células (m) e de Maltodextrina (o), em fungdo do tempo,
na fermentacdo dos meios MAL3, (A), MALso (B), MAL+s (C) e MAL o0 (D) em biorreator
de bancada.
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Em todos os meios, verificou-se 0 comportamento caracteristico da bactéria
durante a fermentacdo, conforme descrito por Berbert-Molina et al. (2008). Apos
curta fase lag, houve ocorréncia de uma fase exponencial, seguida de fase linear,
estacionaria e de declinio. As diferencas nos perfis de variacdo da concentracao
celular (X) com o tempo podem ser melhor visualizadas na Figura 38, que compara
especificamente a evolucdo da biomassa nos diferentes meios. Os perfis foram
coincidentes para todos eles nas trés primeiras horas de cultivo. A partir dai, a
cinética de crescimento em MALjz, e MALsy continua similar, mas difere daquela
observada em MAL7s e MAL1g, tanto em relacdo as velocidades de crescimento

guanto em relacdo a duracéo da fase linear.
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Figura 38 — Concentracéo de células, em funcdo do tempo, na fermentacdo dos meios
MAL3 (m), MALs, (@), MAL/s (A ) e MAL;0 (%) em biorreator de bancada.
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A Figura 39, que mostra a variacdo dos valores de dX/dt em funcédo do tempo
em todos 0s ensaios, evidencia claramente este comportamento. Maiores valores de
dX/dt foram verificados nos meios MAL3, e MALsp (cerca de 3,2 g/L.h), nos tempos
de 4 e 6 h, respectivamente, os quais foram duas vezes maior aos obtidos nos meios
MAL7s € MAL1go.

4.5 . , . , . , . ,

4.0

dX/dt (g/L.h)

Tempo (h)

Figura 39 — Velocidades instantaneas de crescimento (dX/dt), em funcdo do tempo, na
fermentacdo dos meios MAL3z, (m), MALs, (@),MAL 75 (A) € MAL 190 (%) em biorreator de
bancada.

Os valores decrescentes de p, com o0 aumento de Sy (Tabela 20 e Figura 40)
mostraram inibicdo do crescimento celular com concentragbes mais elevadas de
maltodextrina, meios MAL75s e MAL100, NOS quais as maximas velocidades especificas
de crescimento foram de 0,71 e 0,67 h, respectivamente. Os resultados sdo

semelhantes aos descritos por Berbert-Molina et al. (2008) para o cultivo de Bti em
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meio contendo glicose. Os autores verificaram a ocorréncia de inibicdo do cultivo
para valores de Sp maiores que 75 g/L, evidenciada por uma queda acentuada no
valor de pny (de 1,1 para 0,79 h™). Para a variedade Bt var. galleriae, ao contrério,
Anderson e Jayaraman (2003) verificaram que, independente da concentracao de
glicose (3,4, 18,7 e 34 g/L), o aumento da concentragcdo da fonte de nitrogénio
(extrato de levedura: 1, 10,5 e 20 g/L) levou a um aumento dos valores de py,. Em
meio contendo glicose, farelo de soja e amido, foram verificados valores de un, entre
1 e 1,25 h'! para as variedades Bt var. kurstaki, Bt var. israelensis , Bt var. aizawai e

Bt var. tenebrionis (Yan et al., 2007).
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Figura 40 — Maximas velocidades especificas de crescimento, em funcdo da
concentracdo de maltodextrina, Meios MAL3zy, MALsg, MAL 75 € MAL 190 €M biorreator de
bancada.
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Os perfis das concentracdes de oxigénio dissolvido (OD) nos diferentes meios
estdo evidenciados na Figura 41. No meio MAL30 0 valor de OD chegou a zero por
volta de 4h de fermentacgao, voltando a subir pouco tempo depois e mantendo o perfil
crescente até o final. Nos demais meios, apesar do oxigénio dissolvido ter chegado a
zero no mesmo periodo, este permaneceu nesta condicdo por mais tempo,
comportamento mais evidente nos meios MAL;s e MAL;100, NOS quais os valores de
OD s06 voltaram a subir na décima segunda hora de fermentacdo. Este maior tempo

sob limitacdo de oxigénio pode ter influenciado os resultados obtidos nestes meios.
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Figura 8 — Concentracao de oxigénio dissolvido, em funcdo do tempo, na fermentacéo
dos meios MAL3, (m), MALs, (@), MAL 75 (A) e MAL 100 (%) em biorreator de bancada.

