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RESUMO

SANDES, Jéssica Caroline Araujo Silva. Predi¢cdo microbiana em bebida e polpa de fruta
nao pasteurizadas e congeladas submetidas a condicGes abusivas de estocagem. 2024. 107p
Tese (Doutorado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2024.

As frutas apresentam grande importancia na nutricdo humana devido aos seus constituintes.
Elas contém A&gua, agUcares, fibras, sais minerais e componentes antioxidantes, como 0s
compostos fenolicos e vitaminas. Devido a alta perecibilidade dos produtos vegetais frente a
acdo do calor, das enzimas, do oxigénio, da luz, e, também, dos microrganismos, polpas e
bebidas a base de frutas podem ser expostas a condi¢des adversas, que afetam sua seguranca e
qualidade. Os microrganismos potencialmente patogénicos, como Escherichia coli, Salmonella
spp. e Listeria monocytogenes causadores de doencas alimentares, podem ser veiculados por
bebidas e polpas de frutas afetando negativamente a qualidade e a seguranca do produto. No
presente estudo, as bebidas e polpas de frutas conservadas somente por congelamento foram
avaliadas quanto a predicdo microbiana de tais patdgenos alimentares, utilizando como modelo
polpa de acai (Euterpe oleracea) e dgua de coco (Cocos nucifera L.). As analises de predicao
também foram aplicadas para verificar os perfis de crescimento e/ou inibicdo dos
microrganismos deteriorantes (bactérias aerobias mesofilas, bolores e leveduras). As bebidas e
as polpas de frutas foram analisadas, apds o armazenamento a -20 °C, sob temperatura de
refrigeracdo (5 °C) e temperaturas abusivas (10, 15 e 30 °C), de modo a estudar o efeito de
condigdes abusivas de estocagem no comportamento microbiano. A qualidade da polpa de agai
foi avaliada apds os abusos de temperatura em comparacdo com a polpa que nao sofreu
temperaturas abusivas de descongelamentos-recongelamentos. O estudo microbiolégico,
fisico-quimico e fitoquimico foram realizados na agua de coco e na polpa de acai durante nove
meses a -20 °C. Na &gua de coco, 0s patdgenos apresentaram comportamento de inibicdo a
5 °C, no entanto cresceram a 10 e 15 °C. Os microrganismos deteriorantes apresentaram curvas
de crescimento na agua de coco nas trés temperatudas avaliadas. Na polpa de acai, submetida a
ciclos de descongelamentos-recongelamentos ao longo do armazenamento, todos os
microrganismos avaliados mostraram comportamento de inibi¢do, exceto em uma amostra com
bactérias aerébias mesdfilas. E. coli foi 0 microrganismo que apresentou maior inibi¢do na
polpa de agai a niveis considerados seguros (> 5,00 log UFC.g}). Em relacdo a qualidade da
polpa de acai, as condicGes abusivas propiciaram alteragdes na concentragdo dos compostos
fitoquimicos e as antocianinas diminuiram (p < 0,01) cerca de 82% da concentracéo inicial. O
estudo microbioldgico revelou que todos os microrganismos estudados apresentaram
comportamento de inibi¢do a -20 °C em nove meses. Nessas condi¢des, a polpa de agai atingiu
niveis considerados seguros de inibicdo dos patdégenos E. coli, Salmonella spp. e L.
monocytogenes, porém o0 mesmo ndo foi visto na agua de coco. ApOS 0S nNove meses, as
concentragfes das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo
diminuiram (p < 0,01) cerca de 70% na polpa de acai congelada.

Palavras chave: Microbiologia preditiva. Seguranca dos alimentos. Frutas tropicais.
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ABSTRACT

SANDES, Jéssica Caroline Araujo Silva. Microbial prediction in unpasteurized and frozen
fruit pulp and beverage under abusive storage conditions. 2024. 107p Thesis (PhD in Food
Science and Technology). Instituto de Tecnologia, Departamento de Tecnologia de Alimentos,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropedica, RJ, 2024.

Fruits are of great importance in human nutrition due to their constituents. They contain water,
sugars, fiber, mineral salts, and antioxidant components, such as phenolic compounds and
vitamins. Fruit pulps and beverages can be exposed to adverse conditions, which affect their
safety and quality. This happens due to the high perishability of vegetal products against the
action of heat, enzymes, oxygen, light, and also microorganisms. Potentially pathogenic
microorganisms, as Escherichia coli, Salmonella spp. and Listeria monocytogenes cause
foodborne illnesses, can be transmitted by beverages and fruit pulps, degrading the quality and
safety of the product. In the present study, fruit beverages and pulps preserved only by freezing
were evaluated for microbial prediction of such food pathogens, using acai pulp (Euterpe
oleracea) and coconut water (Cocos nucifera L.) as models. Prediction analyses were also
applied to verify the growth and/or inhibition profiles of spoilage microorganisms (mesophilic
aerobic bacteria, molds and yeasts). The beverages and fruit pulps were analyzed, after storage
at -20 °C, under refrigeration temperatures (5 °C) and abusive temperatures (10, 15 and 30 °C),
in order to study the effect of abusive storage conditions in microbial behavior. The quality of
the acai pulp was evaluated after the temperature abuses in comparison with the pulp that did
not undergo abusive temperatures of thawing-refreezing. The microbiological,
physicochemical and phytochemical studies were carried out on coconut water and acai pulp
for nine months at -20 °C. In coconut water, the pathogens showed inhibition behavior at 5 °C,
but grew at 10 and 15 °C. The spoilage microorganisms showed growth curves in coconut water
at the three temperatures evaluated. In the acai pulp, subjected to thawing-refreezing cycles
throughout storage, all the microorganisms evaluated showed inhibition behavior, except in one
sample with mesophilic aerobic bacteria. E. coli was the microorganism that showed the
greatest inhibition in acai pulp at levels considered safe (> 5.00 log CFU.g?). Regarding the
quality of the acai pulp, the abusive conditions led to changes in the concentration of the
phytochemical compounds and the anthocyanins decreased (p < 0.01) by approximately 82%
of the initial concentration. The microbiological study revealed that all microorganisms studied
showed inhibition behavior at -20 °C in nine months. Under these conditions, the acai pulp
reached levels considered safe of inhibition of the pathogens E. coli, Salmonella spp. and L.
monocytogenes, but the same was not seen in the coconut water. After nine months, the
concentrations of the anthocyanins cyanidin-3-O-glucoside and cyanidin-3-O-rutenoside
decreased (p < 0.01) by around 70% in the frozen acai pulp.

Keywords: Predictive microbiology. Food safety. Tropical fruits.
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O inicio da tese constituiu de uma introdu¢do geral seguida de revisao bibliografica que
mostra um panorama sobre as bebidas e polpas de frutas ndo pasteurizadas e congeladas,
especialmente de frutas tropicais; a aplicacao da tecnologia de congelamento na conservagao e
como estratégia de reducdo microbiana em produtos de fruta; e também, a ferramenta de
microbiologia preditiva aplicada ao estudo.

A tese foi desenvolvida em quatro partes principais: determinagdo do tempo de
adaptacao (fase A) dos microrganismos potencialmente patogénicos na agua de coco nao
pasteurizada e congelada quando armazenada sob temperaturas de refrigeracdo e abusivas
(Capitulo I); avaliagao dos perigos microbianos em polpa de agai ndo pasteurizada e congelada
submetida a ciclos de descongelamento-recongelamento, sob armazenamento a -20 °C
(Capitulo II); avaliagcdo da qualidade da polpa de acai ndo pasteurizada e congelada submetida
a ciclos de descongelamento-recongelamento, durante armazenamento a -20 °C (Capitulo III);
e estudo microbioldgico, fisico-quimico e fitoquimico da dgua de coco e polpa de agai nao
pasteurizadas e congeladas (Capitulo IV).

O estudo do Capitulo I intitulado “Escherichia coli, Listeria monocytogenes and
Salmonella spp. behavior in coconut water after freezing, thawing and storage under normal
and abusive refrigeration conditions” teve como objetivo principal verificar o tempo de
adaptacdo de cada microrganismo avaliado sob diferentes temperaturas de armazenamento, a
5,10 e 15 °C, através da microbiologia preditiva, e a partir desses dados determinar a vida util
da 4gua de coco ndo pasteurizada e congelada.

O Capitulo II de titulo “Do temperature abuses along the frozen acai pulp value chain
increase microbial hazards?” focou em estudar os possiveis riscos dos microrganismos
potencialmente patogénicos em polpa de agai ndo pasteurizada e congelada quando submetida
a ciclos de descongelamento-recongelamento durante 90 dias por meio da microbiologia
preditiva.

O objetivo do Capitulo III intitulado “O efeito do descongelamento na qualidade da
polpa de acai congelada nao pasteurizada” foi avaliar a qualidade da polpa de agai nao
pasteurizada e congelada submetida a ciclos de descongelamento-recongelamento em
compara¢do com o controle que nao passou pelos ciclos de descongelamento-recongelamento
no mesmo periodo de 90 dias a -20 °C.

O Capitulo IV, que apresenta como titulo “Comportamento de microrganismos
endogenos e potencialmente patogénicos em agua de coco e polpa de acai ndo pasteurizadas e

congeladas”, estudou a seguranca e a qualidade da agua de coco e da polpa de acai ndo
Xii



pasteurizadas e congeladas armazenadas com microrganismos enddgenos e potencialmente
patogénicos durante 9 meses a -20 °C.

Por fim, a tese apresenta suas conclusoes gerais.

O Anexo I da tese ¢ a sintese do artigo “Do temperature abuses along the frozen agai
pulp value chain increase microbial hazards?” (Capitulo II) publicado na revista Foodborne

Pathogens and Disease em 2024.
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As polpas e bebidas de frutas prontas para o consumo tém sido uma alternativa para
quem busca praticidade. Paralelo a isso, o consumidor tem buscado hébitos de vida mais
saudaveis, que se verifica pelo crescente interesse nas caracteristicas nutritivas e funcionais dos
alimentos. O consumo de frutas com propriedades antioxidantes, além de propiciar uma dieta
nutricionalmente equilibrada, apresenta potencial de prevencdo de doencas cronicas nao
transmissiveis. Os compostos antioxidantes como os fendlicos (&cidos fenodlicos, flavonoides e
antocianinas), carotenoides e vitaminas (tocoferol e &cido ascorbico), e 0s sais minerais
(cofatores enzimaticos e de antioxidantes) podem contribuir para prevenir e minimizar os riscos
relacionados as doengas cronicas ndo transmissiveis, tais como as doengas relacionadas ao
coragdo (hipertenséo, aterosclerose e infarto), cancer, diabetes e outras doengas degenerativas
relacionadas aos processos oxidativos celulares.

Os frutos de acai (Euterpe oleracea) sdo conhecidos por seu alto teor lipidico (52,6%
em peso seco), composto majoritariamente por acidos graxos monoinsaturados, oleico (18:1,
56,2%) e palmitoleico (16:1, 4,3%). Além disso, a pequena fruta ¢ chamada de “superalimento”
devido a sua composicao fitoquimica. As antocianinas (especialmente, cianidina-3-glicosideo
e cianidina-3-rutinosideo), proantocianidinas, e outros flavonoides se destacam dentre o0s
compostos bioativos presentes. O acai é uma fruta de alto valor energético, de média a baixa
acidez, com pH entre 4,0 a 6,2. A agua de coco verde (Cocos nucifera L., 6 - 7 meses) é uma
bebida pouco caldrica (20 calorias/100 mL, em média), considerada de baixa acidez (pH 4,6 -
6,0), que contém ampla gama de sais minerais (potassio, calcio, sodio, fosforo, ferro, magnésio,
manganés, cobre e zinco, sendo o potassio presente em maior concentracdo) e acucares
redutores (frutose e glicose).

Embora as frutas tropicais como acai e coco sejam muito apreciadas, especialmente por
suas caracteristicas sensoriais e nutricionais, problemas relacionados a seguranca e a
manutencdo da qualidade de seus produtos podem ser limitantes. Como, por exemplo, as polpas
e bebidas de fruta que podem perder sua seguranca e qualidade intrinsecas.

Os microrganismos deteriorantes e potencialmente patogénicos, ao contaminar tais
matérias-primas, sdo capazes de deteriorar o produto e colocar em risco a saude de quem o
consome. Os microrganismos potencialmente patogénicos quando contaminam polpas e
bebidas de frutas, sendo veiculados por elas, podem causar doencas de transmisséo hidrica e
alimentar (DTHA). Muitos surtos alimentares relatados pela literatura estdo relacionados a
produtos de origem vegetal que, eventualmente, desde a colheita até o consumo ndo foram

corretamente manipulados, higienizados, acondicionados e/ou transportados.



Além da seguranca, as bebidas e polpas de frutas congeladas, ndo pasteurizadas e sem
conservantes devem manter a sua qualidade original, preservando seu valor nutricional e
sensorial. A preservacdo da qualidade dessas bebidas e polpas é importante, caso contrario
podem vir a perder seus gostos, aromas, e principalmente, compostos antioxidantes e nutrientes.
O processamento térmico de bebidas e polpas € comumente aplicado visando a preservacéo
desses produtos, prolongando seu tempo de vida Util e garantindo sua seguranca. Por outro lado,
€ um processo que pode afetar consideravelmente a qualidade nutricional do produto ou até
mesmo ocasionar a sua rejei¢do pelo consumidor.

A microbiologia preditiva, ciéncia que prevé o comportamento de microrganismos,
pode ser utilizada como uma ferramenta aliada a seguranca dos alimentos. Através de estudo
com teste-desafio, onde bebidas e polpas de fruta recebem concentracdes microbianas
previamente conhecidas e sdo submetidas as condicdes a serem estudadas, os resultados obtidos
poderéo ser analisados por modelagem preditiva. Dessa forma, o objetivo de observar como os
microrganismos se comportam quando expostos aos fatores intrinsecos e extrinsecos dos
alimentos sera alcancado. Os parametros intrinsecos de um alimento sdo sua atividade de agua,
acidez (pH), potencial de oxirreducdo, conservantes e seus nutrientes. Por outro lado, os fatores
extrinsecos sdo a temperatura, umidade e composi¢do gasosa do ar no qual o alimento esta
inserido.

O estudo de modelagem preditiva permite verificar por quanto tempo 0s
microrganismos selecionados permanecem em laténcia (fase Lag), ou seja, 0 tempo necessario
para adaptacdo do microrganismo ao ambiente até que se inicie a sua multiplicacdo, alem de
poder acompanhar o comportamento de crescimento, sobrevivéncia ou inibicdo de cada
microrganismo estudado. Dessa maneira, 0 tempo que assegura o consumo do alimento (vida
util) é descrito, e também niveis seguros de concentracdo microbiana podem ser conhecidos.
Estudos de modelagem preditiva microbiana em bebidas e polpas de frutas tropicais ndo
pasteurizadas e congeladas ainda s&o limitados. O presente estudo teve como foco elucidar tais
questdes utilizando a &gua de coco e a polpa de acai como modelos de bebida e polpa de fruta.

Diante do exposto, o0 estudo tem por objetivo principal modelar preditivamente
microrganismos potencialmente patogénicos na agua de coco e na polpa de acai nédo
pasteurizadas e congeladas, submetidas a condicdes abusivas de estocagem. Além disso, 0s
objetivos especificos sdo:

- Fazer a modelagem preditiva dos microrganismos patogénicos Escherichia coli,

Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, e também de deteriorantes, na agua de
3



coco ndo pasteurizada e congelada (-20 + 2 °C) quando armazenada a 5, 10 e 15°C
(manuscrito submetido ao Food Science and Technology International);

Fazer a modelagem preditiva dos microrganismos patogénicos Escherichia coli,
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, e também de deteriorantes, na polpa de
acai ndo pasteurizada e congelada, armazenada a -20 + 2 °C, submetida aos
descongelamentos a 5 e a 30 °C e recongelamentos sucessivos por quatro vezes,
simulando condicGes abusivas na estocagem em quatro elos da cadeia produtiva, i)
na agroindustria; ii) na distribuicdo; iii) na comercializacdo e iv) no ponto de
consumo (Artigo publicado no periddico Foodborne Pathogens and Disease);
Avaliar a qualidade da polpa de agai ndo pasteurizada e congelada, armazenada a
-20 £ 2 °C, submetida aos descongelamentos a 5 e a 30 °C e recongelamentos
sucessivos por quatro vezes, simulando condicdes abusivas na estocagem em
comparagédo ao controle ndo submetido aos descongelamentos;

Realizar o estudo microbiolégico dos microrganismos patogénicos Escherichia coli,
Salmonella spp. e Listeria monocytogenes, e também de deteriorantes, na agua de
coco e na polpa de acai congeladas e ndo pasteurizadas, armazenadas a -20 + 2 °C

por nove meses.
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1 SEGURANCA DO ALIMENTO E MICROBIOLOGIA PREDITIVA

As frutas e hortalicas apresentam elevado potencial de contamina¢do microbiana, iSSo
porque sdo expostas as diversas condi¢des de contaminagdo durante o crescimento, colheita,
distribuicdo e manipulacdo (ALEGBELEYE; SINGLETON; SANT’ANA, 2018). Em
alimentos frescos, que comumente sdo consumidos crus ou minimamente processados, uma
gama de microrganismos tem facilidade de se desenvolver e de estabelecer um potencial risco
a salde. Frutas acidas e ndo 4cidas ja tém sido descritas associadas aos surtos alimentares,
inclusive laranja e maca. No entanto, no trabalho de revisdo, Tribst, Sant'/Ana & Massaguer
(2009) afirmaram que o microbioma de frutas como o acai, por exemplo, ainda precisa ser mais
profundamente estudado, por apresentarem elevados teores de diversos compostos
antioxidantes.

De maneira geral, os alimentos frescos sdo altamente pereciveis e apresentam uma
rapida colonizacéo pelos microrganismos, e por isso tém uma curta vida Util. O uso de diversas
tecnologias possibilitou prolongar o tempo de conservacdo dos alimentos e adicionalmente
maximizou a seguranca dos alimentos. Uma grande vantagem na aplicacdo de tecnologias em
produtos frescos é o aumento da redugcdo da taxa de crescimento populacional e o
prolongamento da fase Lag, e até mesmo a inibicdo microbiana (MCMEEKIN et al., 2008).

As bactérias patogénicas Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes,
frequentemente, sdo mais estudadas por estarem relacionadas aos surtos alimentares
(ALEGBELEYE; SINGLETON; SANT’ANA, 2018; CDC, 2024), e especialmente em sucos
de frutas &cidas ou ndo-4cidas (TRIBST; SANT’ANA; MASSAGUER, 2009). Esses patogenos
sdo considerados pela Agéncia Reguladora de Alimentos dos EUA (FDA) como patdgenos-
alvo de bebidas de frutas (FDA, 2018). Os sucos de frutas acidas e ndo-acidas podem propiciar
condicBes para a sobrevivéncia, e também crescimento de patdégenos de origem alimentar,
colocando em risco a seguranga do produto. A acidez das frutas € uma barreira importante
contra o crescimento microbiano, mas nem sempre para sua sobrevivéncia. Isso ira depender
do microrganismo e da sua adaptacdo frente ao estresse, incluindo sua resisténcia ao ambiente
acido (TRIBST; SANT’ANA; MASSAGUER, 2009). A recomendagdo da FDA, quanto a
andlise de perigos e pontos criticos de controle (APPCC), considera que os sucos devem ser
tratados para atingir uma reducdo minima de 5 Log da concentracdo de patogenos. Ou seja,
reduzir 100.000 vezes a contagem do microrganismo mais resistente de importancia a saude

publica (microrganismo-alvo) que possa ocorrer no suco de fruta (FDA, 2018).



Elias, Decol & Tondo (2018) relataram, em um artigo de reviséo, surtos alimentares no
Brasil entre os anos 2008 a 2014 associados a frutas e vegetais. As doencas transmitidas por
alimentos (DTA) ocorreram, com maior frequéncia, por Salmonella (30% dos surtos) e, numa
terceira colocacdo, por E. coli (responsavel por 10% dos surtos).

A Escherichia coli € um microrganismo entérico, adquirido pela ingestdo de alimentos
ou agua contaminados por excre¢des animais e humanas. Ela € uma bactéria que faz parte da
microbiota intestinal de humanos e animais de sangue quente. Por isso, alimentos contaminados
por E. coli sdo indicativos de falta de higiene e saneamento. Pertencente a familia
Enterobacteriaceae, apresenta a capacidade de sobreviver no limen do trato gastrointestinal e,
comumente, esta associada aos surtos alimentares (CDC, 2024). A cepa O157:H7, inclusive,
apresenta tolerancia as matrizes acidas (TRIBST; SANT’ANA; MASSAGUER, 2009). A E.
coli é uma bactéria considerada de facil desenvolvimento, principalmente nas regides tropicais
onde a temperatura ambiente atinge 30 °C. A bactéria é anaerdbia facultativa, apresenta melhor
desempenho em condi¢des mesofilas, com étimo de crescimento a 36 °C, mas também pode
tolerar temperaturas superiores de até 45 °C. De modo geral, uma alta dose infectiva (10° — 108
UFC.g! ou mL™) se faz necessaria para que ocorra uma intoxicagéo alimentar por E. coli, com
excecdo da E. coli enterohemorragica (LEVINSON et al., 2022).

A Salmonella spp. é também um microrganismo entérico da familia Enterobacteriaceae
que sobrevive no trato gastrointestinal de animais e esta, frequentemente, associada aos surtos
alimentares. A contaminacdo por Salmonella sp., comumente, origina-se de alimentos crus de
origem animal, que pode contaminar alimentos frescos através das mas préaticas de manipulagédo
ou mesmo por manipulacéo cruzada. Assim como a E. coli, cresce bem em condi¢des mesofilas
com 6timo entre 35 a 37 °C, é anaerobia facultativa, porém difere da E. coli em ndo fermentar
a lactose. A Salmonella sp. é uma bactéria que apresenta baixa resisténcia a alta acidez, com
facil adaptacdo em pH entre 4,5 a 9,3. As espécies de Salmonella spp. apresentam tolerancia ao
congelamento. Ela é capaz de crescer em ambientes com atividade de agua superior a 0,93. Em
caso de febre tifoide, uma baixa dose infectiva (10> UFC.g" ou mL™) pode ocasionar uma
infeccdo por Salmonella Typhi, enquanto que para uma salmonelose uma alta dose infectiva
(10° UFC.g* ou mL™?) de Salmonella spp. é necessaria para instalar a doenca (ARCHER, 2004;
ASAE, 2007; LEVINSON et al., 2022).

A Listeria monocytogenes é um microrganismo de preocupacao em saude publica por
ser um patdgeno presente em todos os ambientes. Ela é considerada uma bactéria ubiqua, ou

seja, presente no ar, na agua e, principalmente, no solo. Por ser um microrganismo psicrotrofico,
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pode se multiplicar em temperaturas que variam de 0 a 45 °C, inclusive se desenvolvem sob
refrigeracdo (0 — 7 °C), apesar de ndo ser o 6timo para seu crescimento. A faixa de pH de
crescimento de L. monocytogenes é ampla, podendo crescer em baixo pH, mas também em pH
mais &cido (4,0 — 9,5). Além disso, 0 patdgeno consegue se desenvolver em alimentos com
atividade de &gua superior a 0,90 (JAY; LOESSNER; GOLDEN, 2005). A dose infectiva de L.
monocytogenes € baixa, 10? a 10° UFC.g™* ou mL™, podendo causar de desinteria a meningite,
ou até mesmo o aborto em gestantes (LEVINSON et al., 2022). Os grupos de risco mais
susceptiveis a patogenia por L. monocytogenes incluem os recém-nascidos, gestantes,
Imunocomprometidos e idosos.

A FDA afirma que o sistema imunoldgico da maioria dos individuos dribla os efeitos
das doencas transmitidas por alimentos, porém criancas, idosos, mulheres gravidas e pessoas
com imunossupressao ou imunodeficiéncia (como pacientes transplantados e individuos com
HIV/AIDS, cancer ou diabetes) correm o risco de adquirir doencas graves ou até perderem suas
vidas por beberem sucos ndo tratados (FDA, 2015).

No cenario atual, torna-se desafiador aliar a qualidade nutricional e sensorial de bebidas
e polpas de frutas frescas com a seguranca microbiolégica. Isto é, considerando o alto potencial
de contaminacao por microrganismos deteriorantes e patogénicos em frutas, desde o cultivo até
0 consumo do produto final. Para tal, a microbiologia preditiva se torna uma ferramenta
essencial para desvendar o perfil dos microrganismos nos alimentos.

A microbiologia preditiva traduz o comportamento dos microrganismos frente aos
fatores intrinsecos e extrinsecos do alimento em modelos matematicos, a fim de prever o
comportamento microbiano (crescimento, sobrevivéncia ou inibigdo) sob variadas condic¢des
(LEE et al., 2022). O estudo da microbiologia preditiva pode ajudar na otimizacéo dos sistemas
de conservacao, na previséo e na descri¢cdo do comportamento de contaminantes nos produtos.
Os modelos preditivos para patdgenos sdo utilizados como ferramentas de gerenciamento de
risco pelas industrias alimenticias (JUVONEN et al., 2011).