Em relagcdo ao tempo para cessar a motilidade celular e iniciar a formagéo de
grumos (tg), fendbmenos que caracterizam a transi¢ao para a esporulacéo, observou-

se discreto aumento de tg com aumento de So. A diferenga foi de 2 h entre os meios
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MAL3z e MAL7s ou MALyg (Tabela 20). Porém, o impacto da concentracdo de
maltodextrina sobre a esporulacdo foi marcante. Verificou-se que a producéo de
esporos foi fortemente reprimida nos meios MAL7s € MAL;100, NOS quais valores de ET
foram 80 e 130% menores que os obtidos em MALjz. Em relagdo a MALsy, a
diferenca foi ainda maior. Desse modo, taxas de esporulacdo muito baixas foram
obtidas nestes meios (1,89 e 2,36%, respectivamente). O elevado numero de células
vegetativas, e 0 baixo niumero de esporos livres, ao final do cultivo (Figura 42),
também explicam os perfis observados durante as fases finais do cultivo nos meios
MAL7s ou MALgo (Figura 38), 0os quais ndo apresentaram os perfis decrescentes
decorrentes de uma diminuicdo da concentracdo celular em funcdo da lise das
células.

Os valores de ET encontrados nos meios MAL3p e MALsy S0 muito superiores
ao encontrado por Rodrigues (2009) no cultivo de Bti em meio formulado com xarope
residual da desidratacdo de abacaxi com acucar invertido. Contudo, comparando o
desempenho da esporulagdo nos meios com maior concentracdo de substrato,
observou-se comportamento inverso. Concentracdes da ordem de 75 e 100 g/L de
maltodextrina levaram a valores de ET muito maiores (50 e 43 vezes,
respectivamente) que as observadas pelos autores em meios com concentracdes
similares de acucar invertido. Conforme discutido anteriormente, a composicdo do
meio e a natureza da fonte de carbono influenciam significativamente a esporulagéao
de Bt. Saksinchai et al. (2001), em estudos com a finalidade de avaliar a substituicdo
de extrato de levedura comercial por autolisado de levedura de cervejaria, na
composi¢cdo do meio de cultivo de Bt var. kurstaki, observaram valores de ET de
2,6x10° e de 1x108 ufc/mL, respectivamente. Resultados similares foram obtidos por
Arcas et al. (1987) com a mesma variedade da bactéria. Com Bti, Luna et al. (2004)
obtiveram um nGmero maximo de esporos de 2,2x10° ufc/mL utilizando o préprio

sobrenadante da fermentacé&o na composi¢cdo do meio.
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Figura 42 — Crescimento celular e esporulagdo obtidos na fermentacdo dos meios MAL3g
(m), MALso (m),MAL;5 (m) e MAL1oo (m). EL - Esporos Livres; CV - Células Vegetativas; CE -
Células Esporuladas; ET - Esporos Totais; CT - Células Totais.

A atividade biolégica é considerada o parametro mais adequado para avaliar o
desempenho de cultivos de Bt para a producao de inseticidas (Maldonado-Blanco et
al.,, 2003). Com relacdo a este parametro, 0s resultados mostraram que a
concentracdo de maltodextrina, e/ou a relacdo C:N, também afetaram a producéo de
toxinas pela bactéria (Tabela 20). Houve diferenca significativa, em nivel de
significancia de 5% pelo teste de Tukey, entre o valor de LCsy encontrado no meio
MAL3zo (2,19 mg/L) e os demais. Isto representa uma atividade toxica 6 vezes maior
gue a encontrada no meio MALs5 (LCso = 14,6 mg/L). Os meios MAL7s € MAL1qo, por
outro lado, apresentaram valores muito maiores de LCs5 (85,33 e 87,33,
respectivamente), sem diferenca significativa entre eles, demonstrando grande
repressdo da sintese de toxinas. Ghribi et al. (2007) mostraram que concentracdes
crescentes de carboidratos levam a repressao catabolica da sintese de toxinas por Bik,