Segundo McMeekin et al. (2008), os modelos microbioldgicos preditivos permitem
interpretar o efeito das praticas de processamento, distribui¢do e armazenamento & medida que
microrganismos crescem ou morrem, ou Seja, 0 comportamento microbiano é previsivel
baseado nas medidas dos parametros ambientais. Um pardmetro muito importante, por
exemplo, é a temperatura, j& que esta pode afetar estritamente a dindmica do crescimento
microbiano (THOMAS; TIWARI; MISHRA, 2019).



Diversos sdo os modelos matematicos aplicados a fim de estudar o comportamento dos
microrganismos. Os modelos matematicos desenvolvidos por Baranyi-Roberts, Gompertz e
Log logistic sdo os que melhor se aplicam ao crescimento dos microrganismos; 0s modelos
matematicos ndo-lineares se aplicam as curvas de sobrevivéncia; enquanto que os modelos
Weibull, Log linear com ombro ou cauda e bifasico, comumente, estudam as curvas de inibigdo
(VAN BOEKEL, 2008).

A microbiologia preditiva descreve de forma quantitativa o efeito dos fatores intrinsecos
e extrinsecos através dos parametros cinéticos dos modelos utilizados. De maneira geral, 0s
parametros que avaliam o crescimento microbiano s&o: (i) duracdo da fase Lag (L) — tempo
necessario a adaptacdo do microrganismo ao ambiente até que se inicie a sua multiplicagdo; (ii)
taxa maxima de crescimento especifico (umax) — velocidade em que a populagéo se duplica
dentro da fase exponencial; e (iii) densidade populacional maxima de crescimento (k) — maior
contagem microbiana verificada na fase estacionéria. Por outro lado, os principais parametros
cinéticos relacionados a inibicdo microbiana sao: (i) valor delta (0) — tempo da primeira redugéo
decimal; e (ii) valor de p — corresponde a curvatura de inativacao, se ascendente ou descendente
(BARANYI; ROBERTS, 1995; GONZALEZ; HANNINEN, 2012; MAFART et al., 2002;
OLIVEIRA et al., 2013).

Os dados preditivos da microbiologia dos sucos de frutas se fazem necessarios, tendo
em vista que os bancos de dados preditivos on-line como o ComBase ainda apresentam
respostas limitadas de predicdo aos microrganismos nocivos (TRIBST; SANT’ANA;
MASSAGUER, 2009).

2  BEBIDAS E POLPAS DE FRUTA NAO PASTEURIZADAS E CONGELADAS

A diversidade das frutas apresenta uma gama de constituintes essenciais capazes de
preservar a saude humana contra as doencas crdnicas ndo transmissiveis. As frutas sao
constituidas por macronutrientes, principalmente acucares e fibras, e uma gama de
micronutrientes como 0s sais minerais, 0s compostos fenélicos e as vitaminas. Contudo, ap6s
a colheita, se faz necesséria a conservacao desses frutos para serem bem aproveitados, devido
a sua alta perecibilidade. Na grande maioria, os surtos alimentares através de frutas e vegetais
acontecem devido as formas inadequadas de armazenamento e manuseio dos produtos (ELIAS;
DECOL,; TONDO, 2018).



Com o objetivo de se garantir a qualidade e o prolongamento da vida til das frutas, a
técnica de congelamento pode ser aplicada para a preservacdo do produto. O processo por
congelamento € um método de conservacéo, aceito pelos consumidores, pois permite armazenar
a longo prazo as frutas e seus produtos, e também apresenta um impacto menor na qualidade
dos produtos. Nas frutas, além de ser aplicada a fim de conservar os nutrientes (mantendo gosto
e aroma do fruto fresco), é também uma técnica que sustenta a comercializa¢do na entressafra
das frutas. Essa técnica pode ser realizada nas frutas processando-as na forma de polpas
congeladas ou mesmo em bebidas de frutas congeladas.

Na industria, o processamento da polpa de fruta congelada é realizado por meio das
seguintes etapas de processos: recepcao e pesagem; selecdo, lavagem e enxague; descascamento
e corte; despolpamento; acondicionamento e envase; congelamento; e armazenamento. Logo
apos a etapa de envase (embalagens de 100 mL ou 1 L sdo mais usuais), as polpas precisam ser
imediatamente congeladas para preservacdo das caracteristicas originais da fruta, a fim de
assegurar a qualidade e a seguranca do produto. Para o congelamento podem ser utilizadas
camaras de congelamento ou freezers domésticos. As polpas precisam ser mantidas congeladas
até o momento do consumo, recomendando-se armazenamento sob temperaturas entre -18 °C
a-22 °C (MATTA et al., 2005). As outras etapas da cadeia de frio das polpas de frutas, apos o
congelamento e o armazenamento, compreendem a distribuicdo, a comercializacéo e o ponto
de venda.

As polpas de frutas congeladas sdo produtos altamente comercializados e utilizados,
principalmente, como ingredientes no preparo de outros produtos tais como derivados lacteos,
sorvetes/sorbets, doces e bebidas de frutas. Contudo, se essas polpas de frutas forem
manipuladas e armazenadas de forma inapropriada pelo consumidor final ou pela inddstria,
podem também ser consideradas como um 6timo substrato para o desenvolvimento de
microrganismos, que além de deteriorarem o produto podem causar danos a salde do
consumidor.

O crescimento de microrganismos associado a agao enzimatica, principalmente pelo alto
teor de agua das frutas, sdo responsaveis por alteracfes de cor e o aparecimento de sabor
alterado ou nédo caracteristico na polpa, caso esta ndo seja congelada imediatamente apds o
processamento. Também deve-se levar em consideracdo que bebidas e polpas de frutas com
baixa acidez (pH > 4,6) precisam ter uma maior atencdo quanto a seguranga microbiologica, ja
gue os produtos de baixa acidez propiciam um ambiente mais favoravel ao desenvolvimento de

microrganismos e sdo a causa da maioria dos surtos de DTA (FDA, 2018; JUVONEN et al.,
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2011). No Brasil, a pasteurizacdo das polpas de frutas ndo € obrigatéria, segundo a legislacdo
(BRASIL, 2018).

O estudo de Gomes et al. (2021) apresenta dados criticos acerca da falta de padronizacao
microbioldgica das polpas de frutas congeladas comercializadas no nordeste brasileiro. Os
resultados de contaminagéo das polpas de frutas congeladas sdo consequentes da falta de boas
praticas agricolas e boas préticas de fabricagdo, caréncia de infraestrutura adequada e falha na
fiscalizacdo regular por 6rgaos competentes, especialmente em locais de producéo artesanal.

Um surto ocasionado por polpa de fruta foi notificado numa casa de repouso em Minas
Gerais (2013), onde dez pessoas, com 20 anos ou mais, apresentaram intoxicacdo por
Salmonella Enteritidis, sendo cinco hospitalizadas (ELIAS; DECOL; TONDO, 2018). Outros
surtos ocasionados pela contaminacgéo de frutas, produtos de frutas e similares também foram
notificados entre os anos 2000 a 2022 no Brasil, sendo 36/103 de origem bacteriana causadas
pelos agentes E. coli, Salmonella spp., coliformes fecais, Staphylococcus aureus, Bacillus
cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Aeromonas spp. e Campylobacter spp.
(BRASIL, 2023).

A tecnologia de congelamento tem por efeito imobilizar as moléculas de agua (formacéo
de cristais de gelo) e preservar a matriz alimentar em baixas temperaturas. O armazenamento
sob congelamento reduz a cinética de crescimento microbioldgico e aumenta a inibicdo dos
processos metabolicos pos-colheita, como 0s processos oxidativos e enzimaticos, e assim
preserva a qualidade original das frutas (NERI et al., 2020). No entanto, € um processo que
pode manter a viabilidade de microrganismos patogénicos. Os sorvetes, em especial 0s caseiros,
tém sido historicamente relacionados como veiculo de DTA (ARCHER, 2004). Certamente
que, nos casos de surtos de alimentos congelados, determinados patdgenos nao séo destruidos
pelo congelamento, ou mesmo, uma quantidade minima suficiente desses microrganismos
permanece viavel para desencadear ameagas a salde.

Outra questao a ser considerada é a composicdo da matriz alimentar, que pode afetar a
capacidade de sobrevivéncia de microrganismos durante o armazenamento sob congelamento.
Isso porque, crioprotetores (gordura do leite, glicerol, lactose e caseina, por exemplo) podem
estar presentes conferindo resisténcia de sobrevivéncia do microrganismo frente ao
congelamento (ARCHER, 2004).

Por outro lado, sob o efeito do congelamento, as celulas microbianas podem sofrer
injarias. Quando as moléculas de &gua da matéria-prima passam para o estado sélido, os solutos

se concentram na fracdo ainda descongelada. Por osmose, a dgua presente nas células
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microbianas tende a migrar para 0 meio mais concentrado, provocando o rompimento das
células dos microrganismos (ARCHER, 2004). J& a incorporacdo de aditivos as polpas de fruta,
bem como acucares, pode influenciar em alteragdes na disposicdo das moléculas de agua no
estado cristalino. Essa € uma estratégia utilizada, a fim de minimizar os danos ocasionados pelo
efeito do congelamento e descongelamento, protegendo contra os efeitos deletérios do
descongelamento de polpas (CONCEICAO et al., 2012).

A taxa de resfriamento, a temperatura de armazenamento, a composic¢ao da matriz e o
estado de viabilidade do microrganismo sdo fatores que podem afetar a sobrevivéncia de
microrganismos congelados e posteriormente descongelados. Além disso, os cristais de gelo
formados durante o descongelamento (processo de recristalizacao) e o estresse oxidativo podem

exacerbar os danos aos microrganismos (ARCHER, 2004).

2.1 Agua de coco

O coqueiro (Cocos nucifera L.), originario do Sudeste da Asia, é uma das palmeiras
mais importantes do Brasil (PENHA; CABRAL; MATTA, 2018). Essa palmeira ¢ amplamente
cultivada em diversas regides do planeta, incluindo a Africa Ocidental e Oriental, 0 Sudeste
Asiético, as llhas do Pacifico e as Américas do Norte, Central e do Sul, que produzem cerca de
61 milhdes de toneladas de coco anualmente (IGNACIO; MIGUEL, 2021). O coco é formado
por albumen liquido ou endosperma liquido (agua de coco), albimen so6lido ou endosperma
(améndoa), endocarpo (coque), mesocarpo (fibras grossas) e exocarpo (casca externa)
(PRITHVIRAJ et al., 2021). Existem trés variedades de coqueiro: o0 ando (altura entre 5 a 18
m), o gigante (altura de 15 a 24 m) e o hibrido (IGNACIO; MIGUEL, 2021). Em virtude da
alta demanda de agua de coco, os frutos dos coqueiros andes tornaram-se 0s mais interessantes
para a industria brasileira (ARAGAO, 2002).

O coco verde para extracdo do albumen liquido entre o 6° e 7° més de idade € o0 mais
importante comercialmente, pois contém um maior volume de &gua, e sensorialmente possui as
melhores caracteristicas, como sabor adocicado superior (ARAGAO, 2002; ARAGAO:;
RAMOS; HELVECIO, 2003). A 4gua de coco verde representa cerca de 25% do peso total do
fruto (NAIK et al., 2020). A bebida é considerada refrescante, adocicada e nutritiva, retirada
diretamente do interior do fruto (PRADES et al., 2012).

A 4gua de coco contem consideravel teor do mineral potéssio e agucares, mas também

outros sais inorganicos, vitaminas, proteinas, aminoacidos, enzimas, lipideos e cinzas. Dentre
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0s minerais presentes na dgua de coco, além do potéssio, encontram-se cloro, sodio, fésforo,
magnésio, célcio, enxofre, ferro, zinco, manganés, cobre, aluminio, boro e selénio. Os
principais agucares que conferem docgura a agua de coco verde sdo glicose, frutose e sacarose,
e em menores concentracfes o sorbitol, a galactose, xilose e manose. As vitaminas acido
ascorbico (C), tiamina (B1), riboflavina (B2), niacina (B3), &cido pantoténico (B5), piridoxina
(B6), biotina (B7) e acido folico (B9) também estdo presentes no endosperma liquido, contudo
em baixas concentracfes (NAIK et al., 2020; PRADES et al., 2012; WU et al., 2021; YONG et
al., 2009). Compostos fitoquimicos com acéo antioxidante também foram encontrados na agua
de coco, tais como polifendis, flavonoides, alcaloides, fitatos e taninos (AKPRO et al., 2019).

A &gua de coco fresca tem se popularizado por suas caracteristicas nutricionais e alto
potencial de reidratacdo. Mundialmente, o0 mercado da dgua de coco tem sido crescente, pois a
bebida é uma alternativa saudavel em comparacdo aos refrigerantes e sucos caléricos. Dados
de 2017 a 2020 (ABIR, 2022) mostram que a producdo de dgua de coco no Brasil aumentou de
forma crescente (aumento de 6,4% - 8,0% ao ano) e atingiu 170.433 milhdes de litros de agua
de coco produzidas em 2020. O consumo da agua de coco pelos brasileiros também se mostrava
ascendente e em 2020 o consumo cresceu 7,2% em relacdo a 2019 (ABIR, 2022). Em relagéo
a saude, a agua de coco ajuda na reducgdo da pressao arterial elevada, previne o dano oxidativo
celular, ajuda na reidratagdo e performance fisica. Além disso, alguns efeitos sdo atribuidos a
bebida tais como acgdo anti-inflamatoria, antidiabética, antiobesogénico e antitumoral
(CODJOE; DEBRAH; OSEI-ASARE, 2021; PRADES et al., 2012).

Apesar de todos os beneficios de saudabilidade da agua de coco, o limitado tempo de
vida util do produto se torna um obstaculo. O endosperma liquido originalmente é uma bebida
estéril e segura dentro da cavidade interna do coco (NAIK et al., 2020). O fato de ser uma
bebida com alta atividade de &gua (0,98), baixa acidez (pH 4,0 - 6,5), presenca de agUcares e
uma gama de sais minerais, pode proporcionar condi¢fes altamente favordveis para o
crescimento de microrganismos deteriorantes, e também patogénicos, em um tempo muito mais
curto apos ser extraida do fruto (AZRA et al., 2021; BRASIL, 2020; SOARES et al., 2017).

Além das questdes de seguranga, quanto a qualidade da bebida, um estudo de anélise
metabolémica da agua de coco imatura mostrou que essa pode ser preservada até apenas uma
semana a 4 °C, ap0s ser extraida do fruto. As analises revelaram que o metabolismo dos
aminoacidos presentes na agua de coco sd80 0S principais responsaveis em promover a

deterioracdo da qualidade do produto (ZHANG et al., 2020). Outra questdo limitante para a
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qualidade da agua de coco é a presenca de enzimas associadas a alteracao de cor e sabor, como
as polifenoloxidases (PPO) e peroxidases (POD) (PRITHVIRAJ et al., 2021).

No que diz respeito a seguranca da bebida, os frutos de coco precisam ser devidamente
sanitizados e manipulados com boas préticas antes de extrair a 4gua (WALTER et al., 2021),
pois a contaminacdo da agua de coco pode ser proveniente da superficie do coco sem
higienizacdo adequada, ou de equipamentos e utensilios, ou mesmo das mas préaticas de
manipuladores e do ambiente.

No Brasil, comumente, a bebida ndo pasteurizada é vendida por ambulantes nas regides
litoraneas e também no transito de calor intenso, seja no fruto ou envasadas em garrafas sem
rotulo, ou mesmo em copos descartaveis. O controle da temperatura, comumente, ndo é
monitorado e a bebida acaba ficando exposta as temperaturas abusivas que podem favorecer a
multiplicacdo microbiana (WALTER; KUAYE; HOORFAR, 2014). Estudos sobre a venda de
4gua de coco por ambulantes mostram essa situacdo no Brasil e também em Gana/Africa
(AWUA,; DOE; AGYARE, 2012; CARVALHO et al., 2012; CODJOE; DEBRAH; OSEI-
ASARE, 2021; SOARES et al., 2017). Codjoe, Debrah & Osei-Asare (2021) observaram que a
pos-colheita, a comercializacdo e as atividades de servico dos vendedores de coco foram
identificadas como uma grande ameaca a seguranca da dgua de coco no municipio Juaben Sul
em Gana.

Uma 4gua de coco contaminada com acido 3-nitropropiénico produzido pelo fungo
Arthrinium saccharicola levou a morte de um homem na Dinamarca (BIRKELUND et al.,
2021). Contudo, a maioria dos surtos relacionados ao fruto coco estdo associados aos seus
produtos. Como o0s casos por Burkholderia gladioli patogénico cocovenenans em cocCO
fermentado (tempe bongkrek) (HAN et al., 2023), por Salmonella em coco dessecado (Reino
Unido, 1999) e em coco pré-fatiado (EUA e Canada, 2017), inclusive Salmonella Newport em
coco ralado congelado (EUA, 2017), e também Salmonella Typhimurium em coco seco em
flocos (EUA, 2018) (OBENHUBER, 2020).

Estudos sobre a microbiologia preditiva da agua de coco, mais especificamente sobre a
inibicdo microbiana, tém sido realizados nos Gltimos anos. Porém, séo estudos onde os efeitos
das tecnologias térmicas ou nao-térmicas aplicadas a bebida sdo analisados e observados,
visando prolongar o tempo de vida Gtil do produto e garantir a sua seguranca (BERISTAIN-
BAUZA et al., 2018; MAGULURI et al., 2021; PREETHA et al., 2021; VONGLUANNGAM;
TOCHAROENVANITH; ASSATARAKUL, 2021). Até entdo, somente dois estudos foram

encontrados sobre a microbiologia preditiva de crescimento de Listeria monocytogenes
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analisada em &gua de coco in natura sob as temperaturas de 4, 10 e 35 °C por Walter et al.
(2009), e a 4, 17, 30 e 35 °C por Aba et al. (2021), porém sem a aplicacdo da tecnologia de

congelamento.

2.2 Polpa de acai

O acai (Euterpe oleracea) € um fruto nativo da regido Amazonica da América do Sul e
de algumas ilhas do Caribe. O consumo do acai foi impulsionado na década de 1990 pelo fato
do fruto apresentar uma alta capacidade em eliminar radicais livres devido & sua atividade
antioxidante. No estado do Pard, o cultivo, o consumo e a distribui¢do do acai sdo vastos. Os
dados mostraram que mais de 120.000 toneladas do fruto eram destinados a producédo de sua
polpa no Pard (SCHAUSS, 2015). A polpa do fruto acai representa uma importante fonte de
renda na Regido Norte, pois é a base da culinaria e 0 complemento alimentar mais importante
para as populagdes locais.

O acai, ap6s a debulha das bagas dos pequenos frutos, apresenta, naturalmente,
contaminacdo bacteriana. Na Regido Amazonica, o transporte dos frutos de acai, muitas vezes
acontece em pequenas embarcacdes onde os frutos sdo estivados dentro ou fora de pordes
(AGUIAR; MENEZES; ROGEZ, 2013). O tempo deste transporte pode perdurar longas horas
ou ate dias.

A contaminacdo pos-colheita é alta e € um fato que deve ser considerado. A contagem
microbiana no fruto acai pode estar entre 10° a 108 UFC.mL™* e pode atingir 10° UFC.mL?,
caso ndo seja processado em até 40 horas (TRIBST; SANT’ANA; MASSAGUER, 2009). Em
funcdo disso, Aguiar, Menezes & Rogez (2013) simularam o transporte de agai, por 27 horas,
em caixas de isopor fechadas e também cestos abertos antes do processamento da fruta. O
resultado foi que os frutos de acai sofreram fermentacéo espontanea (alcodlica, acética e lactica)
nos dois tipos de transporte, com predominancia de bactérias acido-lacticas no sistema fechado.
Apesar do fruto agai ser ndo-climatérico, o acondicionamento de toneladas de acai, durante
horas de transporte por navegagdo em sistema fechado favorecem os processos fermentativos
espontaneos, tornando o ambiente progressivamente anaerobio.

Um outro agravante, em termos microbiologicos, é a dgua utilizada para a lavagem dos
frutos, pois grande parte da regido amazoénica nao tem agua potavel. A Regido Norte detém os
piores indices de saneamento no quadro nacional, com registro do maior indice de perda de

distribuicdo de agua potével, resultando numa perda superior a 50% (INSTITUTO TRATA
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BRASIL, 2022). O resultado é a comercializacdo de frutos de acai contaminados para serem
processados. A &gua ndo tratada pode carrear bactérias mesofilas, bolores e leveduras,
coliformes fecais, inclusive E. coli, e também Salmonella spp.

A comercializacao do acai in natura se torna inviavel devido a perecibilidade dos frutos,
assim a polpa é considerada um produto mais seguro e que pode manter as caracteristicas
nutricionais originais. A polpa de acai € obtida a partir da maceragéo dos frutos em &gua, batidos
em despolpador, com a finalidade de separar a polpa das sementes. O fruto do acai é composto
por 10% de polpa e casca, e cerca de 90% de sementes. O produto obtido € um creme macio e
espesso de cor roxo intensa, podendo ser consumido de imediato ou utilizado como ingrediente
para preparos alimenticios, como smoothies, sucos, sorvetes, geleias, energéticos e bebidas
isotonicas.

O contetdo mais expressivo da polpa de acai é de lipideos (52,6% em peso seco,
especialmente os acidos graxos monoinsaturados), e de proteinas (8,1% em peso seco)
(ALNASSER; MELLOR, 2022). Os compostos bioativos como antocianinas (especialmente,
cianidina-3-glicosideo e cianidina-3-rutinosideo), proantocianidinas, carotenoides e outros
flavonoides também compdem a polpa da fruta. Em sua composicdo, contém também, em
baixos teores, minerais como célcio e ferro, além de fibras alimentares (ALNASSER;
MELLOR, 2022; COPETTI et al., 2022). A polpa de acai apresenta um alto valor energético e
0 pH esta entre 4,0 a 6,2 (BRASIL, 2018).

A presenca de uma gama de compostos fitoquimicos no acai demonstra que o0 seu
consumo pode contribuir para o beneficio da salude do consumidor. Atividades anti-
inflamatoria, antioxidante, anticancerigena e neuroprotetoras (inclusive antidepressiva e
anticonvulsivante) ja foram demonstradas na literatura cientifica (ALNASSER; MELLOR,
2022).

Processar os frutos de agai na forma de polpa € uma das formas mais viaveis de preservar
a qualidade e seguranca do produto devido as condic¢des pds-colheita e sua alta perecibilidade,
como destacado anteriormente. Para isso, diversas sdo as tecnologias aplicadas a polpa de acai,
contudo em todas elas existem vantagens e desvantagens.

Os processos com tratamentos térmico (80 e 90 °C) e ndo-térmico (0zonizagao)
aplicados ao agai implicaram em redug&o no teor de antocianinas e altera¢des na cor do produto
(BEZERRA et al., 2017). A fim de conservar os frutos de acai, a 25 °C durante 5 meses,
Alexandre, Cunha & Hubinger (2004) aplicaram a “teoria dos obstaculos” utilizando aditivos e

conservantes alimentares. O resultado foi boa aceitagéo sensorial e estabilidade microbiolégica
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para os acais tratados com 40% p/p de sacarose, ou com 40% p/p de sacarose e 0,15% p/p de
sorbato de potéssio, ou ainda 25% p/p de sacarose e 0,075% p/p de sorbato de potassio. A
reducdo da atividade de agua associada a adicdo do conservante mostraram ser boas estratégias
para a preservacdo dos frutos de acai. Contudo, o uso de aditivos e conservantes ndo sdo bem

vistos pelos consumidores que demanda produtos mais “naturais”.

3  REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABA, R. P. M. et al. Microbial shelf life of coconut water subjected to various
inoculation levels of Listeria monocytogenes and storage conditions. International Journal of
Food Microbiology, v. 344, p. 1-8, 16 abr. 2021.

ABIR. Dados Agua de coco. Disponivel em: <https://abir.org.br/o-setor/dados/agua-
de-coco/>. Acesso em: 29 mar. 2022.

AGUIAR, F.; MENEZES, V.; ROGEZ, H. Spontaneous postharvest fermentation of
acai (Euterpe oleracea) fruit. Postharvest Biology and Technology, v. 86, p. 294-299, dez.
2013.

AKPRO, L. A. et al. Phytochemical compounds, antioxidant activity and non-enzymatic
browning of sugars extracted from the water of immature coconut (Cocos nucifera L.).
Scientific African, v. 6, p. 1-9, 2019.

ALEGBELEYE, O. O.; SINGLETON, I; SANT’ANA, A. S. Sources and
contamination routes of microbial pathogens to fresh produce during field cultivation: A
review. Food Microbiology, v. 73, p. 177-208, 1 ago. 2018.

ALEXANDRE, D.; CUNHA, R. L.; HUBINGER, M. D. Conservacdo do acai pela
tecnologia dos obstaculos. Ciénc. Tecnol. Aliment., v. 24, n. 1, p. 114-119, 2004.

ALNASSER, M. N.; MELLOR, I. R. Neuroprotective activities of acai berries (Euterpe
sp.): A review. Journal of HerbMed Pharmacology, v. 11, n. 2, p. 166-181, 2022.

ARAGAO, W. M. Coco: pés-colheita. Aracaju: Embrapa Tabuleiros Costeiros, 2002.

ARAGAO, W. M.; RAMOS, A. M.; HELVECIO, J. S. Caracterizagdes morfoldgica
e quimica da agua de coco de cultivares de coqueiro. Anais do Seminéario de Pesquisa FAP-
SE. Anais...2003.

ARCHER, D. L. Freezing: An underutilized food safety technology? International
Journal of Food Microbiology, v. 90, n. 2, p. 127-138, 15 jan. 2004.

17



ASAE. Salmonella. Disponivel em:  <https://www.asae.gov.pt/seguranca-
alimentar/riscos-biologicos/salmonella.aspx>. Acesso em: 20 mar. 2022.

AWUA, A. K.; DOE, E. D.; AGYARE, R. Potential Bacterial Health Risk Posed to
Consumers of Fresh Coconut (Cocos nucifera L.) Water. Food and Nutrition Sciences, v. 3,
p. 1136-1143, 2012.

AZRA, J. M. et al. Effects of variety and maturity stage of coconut on physicochemical
and sensory characteristics of powdered coconut drink. Foods and Raw Materials, v. 9, n. 1,
p. 43-51, 2021.

BARANYI, J.; ROBERTS, T. A. Mathematics of predictive food microbiology.
International Journal of Food Microbiology, v. 26, p. 199-218, 1995.

BERISTAIN-BAUZA, S. et al. Inhibition of Salmonella Typhimurium growth in
coconut (Cocos nucifera L.) water by hurdle technology. Food Control, v. 92, p. 312-318,
2018.

BEZERRA, V. S. et al. Sensory Analysis and Consumers Studies of Acai Beverage
After Thermal, Chlorine and Ozone Treatments of the Fruits. Journal of Food Processing and
Preservation, v. 41, n. 3, 1 jun. 2017.

BIRKELUND, T. et al. Fatal 3-nitropropionic acid poisoning after consuming coconut
water. Emerging Infectious Diseases, v. 27, n. 1, p. 278-280, 1 jan. 2021.

BRASIL. Parametros analiticos e quesitos complementares aos padrbes de
identidade e qualidade de polpa de fruta - Anexo Il. MAPA (Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento), 8 out. 2018.

BRASIL. Padréo de identidade e qualidade da agua de coco. MAPA (Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), 30 jan. 2020.

BRASIL. Banco de dados de surtos de DTHA (2000 a 2022). Ministério da Saude, ,
2023. Disponivel em: <https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-
z/d/dtha/publicacoes>. Acesso em: 17 mar. 2024

CARVALHO, L. R. DE et al. Bactérias resistentes a antimicrobianos em amostras de
agua de coco comercializada em Ibatuna, Bahia. Revista Baiana de Saude Publica, v. 36, n.
3, p. 751-763, 2012.

CDC. Multistate Foodborne Outbreak Notices. Disponivel em: <
https://www.cdc.gov/foodborne-outbreaks/active-investigations/all-foodborne-outbreak-

notices.html >. Acesso em: 14 nov. 2024.

18



CODJOE, F. N. Y.; DEBRAH, K. A.; OSEI-ASARE, Y. B. Food vending safety
concerns: Consumer perception on fresh coconut in New Juaben South Municipality of Ghana.
Cogent Food and Agriculture, v. 7, n. 1, p. 1-18, 2021.

CONCEICAO, M. C. et al. Effect of sucrose and pectin addition on physical, chemical,
thermal and rheological properties of frozen/thawed pineapple pulps. Korea Australia
Rheology Journal, v. 24, n. 3, p. 229-239, set. 2012.

COPETTI, C. L. K. et al. Fruit-Derived Anthocyanins: Effects on Cycling-Induced
Responses and Cycling Performance. Antioxidants, v. 11, p. 1-12, 2022.

ELIAS, S. DE O.; DECOL, L. T.; TONDO, E. C. Foodborne outbreaks in Brazil
associated with fruits and vegetables: 2008 through 2014. Food Quality and Safety, v. 2, n. 4,
p. 173-181, 1 dez. 2018.

FDA. What You Need to Know About Juice Safety. Food and Drug Administration, ,
set. 2015. Disponivel em: <https://www.fda.gov/food/buy-store-serve-safe-food/what-you-
need-know-about-juice-safety>. Acesso em: 14 mar. 2022

FDA. Guidance for industry: Juice hazard analysis critical control point hazards
and controls guidance. College ParkFood and Drug Administration, , 20 set. 2018. Disponivel
em: <https://www.fda.gov/regulatory-information/search-fda-guidance-documents/guidance-
industry-juice-hazard-analysis-critical-control-point-hazards-and-controls-guidance-first>.
Acesso em: 14 mar. 2024

GOMES, L. F. DE M. et al. Perfil microbioldgico de polpas de frutas congeladas
consumidas no nordeste brasileiro: Uma revisdo sistematica. Research, Society and
Development, v. 10, n. 15, p. €105101522536, 21 nov. 2021.

GONZALEZ, M.; HANNINEN, M. L. Effect of temperature and antimicrobial
resistance on survival of Campylobacter jejuni in well water: Application of the Weibull model.
Journal of Applied Microbiology, v. 113, n. 2, p. 284-293, 2012.

HAN, D. et al. Bongkrekic Acid and Burkholderia gladioli pathovar cocovenenans:
Formidable Foe and Ascending Threat to Food Safety. Foods, v. 12, n. 21, 1 nov. 2023.

IGNACIO, I.-F.; MIGUEL, T.-S. Research opportunities on the coconut (Cocos
nucifera L.) using new technologies. South African Journal of Botany, v. 141, p. 414-420, 1
set. 2021.

INSTITUTO TRATA BRASIL. 66 milhdes de brasileiros poderiam ser abastecidos
com a quantidade de agua perdida nos sistemas de distribuic¢do. [s.l: s.n.]. Disponivel em:

19



<https://saneamentobasico.com.br/acervo-tecnico/brasileiros-abestecidos-agua-perdida-
sistemas-distribuicao/>. Acesso em: 12 out. 2023.

JAY, J. M.; LOESSNER, M. J.; GOLDEN, D. A. Modern Food Microbiology. 7. ed.
Boston: Springer, 2005.

JUVONEN, R. et al. Microbiological spoilage and safety risks in non-beer beverages
produced in a brewery environment. Espoo: VTT Tiedotteita, 2011.

LEE, S. etal. Growth evaluation of Escherichia coli O157:H7, Salmonella typhimurium,
and Listeria monocytogenes in fresh fruit and vegetable juices via predictive modeling. LWT
- Food Science and Technology, v. 162, p. 1-5, 1 jun. 2022.

LEVINSON, W. et al. Review of medical microbiology and immunology: A guide to
clinical infectious diseases. 17. ed. California: McGraw-Hill Education, 2022.

MAFART, P. et al. On calculating sterility in thermal preservation methods: application
of the Weibull frequency distribution model. International Journal of Food Microbiology, v.
72, p. 107-113, 2002.

MAGULURI, R. K. et al. Evaluation of UV-C LEDs efficacy for microbial inactivation
in tender coconut water. Journal of Food Processing and Preservation, v. 45, n. 9, 1 set.
2021.

MATTA, V. M. DA. et al. Polpa de fruta congelada. Brasilia: Embrapa Informagao
Tecnologica, 2005.

MCMEEKIN, T. et al. The future of predictive microbiology: Strategic research,
innovative applications and great expectations. International Journal of Food Microbiology,
v. 128, n. 1, p. 2-9, 30 nov. 2008.

NAIK, M. et al. Tender Coconut Water: A Review on Recent Advances in Processing
and Preservation. Food Reviews International, p. 1-22, 2020.

NERI, L. et al. Antioxidant activity in frozen plant foods: Effect of cryoprotectants,
freezing process and frozen storage. Foods, v. 9, n. 12, p. 1-35, 1 dez. 2020.

OBENHUBER, D. C. Back-to-Back Outbreaks in Frozen and Dried Imported
Coconut. Food Safety Magazine, , 2020. Disponivel em: <https://www.food-
safety.com/articles/6807-back-to-back-outbreaks-in-frozen-and-dried-imported-coconut>.
Acesso em: 12 out. 2023

OLIVEIRA, A. P. DE et al. Microbiologia preditiva. Enciclopédia Biosfera, v. 9, n. 17,
p. 1911-1928, 2013.

20



PENHA, E. DAS M.; CABRAL, L. M. C.; MATTA, V. M. DA. Agua de Coco. Em:
VENTURINI FILHO, W. G. (Ed.). Bebidas n&o alcodlicas: Ciéncia e tecnologia. 2. ed. S&o
Paulo: Blucher, 2018. p. 21-29.

PRADES, A. et al. Coconut water preservation and processing: A review. Fruits, v. 67,
n. 3, p. 157-171, 2012.

PREETHA, P. et al. Effect of pulsed light treatment on inactivation kinetics of
Escherichia coli (MTCC 433) in fruit juices. Food Control, v. 121, p. 1-11, 1 mar. 2021.

PRITHVIRAJ, V. et al. Emerging non-thermal processing techniques for preservation
of tender coconut water. LWT, v. 149, p. 1-12, 1 set. 2021.

SCHAUSS, A. G. The Effect of Acai (Euterpe spp.) Fruit Pulp on Brain Health and
Performance. Em: Bioactive Nutraceuticals and Dietary Supplements in Neurological and
Brain Disease. [s.l.] Elsevier, 2015. p. 179-186.

SOARES, K. et al. Quality of unprocessed cooled fresh coconut water manually
extracted by street vendors. Arquivos do Instituto Bioldgico, v. 84, n. 0, p. 1-5, 1 fev. 2017.

THOMAS, M.; TIWARI, R.; MISHRA, A. Predictive model of Listeria monocytogenes
growth in queso fresco. Journal of Food Protection, v. 82, n. 12, p. 2041-2079, 2019.

TRIBST, A. A. L.; SANT’ANA, A. DE S.; MASSAGUER, P. R. DE. Review:
Microbiological quality and safety of fruit juices-past, present and future perspectives. Critical
Reviews in Microbiology, v. 35, n. 4, p. 310-339, 28 nov. 2009.

VAN BOEKEL, M. A. J. S. Kinetic Modeling of Reactions in Foods. Boca Raton:
CRC Press Taylor & Francis Group, 2008.

VONGLUANNGAM, |.; TOCHAROENVANITH, N.; ASSATARAKUL, K.
Inactivation kinetic of selected pathogens of coconut water by dimethyl dicarbonate and
microbial shelf life during cold storage. Journal of Food Processing and Preservation, v. 45,
n. 3, p. 1-9, 1 mar. 2021.

WALTER, E. H. M. et al. Modelling the growth of Listeria monocytogenes in fresh
green coconut (Cocos nucifera L.) water. Food Microbiology, v. 26, n. 6, p. 653-657, set. 2009.

WALTER, E. H. M. et al. Obtenc&o de polpa de coco verde congelada com e sem uso
de aditivo quimico. Embrapa Agroindustria de Alimentos, p. 1-6, 2021.

WALTER, E. H. M.; KUAYE, A. Y.; HOORFAR, J. Case study on the safety and
sustainability of fresh bottled coconut water. Em: HOORFAR, J. (Ed.). Global Safety of Fresh
Produce: A Handbook of Best Practice, Innovative Commercial Solutions and Case

Studies. Philadelphia: Woodhead Publishing, 2014. p. 367—382.
21



WU, J. et al. Effect of ultrasonic treatment on the activity of sugar metabolism relative
enzymes and quality of coconut water. Ultrasonics Sonochemistry, v. 79, p. 1-12, 1 nov. 2021.

YONG, J. W. H. et al. The chemical composition and biological properties of coconut
(Cocos Nucifera L.) water. Molecules, v. 14, n. 12, p. 5144-5164, dez. 2009.

ZHANG, Y. et al. Metabolomics analysis of the deterioration mechanism and storage
time limit of tender coconut water during storage. Foods, v. 9, n. 46, p. 1-16, 2020.

22



CAPITULO I

Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Salmonella
spp. behavior in coconut water after freezing, thawing and
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RESUMO

A agua de coco fresca pode ser engarrafada nao pasteurizada e congelada para preservar suas
caracteristicas sensoriais. A seguranca da bebida apds o descongelamento depende do tempo
de armazenamento e da temperatura. Neste estudo, o comportamento de bactérias
potencialmente patogénicas (Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Salmonella spp.) e
microrganismos deteriorantes (bactérias aerdbicas mesofilas, e leveduras e bolores) foram
avaliados em &gua de coco descongelada e armazenada a 5, 10 e 15 °C. Todos 0s patdgenos
apresentaram comportamento inibitério a 5 °C, estimado para reduzir um ciclo logaritmico em
56,4, 16,8 e 3,81 dias para L. monocytogenes, Salmonella spp. e E. coli, respectivamente. A 10
°C, 0s patdgenos apresentaram um tempo de adaptacédo entre cinco e seis dias, comec¢ando a se
multiplicar apos esses tempos. A maior taxa de crescimento entre os patdgenos foi apresentada
por L. monocytogenes a 10 °C (1,59 log UFC.mL?.diat) e entre os microrganismos
deteriorantes por bactérias aerdbicas mesdfilas a 15 °C (4,58 log UFC.mL.dial). As bactérias
aerdbicas mesofilas foram o grupo de microrganismos mais rapido a se desenvolver na dgua de
coco apds o descongelamento, em 2 dias a 5 °C e 12 horas a 15 °C. Esses dados podem ser
usados como referéncia para estabelecer as condi¢des de armazenamento e a vida Gtil da bebida.

Palavras chave: Modelagem de processo alimentar, preservacdo e seguranca de alimentos,

microrganismos transmitidos por alimentos, frutas

25



ABSTRACT

The fresh coconut water can be bottled unpasteurized and frozen to preserve its sensory
characteristics. The safety of the beverage after thawing depends on the storage time and
temperature. In this study, the behavior of potentially pathogenic bacteria (Escherichia coli,
Listeria monocytogenes and Salmonella spp.) and spoilage microorganisms (mesophilic aerobic
bacteria, and yeasts and molds) were evaluated in thawed coconut water stored at 5, 10 and
15 °C. All pathogens showed inhibitory behavior at 5 °C, estimated to reduce a logarithmic
cycle by 56.4, 16.8 and 3.81 days for L. monocytogenes, Salmonella spp. and E. coli,
respectively. At 10 °C, the pathogens showed an adaptation time between five and six days,
starting to multiply after these times. The highest growth rate among pathogens were presented
by L. monocytogenes at 10 °C (1.59 log CFU.mL™.day!) and among spoilage microorganisms
by mesophilic aerobic bacteria at 15 °C (4.58 log CFU.mL.day™). Mesophilic aerobic bacteria
were the fastest group of microorganisms to develop in coconut water after thawing, in 2 days
at 5 °C and 12 hours at 15 °C. These data can be used as a reference to establish the conditions
to storage and the shelf life of the beverage.

Keywords: Food process modelling, food preservation and safety, foodborne microorganisms,

fruits
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1 INTRODUCTION

Coconut (Cocos nucifera L.) water is a natural hydration beverage rich in minerals,
sweet and refreshing, traditionally consumed without pasteurization in tropical countries. Fresh
coconut water is commonly sold in the fruit on the beach or in the cities by street vendors and
also in sophisticated stores, handcrafted and packaged without pasteurization (Froehlich, 2015;
Silvaetal., 2014; Walter et al., 2014). In the industry, the beverage can be packaged and frozen
in a larger production scale, optimizing its availability in the market and the use of the husk.
The fresh and frozen industrial beverage, when produced with selected fruits at the optimal
point of harvest, may have sensory characteristics superior to those consumed directly from the
fruit (Aragdo, 2002). There is no bactericidal step during production of the fresh and frozen
bottled beverage, like pasterization, and microbial contamination during production may
become a threat to the consumer (Walter et al., 2014).

Coconut water has low acidity, high water activity, availability of sugars,
phytochemicals (flavonoids, tannins, alkaloids and phytates), is rich in mineral salts, and
contains small amounts of proteins and fatty acids (Akpro et al., 2019; Aragao, 2002; Penha et
al., 2018; Sobral, 2018). Awua et al. (2012) reported that in Ghana, coconut water is sold in
fruit stalls on the roads, and can be consumed at the point of sale or filled to be transported and
refrigerated after hours of extraction, like in Brazil and others tropical countries.

Coconut water can be sold inside the fruit, packaged refrigerated or packaged frozen.
Inside the fruit the water is considered sterile, however, studies show the contamination of
coconut water by thermotolerant coliforms, Escherichia coli, Klebsiella spp., Staphylococcus
aureus, and psychrotrophic microorganisms. Dirt on the surface of the fruit, lack of hygiene on
the work surface, utensils or equipment and handlers' hands can be potential sources of
contamination when opening the fruit to extract the water. Studies show the presence of these
contaminants associated with the lack of hygiene of coconut water sellers and sales carts
(Carvalho et al., 2012; Codjoe et al., 2021; Jesus et al., 2018; Michelin et al., 2014; Ribeiro and
Marangon, 2011; Soares et al., 2017). If the bottled beverage is not kept at low temperatures
(5 °Corless), it may provides a favorable environment for the multiplication of microorganisms
(Froehlich, 2015; Walter et al., 2014). In Denmark, one death was linked to 3-nitropropionic
acid produced by the fungus Arthrinium saccharicola in coconut water when the fruit was
stored on the table for 1 month after purchase (Birkelund et al., 2021). Others food outbreaks

from coconut products caused by Burkholderia gladioli pathovar cocovenenans, Salmonella
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spp., Shigella dysenteriae, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus, and Vibrio cholerae have
been listed by Han et al. (2023), Strawn et al. (2011) and by Walter et al. (2014).

After opening the fruit, coconut water is subject to deteriorating microorganisms
(Pseudomonas sp., Lactobacillus spp., Lactococcus sp., Acinetobacter sp., filamentous fungi,
and yeasts) and pathogens that can leave it cloudy, with an unpleasant taste and odor (Froehlich,
2015; Limbad et al., 2024). Contamination of coconut water can compromise the safety of the
beverage, and consequently pose risks to consumer health. Among the main pathogenic
microorganisms in fresh beverages, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, and Salmonella
spp. are highlighted (FDA, 2001). E. coli is an optional, motile anaerobic enterobacterium,
commonly present in human faeces and the environment, known to trigger gastrointestinal
diseases (FDA, 2012; Levinson et al., 2022). L. monocytogenes is a facultative anaerobic and
psychrotrophic bacterium present in the soil and can cause meningitis in newborn, pregnant and
immunosuppressed individuals (Levinson et al., 2022). Salmonella spp. is a bacterial genus of
Enterobacteria known to generate infections in the gastrointestinal tract, such as non-typhoid
salmonellosis and typhoid fever (FDA, 2012; Levinson et al., 2022).

This research was designed to indicate the time and temperature for handling the thawed
fresh coconut water stored under refrigeration at 5 °C, and abuse conditions at 10 °C and 15 °C
through the study of predictive modeling of pathogenic microorganisms, and also spoilage

groups.

2  MATERIAL AND METHODS

2.1 Coconut water

Fresh coconut water (pH 5.06 + 0.03 and 5.60 + 0.60 °Brix) without added preservatives
was bottled and frozen at -20 °C in an industry in the state of Rio de Janeiro. The samples were
obtained from a single industrial batch after receiving, selecting and washing of coconuts,
opening the fruit and extracting the coconut water, packaging in 2 L bottles of polyethylene
terephthalate and freezing (Rosa et al., 1998).

The bottles of frozen coconut waters were transported to the microbiology laboratory in
Embrapa Food Technology (Rio de Janeiro, RJ — Brazil) in coolers with ice. In the laboratory,

the frozen coconut water was thawed under refrigeration (5.0 £ 0.3 °C) for 16 hours and
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aseptically transferred to 200 mL bottles of polyethylene terephthalate to study the behavior of
the spoilage microorganisms (mesophilic aerobic bacteria, and yeasts and molds).

The coconut water used to study the behavior of inoculated potentially pathogenic
bacteria (Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Salmonella spp.) was subjected to 0.22
pm microfiltration (Millipore, USA) in a vacuum system. Microfiltration treatment (cold
sterilization) was selected as a control for fresh coconut water. After the extraction stage during
processing there was contamination that could compete with pathogens. Therefore, the growth
of pathogens in microfiltered coconut water could be faster than in fresh coconut water, which

constitutes a safety factor for determining the lag phase.

2.2 Inoculum preparation and inoculation

The inoculum was composed of five strains of each genus, which were initially tested
for cross-growth compatibility by gender and no inhibition was observed (Beuchat et al., 2001).
Escherichia coli cultures ATCC 10799, ATCC 11229, ATCC 25922, CDC H6 and CDC H34;
Listeria monocytogenes cultures CLIST 0305, CLIST 2035, CLIST 2169, CLIST 3436 / Scott
A and CLIST 3803; and Salmonella spp. cultures S. enterica subsp. enterica serovar
Choleraesuis (ATCC 10708), S. enterica subsp. enterica serovar Enteritidis (ATCC 13076), S.
enterica subsp. enterica serovar Typhimurium (ATCC 13311), S. brazil (Embrapa collection)
and S. choleraesuis subsp. choleraesuis (BM/PANAMA-TY?2), were used in this study, all
obtained from the Colecdo de Microrganismos de Referéncia em Vigilancia Sanitaria at
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude/Fundacdo Oswaldo Cruz (Rio de
Janeiro, RJ — Brazil).

The cultures were stored under freezing with the addition of 20% glycerol and activation
occurred in 10 mL of Tryptic Soy Broth (TSB, Becton, Dickinson & Company, USA) at 37 °C,
with transfer to a new broth after 24 hours for two more times. The grown cultures were
centrifuged (4000 rpm for 15 min at 4 °C) twice. In the second centrifugation, the five strains
of each microorganism were resuspended by washing sediments with 0.1% peptone water (5
mL/strain) (Becton, Dickinson & Company, USA) and combined in a single Falcon tube. The
cultures of E. coli (100 pL), L. monocytogenes (1 mL), and Salmonella spp. (1 mL) centrifuged
were resuspended and added to the same diluent until 10 mL was completed. The inoculum of
each pathogen was obtained at a concentration between 3 to 4 log CFU.mL* (NACMCEF, 2010),

enumerated by plating on Plate Count Agar (PCA, Merck, Germany).
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The microfiltered coconut water samples (99.9 mL) received 0.1 mL of the suspension
of each pathogen, while the non-microfiltered samples (100 mL) for analysis of mesophilic
aerobic bacteria, and yeasts and molds did not receive an inoculum. Triplicate samples were
homogenized and stored at 5, 10, and 15 °C under digital thermometer monitoring (Incoterm,
Brazil).

2.3 Experimental design

The enumeration of E. coli, L. monocytogenes, Salmonella spp., and deteriorating
groups for the construction of the predictive models was performed initially with a difference
of 6 h for the sample at 15 °C, and followed according to the behavior of each microorganism
at5, 10, and 15 °C.

2.4  Microbiological analysis

Aliquots of 1 mL of coconut water, maintained at different temperatures, underwent
serial dilutions in 0.1% peptone water, followed by spread plate (5 dilutions in unicate). The
enumeration of E. coli, L. monocytogenes, Salmonella spp., and mesophilic aerobic bacteria
occurred in PCA at 37 °C for 24 hours, and the quantification of yeasts and molds was
performed on Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC, Merck, Germany) at
25 °C for 5 days (Salfinger and Tortorello, 2015).

2.5 Predictive modelling
Inactivation models were generated using the Geeraerd and Van Impe Inactivation

Model Fitting Tool (GInaFiT) version 1.7 software (Geeraerd et al. 2005). The curves were
adjusted by the Weibull model, represented by Equation 1, as proposed by (Mafart et al. 2002):

Logio (N) = Logo (No) — (5)P (1)

where No is the initial microbial concentration (CFU.mL™), N is the microbial

concentration (CFU.mL™) at time t (days), delta (5) can be represented as the time (day™?)
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required for the first decimal reduction (if p = 1), and p is the parameter related to the shape of
the inactivation curve.
Growth models were generated by DMFit Excel add-in software, using Baranyi model

equation (Equations 2 and 3) (Baranyi and Roberts 1995).

1 eMimaxA(t) _q
y() = Yo + tmaxA(t) = —[1 + — =] (2)
_ 1 e(~Hmaxt) y g,
A = £+ —In (2 @)

where y(t) is the cell concentration (CFU.mL™), at time t (d), Ymax (K) is the maximum
cell concentration (CFU.mL™), yo is the initial cell concentration (CFU.mL™), umax is the
maximal specific growth rate (CFU.mL™.d"), qo is a measure of the physiological state of cell,

and m is the parameter related to curvature after exponential phase.