evento que também é regulado pela natureza da fonte de carbono.
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Os resultados dos bioensaios foram também distintos dos obtidos por
Rodrigues (2009), que observou valores similares de LCso (8,0 mgiL,
aproximadamente) com concentragdes iniciais crescentes de ART. Os menores
valores de LCso encontrados no presente trabalho foram também inferiores aqueles
reportados por outros autores com emprego de diferentes meios: 0,02 mg/L, em meio
composto com sobrenadante da prépria fermentacdo (Luna et al., 2004); 0,22 mgl/L,
com extrato de batata (Poopathi e Kumar, 2003); 0,18 mg/L, em meio suplementado
com esterco de galinha (Poopathi e Abidha, 2007); 0,27 mg/L, com farelo de soja e
agua de maceracéo de milho (Maldonado-Blanco et al., 2003); 0,27 mg/L, em meio com
extrato de levedura e peptona (Prabakaran e Hoti, 2008). Diversos estudos mostram a
influéncia da relagdo C:N sobre os resultados deste processo fermentativo. Farrera et
al. (1998) verificaram maior producdo de uma das fracdes proteicas do cristal de B.t.
var. kurstaki com relacdo C:N de 7:1. Para Bti, Tockaer et al. (2006) observaram
maiores rendimentos das fracdes Cry4 e Cryl1l usando meio com relacdo C:N de 20:1.

Os resultados gerais obtidos neste grupo de ensaios levaram a constatacéo
de que diluicbes da solucdo osmoética de maltodextrina para obtencdo de
concentracfes de substrato acima de 50 g/L ndo sdo adequadas para 0 processo.
Apesar do desempenho satisfatério dos meios MAL7;s e MALigp com relacdo a
producdo de biomassa, constatou-se inibicdo do crescimento pelo substrato e
também grande repressédo dos processos de esporulacdo e sintese de endotoxinas.
Por outro lado, no meio com menor diluicio (MAL3,) obtiveram-se altas
concentracdes celulares e de esporos, além do menor valor de LCso. NO entanto,
apesar do meio MALso ter apresentado menor atividade toxica, os demais parametros
fermentativos, como Yxs, px € taxa de esporulacdo, foram elevados, tornando sua
formulacédo interessante para o processo fermentativo. Devido ao baixo consumo de
substrato (52,1%), porém, acreditava-se ser necessario suplementar o meio de
cultivo com nitrogénio, a fim de obter uma relacdo C:N mais conveniente. Este ajuste
poderia, eventualmente, influenciar também a atividade larvicida. Outra variavel
importante, o suprimento de oxigénio no meio de cultivo, considerado decisivo no

processo fermentativo com Bt, independente da subespécie empregada (Avignone-
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Rossa et al. 1992; Flores et al., 1997; Abdel-Hameed, 2001; Maldonado-Blanco et al.,
2003, Rowe et al., 2003; Sarrafzadeh e Navarro, 2006; Ghribi et al., 2007a), indicava
a necessidade de avaliar o novo meio em condi¢cdes mais adequadas de aeracéo, o

que serd apresentado no préximo item.

4.2.3 - Influéncia da suplementacao de nitrogénio organico sobre o crescimento
celular e a atividade toxica

Neste grupo de ensaios (Grupo F3) buscou-se avaliar de que forma a
suplementacdo do meio com nitrogénio organico, feita desde o inicio do cultivo, e 0
aumento da transferéncia de oxigénio, neste meio, afetariam o0s principais
parametros cinéticos, a esporulacdo e a sintese de toxinas pela bactéria. Conforme
as razdes relatadas anteriormente, optou-se por diluir a solucdo osmoética para obter
So em torno de 50 g/L. A formulacao testada foi denominada MALs02N, a qual tem o
dobro da concentracdo de extrato de levedura que a do meio MALsy. A fermentacéo
deste meio em condi¢Bes ndo limitadas em oxigénio (acima de 50%) foi analisada na
sequéncia e, apesar da mesma composicao, este meio foi denominado MAL502N(O5)
para facilitar a andlise.

Os principais parametros cinéticos e os dados relativos a esporulacdo e
sintese de toxinas nestes dois meios estdo apresentados na Tabela 21. A Figura 43
apresenta a cinética de crescimento celular e de consumo de maltodextrina em
funcédo do tempo. Em ambos os casos, os resultados obtidos com 0 meio MALso séo

também apresentados a fim de facilitar a comparagéao.
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Tabela 21: Resultados gerais obtidos no cultivo de B. thuringiensis var. israelensis nos meios
MALso, MALs02N € MAL5,2N(O,).