3 RESULTS AND DISCUSSION

The behavior of the microbial population studied in coconut water stored at 5 °C varied.
E. coli, L. monocytogenes, and Salmonella spp. showed a tendency to inactivate and mesophilic
bacteria, yeasts, and molds presented a growth profile. Thus, there was a need to use predictive
models with different approaches for each case: Weibull model for pathogens and Baranyi
growth model in the case of deteriorating groups.

Figure 1 shows the behavior of the pathogens studied at 5 °C. L. monocytogenes has an
extremely slow population decay compared to other pathogens, observed by the curvatures of
the models. In the three-week period, the L. monocytogenes population declined about 0.4 log
CFU.mL?, while E. coli declined 2.7 CFU.mL™? and Salmonella spp. declined 1.4 log
CFU.mL™.
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— L. monocytogenes
E. coli

—  Salmonella spp.

Log CFU/mL
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o

0 5 1I0 15 20 25
Time (day)

Fig. 1 Inactivation of pathogens in coconut water stored at 5 °C. Lines represent Weibull's
predictive model and symbols represent experimental points. o: Listeria monocytogenes. o: E.

coli. A: Salmonella spp.

Table 1 shows the mathematical parameters obtained through the predictive models.
The values of R2 indicate how well the data fits the model, where values closer to 1 indicate a
better fit. In the case of inactivation data, as in pathogenic bacteria at 5 °C, the delta (o)
parameter indicates the time needed to reduce a logarithmic cycle of the microbial population.
Evaluating the delta values, the graphical description can be mathematically verified, since L.
monocytogenes presented delta value about fifteen times greater than that of E. coli and about
three times greater than Salmonella spp., indicating that the inactivation of 90% of its
population takes much longer in the studied conditions. This fact can be justified by the
psychrotrophic nature of L. monocytogenes, allowing the best adaptation of bacteria of the
genus at low temperatures (Thomas et al., 2019). Still, it can be noted that the decay of
Salmonella spp. is four times slower than that of E. coli, a fact that can also be observed by the
concavity of the curve obtained in the model.
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Table 1 — Kinetic parameters of the groups of microorganisms studied in coconut water stored

at different temperatures*.

5 °C — Inactivation

L. monocytogenes E. coli Salmonella spp.
o (day) 56.4 +2.82 3.81+0.16 16.8 +£1.17
R2 0.920 0.985 0.924
5°C - Growth
Mesophilic Yeasts and molds
Hmax (|Og CFUmL_
0.359 + 0.032 0.241+0.021
Lday™?)
k (log CFU.mL™?) - -
A (day) 2.11+0.14 -
R2 0.960 0.942
10 °C - Growth
. Salmonella - Yeasts and
L. monocytogenes E. coli Mesophilic
spp. molds
umax (log CFU.mL" 0.528 + 0.412 + 0591+ 0.791 +
1.59£0.10
Lday?) 0.019 0.021 0.033 0.034
8.26 + 570+
k (log CFU.mL™%) 11.75+1.07 7.77+041 -
0.88 0.48
5.86 +
A (day) 6.27 + 0.58 4.68+0.21 - -
0.42
R2 0.953 0.990 0.949 0.875 0.920
15 °C — Growth
) Salmonella - Yeasts and
L. monocytogenes E. coli Mesophilic
spp. molds
umax (log CFU.mL" 201+ 1.89 +
1.45 £ 0.022 1.27+0.011 4.58+0.060
Lday?) 0.031 0.026
48 + 5.88+
k (log CFU.mL™?) 13.62 £ 0.025 8.99 + 0.54 6.40 + 0.61 057
A (day) - - - 0.50 £ 0.041 -
R2 0.967 0.943 0.914 0.999 0.9245

* The data with an inactivation profile were adjusted by Weibull model while data with a growth
profile were adjusted by the Baranyi model. The values are represented by the mean of the
parameters obtained in each set of data from each replicate + standard deviation.
o: Time required for the first decimal reduction. pmax: Maximal specific growth rate. R2:
Coefficient of determination. k: Maximum population. A: Adaptation (lag) time.

33



The reduction in the population of E. coli in coconut water (o equal to 3.81 days) is
noteworthy. In the study of Feng et al. (2017), the population of E. coli in several fruits remained
stable during 6 days when stored at 5 °C.

Aba et al. (2021) tested low (~2 log CFU.mL™) and high (~4 log CFU.mL™) inoculum
concentration of L. monocytogenes in coconut water (0.45 um filtration) at 4 and 17 °C. For all
cases, L. monocytogenes showed growth behavior, except when the contamination was low at
4 °C, similar to the profile of L. monocytogenes seen at 5 °C (Fig. 1). The growth rate at 17 °C
was higher (2.88 log CFU.mL™.day™), regardless of the initial inoculum concentration, when
compared to the maximum growth observed in coconut water at 15 °C (1.45 log
CFU.mL.day?, Table 1), showing consistency between the data.

The behavior of the mesophilic bacteria, yeasts, and molds at 5 °C is shown in Figure
2. Table 1 shows the maximum growth rate values, since there was a multiplication of the
population over the storage period. It is observed that in two weeks of storage, the deteriorating
groups grew by about 3 log CFU.mL™, reaching values that characterize a product with the
deterioration process in progress. Both groups showed similar behaviors, but the mesophilic
bacteria showed a higher maximum growth rate (0.359 log CFU.mL.day™). In coconut water
at 4 °C (Aba et al., 2021), spoilages had a higher growth rate (0.744 log CFU.mL.day™?) than
that seen in the beverage at 5 °C in the present work. This can be justified by the possible
differences in the intrinsic factors of the coconut water used.

— Aerobic mesophilic bacteria
Yeasts and molds

Log CFU/mL

0 I L) I ! I ! !

0 2 4 6 8 10 12 14
Time (day)
Fig. 2 Growth of deteriorating microorganisms in coconut water stored at 5 °C. Lines represent
Baranyii's predictive model and symbols represent experimental points. x: Aerobic mesophilic

bacteria. *: Molds and yeasts.
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Also, only in the case of mesophilic bacteria it was possible to obtain an estimate of the
adaptation time (lag time, 1), from which it can be concluded that it takes about two days for
this group to adapt and start the exponential growth phase, a fact that was not observed in the
behavior of yeasts and molds, which exhibited constant growth without an apparent adaptation
phase.

The data for E. coli, L. monocytogenes, Salmonella spp., mesophilic bacteria, yeasts,
and molds in coconut water at 10 °C are shown in Figure 3. When assessing the behavior of the
pathogens, it can be noted that the difference of five degrees in temperature relative to the
previous data is no longer sufficient to control the growth of these bacteria. L. monocytogenes
has a much faster growth, as it is a psychrotrophic microorganism, reaching values of 10 log
CFU.mL™ in about ten days and exhibiting a maximum growth rate significantly higher than
the other groups. E. coli shows a maximum growth rate of 0.528 log CFU.mL.day?, while
Salmonella spp. exhibited a maximum growth rate of 0.412 log CFU.mL.day™.
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Fig. 3 Growth of pathogens and deteriorating groups in coconut water stored at 10 °C. Lines
represent Baranyi's predictive model and symbols represent experimental points: o: Listeria

monocytogenes. o: E. coli. A: Salmonella spp. x: Aerobic mesophilic bacteria. *: Molds and
yeasts.

Despite the growth behavior of the pathogens at 10 °C, the three microorganisms
showed an adaptation phase of about five to six days. Salmonella spp. had the shortest lag phase
(4.68 days), while L. monocytogenes had the longest (6.27 days). These data also reveal that
coconut water, if contaminated by pathogens, when stored at temperatures between 5 and 10 °C
can have an adaptation time equal to or greater than five days. Therefore, the results presented
here support the reality found at points of sale of refrigerated fresh coconut beverage (5 °C)
where the temperature is not always sustained, and can stay around 7 or 8 °C.

In tropical countries, coconut water carts are mobile points of sale that keep the beverage

refrigerated, but there is no control over the exact temperature. The current study supports the
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safety of coconut water under refrigeration (5 °C), but also in cases of storage at abusive
temperatures (10 and 15 °C).

In a previous study that evaluated the behavior of L. monocytogenes in coconut water,
different facts were observed. At 4 °C, there was growth during storage, with a low growth rate
(0.1032 log CFU.mL.day?) and with an adaptation time of about 15 days, indicating slow
growth. At 10 °C, similar growth behavior was observed (Walter et al., 2009). This difference
can be attributed to possible metabolic differences caused by the pool of strains and variations
in coconut water composition used in the studies.

Similar behaviors and growth rates are found in relation to deteriorating microorganisms
at 10 °C. In one week, the mesophilic bacteria reach a count of 7 log CFU.mL™, a value reached
more quickly when compared to the product stored at 5 °C (about 12 days). There was a
stabilization of the yeast and molds population in the range of 5 log CFU.mL™ from the fourth
day of storage, while the multiplication of mesophiles continued to increase until the seventh
day. The adaptive phase (1) of the spoilages was not observed at 10 °C. This is because the lag
phase possibly happened in the time after the water was extracted from the fruit (the liquid is
sterile inside the endosperm) and before the samples were frozen (count identical to the initial
count, 0 day. Data not shown).

The predictive microbiology of E. coli 0157:H7, S. typhimurium, and L. monocytogenes
were evaluated in two fruit juices (lemon and grapefruit) and in six vegetable juices (beet,
carrot, kale, celery, cabbage, and red cabbage) fresh at 10 °C (Lee et al., 2022). Lemon and
grapefruit juices did not show growth behavior of pathogens at 10 °C due to low pH, 2.33 and
3.21 respectively, unlike coconut water, which is a high pH beverage (Fig. 3). The maximum
growth rate of pathogens in vegetable juices ranged from 0.96 (L. monocytogenes in kale, and
S. typhimurium in celery and cabbage) to 1.92 (E. coli 0157:H7 in carrot) log CFU.mL.day™ .
The maximum growth rate of L. monocytogenes seen in red cabbage juice (1.44 log
CFU.mL*.day!) was the closest to L. monocytogenes in coconut water at 10 °C (1.59 log
CFU.mL*.day!). Regarding the adaptation phase (1), in vegetable juices it ranged from 0.27
(S. typhimurium in celery) to 4.93 (S. typhimurium in kale) days, with the lag phase of S.
typhimurium in kale being the closest to the lag phase of Salmonella spp. in coconut water at
10 °C (4.68 days).

Tucci et al. (2019) observed the behavior of L. monocytogenes in ready-to-eat lettuce at
temperatures of 8 and 12 °C, recording maximum growth rates of 0.2496 log CFU.gt.d? at

8 °C and 0.4392 log CFU.g1.d? at 12 °C. The growth rate of L. monocytogenes in coconut
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water at 10 °C (Table 1) was higher than that observed in ready-to-eat lettuce (8 and 12 °C),
which can be explained by the different intrinsic factors of the products.

Rezende et al. (2016) developed predictive models for the growth of Salmonella
enterica in the pulp and skin of avocado and pinecones, in the temperature range of 10 to 30 °C.
The highest values of A in Salmonella spp. were observed at 10 °C, lower than the lag phase
seen in coconut water (4.68 days): 0.94 days on avocado pulp, 1.63 days on avocado peel, 2.89
days on pinecone pulp and 3.15 days on pinecone peel. At 30 °C, the lowest A values were
observed: 0.37 days in the pinecone peel, 0.13 days in the avocado pulp, 0.13 days in the
pinecone pulp and 0.08 days in the avocado peel. Again, the data show that Salmonella spp. has
better adaptation to mesophilic temperatures, but it can also grow in refrigeration temperatures.

Figure 4 shows the behavior of microorganisms in coconut water stored at 15 °C. At
this temperature, there was no such an abrupt difference in the behavior of L. monocytogenes
in relation to other pathogens, although even so, the population of this group reached a
maximum population and stabilized in a higher range than the others (about 13 log CFU.mL™).
Similar maximum growth rates were obtained for the three pathogens at 15 °C, but in this case,
E. coli had the highest maximum rate. This is due to the rapid increase in the first four days of
storage, as observed in the curve modeled in the graph. It is important to note that at this
temperature, after five days of storage, high concentrations of all pathogens (greater than 6 log
CFU.mL™) are already observed and the populations remain stabilized from this, but with
different values of maximum population. None of the pathogens showed an adaptation phase in
this case, highlighting the effect of increasing the storage temperature. Awua et al. (2012) found
A values of 0,070 day for E. coli and 0,108 day for Klebsiella pneumoniae in fresh coconut

water ambient temperature.
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Fig. 4 Growth of pathogens and deteriorating groups in coconut water stored at 15 °C. Lines
represent Baranyi's predictive model and symbols represent experimental points. o: Listeria
monocytogenes. o: E. coli. A: Salmonella spp. x: Aerobic mesophilic bacteria. *: Molds and

yeasts.

In a study evaluating the predictive modeling of Salmonella enteritidis in homemade
mayonnaise stored between 7 and 37 °C, the maximum growth rates were 0.028 log CFU.g™.
h? at 10 °C and 0.103 log CFU.g™>.h" at 15 °C, almost five hundred and three hundred times
lower than the growth rate in coconut water, respectively. The lag phase of Salmonella
enteritidis observed in homemade mayonnaise at 10 and 15 °C was 0.18 days and 0.34 days,
respectively (while 4.68 days in coconut water). It is clear that Salmonella spp. showed totally
different growth and latency behavior in mayonnaise and coconut water due to the intrinsic
differences (acidity and pH, water activity and nutrient content) of the products (Elias et al.,
2016).
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Evaluating the deteriorating microorganisms at 15 °C, a considerable difference is
observed in the maximum growth rate, where the mesophilic bacteria present a value higher
than twice the maximum rate of yeasts and molds, due to the rapid increase in the population
in the first day, as seen in Figure 4. With only two days of storage, both deteriorating groups
already show counts of about 6 log CFU.mL™, indicating a phase of deterioration of the product
at a much lower time than that observed at lower temperatures.

Aba et al. (2021) found that the maximum spoilage population at 17 °C after 4 to 5 days
was 9.0 log CFU.mL™. While in the present study, after 3 days, a maximum population of
mesophilic aerobic bacteria (6.4 log CFU.mL™), yeast and mold (5.9 log CFU.mL™?) was
observed at 15 °C. The growth rate of the spoilage was very similar between the studies, despite
the temperature varying by 2 °C: At 15 °C the maximum growth rate of mesophilic aerobic
bacteria was 4.58 log CFU.mLt.day? (Table 1), while at 17 °C equal to 4.30 log
CFU.mL™.day* for spoilage microorganisms (Aba et al., 2021).

The shelf life (time of microorganisms to adapt) of coconut water was short due to the
characteristics of the beverage that facilitate the multiplication of microorganisms. Predictive
modeling showed that coconut water at 5 °C has a microbial stable period of a little more than
two days, considering the adaptation time of the mesophilic aerobic bacteria of 2.11 days.
However, when we look at the data referring to the pathogens E. coli, Salmonella spp. and L.
monocytogenes we see that the adaptation time is extended. The storage of coconut water at
10 °C showed that only after five days the pathogens start the multiplication phase (Table 1).

The coconut water industry, as well as the market, the coconut water cart and the street
vendor must control the temperature of the beverage at all stages from the processing, transport
and storage of the water in the sales environment, preferably ensuring that it is < 5 °C and not
exceeding 10 °C. Taking into account that this is the reality found in tropical countries,
“refrigerated” fresh coconut water can be marketed at temperatures close to 10 °C. To preserve
bottled green coconut water (pre-refrigerated to 5 °C), untreated and refrigerated, Rosa and
Abreu (2000) recommend storage for up to 3 days between 5 °C and 8 °C.

In addition, it is important to emphasize that throughout the production, marketing and
storage chain, it is necessary to maintain the best hygienic-sanitary conditions in order to reduce
the risks of contamination. To this end, Sant’ana and Franco (2009) suggest the execution of a
quantitative analysis of microbiological risk, so that data can be obtained to limit risks and
ensure food security. Aradjo et al. (2018) developed a list to ensure good fruit and vegetable

hygiene practices. The list includes control and quality of water for use, hygiene, health and
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training of workers, pest control, packaging and traceability, and hygiene of facilities and
equipment. Finally, the use of quality tools and correct barrier technologies can possible avoid

or reduce the contamination of fresh coconut water.

4  CONCLUSIONS

The mathematical data obtained by modeling the behavior of pathogens at different
storage temperatures add relevant knowledge to the fresh coconut water industry, since
temperature is one of the most important variables in the food production chain. The
temperature of 5 °C reached the best expectation for the conservation of coconut water, as it
did not allow the multiplication of pathogens. However, the abusive temperature of 10 °C,
which is more in line with the reality of selling coconut water in markets, coconut carts and by
street vendors in tropical countries, revealed that E. coli, Salmonella spp. and L. monocytogenes
showed an adaptation phase between five and six days. Mesophilic aerobic bacteria were the
fastest group of microrganisms to develop in coconut water after thawing, in two days at 5 °C

and in 12 hours at 15 °C. These data serve as reference to establish the shelf life of the beverage.

5 REFERENCES

Aba RPM, Gelido EML, Yatco KMRS, et al. (2021) Microbial shelf life of coconut water subjected
to various inoculation levels of Listeria monocytogenes and storage conditions. International
Journal of Food Microbiology 344. Elsevier B.V.: 1-8.

Akpro LA, Gbogouri GA, Konan BR, et al. (2019) Phytochemical compounds, antioxidant activity
and non-enzymatic browning of sugars extracted from the water of immature coconut (Cocos
nucifera L.). Scientific African 6: 1-9.

Aragdo WM (2002) Coco: Pos-Colheita. Aracaju: Embrapa Tabuleiros Costeiros. Available at:
https://www.bdpa.cnptia.embrapa.br/consulta/busca?b=pc&biblioteca=vazio&busca=autoria:
%22ARAGAO, W. M. (Ed.).%22 (accessed 11 June 2020).

Arauljo JAM, Esmerino EA, Alvarenga VO, et al. (2018) Development of a Checklist for Assessing
Good Hygiene Practices of Fresh-Cut Fruits and Vegetables Using Focus Group Interviews.
Foodborne Pathogens and Disease 15(3): 132-140.

Awua AK, Doe ED and Agyare R (2012) Potential Bacterial Health Risk Posed to Consumers of

Fresh Coconut (Cocos nucifera L.) Water. Food and Nutrition Sciences 3: 1136-1143.
41



Baranyi J and Roberts TA (1995) Mathematics of predictive food microbiology. International
Journal of Food Microbiology 26: 199-218.

Beuchat LR, Ward TE and Pettigrew CA (2001) Comparison of Chlorine and a Prototype Produce
Wash Product for Effectiveness in Killing Salmonella and Escherichia coli 0157:H7 on Alfalfa
Seeds. Journal of Food Protection 64(2): 152—-158.

Birkelund T, Johansen RF, Illum DG, et al. (2021) Fatal 3-nitropropionic acid poisoning after
consuming coconut water. Emerging Infectious Diseases 27(1). Centers for Disease Control
and Prevention (CDC): 278-280.

Carvalho LR de, Pinheiro BEC, Pereira SR, et al. (2012) Bactérias resistentes a antimicrobianos em
amostras de &gua de coco comercializada em Ibatuna, Bahia. Revista Baiana de Saude Publica
36(3): 751-763.

Codjoe FNY, Debrah KA and Osei-Asare YB (2021) Food vending safety concerns: Consumer
perception on fresh coconut in New Juaben South Municipality of Ghana. Cogent Food and
Agriculture 7(1). Informa Healthcare: 1-18.

Elias SDO, Alvarenga VO, Longhi DA, et al. (2016) Modeling growth kinetic parameters of
Salmonella enteritidis SE86 on homemade mayonnaise under isothermal and nonisothermal
conditions. Foodborne Pathogens and Disease 13(8): 462—467.

FDA (2001) Hazard Analysis and Critical Control Point (HAACP); Procedures for the Safe and
Sanitary  Processing and Importing of Juice. Washington.  Available at:
https://www.federalregister.gov/documents/2001/01/19/01-1291/hazard-analysis-and-critical-
control-point-haacp-procedures-for-the-safe-and-sanitary-processing-and (accessed 11 June
2020).

FDA (2012) Bad Bug Book, Foodborne Pathogenic Microorganisms and Natural Toxins (eds KA
Lampel, S Al-Khaldi, and SM Cabhill). 2nd ed. Washington: FDA (Food and Drug
Administration).

Feng K, Hu W, Jiang A, et al. (2017) Growth of Salmonella spp. and Escherichia coli O157:H7 on
Fresh-Cut Fruits Stored at Different Temperatures. Foodborne Pathogens and Disease 14(9).
Mary Ann Liebert Inc.: 510-517.

Froehlich A (2015) Agua de Coco: Aspectos nutricionais, microbioldgicos e de conservagio. Revista
Saude e Pesquisa 8(1): 175-181.

Geeraerd AH, Valdramidis VP and Van Impe JF (2005) GInaFiT, a freeware tool to assess non-log-
linear microbial survivor curves. International Journal of Food Microbiology 102(1). Elsevier:

95-105.
42



Han D, Chen J, Chen W, et al. (2023) Bongkrekic Acid and Burkholderia gladioli pathovar
cocovenenans: Formidable Foe and Ascending Threat to Food Safety. Foods 12(21).
Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI).

Jesus NS, Valiatti TB, Barcelos IB, et al. (2018) Avaliacdo microbioldgica da agua de coco
comercializada no municipio de Ouro Preto do Oeste, Rondénia, Brasil. Revista Saude e
Desenvolvimento 12(10): 173-182.

Lee S, Han A, Yoon J, et al. (2022) Growth evaluation of Escherichia coli O157:H7, Salmonella
typhimurium, and Listeria monocytogenes in fresh fruit and vegetable juices via predictive
modeling. LWT - Food Science and Technology 162. Academic Press: 1-5.

Levinson W, Chin-Hong P, Joyce EA, et al. (2022) Review of Medical Microbiology and
Immunology: A Guide to Clinical Infectious Diseases. 17th ed. California: McGraw-Hill
Education.

Limbad M, Maddox NG, Hamid N, et al. (2024) Identification of the microbiota in coconut water,
kefir, coconut water kefir and coconut water kefir-fermented sourdough using culture-
dependent techniques and Illumina—MiSeq sequencing. Microorganisms 12(919): 1-17.

Mafart P, Couvert O, Gaillard S, et al. (2002) On calculating sterility in thermal preservation
methods: application of the Weibull frequency distribution model. International Journal of
Food Microbiology 72: 107-113.

Michelin A de F, Garcia IG, Mauricio RA, et al. (2014) Avaliacdo microbioldgica e fisico-quimica
da dgua-de- coco verde vendida no comércio ambulante. Bol Inst Adolfo Lutz 24(2): 7-9.
NACMCEF (2010) Parameters for Determining Inoculated Pack/Challenge Study Protocols. Journal

of Food Protection 73(1): 140-202.
Penha E das M, Cabral LMC and Matta VM da (2018) Agua de Coco. In: VENTURINI FILHO WG

(ed.) Bebidas Néo Alcoolicas: Ciéncia e Tecnologia. 2nd ed. Sdo Paulo: Blucher, pp. 21-29.

Available at:
https://issuu.com/editorablucher/docs/issuu_98b542e8ef31bf?e=1099747/59898845 (accessed
11 June 2020).

Rezende ACB, Crucello J, Moreira RC, et al. (2016) Incidence and growth of Salmonella enterica
on the peel and pulp of avocado (Persea americana) and custard apple (Annona squamosa).
International Journal of Food Microbiology 235. Elsevier B.V.: 10-16.

Ribeiro LP and Marangon AFC (2011) Avaliacéo das condicGes de higiene dos carrinhos ambulantes
de agua de coco comercializada em Brasilia - DF. Universitas: Ciéncias da Saude 9(1). Centro

de Ensino Unificado de Brasilia: 1-12.
43



Rosa M de F and Abreu FAP (2000) Agua-de-Coco: Métodos de Conservag&o. Fortaleza: Embrapa
- CNPAT, SEBRAE/CE.

Rosa M de F, Abreu FAP de, Penha E das M, et al. (1998) Processamento de agua de coco verde.
Embrapa Agroindustria de Alimentos. Rio de Janeiro.

Salfinger Y and Tortorello M Lou (eds) (2015) Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods. 5th ed. Washington: American Public Health Association. Available at:
https://ajph.aphapublications.org/doi/book/10.2105/MBEF.0222 (accessed 11 June 2020).

Sant’ana A de S and Franco BDG de M (2009) Avalia¢do quantitativa de risco microbioldgico em
alimentos: conceitos, sistematica e aplicagdes. Brazilian Journal of Food Technology 12(4):
266-276.

Silva SA Da, Cardoso RDCV, Goes JAW, et al. (2014) Street food on the coast of Salvador, Bahia,
Brazil: A study from the socioeconomic and food safety perspectives. Food Control 40: 78-84.