MALso MALso 2N MALs, 2N(O>)
t:(h) 23 29 24
tgr (h) 6 8 7
tym (D) 11 18 12
So (g/L) 49,9 54,0 52,9
AS, . (g/L) 14,2 45,4 34,3
AS;(g/L) 26,0 49,0 48,6
AX (g/L) 16,5 31,9 30,7
Yy (9/9) 1,16 0,70 0,90
px (g/L.h) 1,50 1,77 2,55
Hm (R 0,89 0,98 0,97
EL (ufc/mL) 2,30.10° 4,66.10° 3,15.10°
CV (ufc/mL) 4,78.10° 1,58.10° 7,50.10°
CE (ufc/mL) 2,92.10° 2,36.10° 4,37.10°
ET (ufc/mL) 5,22.10° 7,03.10° 7,52.10°
CT (ufc/mL) 5,70.10° 8,61.10° 8,27.10°
Tep (%) 91,61 81,60 90,93
LCso (Mg/L) 14,6% 69,62" 33,98°

t; - tempo final de fermentagéo; ty - tempo de formagdo de grumos; tx, - tempo para obtengéo da
maxima concentracao celular; ASy,, - substrato consumido até ty.,; AS; — consumo total de substrato;
AX - maxima concentragdo celular; Yy - fator de converséo de substrato em células, calculado em tyy,;
px - produtividade em células, calculada em tx,,; Um - maxima velocidade especifica de crescimento; EL
- nimero de esporos livres; CV - nimero de células vegetativas; CE - numero de células esporuladas;
ET - nimero total de esporos; CT- ndmero total de células; Tsp - taxa de esporulacdo; LCsg -
concentracdo necessaria para matar 50% das larvas de Ae. aegypti.



131

Verificou-se que, em comparacdo com o meio MALsy, 0 tempo total de
fermentacdo foi aumentado em 6 h no meio MALso2N. Entretanto, a concentragao
celular foi amplamente favorecida neste dltimo meio em funcdo da maior
concentracdo de nitrogénio, obtendo-se valor de AX muito superior (93%) que o
alcancado em MALsy. Todavia, como o tempo necessario para a obtencdo desta
concentracdo (txm) foi maior (18 h), a produtividade em células nao foi favorecida,
encontrado-se um valor de px ligeiramente superior (17%) ao de MALso. Além disso,
mesmo com aumento significativo da producao de biomassa neste meio, houve ainda
um residual de cerca de 9 g/L de maltodextrina no final do processo. Esse consumo
(91%) foi, no entanto, superior ao verificado no meio MALs (52,1%), comprovando a
inadequacado da relacdo carbono nitrogénio neste meio. Considerando-se que em
MALs02N a maior parte (84%) do substrato havia sido consumida até txqy,, 0 valor de
Yx/s encontrado neste ensaio foi 65% menor que o obtido em MALso.

A andlise das Figuras 43 e 44 evidencia que, em relacdo a MALsg, a maior
concentracdo de nitrogénio afetou o perfil cinético de crescimento em MAL502N, no
qual foram verificadas menores velocidades de crescimento nas primeiras 4 horas de
processo (Figura 45). A partir dai, houve um aumento das velocidades, que atingiram
valores maximos de, aproximadamente, 4,2 g/L.h em 8 horas, valores muito similares
aos verificados em MALso. As velocidades voltam a cair a partir deste ponto, fato
evidenciado também na curva de crescimento. As elevadas concentracdes de
nitrogénio no meio MAL5¢2N no inicio do cultivo ndo chegaram a afetar o valor de pp,

que foi, ao contrério, ligeiramente maior (0,98 h™) que em MALs, (0,89 h™).
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Figura 44 — Concentragao de células, em funcéo do tempo, na fermentacdo dos meios MALs,
(m), MAL5o2N (@) e MAL52N(O,) (A ) em biorreator de bancada.