Soares K, Morais D, Gois V, et al. (2017) Quality of unprocessed cooled fresh coconut water
manually extracted by street vendors. Arquivos do Instituto Bioldgico 84(0). FapUNIFESP
(SciELO): 1-5.

Sobral LF (2018) Coco: O Produtor Pergunta, a Embrapa Responde. Brasilia: Embrapa.

Strawn LK, Schneider KR and Danyluk MD (2011) Microbial safety of tropical fruits. Critical
Reviews in Food Science and Nutrition 51(2). Taylor & Francis Group : 132-145.

Thomas M, Tiwari R and Mishra A (2019) Predictive model of Listeria monocytogenes growth in
queso fresco. Journal of Food Protection 82(12). International Association for Food Protection:
2041-2079.

Tucci P, Centorotola G, Salini R, et al. (2019) Challenge test studies on Listeria monocytogenes in
ready-to-eat iceberg lettuce. Food Science and Nutrition 00: 1-8.

Walter EHM, Kabuki DY, Esper LMR, et al. (2009) Modelling the growth of Listeria
monocytogenes in fresh green coconut (Cocos nucifera L.) water. Food Microbiology 26(6):
653-657.

Walter EHM, Kuaye AY and Hoorfar J (2014) Case study on the safety and sustainability of fresh
bottled coconut water. In: Hoorfar J (ed.) Global Safety of Fresh Produce: A Handbook of Best
Practice, Innovative Commercial Solutions and Case Studies. Philadelphia: Woodhead
Publishing, pp. 367-382.

44



CAPITULO II

Do temperature abuses along the frozen acai pulp value

chain increase microbial hazards?

Artigo publicado no peridédico Foodborne Pathogens and Disease, 2024. (Anexo ).
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RESUMO

Sandes JCAS, Walter EHM, Ramos GLPA, Matta VMD, Cabral LMC. Do Temperature Abuses
Along the Frozen Acgai Pulp Value Chain Increase Microbial Hazards? Foodborne Pathog Dis.
2024 Oct 11. doi: 10.1089/fpd.2024.0073.

O abuso de temperatura durante o armazenamento, distribuigdo, comercializagdo e consumo de
polpa de agai congelada ndo pasteurizada aumenta os riscos microbianos? Este estudo
investigou o comportamento de microrganismos potencialmente patogénicos (Escherichia coli,
Listeria monocytogenes e Salmonella spp.) e deteriorantes (bactérias mesofilas, leveduras e
bolores) em duas condicGes simuladas de descongelamento: sob refrigeracdo e em temperatura
ambiente. O efeito do abuso repetido da cadeia de frio foi observado descongelando e
recongelando (-20 °C) a polpa de agai quatro vezes ao longo de um periodo de 90 dias. O
congelamento resultou na inibicdo de todos os microrganismos, exceto bactérias aerdbicas
mesdfilas em uma Gnica amostra. Apds o descongelamento a 5 °C, os parametros cinéticos
obtidos pelo modelo Weibull indicaram que bactérias aerdbicas meséfilas, leveduras e bolores
e L. monocytogenes apresentaram maior tempo de inativagdo com valores de ¢ atingindo 35,
126 e 46 dias, respectivamente. O menor tempo de inativacdo para uma reducdo de 4 log
UFC.g* foi para E. coli. A concentracdo de Salmonella spp. e L. monocytogenes em amostras
controle foi maior (p < 0,01) do que em amostras expostas a condi¢des abusivas apds 90 dias
de armazenamento. Os resultados indicam que as condi¢des abusivas de descongelamento
estudadas ndo aumentam os riscos potenciais de patdgenos.

Palavras chave: Euterpe oleracea, modelagem preditiva, seguranca dos alimentos,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella
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ABSTRACT

Sandes JCAS, Walter EHM, Ramos GLPA, Matta VMD, Cabral LMC. Do Temperature Abuses
Along the Frozen Acgai Pulp Value Chain Increase Microbial Hazards? Foodborne Pathog Dis.
2024 Oct 11. doi: 10.1089/fpd.2024.0073.

Does temperature abuse during storage, distribution, marketing, and consumption of
unpasteurized frozen acai pulp increase microbial hazards? This study investigated the behavior
of potentially pathogenic (Escherichia coli, Listeria monocytogenes and Salmonella spp.) and
spoilage (mesophilic bacteria, yeasts and molds) microorganisms in two simulated thawing
conditions: under refrigeration and at room temperature. The effect of repeated cold chain abuse
was observed by thawing and refreezing (-20 °C) acai pulp four times over a period of 90 days.
Freezing resulted in inhibition of all microorganisms except for mesophilic aerobic bacteria in
one single sample. After thawing at 5 °C, the kinetic parameters obtained by the Weibull model
indicated that mesophilic aerobic bacteria, yeasts and molds and L. monocytogenes showed a
longer inactivation time with o values reaching 35, 126, and 46 days, respectively. The shortest
inactivation time for a reduction of 4 log CFU.g"! was for E. coli. The concentration of
Salmonella spp. and L. monocytogenes in control samples was higher (p < 0.01) than in samples
exposed to abusive conditions after 90 days of storage. The results indicate that the abusive
thawing conditions studied do not increase the potential hazards of pathogens.

Keywords: Euterpe oleracea, predictive modeling, food safety, Escherichia coli, Listeria

monocytogenes, Salmonella
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1 INTRODUCTION

Acai is the most important dietary supplement and one of the main sources of income
of the Amazon region. The consumption of the acai pulp was boosted in the 1990s, and it stood
out as a “superfood” due to its high antioxidant activity (Yamaguchi et al., 2015). As it is a
highly perishable fruit, freezing the pulp in its natural state is one of the main preservation
methods.

The initial contamination of the fruit or pulp, processing without pasteurization, and
improper storage conditions are considered critical factors for the safety and quality of the
product (Bezerra et al., 2017). The palm tree of acai can be contaminated from various sources,
mainly because it serves as shelter and food for a variety of pollinating insects, birds, and other
animals (Freitas et al., 2021; Oliveira et al., 2007; SEBRAE, 2013). After harvesting, storing,
and transporting, the concentration of microorganisms in agai fruit can reach 10° CFU.mL™ if
it is not processed within 40 hours (Tribst et al., 2009). In the Amazon region, transportation
often takes place in small boats during hours or even days, with the fruit stored inside or outside
the holds (Aguiar et al., 2013).

Maintaining the cold chain of frozen acai pulp from production to consumption is a
challenge. Throughout the chain, the product may be exposed to abusive temperature without
showing any noticeable sensory changes. Could it be that acai pulp, if contaminated with
potentially pathogenic microorganisms, undergoing freeze-thaw cycles could increase the
potential hazards? Considering this question, the aim of this work was to study the behavior of
potentially pathogenic and spoilage microorganisms simulating the thawing conditions of
unpasteurized acai pulp during storage.

2  MATERIAL AND METHODS

2.1 Materials

Unpasteurized acai pulps three different batches (A, B, and C) were produced in
Manaus, Brazil. The pulps were frozen and stored in Styrofoam boxes with ice until they arrived
in the laboratory and then kept at -20 + 2 °C until the experiments.

Pathogenic bacteria were obtained from the INCQS/FIOCRUZ collection (Brazil). The

Escherichia coli cultures used were ATCC 11229, 045:H2 (CDC 00-3039), CDC H6, CDC
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H27, and CDC H34; Salmonella spp. cultures were Choleraesuis (ATCC 10708), Enteritidis
(ATCC 13076), Typhimurium (ATCC 13311), Typhimurium (ATCC 14028), and S. brazil
(Embrapa collection, isolated from acai); and the Listeria monocytogenes cultures were 1/2b
(CLIST 2032), 1/2a (CLIST 2044), 4b (CLIST 2045), 4b (CLIST 3436/Scott A), and 10403S
(CLIST 4165). The strains were tested for cross-growth compatibility by genus, as aiming at
not inhibiting each other during growth (Beuchat et al., 2001). The cultures were stored in

Eppendorfs, diluted in 20% glycerol and frozen until the moment of the experiments.

2.2 Preparation of the inoculum and inoculation of acai pulp

The cultures were activated in 10 mL of Tryptic Soy Broth (TSB; Becton, Dickinson &
Company, USA) at 37 °C for 24 h, with two new transfers in TSB afterward. The grown cultures
were centrifuged (4000 rpm for 15 min at 4 °C) twice. Then, the strains of each genus were
resuspended in 0.1% peptone water (5 mL/strain) (Becton, Dickinson & Company) and
combined in a single Falcon tube. The centrifuged cultures of E. coli, L. monocytogenes, and
Salmonella spp. were resuspended and added to the same diluent until 10 mL was completed.
The inoculum of each pathogen was obtained between 5 and 6 log CFU.mL* (NACMCF,
2010), enumerated by drop plating on plate count agar (PCA; Merck, Germany) and also on
selective media for each pathogen: on methylene blue eosin agar (EMB, Becton, Dickinson and
Company) for E. coli, on deoxycholate-lysine—xylose agar (XLD, Merck) for Salmonella spp.
and on Oxford agar (Becton, Dickinson and Company) for L. monocytogenes, in dilutions 0 to
-5.

The acai pulp samples (9.9 g) received 0.1 mL of each pathogen pool with initial
concentration between 10° and 10° CFU.mL. The control sample (10 g) received no inoculum.

Triplicate samples were homogenized and stored at -20 £ 2 °C (slow freezing).

2.3 Microbiological analysis

After one week of inoculum and storage, microbiological analyses for prediction were
performed to simulate the thawing stage in the industry. Continuing the simulation of thawing
at distribution, marketing, and point of consumption, samples were thawed again after 30, 60,
and 90 days of storage. Control samples (without inoculum) were analyzed under the same

conditions. To perform these analyses, the same acai pulp samples from each batch with or
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without inoculated microorganism were thawed under refrigeration for thawing analysis at 5 °C
or at room temperature for thawing analysis at 30 °C. Thawing temperatures were monitored
by a digital thermometer (Incoterm, Brazil). Immediately after each pulp sample was analyzed
(at 7, 30 and 60 days), the samples were refrozen at -20 °C. Control samples not subjected to
thaw-freeze cycles were also analyzed in the same way, being thawed only after 90 days of
storage at -20 °C.

Sample aliquots (1 g) thawed at 5 or 30 °C were serially diluted (1:10) in 0.1% peptone
water, followed by drop or surface plating (three triplicate dilutions) of 10 pL or 100 uL aliquots
of the diluted sample, respectively. Analyses for mesophilic aerobic bacteria and yeasts and
molds were performed on control samples, while pathogen analyses were performed on
inoculated samples. The enumeration of E. coli, Salmonella spp., and L. monocytogenes was
performed in their respective selective media and mesophilic aerobic bacteria in PCA (Merck,
Germany) at 37 °C for 24 hours, and yeasts and molds on Dichloran Rose Bengal
Chloramphenicol Agar (DRBC, Merck, Germany) at 25 °C for 5 days (Salfinger and Tortorello,
2015).

2.4  Predictive modeling

Inactivation models were generated using the Geeraerd and Van Impe Inactivation
Model Fitting Tool (GInaFiT) version 1.7 software (Geeraerd et al., 2005). The curves were
adjusted by the Weibull model (Equation 1), as proposed by (Mafart et al., 2002):

Logio(N) = Logio(No) — (3)P (1)

where No is the initial microbial concentration (CFU.g™), N is the microbial concentration
(CFU.g?) at time t (days), delta (J) can be represented as the time (day™) required for the first

decimal reduction (if p = 1), and p is the parameter related to the shape of the inactivation curve.
2.5 Statistical analysis

The average results of the microbiological analyses (item 2.3) were statistically
evaluated using the BioEstat software (version 5.3, Belém, Brazil) for analysis of variance
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(ANOVA). Data comparison was performed using the Tukey test with a significance level of
1%.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Predictive modeling of acai pulp

Predictive microbiology in the present work aimed to describe the behavior of
potentially pathogenic and spoilage microorganisms in unpasteurized frozen acai pulp
subjected to abusive thaw-freeze cycles, simulating thawing points along the value chain. All
microorganisms showed inactivation behavior, with the exception of that observed in acai C
pulp contaminated with mesophilic aerobic bacteria. In this case, the spoilage bacteria showed
a tendency toward stability at the two temperatures studied (data not shown). From the
experimental data, the model that best fit the data to describe the microbial inactivation curves
was the nonlinear Weibull model (Mafart et al., 2002).

Table 1 shows the kinetic parameters of the pathogenic and spoilage microorganisms
studied in three batches of acai pulp, which were subjected to freeze-thaw cycles. The data that
best fit the model were obtained from pulp samples containing mesophilic bacteria (0.9999), L.
monocytogenes (0.9993 and 0.9991), and E. coli (0.9990) at 5 °C with R? close to 1.

52



Table 1. Kinetic parameters of potentially pathogenic and spoilage microorganisms in three

batches of unpasteurized frozen acai pulp subjected to successive abusive storage conditions,?
adjusted to the Weibull model.

Microorganism ~ Batch  shc pbc tap® R2
5°C 30°C 5°C 30°C 5°C 30°C 5°C 30°C
E. coli A 3.84+0.27 8.23+6.82 058+0.01 0.79+031 414 474 0.9990 0.9774
B 8.12+4.71 4.06 £2.11 084+0.23 064+0.12 426 36.0 0.9883  0.9941
c 0.00 2.86+2.70 010+0.11 057+017 18 336 0.9690  0.9849
Salmonella spp. A 6.90 +1.47 5.56 + 4.36 0.55+0.04 056+015 86.4 657 0.9980 0.9768
B 13.70+1.68 17.89+9.70 0.71+0.04 1.26+0.53 54.0 0.9988 0.9757
Cc 12.42 +2.06 4.40+4.93 0.83+0.07 054+0.19 66.6 576 0.9981 0.9635
L. monocytogenes A 4572 £2.74 13.61 +23.13 175+0.15 0.78+0.65 81.9 0.9991 0.8183
B 46.05 £ 2.47 17.10+21.52 1.70+0.13 0.90+0.64 81 0.9993 0.8657
Cc 31.99 £ 2.96 7.85+17.23 131+0.11 0.64%0.55 68.4 0.9988  0.9277
Mesophilic A 23.44 +18.53 1791 £13.12 059+0.29 0.68+0.27 0.9251  0.9488
aerobic bacteria
B 34.85+1.24 21.57 £17.00 047+0.01 0.63+0.30 0.9999 0.9294
c
Yeastsand molds A 126.00 £ 7.61 72.06+9.41 0.78+0.10 0.62+0.11 0.9985  0.9895
B 126.34 +11.27 10492+28.44 118+0.25 0.66+0.29 0.9962  0.9390
o] 115.49 + 5.67 81.93 £14.29 0.78+0.07 0.66+0.18 0.9974 0.9764

2 Thawing in two simulated conditions, under refrigeration at 5 °C and at room temperature of
30 °C, followed by three refreezes (-20 + 2 °C) at successive intervals of 1 month.
® §: Time (day™) required for first decimal reduction. p: Parameter related to the inactivation

curvature. tsp: Time (day) for inactivation of 4 logarithmic cycles.

¢ Parameter values are represented as mean + standard deviation.
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The time required to reduce the initial population (o) in acai pulp at 5 °C can be
compared between pathogenic microorganisms. L. monocytogenes presented the highest delta
values, ranging from 31.99 to 46.05 days (Table 1). The ¢ of L. monocytogenes was about 3.5
times higher than that of Salmonella spp., and reached 6 times that of E. coli, on average. The
delta values of L. monocytogenes in agai pulp also revealed that the time required to reduce the
initial population at 5 °C was 3 to 4 times longer than at 30 °C. The psychrotrophic nature of L.
monocytogenes can be correlated with its ability to develop at refrigeration temperatures. It also
took longer for the first decimal reduction of L. monocytogenes to occur at 5 °C than for E. coli
and Salmonella spp. Compared with the spoilage microorganisms, yeasts and molds in agai
pulp showed the highest J (Table 1), as they required 72.06 to 126.34 days for the first decimal
reduction to occur, showing population stability in the face of freeze-thaw cycles at 5 °C and
30 °C.

The downward curvature (p > 1) of L. monocytogenes in acai pulps at 5 °C (Fig. 1)
showed that the remaining cells were damaged, and, in such a situation, less time would be
needed to inactivate the same population in relation to the cells still surviving. When the
samples reached 30 °C, L. monocytogenes showed the opposite behavior (p < 1), according to
Table 1, with an upward curvature. In this case, the most sensitive cells were promptly
destroyed, while the survivors showed the ability to adapt to the stressful environment. This
demonstrates that acai pulp contaminated by L. monocytogenes after thawed-refrozen at a lower
temperature presented a progressive increase in the inactivation of the remaining population.
Regarding the behavior of the other pathogens and deteriorants, all showed an upward curvature
where p < 1, also considering the standard deviations of the data obtained (Table 1).
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Figure 1. Listeria monocytogenes (LM) inactivation curves in agai pulps A (5 °C: ¢ and black
line; 30 °C: o0 and red line), B (5 °C: V and yellow line; 30 °C: * and blue line) and C (5 °C: +
and orange line; 30 °C: o and green line) after thawing at 5 °C and 30 °C adjusted by the
Weibull model.

In a study of inactivation and viability of pathogens in pressurized acai juice, Gouvea et
al. (2020) found that in the control sample (nonpressurized acai juice, pH 4.3 and 2.9 °Brix) L.
monocytogenes and Salmonella spp. remained viable at concentrations of 7.33 £ 0.22 and 7.43
+ 0.17 log CFU.mL? (no significant difference in relation to the initial day, p > 0.05),
respectively, after 42 days at 7 °C. During this period, the logarithmic reductions for L.
monocytogenes were 0.21 CFU.mL™? and 0.49 CFU.mL™ for Salmonella spp. These data
demonstrate the survival capacity of pathogenic microorganisms in acai under refrigerated
conditions for almost 2 months of storage. In comparison with the presente study, when
subjecting L. monocytogenes and Salmonella spp. to thaw-freeze cycles, unlike Gouvea et al.
(2020) have observed, the cells end up suffering injuries that promote microbial inhibition over
time, and also difficult cell recovery, as it can be seen by the value of p > 1 for L. monocytogenes
at5 °C.

The time required to reduce 4 logarithmic cycles (tsp) cannot be estimated in all cases,
as it would be too long to be calculated (Table 1). However, it can be seen that the shortest and
longest t4p times of E. coli in acai pulp were 1.8 (C pulp/5 °C) and 47.4 days (A pulp/30 °C),
respectively. For Salmonella spp., the shortest t4p time was 54.0 days (B pulp/30 °C), while the

longest time was 86.4 days (A pulp/5 °C). The inactivation time can only be observed in L.
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monocytogenes at 30 °C, ranging from 68.4 days in C pulp to 81.9 days in A pulp to reduce 4
log CFU.g™t. Among the pathogens, the average of the data revealed that in the thaw-freeze
cycles (5 °C and 30 °C) of acai pulp, E. coli was more influenced than Salmonella spp., followed
by L. monocytogenes, which was the most stable pathogen, regarding tap values.

At 90 days, after thaw-freeze cycles, there was a similar average reduction of L.
monocytogenes in the acai pulp at 5 °C and 30 °C, being 3.44 and 3.74 log CFU.g%, respectively
(Fig. 1). In 60 days, E. coli decreased 5.30 log CFU.g%, on average, relative to the initial
inoculum at 5 °C and 30 °C, with the exception of the C pulp at 5 °C which had an estimated
value < 1.00 log CFU.g*! after the first thawing (Fig. 2). E. coli suffered the greatest log
inactivation in the shortest time. Salmonella spp. reduced 4.49 log CFU.g! after three thaws
(60 days) at 30 °C, while the reduction at 5 °C was 4.35 log CFU.qg™* after four thaws (90 days)
(Fig. 3). To evaluate the adherence, survival, and recovery of Salmonella spp. in acai fruits,
Bezerra et al. (2015) inoculated a concentration of 10 log CFU.mL™? and observed an

inactivation of 4 log CFU.mL™ using the inoculum dripping method on fruit with drying in

laminar flow.
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Figure 2. Escherichia coli (EC) inactivation curves in agai pulps A (5 °C: ¢ and black line;
30 °C: o and red line), B (5 °C: V and yellow line; 30 °C: * and blue line) and C (5 °C: + and
orange line; 30 °C: o and green line) after thawing at 5 °C and 30 °C adjusted by the Weibull

model.
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Figure 3. Salmonella spp. (SM) inactivation curves in agai pulps A (5 °C: ¢ and black line;
30 °C: o and red line), B (5 °C: V and yellow line; 30 °C: * and blue line) and C (5 °C: + and
orange line; 30 °C: o and green line) after thawing at 5 °C and 30 °C adjusted by the Weibull
model.

The frozen acai pulps, when obtained, presented endogenous contamination by
mesophilic aerobic bacteria (3.10 log CFU.g* in C pulp — 5.48 log CFU.g! in A pulp), and
yeasts and molds (3.56 log CFU.gt in B pulp — 3.70 log CFU.g* in C pulp). In commercial agai
pulps analyzed by Bandeira et al. (2023), the mesophilic aerobic bacteria counts determined
were close to those seen here, being 1.4 x 10> CFU.g! and 7.7 x 10* CFU.g. In 90 days of
storage, the observed logarithmic reduction of mesophilic aerobic bacteria was, on average,
1.74 log CFU.gt at 5 °C and 2.36 log CFU.g* at 30 °C (Fig. 4), while for yeasts and molds, it
was 0.75 log CFU.gt at 5 °C and 0.98 log CFU.g* at 30 °C (Fig. 5). These data show that the
most persistent microorganisms, even compared with the pathogens tested, are the yeasts and
molds that showed a logarithmic reduction of < 1 Log throughout the 90-day thaw-freeze cycles
of the acai pulp at 5 °C and 30 °C. Sousa et al. (2006) also observed the survival of yeasts and
molds in frozen acai juice (-18 °C) for 90 days, verifying the same initial count (> 4.2 x 10*
CFU.mL™?) after storage.
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Figure 4. Mesophilic aerobic bacteria (BAM) inactivation curves in agai pulps A (5 °C: ¢ and
black line; 30 °C: o and red line) and B (5 °C: V and yellow line; 30 °C: * and blue line) after
thawing at 5 °C and 30 °C adjusted by the Weibull model.
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Figure 5. Yeasts and molds (BL) inactivation curves in agai pulps A (5 °C: ¢ and black line;
30 °C: o and red line), B (5 °C: V and yellow line; 30 °C: * and blue line) and C (5 °C: + and
green line; 30 °C: o and orange line) after thawing at 5 °C and 30 °C adjusted by the Weibull

model.
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3.2 Microbial concentration in acai pulp: samples subjected to abusive conditions x

control

At the end of the study, the microbial concentration of acai pulps after thaw-freeze
cycles was compared with the counts of samples that remained frozen at -20 °C for the same
period (control), as shown in Fig. 6. After 60 days, E. coli counts were below the detection limit
in pulp samples thawed at 5 °C and 30 °C, while in control pulp, the average was 0.55 + 0.02

log CFU.g%, with no significant difference between the diferent conditions.

59



Final microbial concentration (log CFU.g!) in agai pulp
5.00

4.50

b
a
a
b

3.00 a
-
oo
g 2.50
-1
o

2.00 a

1.50

1.00

a
a
0.50
*a *a *a
0.00
EC SM LM BAM BL

m5°C m30°C mControl

Figure 6. Comparison of the final microbial concentration (log CFU.g ™) of EC, SM, LM, BAM, and BL in acai pulp samples subjected to successive
thawing at 5 °C and 30 °C, and control acai pulp samples which were not subjected to thawing for up to 90 days. *Below detection limit.
**|_owercase letters represent comparison between bars with a significance level of 1% using the Tukey test. Analyzes of each batch were
performed in triplicate and the data were presented as the average of the batches.
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The control samples with Salmonella spp. and L. monocytogenes showed a significant
difference (p < 0.01) with higher concentrations than those of the samples subjected to abusive
conditions, after 90 days of freezing. In the acai pulp with Salmonella spp. there was an average
of 0.70 + 0.06 log CFU.g* at 5 °C and a count below the detection limit at 30 °C, while in the
control pulp there was 3.12 + 0.08 log CFU.g™ . Likewise, it can be observed that the pulp
containing L. monocytogenes presented an average of 2.08 + 0.30 log CFU.gt at 5 °C, 1.78 +
0.07 log CFU.g in the pulp at 30 °C, while in the control pulp the count was 4.49 + 0.04 log
CFU.g L. These data show that keeping agai pulp frozen, without thaw-freeze cycles in the
production chain, for at least 90 days increases the chances of survival of the Salmonella spp.
and L. monocytogenes.

Archer (2004) stated that freezing is generally an excellent way to preserve the viability
of microorganisms. However, repeated freeze-thaw cycles can disrupt and destroy bacteria.
Zhang et al. (2021) analyzed the recovery of E. coli O157:H7 in TSB after 12 freeze-thaw (-20
and 25 °C) cycles. After the first thaw, the recovery was 58.8% of the initial inoculum, while
at the end of all cycles the recovery of E. coli 0157:H7 was 11.4%.

Freezing technology immobilizes water molecules to preserve food at low temperatures.
During the freezing, water molecules pass into a solid state, forming ice crystals, while solutes
concentrate in the still-thawed fraction and dehydrate the microbial cell. Chemical and
enzymatic processes also begin to be inhibited. By osmosis, the water still present tends to
migrate to the more concentrated medium, compromising membrane permeability and causing
irreparable damage (Archer, 2004; EI-Kest and Marth, 1992). In addition, slow freezing results
in the appearance of larger ice crystals, increasing damage to microbial cells (Jeremiah, 2019).
Thawing generally occurs at a slower rate than freezing (food remains in the zone below 0 °C
longer) favoring the process of recrystallization, where smaller ice crystals melt and refreeze to
form larger ice crystals (Potter, 1986). All these effects of freeze-thaw cycles contribute to cell
death, as seen here.

Regarding the spoilage groups, there were no significant differences between the
samples subjected to freeze-thaw cycles at 5 °C and 30 °C compared with the control samples
at the end of the 90-day study period. The average count verified for mesophilic aerobic bacteria
at 5 °C, 30 °C, and control was, respectively, 3.42 + 0.08 log CFU.g, 3.01 + 0.13 log
CFU.g, and 3.65 + 0.05 log CFU.g™. For yeasts and molds, the average count was 2.90 + 0.10
log CFU.gtat5°C, 2.67 +0.14 log CFU.g at 30 °C, and 2.82 + 0.15 log CFU.g* in the control

pulp.
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Gram-negative bacteria are more influenced by freezing than Gram-positive bacteria
(Rahman and Velez-Ruiz, 2020), as observed in the results of E. coli and Salmonella spp. in
contrast to L. monocytogenes (Fig. 6). Gene activation and repression mechanisms are initiated
during the change in the physical state of microorganisms. Freeze-thaw makes L.
monocytogenes more susceptible to the action of lipase and lysozyme enzymes (El-Kest and
Marth, 1992). Yeast resistant to freeze-thaw cycles produces high levels of trehalose, which
performs a cryoprotective function (Rahman and Velez-Ruiz, 2020). Missous et al. (2010)
observed the sensitivity of yeasts and molds to freezing (-10 °C) and verified the resistance (56
— 75% survival) of yeasts and a mold strain by the production of arthrospores. By activating
defense mechanisms, even with sublethal lesions, microorganisms can resist adverse
environmental conditions, adapt, repair lesions, and extend freeze-thaw survival.

Throughout the acai pulp production chain, the risks of microbial contamination are
eminent and often unavoidable by actual practices. Based on the results obtained, pasteurization
of the acai pulp is recommended to reduce any microbial hazards and maintain product safety.
In addition, pre-harvest, post-harvest, and processing of acai pulp (artisanal and industrial) must
be carried out applying good practices to prevent possible contamination. Prevention and
control recommendations were documented for the application of HACCP (Hazard Analysis
and Critical Control Points) of the acai pulp (SEBRAE, 2013).

4 CONCLUSIONS

Over 90 days, abusive conditions promoted a greater reduction in microbial hazards
compared to non-abusive conditions. The results reinforce the importance of pasteurization, as
freezing or abusive storage conditions do not eliminate all potentially pathogenic
microorganisms studied to safe levels. In this work, only in samples with E. coli subjected to
abusive conditions at 5 °C and 30 °C, it was possible to observe inhibition at levels considered
safe, with a reduction higher than 5.00 log CFU.g™.
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CAPITULO III

O efeito do descongelamento na qualidade da polpa de acai

congelada n&o pasteurizada.
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RESUMO

O acai (Euterpe oleracea) ¢ considerado um “superalimento” devido, especialmente, a sua
composicao fitoquimica. A presenca de compostos fenolicos, antocianinas (especialmente,
cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo), proantocianidinas, carotenoides e
outros flavonoides conferem uma alta atividade antioxidante ao fruto. O método mais utilizado
para conservacdo e viavel comercializa¢do do acai é o processamento em polpas congeladas. A
manutencdo da qualidade da polpa de acai ndo pasteurizada submetida a condic¢Ges abusivas e
ndo-abusivas de armazenamento foi estudada durante 90 dias. Andlises fisico-quimicas, de
compostos fenolicos, antocianinas e atividade antioxidante foram realizadas nas polpas. No
periodo estudado, ndo houve variacdo significativa (p > 0,05) na acidez, nos solidos soluveis e
no conteddo de proteinas. Os outros parametros avaliados apresentaram diferenca significativa
(p < 0,05 ou p <0,01). A concentracdo de antocianinas foi 42% da inicial em amostras sem
abusos e 18% com abusos aos 90 dias. Os resultados indicam que as condi¢bes abusivas
estudadas afetaram principalmente a concentragdo de antocianinas.

Palavras chave: Polpa de agai, fitoquimicos, qualidade, congelamento, condic¢des abusivas
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ABSTRACT

Acai (Euterpe oleracea) is considered a “superfood” due, in particular, to its phytochemical
composition. The presence of phenolic compounds, anthocyanins (especially cyanidin-3-O-
glucoside and cyanidin-3-O-rutenoside), proanthocyanidins, carotenoids and other flavonoids
confer a high antioxidant activity to the fruit. The most widely used method for preservation
and viable marketing of agai is processing into frozen pulps. The maintenance of the quality of
unpasteurized acai pulp subjected to abusive and non-abusive storage conditions was studied
for 90 days. The pulps were analyzed for physicochemistry, phenolic compounds, anthocyanins
and antioxidant activity. During the study period, there was no significant variation (p > 0.05)
in acidity, soluble solids and protein content. The other parameters evaluated showed significant
differences (p < 0.05 or p <0.01). The anthocyanin concentration was 42% of the initial value
in samples without abuse and 18% in samples with abuse at 90 days. The results indicate that
the abusive conditions studied mainly affected the anthocyanins concentration.

Keywords: Acai pulp, phytochemicals, quality, freezing, abusive conditions
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1 INTRODUCAO

O acai (Euterpe oleracea) é um fruto nativo da regido amazonica e de algumas ilhas do
Caribe. Seu consumo foi impulsionado na década de 1990 devido a alta atividade antioxidante
da polpa de fruta, denominada “superalimento” por conter uma gama de compostos fenolicos,
antocianinas  (especialmente, cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo),
proantocianidinas, carotenoides e outros flavonoides (ALNASSER; MELLOR, 2022;
COPETTI et al., 2022; FREITAS; CARVALHAES; BEZERRA, 2021; YAMAGUCH]I et al.,
2015). O acai é o complemento alimentar mais importante para as popula¢fes na regido
amazOnica, além de ser uma das principais fontes de renda dos povos da floresta (IPAM, 2018).

A comercializacdo do fruto in natura nas bagas é invidvel devido a alta perecibilidade
do acai (IPAM, 2018; NOGUEIRA; FIGUEIREDO; MULLER, 2005). Por isso, a polpa é
considerada um dos principais métodos de conservacdo das caracteristicas sensoriais e
nutricionais, além da seguranca, do acai. A polpa de acai é definida como o produto obtido de
extracdo mecanica com adicao de dgua a parte comestivel do fruto maduro (BRASIL, 2018). O
produto é um creme espesso, de cor roxo intensa e alto valor comercial que é consumido fresco
ou conservado por congelamento (IPAM, 2018). A polpa de agai apresenta um alto valor
energético e o pH esta entre 4,0 a 6,2 (BRASIL, 2018).

A presenca de uma gama de compostos fitoquimicos no acai demonstra que o seu
consumo pode contribuir para o beneficio da saide humana, sequestrando espécies reativas de
oxigénio, como o radical peroxila (ROO¥), peroxido de hidrogénio (H202) e radical hidroxila
(*OH) (VISSOTTO et al., 2013). Atividades anti-inflamatoria, antioxidante, anticancerigena e
neuroprotetoras (inclusive antidepressiva e anticonvulsivante) do acai ja foram demonstradas
na literatura cientifica (ALNASSER; MELLOR, 2022; YAMAGUCHI et al., 2015).

Conservar a qualidade do fruto recém-colhido ap6s o processamento e a logistica para
manter a qualidade durante a comercializacdo da polpa de acai sdo desafiadoras. Neste estudo,
a qualidade da polpa de acgai ndo pasteurizada e congelada foi avaliada em condigdes abusivas
e ndo abusivas de armazenamento, simulando descongelamentos que a polpa pode sofrer em

sua cadeia de valor.

69



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Polpas de acai ndo pasteurizadas de trés lotes diferentes (A, B e C) foram produzidas
em Manaus, Brasil. As polpas foram congeladas e armazenadas em caixas de isopor com gelo
até chegarem ao laboratorio e entdo mantidas a -20 + 2 °C (congelamento lento) até 0 momento

de realizacdo dos experimentos.

2.2 Desenho experimental

Para a realizacdo das andlises, as mesmas amostras de polpa de acai de cada lote foram
descongeladas sob refrigeracdo (5 °C) com monitoramento de termdmetro digital (Incoterm,
Brasil), e prontamente, analisadas no inicio (dia 0), aos 60 dias e aos 90 dias de armazenamento
a-20 °C. Imediatamente, ap6s cada lote de polpa ser analisado, as amostras foram recongeladas
a -20 °C (no inicio e aos 60 dias). Os ciclos de descongelamento-congelamento submetidos a
polpa de agai simularam as condigBes abusivas na cadeia de valor da polpa. Amostras de
controle ndo submetidas a ciclos de descongelamento-congelamento também foram analisadas

apos 90 dias de armazenamento a -20 °C.

2.3 Caracterizacido da polpa de acai

2.3.1 Analises fisico-quimicas

O teor de proteina foi quantificado pelo método Kjeldahl (036/1V) (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 2008). O pH e a acidez total foram determinados pelos métodos
potenciométrico (981.12) e titulométrico, respectivamente (AOAC, 2010; INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985). Os solidos soluveis totais foram realizados pelo método 6tico em
refratdmetro digital (932.14) (AOAC, 2010) e os solidos totais (934.01) pelo método
gravimétrico (AOAC, 2010). Todas as analises foram realizadas a 20 °C, em triplicata e a média

foi considerada.
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2.3.2 Determinacdo do teor de compostos fenélicos totais, antocianinas e atividade

antioxidante

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado utilizando o método descrito por
Singleton & Rossi (1965) com reagente Folin-Ciocalteu. A quantificacdo das antocianinas foi
realizada pelo método do pH diferencial (KLOPOTEK; OTTO; BOHM, 2005). A atividade
antioxidante foi determinada pelo método ABTSe+, segundo Re et al. (1999). Todas as analises

foram realizadas em triplicata e a média foi considerada.

2.3.3 Analise do perfil de antocianinas por CLAE-DAD

A extracdo das antocianinas foi realizada de acordo com Santiago et al. (2010), a partir
de 1 g de polpa com posterior adicdo de 2 mL de solu¢do metanol:&cido férmico (90:10, v/v).
O extrato final obtido foi microcentrifugado e uma aliquota do mesmao foi seca sob fluxo de ar
comprimido e diluida com solugdo metanol:acido formico 0,5% (10:90, v/v) para posterior
analise cromatogréafica. A analise de antocianinas dos extratos foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos (DAD) de acordo com
Gouvéa et al. (2015). Foi utilizada coluna BDS Hypersil C18 da Thermo Scientific® (100 x 4,6
mm; 2,4 mm) a temperatura de 40 °C, com fluxo de 1,0 mL/min, modo de elui¢do gradiente
(Fase A: acetonitrila e Fase B: &cido férmico 5% em agua), volume de injecdo de amostra de
20 mL e tempo de corrida de 20 minutos. A quantificacdo das antocianinas foi realizada por
padronizacdo externa utilizando-se padrdo analitico comercial de cianidina-3-O-glicosideo
(Sigma Aldrich®) e cianidina-3-O-rutenosideo (Sigma Aldrich®).

2.4  Analises estatisticas
As medias dos resultados obtidos foram avaliadas estatisticamente pelo software

BioEstat (versdo 5.3, Belém, Brasil) para analise da variancia (ANOVA). A comparacdo dos

dados foi realizada pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 1% ou 5%.
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3  RESULTADOS E DISCUSSAO

A manutencéo da qualidade da polpa de acai ndo pasteurizada congelada durante a sua
vida Gtil é importante, pois pode contribuir para beneficiar a saide dos consumidores. Em um
artigo de revisdo, Yamaguchi et al. (2015) apontaram os beneficios atribuidos aos compostos
fitoquimicos presentes na polpa de acai em diversos estudos, quer sejam por ensaios in vitro,
celulares ou in vivo. Nos ensaios in vivo destacaram o potencial efeito ateroprotetor com acgéo
anti-inflamatoria, e também o aumento da protecédo celular contra espécies reativas ao oxigénio
pela acdo dos antioxidantes, inclusive diretamente pela acdo das antocianinas no plasma
humano.

As Tabelas 1 e 2 mostram os dados referentes a qualidade das polpas de acai A, Be C
submetidas a ciclos de descongelamento-recongelamento e das polpas que ndo sofreram esses
abusos (controle) durante o armazenamento de 90 dias. Quanto as analises de caracterizacao
dos trés lotes de polpa de acai ndo pasteurizada utilizados no estudo, ndo houve diferenca
significativa para os parametros acidez total, s6lidos solGveis e proteinas no tempo de 90 dias

em amostras submetidas as condi¢des abusivas e ndo-abusivas de armazenamento.
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Tabela 1. Perfil fisico-quimico das polpas de acai congeladas submetidas a descongelamentos e recongelamentos, e polpas de acai controle por 90

dias.

Lote A B C IN 37/ 2018
Tempo (dia) 0 60 90 90/C? 0 60 BN 90/C? 0 60 90 90/C™

pH 497aA  4,82abA  4,89abA 4.81bA  497aA  479abA 496abA 4,64bA  491aA  4,74abA 4,77abA  4,75bA  4,0-6,2
Acidez Ac. Citrico | 0,23 0,23 0,25 0,22 0,22 0,22 0,21 0,31 0,23 0,23 0,24 0,23 Max. 3,2
(9/100 g)™

Solidos Totais (g/100 | 18,20aA 20,10aA 19,71aA 18,73aA 17,80aA 18,78aA 17,97aA 18,52aA 16,80aB 16,71aB 1597aB 1822aB Min.8
9) B B B B

Solidos  Soltveis | 2,6 3,0 2,6 3,0 3,0 2,9 2,5 3,0 1,2 3,0 3,0 3,0 -
(°Brix)*

Proteina (g/100 g)*®** | 6,92 6,27 7,31 5,82 7,08 6,71 7,35 745 7,86 6,52 6,14 6,64 Min. 7

“ Letras minGsculas e maitsculas representam comparacéo entre colunas. Nivel de significancia de 5% pelo teste de Tukey. As analises de cada
lote foram realizadas em triplicata.
“2. C — Amostra controle, ndo foi submetida a condigdes abusivas.

3 bs — Base seca.

*4 ns — Sem diferenca significativa.
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Tabela 2. Teor de compostos fenodlicos totais, atividade antioxidante e perfil de antocianinas das polpas de acai congeladas submetidas a

descongelamentos e recongelamentos, e polpas de agai controle por 90 dias.

Lote A B C IN 37/ 2018
Tempo (dia) 0 60 90 90/C? 0 60 90 90/C? 0 60 90 90/C™

Compostos Fendlicos | 2,36aA  2,43aA  1,63bA 2,34ab  2,14aA 2,44aA 189bA 1,78ab  3,14aB 2,91aB  2,09bB  2,61abB Min. 1,80
Totais (g/100 g)*3 A A

Atividade Antioxidante | 30,27ab 52,15a  20,66b  45,49ab 27,5lab 42,58a 24,94b  22,25ab 29,77ab 47,00a  19,50b  453lab -

(umol Trolox/g) A A A A A A A A A A A A

Antocianinas  (g/100 | 0,31aA  0,21bA  0,05cA  0,15bA 0,26aB  0,14bB  0,05cB  0,08bB  0,27aA  0,13bA  0,05cA  0,12bA  Min. 0,44
DE B B B B

Cianidina-3-O- 2091a  580bA 353bA 257bA 14,09 2,82bA 2,22bA  0,58bA 22,37aB 5,14bB  3,61bB  5,25bB  Presenca
glicosideo (mg/100g) | AB B B B A

Cianidina-3-O- 22,07a  6,00bA 3,35bA 2,50bA 14,16aB 2,54bB 1,95bB  0,57bB  19,13a  4,69bA  3,15bA  4,180bA  Presenca
rutenosideo (mg/100g) | A AB B B B

* Letras mintsculas e maitisculas representam comparagdo entre colunas. Nivel de significancia de 5%, exceto para diferencas entre linhas de
antocianinas, cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo com 1% de significancia pelo teste de Tukey. As anélises de cada lote foram
realizadas em triplicata.
“2. C — Amostra controle, ndo foi submetida a condigdes abusivas.

3 bs — Base seca.
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No periodo estudado, o pH variou significativamente (p < 0,05) entre as amostras
iniciais (4,91 — 4,97) e as amostras controle aos 90 dias (4,64 — 4,81). A conservacdo das
amostras congeladas sem passar por descongelamentos diminuiu o pH das polpas de acai no
tempo analisado. Neste mesmo periodo, as amostras que passaram pelas condicGes abusivas
atingiram pH entre 4,77 a 4,96. Todas as amostras analisadas apresentaram pH dentro da faixa
estabelecida na IN n° 37 (BRASIL, 2018). Quanto ao contetdo de sélidos totais, as polpas de
acai A e C variaram de forma significativa (p < 0,05) numa faixa de 15,97% (polpa C) a 20,10%
(polpa A) (Tabela 1). O menor teor de solidos totais para o acai deve ser de 8,0% (BRASIL,
2018). Em relacdo as trés polpas de acai analisadas, elas sdo classificadas como “agai especial
0u grosso — tipo A”, devido ao percentual de so6lidos totais ser superior a 14,0% (OLIVEIRA,
NETO; PENA, 2007).

Os demais parametros analisados variaram entre 0,22 a 0,31 g/100 g de acidez em &cido
citrico, 1,2 a 3,0 °Brix de solidos soluveis e 5,82 a 7,86 g/100 g bs de proteinas (Tabela 1), sem
apresentarem diferengas significativas (p > 0,05). A acidez total verificada nas amostras se
apresentou dentro do maximo permitido (3,2 g/100 g em &cido citrico), no entanto quanto ao
teor de proteinas o minimo estabelecido (7 g/100 g bs) ndo foi observado em todas as amostras
(BRASIL, 2018). Em estudo da avaliacdo da qualidade de 11 polpas de acai de Limoeiro do
Norte - CE (Brasil), Aquino et al. (2019) encontraram valores que se aproximam em pH (4,27
—5,73), acidez (0,08 — 1,13 g/100 g), s6lidos totais (18,13 — 24,30%) e proteinas (3,78 — 12,68
0/100 g bs) dos valores das polpas aqui estudadas.

O teor de compostos fenolicos totais, a atividade antioxidante e o perfil de antocianinas
na polpa de acai que passaram por condi¢des abusivas variaram entre 1,63 a 3,14 g/100 g bs,
19,50 a 52,15 umol Trolox/g, € 0,05 a 0,31 g/100 g bs, respectivamente, no periodo estudado
(Tabela 2). Nas amostras controle, avaliadas apds 90 dias, variaram entre 1,78 a 2,61 g/100 ¢
bs de fenolicos totais, 22,25 a 45,49 umol Trolox/g de atividade antioxidante e 0,08 a 0,15 g/100
g bs do contetido de antocianinas. O minimo estabelecido do teor de compostos fendlicos totais
(1,80 g/100 g bs) foi atingido na maioria das amostras analisadas, no entanto o minimo de 0,44
0/100 g bs para antocianinas ndo foi observado (BRASIL, 2018).

Todas as polpas de acai analisadas sofreram altera¢cGes na composicdo fitoquimica ao
longo do tempo (Tabela 2). O conteudo de fenolicos totais da polpa de acai reduziu
significativamente (p < 0,05) apds descongelamento aos 60 dias. Os dados mostraram também
que a polpa de acai C apresentou contetido de fendlicos totais superior (p < 0,05) aos outros

lotes de polpa. A atividade antioxidante mais elevada, para os trés lotes de polpas submetidas
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as condigdes abusivas, foi quantificada aos 60 dias (42,58 — 52,15 umol trolox/g) com declinio
apos esse tempo (p < 0,05). Os teores dos compostos fenolicos totais e a capacidade
antioxidante das polpas de acai que sofreram sucessivos descongelamentos nédo diferiram (p >
0,05) quanto aos valores observados nas polpas controle.

Nas polpas de agai que sofreram descongelamentos, os teores de compostos fendlicos
totais, estaveis nos primeiros 60 dias de congelamento (p > 0,05), corroboram com o periodo
de maior atividade antioxidante observada. Neri et al. (2020) relataram que alteracdes fisicas
em frutas, hortalicas e seus produtos derivados durante o congelamento e 0 armazenamento
podem vir a acontecer pelo rompimento das organelas das células vegetais que mantém os
compostos fitoquimicos, e com o0 extravasamento pode ocorrer reacfes na fase ainda
descongelada pelo aumento da concentracdo dos reagentes, bem como as reacdes de compostos
antioxidantes pela exposi¢do ao oxigénio e interacbes com enzimas oxidativas.

Por sua vez, o teor de antocianinas das polpas submetidas as condi¢Ges abusivas decaiu
nos primeiros 60 dias (p < 0,01), e reduziu ainda mais entre 60 e 90 dias (p < 0,01) apds sofrer
outro descongelamento (Tabela 2), atingindo menos de 20% da quantidade inicial. Em relacdo
ao teor das antocianinas nas amostras controle de 90 dias, a quantidade observada foi préxima
aos valores das polpas que passaram por descongelamentos aos 60 dias (p > 0,01) e
correspondeu a 42% da concentragdo das antocianinas iniciais. 1sso significa que uma menor
quantidade de antocianinas sera retida quando a polpa de acgai for submetida a ciclos de
descongelamento-recongelamento, comparado a polpa de acai que ndo sofre estas condicdes
abusivas em um mesmo periodo de tempo.

Fernandes et al. (2016) verificaram a estabilidade das antocianinas em néctar de acai a
25 °C por 180 dias. No periodo estudado, a reducdo das antocianinas também foi significativa
(p < 0,05) atingindo menos 69% da quantidade inicial. Bezerra et al. (2016) também observaram
a estabilidade das antocianinas de agai aplicando tratamento térmico e ozonizacao. Neste estudo
foi verificado que a 80 °C por 10 segundos houve estabilidade das antocianinas totais
comparado ao controle (fruto tratado com agua clorada 150 mg/L /15 minutos). No entanto, a
90 °C por 10 segundos e por ozonizagéo (4 mg/L"}/10 minutos) houve reducdes significativas
(p < 0,05) no teor das antocianinas, 20,8% e 48,4% respectivamente, comparado ao controle.

As antocianinas mais prevalentes em frutos de acai (COPETTI et al., 2022) e que devem
ser encontradas no fruto (BRASIL, 2018), sdo a cianidina-3-O-glicosideo e a cianidina-3-O-
rutenosideo, o que foi também observado no presente trabalho. Inicialmente, quantificou-se

14,09 a 22,37 mg/100 g de cianidina-3-O-glicosideo e 14,16 a 22,07 mg/100 g de cianidina-3-
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O-rutenosideo nas polpas de acai. Mas, aos 90 dias de experimento as quantidades de cianidina-
3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo nas polpas de acai que passaram por ciclos de
descongelamento-recongelamento foram bem inferiores, 2,22 a 3,61 mg/100 g e 1,95 a 3,35
mg/100 g respectivamente (Tabela 2), ou seja, cerca de 14 a 16% do contetdo inicial. Perfis
semelhantes no teor destas duas antocianinas foram observados nas polpas controle apds 90
dias armazenadas sob congelamento (p > 0,01). Esses dados revelam que a preservagéo da polpa
de acai sob congelamento, passando ou nao por descongelamentos, em pelo menos trés meses,
leva a uma reducdo consideravel (p < 0,01) do teor das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo
e cianidina-3-O-rutenosideo. Diferengas significativas (p < 0,01) também foram verificadas
entre os lotes de polpas estudados, entre os lotes B e C quanto ao contetdo de cianidina-3-O-
glicosideo, e entre os lotes A e B em relacéo a cianidina-3-O-rutenosideo.

Neri et al. (2020) afirmaram que a formacédo de cristais de gelo e a ruptura celular,
durante os processos de congelamento e descongelamento, s&o o0s principais fendmenos
responsaveis pelas alteracdes fisico-quimicas indesejaveis e perda de compostos bioativos em

frutas congeladas, conforme pode ser visto no trabalho.