O perfil do consumo de oxigénio durante a fermentacdo dos meios MALsy €
MALso2N esta ilustrado na Figura 46. Fica evidente que durante a fase exponencial
de crescimento as concentracdes de oxigénio dissolvido estavam, em ambos os
casos, acima da concentracdo critica para o microrganismo (Moraes et al., 1980;
Boniolo et al., 2012). No meio MALs02N, no entanto, os valores de OD chegaram a
zero logo apoOs a quarta hora, permanecendo neste patamar por mais 14 h, o que

possivelmente influenciou as velocidades de crescimento neste periodo.
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Figura 45 — Velocidades instantaneas de crescimento (dX/dt), em fun¢&o do tempo, na
fermentacdo dos meios MALs, (m), MAL5,2N (@) e MAL5,2N(O;) (A) em biorreator de
bancada.

A fase de crescimento vegetativo, que corresponde ao intervalo entre o inicio
do cultivo e o inicio da floculacdo da cultura (ty), teve 2 horas a menos que no meio
MALso. Por outro lado, a duragdo da fase de transicdo para a esporulacdo, que
consiste no intervalo entre ty e txm (Berbert-Molina et al., 2008) foi visivelmente mais
longa (10 h) em MALs5p2N. Com relacdo a esporulacdo, o nimero total de esporos no
meio MALso2N foi 34% maior que em MALsy. Mas, como o namero total de células
(CT) também foi muito superior (51%), a taxa de esporulacdo foi 12% menor neste
meio (Tsp=81,6%). A composicdo de MALsp2N parece ter afetado também o
processo de lise celular, uma vez que as mais altas concentracdes de esporos livres,

ao final do processo, foram observadas neste meio (Figura 47).
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Figura 46 — Concentracdo de oxigénio dissolvido, em funcdo do tempo, na fermentacdo dos
meios MALs, (m), MAL5,2N (@) em biorreator de bancada.

Em relacdo ao principal parametro do processo, verificou-se que apesar da
significativa diferenca na producéo de células e esporos, a atividade larvicida obtida

com o meio MAL502N (LCs50=69,62 mg/L) foi significativamente inferior aguela obtida
com 0 meio MALsg (LCs0=14,6 mg/L).
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Figura 47 — Crescimento celular e esporulagdo obtidos na fermentacdo dos meios MALsg (m),
MALg:2N (m) e MAL52N(O) (m). EL - Esporos livres; CV - Células vegetativas; CE - Células
esporuladas; ET - Esporos totais; CT - Células totais.

Além da relacdo C:N, a influéncia da fonte de nitrogénio empregada na
composicdo do meio, e sua concentracdo, sobre os diferentes aspectos do cultivo de
Bt, foi explorada em diversos trabalhos (Zouari e Joua, 1999; Sakisinchai et al., 2001;
Anderson e Jayaraman, 2003; Prabakaram e Balaraman, 2006; Ghribi et al., 2007;
Rodrigues, 2009; Tabuchi, 2103). O aumento da concentragcédo celular, com maiores
concentracbes de nitrogénio, em cultivos de Bti foi demonstrado por Rodrigues
(2009) na fermentacdo de meios formulados com solucdo de acucar invertido em
concentracdes proximas a 50 e 75 g/L. A adicdo de extrato de levedura no curso da
fermentacdo levou a um aumento de 29 e 42%, respectivamente, no valor de AX,
mas a atividade toxica foi seriamente comprometida. Por outro lado, Prakabaran e
Hoti (2008) verificaram que altas concentracdes iniciais de nitrogénio, na forma de
aminoacidos individuais e pequenos peptideos, favoreceram a producdo de

biomassa, a esporulacéo e a atividade toxica do meio fermentado com Bti. Anderson
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e Jayaraman (2003) testaram a influéncia de diferentes concentracdes da fonte de
carbono (glicose: 3,4, 18,7 e 34 g/L) e de nitrogénio (extrato de levedura: 1, 10,5 e 20
g/L) sobre o cultivo de Bt var. galleriae e concluiram que o efeito do aumento da
fonte de nitrogénio sobre a sintese de toxinas é mais acentuado que o da fonte de
carbono. Tabuchi (2013) verificou que Bti € capaz de crescer em meio contendo
extrato de levedo de cerveja na faixa de concentracéo de 20 g/L a 100 g/L, em meio
com glicerol, porém so6 produz toxinas quando as concentra¢cfes estdo na faixa de 10
g/L a 30 g/L. Para a variedade B. t. var. kurstaki, Ghribi et al. (2007) relataram
aumento de 7% na producdo de toxinas em meio contendo farinha de soja, amido e
diversos minerais. Prabakaran e Balaraman (2006) também verificaram, em
fermentacdo com Bti, que o uso de farinha de soja possibilitou a producéo intensa de
esporos e toxinas.

A analise dos efeitos da uma maior transferéncia de oxigénio (Figura 48) na
fermentacdo do meio enriquecido com nitrogénio (meio MAL5,2N(O>)) e evidenciou
uma melhora de varios parametros cinéticos e de outros aspectos importantes para a
viabilidade do processo. Comparando-se com os resultados obtidos com o meio
MALs02N, o tempo total de fermentacao foi reduzido em 5 h (Tabela 21). Nao houve
diferenca na concentracdo maxima de biomassa, mas esta foi obtida em um tempo
significativamente menor (6 horas), o que levou a uma produtividade em células
quase 45% maior. O consumo total de maltodextrina (92%) também foi maior,
restando cerca de 4 g/L no final do processo. Por outro lado, mesmo com menor
concentracdo de acucar consumida até txy, (70,6%), a maior concentracdo celular
neste periodo, em funcdo das mais altas velocidades de crescimento (Figura 45),
favoreceu o fator de converséao de substrato em células (Yxs), que foi 28% maior.

Valores analogos de pm (0,97 e 0,98 h™, respectivamente) foram medidos nos
dois ensaios, confirmando que no meio MALsp2N ndo havia limitagcdo de oxigénio no

inicio do cultivo.
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Figura 48 — Concentracdo de oxigénio dissolvido, em funcdo do tempo, na
fermentagdo do meio MALs02N(O;) em biorreator de bancada.

Avignone-Rossa et al. (1992) ndo verificaram diferencas na maxima
concentracdo celular em cultivos de Bti sob condicGes variaveis, mas nédo limitadas
de oxigénio. Por outro lado, Kraemer-Schfhalter e Moser (1996) observaram
diferencas na producdo de biomassa com concentracfes de oxigénio dissolvido
mantidas em 5, 26, 50 ou 70%. Da mesma forma, Boniolo et al., (2012) mostraram
gue o aumento da oferta de oxigénio para o meio, de 5 para 50%, levou a um ligeiro
aumento da concentracao celular no cultivo de Bti.

A fase de transicdo para a esporulacdo durou cerca de 5 h menos
MALs502N(O2) (Tabela 21), indicando a importancia de maiores concentragdes de
oxigénio na aceleracdo do ciclo celular, conforme relatado por outros autores
(Boniolo et al., 2012). Apesar disso, a producdo de esporos ndo foi aumentada neste

meio, resultando em taxa de esporulacdo apenas ligeiramente superior. A maior
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concentracdo de oxigénio no meio afetou, por outro lado, a lise celular, sendo
observado duas vezes mais esporos livres ao final do processo (Figura 47),
comportamento igualmente destacado por Boniolo et al. (2012).

A literatura destaca a alta dependéncia do processo de esporulacdo de Bt em
relacdo ao oxigénio. Flores et al. (1997) verificaram aumento linear da concentracao
final de esporos com o aumento de k a (coeficiente volumétrico de transferéncia de
oxigénio) na faixa de 180-570 h™* no cultivo de Btk HD73, tanto em escala laboratorial
qgquanto em grande escala. Para outra cepa (Btk BNS3), Ghribi et al. (2007hb)
verificaram que quanto maior a concentracdo de OD, maior a concentracdo de
esporos, independente do meio de cultura ou da concentragéo inicial da fonte de
carbono. A manutencédo de oxigénio em 50% da saturacdo durante todo o cultivo
também impactou positivamente a producao de esporos em cultivo de Bti em meio
com glicose, em comparacdo com concentracdes de OD de 5 ou 20% (Boniolo et al.,
2012). Resultado semelhante foi obtido por Kraemer-Schfhalter e Moser (1996) e
Avignone-Rossa et al. (1992) para Bti.

A maior transferéncia de oxigénio impactou significativamente a producdo de
toxinas em MAL52N(O;,), observando-se valor de LCsy duas vezes menor
(33,98 mg/L) que o verificado em MALsp2N. Por outro lado, ndo houve melhora da
atividade téxica em relacdo ao meio MALs (LCs0=14,6 mg/L). Este resultado sugere
que os efeitos positivos da maior disponibilidade de oxigénio ndo foram ainda
suficientes para contornar os efeitos aparentemente negativos ocasionados pela
maior oferta de nitrogénio organico para o cultivo.