4  CONCLUSOES

As polpas de acai ndo pasteurizadas submetidas a condi¢des abusivas e ndo-abusivas de
armazenamento durante 90 dias sofreram alteracdes na composicao fitoquimica ao longo do
tempo. O teor de fendlicos totais e a atividade antioxidante das polpas de acai submetidas as
condicGes abusivas apresentaram declinio (p < 0,05) ap6s os 60 dias de armazenamento. O
estudo também revelou que a concentragdo de antocianinas foi menos afetada na polpa de agai
que ndo sofreu condic¢des abusivas de ciclos de descongelamento-recongelamento no periodo
de 90 dias (p < 0,01).
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CAPITULO IV

Comportamento de microrganismos endogenos e
potencialmente patogénicos em agua de coco e polpa de acai

nao pasteurizadas e congeladas.
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RESUMO

A agua de coco e a polpa de acai sdo produtos de frutas tropicais altamente consumidos no
Brasil. Ambos podem ser produzidos e comercializados ndo pasteurizados e congelados. O
presente estudo objetivou avaliar a dgua de coco e a polpa de acai ndo pasteurizadas e
congeladas durante 9 meses a -20 °C em termos microbiologicos, fisico-quimicos e
fitoquimicos. Foram analisados microrganismos enddgenos (bactérias mesofilas aerdbias,
bolores e leveduras, Salmonella spp., Enterobactereacea, Escherichia coli e Staphylococcus
aureus) e artificialmente inoculados (E. coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes) na
agua de coco e na polpa de acai. Durante 0 armazenamento também foram realizadas analises
de pH, acidez total, s6lidos totais e sollveis, compostos fenolicos, antioxidantes e antocianinas.
Staphylococcus aureus foi quantificado na polpa de acai huma concentragdo incial 3,42 log
UFC.g* e depois de 9 meses de armazenamento 4,07 log UFC.g™, ndo atendendo ao padrdo
microbioldgico legal de até 2,00 log UFC.gt. Todos os microrganismos potencialmente
patogénicos que foram artificialmente inoculados apresentaram comportamento de inibicéo
durante os 9 meses de armazenamento. A redugdo da concentragdo dos trés microrganimos
artificialmente inoculados na polpa de acai foi maior que 5 log UFC.g™, enquanto na agua de
coco ocorreu reducdo de 3,73 log UFC.g* E. coli, 2,81 log UFC.g Salmonella spp. e 3,96 log
UFC.g! L. monocytogenes. Os bolores e leveduras mostraram ser 0s microrganismos mais
persistentes, mantendo concentracdo sem mudanca significativa (p > 0,05) na agua de coco.
Com excecdo da acidez total na agua de coco e das antocianinas na polpa de acai, todos 0s
demais parametros fisico-quimicos e fitoquimicos avaliados ndo tiveram diferenca significativa
(p > 0,01) no periodo de 9 meses. A acidez total da agua de coco teve um aumento (p < 0,01)
em relacdo ao inicio, de 0,064 + 0,003 g/100 g de acidez em &cido citrico para 1,467 + 0,087
9/100 g de acidez em &cido citrico. Ap6s 0s 9 meses, as concentragdes das antocianinas
cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo diminuiram (p < 0,01) cerca de 70% na
polpa de acai congelada.

Palavras chave: Cocos nucifera L., Euterpe oleracea, congelamento, microrganismos

deteriorantes, microrganismos patogénicos
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ABSTRACT

Coconut water and acai pulp are tropical fruit products widely consumed in Brazil. Both can be
produced and marketed unpasteurized and frozen. The present study aimed to analyze
unpasteurized and frozen coconut water and acai pulp for 9 months at -20 °C in microbiological,
physicochemical and phytochemical terms. Endogenous microorganisms (aerobic mesophilic
bacteria, molds and yeasts, Salmonella spp., Enterobactereacea, Escherichia coli and
Staphylococcus aureus) and artificially inoculated microorganisms (E. coli, Salmonella spp.
and Listeria monocytogenes) were analyzed in coconut water and acai pulp. During storage,
analyses of pH, total acidity, total and soluble solids, phenolic compounds, antioxidants and
anthocyanins were also performed. Staphylococcus aureus was quantified in the acai pulp at an
initial concentration of 3.42 log CFU.g* and after 9 months of storage 4.07 log CFU.g%, not
meeting the legal microbiological standards of up to 2.00 log CFU.g. All potentially
pathogenic microorganisms that were artificially inoculated showed inhibition behavior during
the 9 months of storage. The reduction in the concentration of the three microorganisms
artificially inoculated in the acai pulp was greater than 5 log CFU.g™%, while in the coconut water
there was a reduction of 3.73 log CFU.g™* E. coli, 2.81 log CFU.g* Salmonella spp. and 3.96
log CFU.g? L. monocytogenes. Molds and yeasts proved to be the most persistent
microorganisms, maintaining concentration without significant change (p > 0.05) in the coconut
water. With the exception of total acidity in coconut water and anthocyanins in acai pulp, all
other physicochemical and phytochemical parameters evaluated showed no significant
difference (p > 0.01) in the 9-month period. Total acidity of coconut water increased (p < 0.01)
compared to baseline, from 0.064 + 0.003 g/100 g of acidity in citric acid to 1.467 + 0.087
0/100 g of acidity in citric acid. After 9 months, the concentrations of the anthocyanins
cyanidin-3-O-glucoside and cyanidin-3-O-rutenoside decreased (p < 0.01) by approximately
70% in frozen acai pulp.

Keywords: Cocos nucifera L., Euterpe oleracea, freezing, spoilage microorganisms,

pathogenic microorganisms
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1 INTRODUCAO

Bebidas e polpas de fruta sdo produtos praticos e que podem contribuir para a saude dos
consumidores. A agua de coco, uma bebida comumente consumida em regides litoraneas, é
refrescante, adocicada e tem um alto potencial de reidratacdo. A bebida apresenta baixa acidez
e alto teor de potassio, mas também uma gama de outros sais inorganicos, aglcares, vitaminas,
aminoéacidos, enzimas e lipideos (NAIK et al., 2020; PRADES et al., 2012; YONG et al., 2009).
A polpa de acai, amplamente produzida e consumida na regido amazonica, apresenta um alto
valor energético e é conhecida por apresentar altos teores de compostos antioxidantes. Em
especial, as antocianinas  cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo,
proantocianidinas, carotenoides e outros flavonoides (ALNASSER; MELLOR, 2022;
COPETTI et al., 2022; FREITAS; CARVALHAES; BEZERRA, 2021; YAMAGUCH]I et al.,
2015). A composicdo da agua de coco e da polpa de acai, e também o elevado teor de agua que
as caracterizam, tornam esses produtos muito pereciveis, propiciando um fécil desenvolvimento
de microrganismos.

A agua de coco e a polpa de acai podem ser encontradas ndo pasteurizadas e congeladas,
especialmente para consumo no periodo de entressafra. Embora o branqueamento do acai por
imersdo a uma temperatura minima de 80 °C por 10 segundos seja obrigatério (BRASIL, 2018),
devido as possiveis contaminacdes do fruto por Trypanossoma cruzi (BEZERRA et al., 2017;
FREITAS; CARVALHAES; BEZERRA, 2021), esse tratamento ndo € amplamente utilizado
nas regides produtoras. Além disso, com excec¢do do fruto acai, as polpas de frutas ndo precisam
ser pasteurizadas para comercializagdo dentro do pais (BRASIL, 2018), apesar de ser o
tratamento usual para os produtos de frutas destinados a exportacao.

Microrganismos enddgenos ou patogénicos presentes nos frutos desde o cultivo podem
ser potenciais contaminantes dos produtos de frutas (AGUIAR; MENEZES; ROGEZ, 2013;
OLIVEIRA; NETO; PENA, 2007). A forma de cultivo, a carga microbiana depositada nos
frutos antes da colheita, a forma de manipulagdo pds-colheita, de higienizacdo, 0s
processamentos para bebida e polpas de frutas sdo pontos criticos para evitar a contaminacéo
microbiana nesses produtos (BATRA; SHARMA; AGARWAL, 2018). Os pontos citados
podem ser potenciais riscos a saude do consumidor.

Entre 2010 e 2022, no Brasil, dois surtos de origem bacteriana foram notificados em
polpa de acai, um por Staphylococcus aureus em 2014 no estado de Pernambuco (fora da regido

produtora da fruta) e outro por Bacillus cereus em 2019 no estado do Paréa (regido amazénica)
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(BRASIL, 2023). Em relacdo a agua de coco, na Dinamarca, uma morte foi associada ao fungo
Arthrinium saccharicola pela produgéo do acido 3-nitropropidnico (BIRKELUND et al., 2021).
No entanto, a maioria dos surtos relacionados ao coco estdo associados a produtos de coco que
foram notificados fora do Brasil, como os casos por Vibrio cholerae em leite de coco congelado
(Maryland - EUA, 1991), Salmonella em coco dessecado (Reino Unido, 1999) e em coco pré-
fatiado (EUA e Canadg, 2017), Escherichia coli O157:H7 (Reino Unido, 2015) e Salmonella
Newport (EUA, 2017) em coco ralado congelado, e também Salmonella Typhimurium em coco
seco em flocos (EUA, 2018) (GREIG et al., 2020; OBENHUBER, 2020; TAYLOR et al.,
1993).

Neste sentido, o objetivo do trabalho foi estudar como as possiveis contaminacdes, por
microrganismos enddgenos ou patogénicos, se comportam na dgua de coco e na polpa de acai

ndo pasteurizadas e congeladas.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Aguas de coco ndo pasteurizadas engarrafadas em embalagens de tereftalato de
polietileno e congeladas foram obtidas de trés lotes diferentes (A, B e C) de uma industria do
estado do Rio de Janeiro. Polpas de acai ndo pasteurizadas de trés lotes diferentes (A, B e C)
foram produzidas e congeladas em Manaus, Brasil. As dguas de coco e as polpas de acai foram
transportadas em caixas de isopor com gelo até a Embrapa Agroindustria de Alimentos (Rio de
Janeiro - RJ) e, entdo, mantidas a -20 * 2 °C (congelamento lento) até 0 momento de realizagdo
dos experimentos. Para as analises, os produtos foram descongelados sob refrigeragédo (5,0 £
0,3 °C).

Bactérias patogénicas foram obtidas do acervo do INCQS/FIOCRUZ (Brasil). As
culturas de Escherichia coli utilizadas foram ATCC 11229, 045:H2 (CDC 00-3039), CDC HS6,
CDC H27 e CDC H34; as culturas de Salmonella spp. foram Choleraesuis (ATCC 10708),
Enteritidis (ATCC 13076), Typhimurium (ATCC 13311), Typhimurium (ATCC 14028) e S.
brazil (colecdo Embrapa, isolada de acai); e as culturas de Listeria monocytogenes foram 1/2b
(CLIST 2032), 1/2a (CLIST 2044), 4b (CLIST 2045), 4b (CLIST 3436/Scott A) e 10403S
(CLIST 4165). As estirpes foram testadas quanto a compatibilidade de crescimento cruzado por

género, visando uma n&o inibir a outra durante o crescimento (BEUCHAT; WARD;
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PETTIGREW, 2001). As culturas foram armazenadas em Eppendorfs, diluidas em glicerol 20%

e congeladas até o momento dos experimentos.

2.2 Preparo do indculo e inoculaciao

As culturas foram ativadas em 10 mL de caldo triptico de soja (TSB; Becton, Dickinson
& Company, EUA) a 37 °C por 24 h, com duas novas transferéncias em TSB depois. As culturas
cultivadas foram centrifugadas (4000 rpm por 15 min a 4 °C) duas vezes. Entdo, as cepas de
cada género foram ressuspensas em agua peptonada a 0,1% (Becton, Dickinson & Company)
(5 mL/cepa) e combinadas em um Unico tubo Falcon. As culturas centrifugadas de E. coli,
Salmonella spp. e L. monocytogenes foram ressuspensas e adicionadas ao mesmo diluente até
que 10 mL fossem completados. O indculo de cada patégeno foi obtido entre 7 e 8 log
UFC.mL? (NACMCF, 2010), enumerado por meio de plagueamento em agar para contagem
em placas (PCA; Merck, Alemanha) e também em meios seletivos para cada patégeno: em agar
eosina azul de metileno (EMB, Becton, Dickinson and Company) para E. coli, em agar
desoxicolato—lisina—xilose (XLD, Merck) para Salmonella spp. e em agar Oxford (Becton,
Dickinson and Company) para L. monocytogenes, em dilui¢fes de 0 a -5.

As amostras de agua de coco (9,9 mL) e de polpa de acai (9,9 g) receberam 0,1 mL de
cada pool de patdgenos com concentragdo inicial entre 10’ e 108 UFC.mL™. As amostras
controle (10 mL ou g) de agua de coco e de polpa de acai ndo receberam indculo. As amostras

em triplicata foram homogeneizadas e armazenadas a -20 = 2 °C (congelamento lento).

2.3 Analises microbiologicas

Ap0s anélise inicial descrita no item 2.2, as analises seguintes para o estudo de predicéo
foram realizadas nos tempos de 7, 90, 180 e 270 dias posterior a inoculacdo e armazenamento
congelado. Amostras controle (sem inéculo) foram analisadas nas mesmas condicdes.

Aliquotas de amostra (1 mL ou g) descongeladas sob refrigeragéo (5 °C) foram diluidas
em série (1:10) em &gua peptonada a 0,1%, seguidas por plagueamento em gota ou superficie
(trés diluicbes em triplicata) de aliquotas de 10 pL ou 100 pL da amostra diluida,
respectivamente. Analises para bactérias aerobicas mesofilas, bolores e leveduras foram
realizadas com amostras controle, enquanto analises de patégenos foram realizadas com

amostras inoculadas. A enumeracdo de E. coli, Salmonella spp. e L. monocytogenes foi
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realizada em seus respectivos meios seletivos e bactérias aerdbicas meséfilas em PCA (Merck,
Alemanha) a 37 °C/24 h, e bolores e leveduras em agar dicloran rosa bengala cloranfenicol
(DRBC, Merck, Alemanha) a 25 °C/5 dias (SALFINGER; TORTORELLO, 2015).

Além das analises microbioldgicas anteriormente citadas, analises dos lotes da dgua de
coco e da polpa de agai ndo inoculados foram realizadas para os tempos inicial (dia 0) e final
(dia 270). As seguintes andlises foram feitas, conforme Salfinger & Tortorello (2015):
Enterobactereacea pelo método de plaqueamento APHA 9.62:2015; E. coli pelo método NMKL
(147.1993); Salmonella spp. pelo método VIDAS® Easy — AFNOR, N° BIO 12/16 —09/05 (I1SO
16140); e Staphylococcus aureus Método BioMérieux TEMPO® STA 80002.

2.4 Caracterizacio da agua de coco e polpa de acai nio pasteurizadas e congeladas

Para a caracterizacdo da dgua de coco ndo pasteurizada e congelada foram realizadas as
andlises de pH, acidez total, s6lidos solUveis, e também para os minerais sédio e potassio. Em
relacdo a caracterizacdo da polpa de acai ndo pasteurizada e congelada, as analises de pH, acidez
total, sélidos totais, sélidos sollveis, proteina, compostos fendlicos totais, atividade

antioxidante, cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo foram feitas.

2.4.1 Analises fisico-quimicas

O pH e a acidez total das amostras foram determinados pelos métodos potenciométrico
(981.12) e titulométrico, respectivamente (AOAC, 2010; INSTITUTO ADOLFO LUTZ,
1985). Os solidos soluveis totais foram realizados pelo método ético em refratdmetro digital
(932.14) (AOAC, 2010) e os solidos totais (934.01) pelo método gravimétrico (AOAC, 2010).
O teor de proteina foi quantificado pelo método Kjeldahl (036/1V) (INSTITUTO ADOLFO
LUTZ, 2008). As analises dos minerais foram realizadas em duas etapas, primeiro a digestdo
da amostra (999.11) e segundo pela quantificacdo por espectrometro de plasma indutivamente
acoplado (ICP, 990.08) (AOAC, 2010). Todas as analises foram realizadas a 20 °C, em

triplicata e a média foi considerada.
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2.4.2 Determinacio do teor de compostos fendlicos totais e atividade antioxidante

O teor de compostos fenolicos totais foi determinado utilizando o método descrito por
Singleton & Rossi (1965) com reagente Folin-Ciocalteu. A atividade antioxidante foi
determinada pelo método ABTSe+, segundo Re et al. (1999). Todas as analises foram realizadas
em triplicata e a média foi considerada.

2.4.3 Anailise do perfil de antocianinas por CLAE-DAD

A extracdo das antocianinas foi realizada de acordo com Santiago et al. (2010), a partir
de 1 g de polpa com posterior adi¢do de 2 mL de solu¢cdo metanol:acido férmico (90:10, v/v).
O extrato final obtido foi microcentrifugado e uma aliquota do mesmo foi seca sob fluxo de ar
comprimido e diluida com solugdo metanol: &cido férmico 0,5% (10:90, v/v) para posterior
andlise cromatografica. A andlise de antocianinas dos extratos foi realizada por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) com detector de arranjo de diodos (DAD) de acordo com
Gouvéa et al. (2015). Foi utilizada coluna BDS Hypersil C18 da Thermo Scientific® (100 x 4,6
mm; 2,4 mm) a temperatura de 40 °C, com fluxo de 1,0 mL/min, modo de elui¢do gradiente
(Fase A: acetonitrila e Fase B: acido férmico 5% em agua), volume de injecdo de amostra de
20 mL e tempo de corrida de 20 minutos. A quantificacdo das antocianinas foi realizada por
padronizacdo externa utilizando-se padrdo analitico comercial de cianidina-3-O-glicosideo
(Sigma Aldrich®) e cianidina-3-O-rutenosideo (Sigma Aldrich®).

2.5 Analises estatisticas
As médias dos resultados obtidos foram avaliadas estatisticamente pelo software

BioEstat (versdo 5.3, Belém, Brasil) para analise da variancia (ANOVA). A comparacao dos
dados foi realizada pelo teste de Tukey com nivel de significancia de 1%.
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3  RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 [Estudo microbiolégico da agua de coco e polpa de acai nio pasteurizadas e

congeladas

O estudo microbioldgico da &gua de coco e da polpa de acai ndo pasteurizadas e
congeladas armazenadas por 9 meses a -20 °C revelou que todos 0s microrganismos
potencialmente patogénicos e deteriorantes analisados apresentaram comportamentos de
inibicdo ao longo do tempo. No entanto, ao final do estudo, a concentracdo de Staphylococcus
aureus foi maior do que o permitido para a polpa de agai (BRASIL, 2018).

O efeito do congelamento foi responsavel pela reducdo microbiana ao longo do tempo
tanto para a agua de coco quanto para a polpa de acai. Durante o congelamento, a &gua presente
nas células vai se transformando em cristais de gelo e todas as atividades metabdlicas celulares
diminuem, bem como as enzimaticas e oxidativas. Enquanto isso, os solutos se concentram na
fase ainda ndo congelada, e entdo o extravasamento das células acontece pelo desequilibrio
osmotico (ARCHER, 2004; EL-KEST; MARTH, 1992). O congelamento lento resulta no
aparecimento de grandes cristais de gelo, o que promove dano e morte celular (KAALE;
EIKEVIK, 2014). Todos esses efeitos atingem as células microbianas presentes no alimento,
corroborando com os perfis de inibicdo dos microrganismos avaliados no estudo. Por outro
lado, a persisténcia de parte dos microrganismos sobreviventes se deve a ativacdo de seus
mecanismos de defesa, que promove adaptacdo e reparo durante o congelamento (EL-KEST;
MARTH, 1992; MISSOUS et al., 2010; RAHMAN; VELEZ-RUIZ, 2020).

Ao longo dos 270 dias (9 meses) de armazenamento a -20 °C, a Escherichia coli na
polpa de agai demonstrou ser o microrganismo mais sensivel, apresentando a maior inibi¢éo
(Figura 1). Aos 270 dias, ndo houve contagem e sua inibicdo foi de 8,53 log UFC.g? nesse
periodo. A concentracdo de inibicdo de E. coli na polpa de agai foi significativamente diferente
(p < 0,01) aos 90 dias, quando se enumerou 1,67 + 0,00 log UFC.g*. Na agua de coco, E. coli
alcangou contagem igual a 4,67 + 0,19 log UFC.mL™ (média dos lotes de polpa de agai) aos
270 dias e sua reducéo logaritmica no periodo armazenado foi de 3,73 log UFC.mL™, cerca de
duas vezes inferior que na polpa de acai. A primeira diferenca significativa (p < 0,01) também
foi observada aos 90 dias de armazenamento com concentracéo de 6,39 + 0,07 log UFC.mL™

de E. coli.
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Figura 1. Reducdo da concentracdo de Escherichia coli (EC), Salmonella spp. (SM), Listeria
monocytogenes (LM) artificialmente inoculadas na 4gua de coco (EC: barra amarela; SM: barra
verde escuro; LM: barra verde claro) e na polpa de acai (EC: barra vinho; SM: barra laranja;
LM: barra marrom) ndo pasteurizadas armazenadas a -20 °C. *Abaixo do limite de deteccéo.
**|_etras minusculas representam comparacao entre barras com nivel de significancia de 1% ou
5% aplicando o teste de Tukey. As analises de cada lote foram realizadas em triplicata e o0s
dados foram apresentados como a média dos lotes.

Salmonella spp., assim como E. coli, apresentou maior inibi¢éo na polpa de agai do que
na agua de coco em 270 dias a -20 °C (Figura 1). Na polpa de agai atingiu uma contagem de
1,94 + 0,16 log UFC.g* no final do periodo estudado, com uma inibicéo de 5,85 log UFC.g*!
de Salmonella spp. Em polpa de manga pasteurizada (80 °C/1 min) armazenada também a -20
°C, Salmonella Enteritidis sobreviveu em um menor tempo, de 150 dias (PENTEADO; DE
CASTRO; REZENDE, 2014). Aos 7 dias de armazenamento da polpa de acai, Salmonella spp.
apresentou uma reducdo logaritmica significativa (p < 0,01), quando foi enumerado 6,22 + 0,13
log UFC.g 1. Apds os 270 dias, pode-se verificar uma contagem de 4,94 + 0,12 log UFC.mL™
de Salmonella spp. na 4gua de coco. Nesse periodo, a inibicdo da Salmonella spp. na bebida foi
de 2,81 log UFC.mL™?, duas vezes menor que na polpa de acai, assim como foi com E. coli. A
reducdo de Salmonella spp. na dgua de coco passou a ser significativa (p < 0,01) aos 180 dias
(6,03 0,12 log UFC.mL™).
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O mesmo comportamento de inibicdo visto pelos outros patdgenos na dgua de coco e na
polpa de acai pode ser observado com Listeria monocytogenes, com maior inibicdo na polpa do
que na bebida. L. monocytogenes apresentou contagem de apenas 1,73 + 0,20 log UFC.g* no
acai ap6s 270 dias, com uma inibico de 6,36 log UFC.g™ da sua concentragéo na polpa durante
0 tempo armazenado (Figura 1). Penteado, de Castro & Rezende (2014), estudando L.
monocytogenes em polpa de manga pasteurizada (80 °C/1 min) e congelada (-20 °C),
verificaram a sobrevivéncia do patégeno durante 240 dias, menor tempo do que na polpa de
acai do presente estudo. lturriaga, Arvizu-Medrano & Escartin (2002) constataram a
sobrevivéncia de L. monocytogenes em polpa de abacate ndo pasteurizada a -18 °C durante um
periodo maior, de 406 dias. Neste longo periodo de estocagem, a reducdo de L. monocytogenes
na polpa de abacate foi de 2 log UFC.g* (ITURRIAGA; ARVIZU-MEDRANO; ESCARTIN,
2002). A primeira diferenca significativa da concentracdo de L. monocytogenes na polpa de
acai foi depois de 90 dias a -20 °C, com contagem igual a 2,47 + 0,11 log UFC.g*. Na agua de
coco, a contagem final de L. monocytogenes foi de 3,94 + 0,14 log UFC.mL™. Ap6s o tempo
de estocagem, a inibicdo verificada de L. monocytogenes foi 3,96 log UFC.mL™ na bebida de
coco, quase duas vezes menos que a diferenca observada na polpa de acai. Assim, como foi na
polpa de acai, a reducdo significativa de L. monocytogenes na agua de coco pode ser detectada
primeiro aos 90 dias de armazenamento (5,02 + 0,04 log UFC.mL™).

A partir dos dados obtidos dos microrganismos potencialmente patogénicos na agua de
coco e na polpa de acai ndo pasteurizadas e congeladas a -20 °C podemos afirmar que E. coli,
Salmonella spp. e L. monocytogenes apresentaram inibicdes a niveis considerados seguros na
polpa de acai, com reducdes logaritmicas superiores a 5,00 log UFC.g™* no periodo estudado.
Esta € a concentragdo minima de redugdo microbiana estabelecida para o consumo seguro de
sucos de frutas &cidas e ndo-acidas (FDA, 2018). Contudo, niveis seguros de reducdo
logaritmica dos patogenos ndo foram alcangados na &gua de coco.