Boniolo et al. (2012) verificaram LCso de 39,2 mg/L na fermentacdo de meio de
composicdo semidefinida, com 30 g/L de glicose, na qual a concentracdo de
oxigénio dissolvido foi mantida em 50%. Este resultado é equivalente ao obtido no
presente trabalho, apesar da diferenca na composicdo do meio. Os autores
verificaram, no entanto, que atividades toxicas ainda maiores (LC50=8,2 mg/L) podem
ser obtidas realizando-se o processo com 50% de OD até tx, € aumentado-a para
100% a partir dai até o final. Os efeitos advindos de um maior suprimento de

oxigénio sobre a sintese de toxinas por Bt foram também abordados em outros
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trabalhos, mostrando resultados contraditérios. Maldonado-Blanco et al. (2003)
obtiveram maior atividade téxica de Bti em processo em que os valores de OD eram
mantidos em 26% da saturacdo. Rossi (2012) concluiu que a melhor condi¢cdo de
fornecimento de oxigénio para a producdo de toxinas por Bti em meio contendo
glicerol como substrato € aquela em que os valores de OD sédo mantidos em 45% da
saturacdo durante toda a fermentacdo. Ghribi et al. (2007) observaram niveis de
toxinas até 45% maior no cultivo de Btk em meios mantidos com OD de 40 ou 60%,
em comparacao com OD de 80%. Por outro lado, Yezza et al. (2004) relataram que
valores de OD mais baixos (20-24%) implicaram em reducdo significativa da
toxicidade do meio fermentado com Bik.

Os resultados obtidos neste grupo de ensaios mostraram que, apesar da
maior concentracdo celular e de esporos, a diminuicdo da relacdo C:N no meio
(MALsp2N) ndo possibilitou uma melhora da atividade téxica em relacdo ao meio
original (MALsp). Por outro lado, quando o meio mais rico em nitrogénio € fermentado
em condi¢des nao limitadas em oxigénio durante todo o processo (MAL502N(Oy)), €
possivel aumentar em duas vezes a atividade téxica, mesmo com concentracdes de
células e esporos similares, demonstrando maior eficiéncia na sintese de proteinas
téxicas. Os dados confirmam a potencialidade de emprego de solucbes osmoticas de
maltodextrina para o0 processo, mas sugerem a necessidade de novos estudos no

sentido de maximizar a atividade toxica.



141

5 - CONCLUSOES

e Na faixa de concentracdo avaliada (20, 30 e 40 °Brix), solu¢cdes de sacarose
proporcionaram maior perda de 4gua, maior ganho de sélidos e maior reducéo de
massa nas amostras de abacaxi que solucbes de maltodextrina, em todas as
temperaturas testadas (30, 40 e 50 °C) . Mas, a menor relacdo &/o (0,6) foi obtida
com solucdo de maltodextrina na concentracdo de 20 °Brix e temperatura de 50
°C, sendo esta condicdo indicada como a melhor para o processo de

desidratacéo;

e Em solucbes de sacarose, sorbitol e frutooligossacarideo (30, 50 e 70 °Brix), a
desidratacéo realizada com solugbes a 30 °Brix e temperatura de 30 ou 50 °C
levou aos menores valores de 8/o. Como estes valores foram similares, a escolha

da solucdo dependera da aplicacdo esperada do produto final;

e Dentre as solu¢Bes osmdéticas avaliadas no processo fermentativo, a solu¢do de

maltodextrina mostrou grande potencial para o cultivo de Bti, ao contrario da
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solucdo de sorbitol, na qual o desenvolvimento do cultivo ficou muito

comprometido e a sintese de toxinas reprimida;

O meio com concentracdo de maltodextrina de 30 g/L possibilitou a obtencdo da
mais alta atividade téxica (LCs0=2,19 mg/L) dentre todas as formulacdes testadas.
Ajustando-se a relacdo C:N através da suplementacéo de nitrogénio desde o inicio
do cultivo, é possivel aumentar a concentracédo celular e de esporos em meio com
50 g/L de maltodextrina. Porém, a atividade toxica € significativamente diminuida
nestas condi¢cbes. Todavia, 0 aumento do suprimento de oxigénio para 0 meio,

possibilita um aumento de duas vezes na atividade toxica contra larvas de Ae

aegypti.
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