As bactérias aerobias mesofilas apresentaram uma contagem inicial de 5,07 = 0,06 log
UFC.mL™ na 4gua de coco nio pasteurizada e congelada, e no final dos 270 dias a -20 °C a
concentracdo dessas bactérias foi de 2,85 + 0,10 log UFC.mL™?, dessa forma a reducéo
logaritmica verificada foi de 2,22 log UFC.mL™ (Figura 2). Somente aos 270 dias pode-se
observar uma diferenca significativa (p < 0,01) na concentracdo das bactérias aerobias
mesofilas na agua de coco. Na polpa de acai ndo pasteurizada e congelada, a concentracao
inicial das bactérias aerdbias mesdfilas foi de 6,17 + 0,04 log UFC.g e ap6s o periodo de

armazenamento a concentragdo final foi de 3,25 + 0,05 log UFC.g*. A inibicdo das bactérias
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aerdbias mesdfilas na polpa durante os 270 dias foi igual a 2,92 log UFC.g, bem similar a
reducdo verificada na 4gua de coco do mesmo grupo de bactérias deteriorantes. Aos 90 dias a
-20 °C, a polpa de acai mostrou diferenca significativa na concentracdo das bactérias aerébias
mesofilas (p < 0,01), com 3,63 + 0,28 log UFC.g™.
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Figura 2. Reducdo da concentragdo de bactérias aerdbias mesodfilas (BAM), e bolores e
leveduras (BL) na agua de coco (BAM: barra amarela; BL: barra verde escuro) e na polpa de
acai (BAM: barra verde claro; BL: barra laranja) ndo pasteurizadas armazenadas a -20 °C.
*Letras minusculas representam comparacao entre barras com nivel de significancia de 1% ou
5% aplicando o teste de Tukey. As analises de cada lote foram realizadas em triplicata e 0s

dados foram apresentados como a média dos lotes.

Os bolores e leveduras na polpa de acai estavam, inicialmente, na concentracao de 3,63
+0,12 log UFC.g e por fim, foram reduzidos a 2,99 + 0,06 log UFC.g™* (Figura 2). A diferenca
da concentracdo nos 270 dias do estudo mostrou que apenas 0,64 log UFC.g! de bolores e
leveduras na polpa de acai foram inibidos. Ainda assim, houve diferenca significativa com a
reducdo (p < 0,05), observada primeiro aos 90 dias quando a contagem foi de 3,32 £ 0,08 log
UFC.g*. O mesmo ndo ocorreu na dgua de coco, que ndo apresentou inibigo significativa (p >
0,05) de bolores e leveduras durante os 270 dias de armazenamento. Inicialmente, na agua de
coco a concentragdo foi igual a 2,97 + 0,12 log UFC.mL™, enquanto que a final foi de 2,76 +

0,08 log UFC.mL™. A inibigdo de bolores e leveduras nesse periodo de 270 dias foi de apenas
92



0,21 log UFC.mL™, menor inibicdo que na polpa de acai e também em relagdo aos outros
microrganismos avaliados no estudo. Sandes et al. (2024), assim como no presente trabalho,
também reportaram o grupo dos bolores e leveduras como 0s mais persistentes na polpa de acai
ndo pasteurizada a -20 °C sob condi¢bes abusivas de armazenamento (ciclos de
descongelamento-recongelamento) no periodo de 90 dias. Nesse estudo, a reducdo logaritmica
dos bolores e leveduras foi de 0,75 log UFC.g* quando as amostras foram descongeladas até
atingirem 5 °C e 0,98 log UFC.g* a 30 °C (SANDES et al., 2024). Sousa et al. (2006), ao
estudarem a vida Util do suco de acai a -18 °C em 120 dias, verificaram a reducao de 1,21 log
UFC.mL* de bolores e leveduras.

O estudo desses grupos de microrganismos deteriorantes se faz importante devido,
principalmente, a contaminacgédo enddgena presente nos frutos durante o cultivo e a manipulacéao
dos frutos na pds-colheita. Durante o periodo de cultivo os frutos podem ser contaminados por
diferentes fontes, principalmente por servir de abrigo e alimento para uma variedade de insetos
polinizadores (abelhas, moscas, vespas, formigas e besouros), pragas (pulgdes, gafanhotos,
lagartas, lesmas e caracois), passaros e outros animais (FREITAS; CARVALHAES;
BEZERRA, 2021; OLIVEIRA; NETO; PENA, 2007; SEBRAE, 2013). Limbad et al. (2024)
avaliaram os microrganismos enddgenos predominantes na dgua de coco pelo método de
sequenciamento MiSeq Illumina. Os grupos predominantes identificados foram Pseudomonas
sp., Lactobacillaceae, Lactococcus sp., Acinetobacter sp., Burkholderia sp. e Dyella sp. Os
grupos deteriorantes podem ser responsaveis por acelerar a deterioracdo do produto, alterando
textura, sabor e aroma dos alimentos.

Outras analises microbioldgicas foram realizadas na dgua de coco e na polpa de acai ndo
pasteurizadas e congeladas (Tabela 1) de forma complementar, de acordo com o estabelecido
por agéncias reguladoras brasileiras (BRASIL, 2018, 2022).
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Tabela 1. Analise microbioldgica da 4gua de coco e da polpa de acai ndo pasteurizadas e congeladas a -20 °C no periodo de 270 dias.

Agua de coco

Salmonella spp.

Enterobacteriacea Escherichia coli

Staphylococcus aureus

Inicial (log UFC.mL? ou g*}) (log UFC.mL™?) (log UFC.g?) (log UFC.g?})
A Auséncia -

B Auséncia -

C Auséncia -

Final

A Auséncia Abaixo do limite de deteccéo

B Auséncia 1,85 est.”

C Auséncia Abaixo do limite de deteccéo

IN 161/2022 Auséncia 1,00 -2,00 - -
Polpa de acai

Inicial

A Auséncia 1,00 est.” 3,71

B Auséncia Abaixo do limite de detec¢do 3,61

C Auséncia Abaixo do limite de deteccéo 2,95
Final

A Auséncia Abaixo do limite de deteccéo 4,45

B Auséncia Abaixo do limite de deteccéo 4,45

C Auséncia Abaixo do limite de deteccéo 3,32

IN 37/2018 Auséncia - Auséncia Méx. < 2,00
IN 161/2022 Auséncia - 1,00—2,00 -

“est. — Valor estimado.
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No tempo de 270 dias a -20 °C, todas as amostras de agua de coco e polpa de agai
analisadas ndo-inoculadas apresentaram auséncia de Salmonella spp. (Tabela 1), conforme
estabelecido pela IN n°® 161 (BRASIL, 2022) para a agua de coco e polpa de acai, além da IN
n°® 37 (BRASIL, 2018) para a polpa de acai também. No caso da agua de coco, a familia
Enterobacteriacea apresentou contagem dentro do estabelecido e abaixo do limite de deteccdo
da IN n° 161 (BRASIL, 2022), ao final dos 270 dias. Na polpa de acai, ao findar o tempo do
experimento, todas as contagens de E. coli foram abaixo do limite de deteccéo permito pela IN
n° 161 (BRASIL, 2022), entre 1,00 — 2,00 log UFC.g*. Staphylococcus aureus na polpa de agai,
na contagem inicial (3,42 log UFC.g?, em média) e também na final (4,07 log UFC.g?, em
média), apresentou concentracfes superiores ao permitido (BRASIL, 2018), que deveria ser
inferior a 2,00 log UFC.g™.

3.2 Estudo fisico-quimico e fitoquimico da agua de coco e polpa de acai nio

pasteurizadas e congeladas

A preservacdo da qualidade da agua de coco e da polpa de acai ndo pasteurizadas e
congeladas durante a sua vida util é de grande interesse, tendo em vista que seus compostos
fitoquimicos e nutrientes podem trazer beneficios a saide do consumidor. No presente estudo,
parametros fisico-quimicos e compostos fitoquimicos foram investigados durante 270 dias de

armazenamento a -20 °C, como mostrado na Tabela 2.
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Tabela 2. Analise fisico-quimica e de compostos fitoquimicos da agua de coco e da polpa de acai ndo pasteurizadas e congeladas a -20 °C no

periodo de 270 dias.

pH Acidez Solidos Solidos Sédio Potéssio Proteina Fenolicos Atividade Cianidina-  Cianidina-3-
Ac. Totais Soltveis  (mg/100 (mg/100 (9/100 g*) Totais (9/100  Antioxidante 3-0O- O-
Citrico (g/100g) (°Brix) mL) mL) ) (umol glicosideo rutenosideo
(9/100 g) Trolox/g) (mg/100g)  (mg/100 g)
Agua de coco
Inicial™? 494+ 0,064+ 575+ 2,90+0,11 193,31
0,04 0,003a 0,00™ 2,19
Final™ 4,95+ 1,467 £ 5,50 £ = =
0,04 0,087h 0,00
IN 9/ 4,0 - - - 4,0-29 2-30 140 - 230 - - - - -
2020 6,5
Polpa de acai
Inicial™? 4,95+ 0,23+ 17,60 £ 2,27+ 7,29 £ 2,54 +£0,52™ 29,18 £ 1,47™ 19,12 + 18,45 £ 4,00a
0,03™ 0,01 0,72™ 0,95™ 0,50™ 4,42a
Final™ 4,99 + 0,24 + 17,97 + 3,00+ 7,01+ 1,74+0,14"  26,22+2,93™ 577+194b 6,08 +2,20b
0,04™ 0,01™ 0,41 0,00™ 0,16™
IN 37/ 40— Max. 3,2 Min. 8 - - - Min. 7 Min. 1,80 - Presenca Presenca
2018 6,2

"bs — Base seca.

*2 Média dos lotes.

*3 Letras minusculas representam comparagéo entre linhas. Nivel de significancia de 1% pelo teste de Tukey.
*4 ns — Sem diferenca significativa.
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Os dados obtidos da &gua de coco (Tabela 2) revelam que no tempo avaliado n&o houve
diferenga significativa (p > 0,01) no pH (inicial - 4,94 £ 0,04 e final - 4,95 £ 0,04) e nos sélidos
solaveis (inicial - 5,75 £ 0,00 °Brix e final - 5,50 + 0,00 °Brix). Os valores de pH e sélidos
sollveis estao dentro do esperado pela IN n®9 (BRASIL, 2020). Durante o armazenamento de
270 dias, a acidez total aumentou (p < 0,01) de 0,064 + 0,003 g/100 g (equivalente de acido
citrico) para 1,467 + 0,087 g/100 g no tempo final. Os valores de sédio de 2,90 + 0,11 mg/100
mL e potassio de 193,31 + 2,19 mg/100 mL, verificados no tempo inicial, estdo dentro do
preconizado na legislacdo (BRASIL, 2020).

A polpa de acai estudada ndo apresentou diferenca significativa (p > 0,01) em quase
todos os parametros (pH, acidez total, sélidos totais, slidos sollveis, proteina, fendlicos totais
e capacidade antioxidante) analisados durante os 270 dias (Tabela 2). O pH inicial e final foram,
respectivamente, 4,95 + 0,03 e 4,99 + 0,04. A acidez total, praticamente inalterada, foi de 0,23
+ 0,01 g/100 g (A4cido citrico) no inicio e 0,24 + 0,01 g/100 g no final. Os sélidos totais foram
17,60 £ 0,72 g/100 g no dia inicial e 17,97 + 0,41 g/100 g no dia 270. Os sdlidos soluveis
apresentaram no inicio 2,27 + 0,95 °Brix e 3,00 = 0,00 °Brix no final. O teor de proteinas foi
igual a 7,29 £ 0,50 g/100 g bs inicialmente e 7,01 £ 0,16 g/100 g bs no tempo final. Os fendlicos
totais no dia inicial foi de 2,54 + 0,52 g/100 g bs e no final foi de 1,74 + 0,14 g/100 g bs. A
capacidade antioxidante medida no inicio foi de 29,18 + 1,47 umol Trolox/g, e no final 26,22
+ 2,93 umol Trolox/g. Dentre os parametros analisados em comparacdo com o0s dados
estabelecidos na IN n° 37 (BRASIL, 2018) somente o teor de fendlicos totais finais (1,74 £ 0,14
0/100 g bs) nédo esteve dentro do valor minimo de 1,80 g/100 g bs.

As antocianinas apresentaram diferenca significativa (p < 0,01) entre as concentracfes
no inicio e no final do experimento. A cianidina-3-O-glicosideo inicial foi de 19,12 + 4,42
mg/100 g, enquanto a final foi inferior, atingindo 5,77 + 1,94 mg/100 g (Tabela 2).
Percentualmente, apenas 30% da cianidina-3-O-glicosideo na polpa de acgai ndo pasteurizada
armazenada a -20 °C durante 270 dias foi preservada. O teor de cianidina-3-O-rutenosideo no
inicio do estudo foi 18,45 + 4,00 mg/100 g e no final reduziu a 6,08 + 2,20 mg/100 g,

permanecendo apenas 33% do teor inicial.
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4  CONCLUSOES

O estudo microbioldgico na agua de coco e na polpa de agai ndo pasteurizadas e
congeladas por 270 dias revelou que todos os microrganismos potencialmente patogénicos e
enddgenos avaliados apresentaram comportamento de inibicdo. No entanto, o congelamento
ndo foi capaz de garantir niveis seguros de reducdo de microrganismos endogenos e
potencialmente patogénicos em todos 0s casos. Somente na polpa de acai, E. coli, Salmonella
spp. e L. monocytogenes congeladas por 270 dias apresentaram niveis considerados seguros de
inibicdo (> 5,00 log UFC.g?). Os bolores e leveduras mostraram ser 0s microrganismos mais
persistentes ao armazenamento a -20 °C. Sendo assim, além do congelamento é recomendavel
a pasteurizacdo a fim de garantir a seguranca da agua de coco e da polpa de acai congeladas. A
concentracdo inicial e final de Staphylococcus aureus endégeno mostrou ser acima do padrédo
microbioldgico legal. Melhores condi¢Bes higiénicas e de manipulacdo devem ser
implementadas evitando a contaminacdo da polpa por S. aureus e quaisquer outros
microrganismos. Apos os 270 dias de armazenamento, a composi¢do original da agua de coco
e da polpa de acai, considerando os parametros avaliados, foi mantida, com excecdo da acidez
total da 4gua de coco, que aumentou (p < 0,01), e das antocianinas que reduziram na polpa de
acai. As concentragdes das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo
diminuiram (p < 0,01) cerca de 70% na polpa de acai congelada, mostrando que o congelamento

lento leva a perda de qualidade da polpa.
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Os estudos realizados na tese proporcionaram relevantes resultados que ampliaram o
conhecimento da seguranca e da qualidade da bebida de agua de coco e da polpa de acai, ambas
ndo pasteurizadas e congeladas, quando submetidas a condi¢des adversas de armazenamento.

O estudo do Capitulo I revelou gue microrganismos potencialmente patogénicos —
Escherichia coli, Salmonella spp. e Listeria monocytogenes — apresentaram tempo de adaptacéo
na &gua de coco ndo pasteurizada e congelada entre cinco e seis dias quando armazenadas a 10
°C. No entanto, quando a 5 °C, os patdgenos ndo se multiplicaram. As bactérias aerdbias
mesofilas apresentaram tempo de adaptacdo menor que os patdgenos, sendo de dois diasa 5 °C
e somente doze horas a 15 °C. Esses dados séo de suma importancia para cuidados redobrados
de boas praticas, mantendo boa higiene, da parte dos vendedores de dgua de coco de carrinhos,
quiosques, ou mesmo ambulantes que vendem a agua de coco nas areias das praias ou no
transito em dias de calor intenso. Os dados aqui obtidos também servem de alerta as agéncias
reguladoras sanitarias para um maior rigor no controle da qualidade e seguranca da bebida de
aguade coco, atraves de atualizagdes das regulamentagdes e empenho nos servigos de vigilancia
sanitaria de agua de coco, principalmente, nas vendas de rua onde a temperatura de
armazenamento nao é controlada.

A partir do estudo do Capitulo II, verificou-se que a polpa de acai ndo pasteurizada e
congelada ndo aumentou o0s perigos microbianos quando submetida a ciclos de
descongelamento-recongelamento (-20 °C), pelo contrario, os perigos microbianos diminuiram,
durante os noventa dias do estudo. Niveis considerados seguros de inibi¢cdo microbiana (> 5 log
UFC.gt) somente pode ser observado por E. coli, que foi o microrganismo mais sensivel nas
condicBes estudadas. Ainda assim, é recomendavel que os produtores artesanais e industriais
de polpa de acai tenham rigor nas boas praticas de fabricacdo e em realizar a pasteurizacéo da
polpa, a fim de minimizar qualquer contaminagdo microbiana, e também, possiveis
contaminagdes por T. cruzi, transmissor da doenca de Chagas. Os resultados obtidos da polpa
de acai ndo pasteurizada e congelada armazenada a -20 °C durante noventa dias apresentaram
concentragdes microbianas mais elevadas do que na polpa que sofreu ciclos de
descongelamento-recongelamento, com diferenga significativa para Salmonella spp. e L.
monocytogenes (p < 0,01). Estes dados sugerem que, além da pasteurizacdo na etapa de
processamento, controlar possiveis contaminag6es desde a colheita do fruto € essencial. Dessa
forma, bons resultados podem ser refletidos com a aplicacdo das boas préaticas de manipulagéo

nas etapas iniciais da colheita e do transporte preservando o fruto de forma integra, com a
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utilizacdo de &gua potéavel no preparo da polpa, com a realizagdo do congelamento imediato e
armazenamento adequado da polpa de acai.

O estudo da qualidade da polpa de acai ndo pasteurizada e congelada no Capitulo 111
mostrou que ciclos de descongelamento-recongelamento alteraram a composicdo fitoquimica
ao longo de noventa dias. O teor dos compostos fendlicos (p < 0,05), antioxidantes (p < 0,05),
e especialmente, as antocianinas (p < 0,01) diminuiram com os abusos de temperatura. As
antocianinas atingiram 18% da concentracao inicial apos noventa dias, no entanto, na polpa de
acai que ndo passou pelos ciclos de descongelamento-recongelamento pode verificar 42% da
concentracdo de antocianinas iniciais. O perfil das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e
cianidina-3-O-rutenosideo também pode ser analisado, e seus declineos foram também
observados. Cianidina-3-O-glicosideo e cianidina-3-O-rutenosideo da polpa de acai submetida
aos abusos de temperatura atingiram cerca de 14 a 16% do contetdo inicial. Os abusos de
temperatura durante o armazenamento da polpa de acai reduziram consideravelmente a
qualidade da polpa de acai, de acordo com os dados. O estudo mostrou que manter a polpa de
acai armazenada sob congelamento sem abusos de temperatura foi capaz de preservar melhor a
qualidade da polpa.

No Capitulo 1V, o estudo microbiolégico, fisico-quimico e fitoquimico da 4gua de coco
e da polpa de acai ndo pasteurizadas e congeladas durante 270 dias revelou que todos 0s
microrganismos avaliados, potencialmente patogénicos e enddgenos, apresentaram
comportamento de inibi¢cdo. Mas que, 0 congelamento ndo garantiu niveis seguros de inibicdo
em todos 0s casos. Somente na polpa de acai se pode verificar a reducdo de E. coli, Salmonella
spp. e L. monocytogenes a niveis considerados seguros (> 5,00 log UFC.g™) em 270 dias de
armazenamento a -20 °C. Em todo o estudo, os bolores e leveduras foram os microrganismos
mais persistentes ao congelamento. Os dados mostram a necessidade das boas préaticas de
fabricacdo durante toda a cadeia de valor dos produtos de frutas, para que as fontes de
contaminagdo microbiana sejam reduzidas ao minimo. Além disso, a pasteurizagdo também é
recomendada como garantia da reducdo microbiana e do T. cruzi. Staphylococcus aureus teve
concentragéo inapropriada (3,42 - 4,07 log UFC.g!) para o consumo da polpa de agai, no inicio
e no final do estudo, de acordo com o estabelecido (< 2,00 log UFC.g?). A presenca de S.
aureus e sua concentracdo encontrada na polpa sdo indicios das mas praticas de manipulacao
nas etapas anteriores ao congelamento da polpa de acai, ou seja, durante a colheita do fruto, nas
etapas de transporte, higienizacdo e processamento. Apds os 270 dias de armazenamento, a

composic¢do original da &gua de coco e da polpa de acai, dos parametros avaliados, foi mantida
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com excecdo da acidez total que aumentou (p < 0,01) na gua de coco e das antocianinas que
reduziram na polpa de acai. As concentragdes das antocianinas cianidina-3-O-glicosideo e
cianidina-3-O-rutenosideo diminuiram (p < 0,01) cerca de 70% na polpa de acai congelada.
Os dados preditivos obtidos na tese podem ser utilizados como medidas de prevencéo e
controle do desenvolvimento dos microrganismos e prever a vida Util da dgua de coco e da
polpa de acai ndo pasteurizadas e congeladas, a partir dos comportamentos vistos nas condicoes
estabelecidas nos estudos, a fim de minimizar os riscos a satde do consumidor. Os resultados
obtidos pelos estudos podem fornecer dados primarios para o design de processamentos
industriais de produtos frescos congelados e ndo pasteurizados, capazes de prolongar a vida Util
e assegurar a prevencao contra DTHA. Além disso, fornecer informagdes de suma importancia
as agéncias reguladoras de alimentos, bebidas, agropecuaria e da salude ampliando o
entendimento para novas atualiza¢des nos documentos de regulamentacéo de polpa e bebida de

fruta, especialmente, da polpa de acai e da 4gua de coco.
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Abstract

Does temperaure abuse during storage, distribution, marketing, and consumption of unpasteurized frozen acal
pulp increase microbial hazards? This study investigated the behavior of potentially pathogenic (Escherichia coli
Listeria monocyiogenes and Salmonella spp.) and spoilage (mesophilic bacteria, yeasts and molds) microorg anisms
in two simulated thawing conditions: under refrigeration and at room temperature. The effect of repeated cold
chain abuse was observed by thawing and refreezing (—20°C) acal pulp four tmes over a period of 90 days.
Freezing resulted in inhibition of all microorganisms except for mesophilic aerobic bacteria in one single sample.
After thawing at 5°C, the kinetic parameters obtained by the Weibull model indicated that mesophilic aerobic bac-
teria, yeasts and molds and L. monocyrogenes showed a longer inactivation time with & values reaching 35, 126,
and 46 days, respectively. The shortest inactivation time for a reduction of 4 log CFU_g_' was for E. coli. The
concentration of Salmonella spp. and L. monocyrogenes in control samples was higher (p < (.01) than in
samples exposed to abusive conditions after ¥ days of storage. The results indicate that the abusive thawing
conditions studied do not increase the potential hazards of pathogens.

Keywords: Euwrerpe oleracea, predictive modeling, food safety, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Sabnonella

Introduction the concentmtion of micoorganisms in agad fruit can reach 10°
CFU.mL™ if it is not processed within 400 h (Tribst et al.,
gai is the most important dietary supplement and one of  2009), In the Amazon region, ransportation ofien tkes place
the main sources of income of the Amazon région. The  in small boats during hours or even days, with the fruit stomed
comsumption of the acai pulp was boosted in the 1990s, and  jngide or outside the holds (Aguiar et al., 2013),
it stood out a5 a “superfood” due 1o its high antiovidant activity Muintaining the cold chain of frozen agai pulp from
(Yamaguchi e al.. 2015). As it is a highly perishable fuil. o 000i0n 1w consumption is a challenge. Throughout the
E“"."""@ u'u‘:uPiJ.lP in it nateeal siate 35 one of he main preser- chain, the product may be exposed to abusive temperature
mmqufilj;ﬂ :;.I.rrlammulim of the fruit or pulp, processing lwil]wul .li]'luv:'ing any nulic::.ulblx: SENSOTY G]HITIE:CH. Could
without pasteurization, and im storage conditions ar it 'hc.lhul aga pulp. l1fm1'|lummuu:ld with potentially path-
considered critical factors for the safety and quality of the ug::nw. MICTOOTgan isms, u:ndx:rgmng Fn:::.c::-l.huw: C}'CL(?H
product (Bezerra et al., 2017). The palm tree of agaf can be  Could increase the potential hazards? Considering this
contaminated from various sources, mainly becanse it serves  question, the aim of this work was to study the behavior
as shelter and food for a variety of pollinating insects, binds, of potentially pathogenic and spoilage microorganisms
and other animals (Freitas et al., 2021; Olivaim et al., 2007;  simulating the thawing conditions of unpasteurized agal
SEBRAE, 2013). After harvesting, storing, and transporting, — pulp during storapge.

:Dcpammmnfl—'m';d Science and Technology, Federal Rural University of Rio de Janeim, Seropédica, Brazil.
“Embrapa Food Agmindustry, Rio de Janein, Brazil.
*Faculty of Pharmacy, Fluminense Federal University, Niterdi, Brazil.
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Materials and Methods
Materials

Unpasteunized agai pulps three different bawches (A, B,
and € wemre produced in Manaus, Brazil. The pulps were
frocen and stored in Styrofoam boxes with ice untl they
arrived in the laboratory and then kept at =20 £ 2°C until the
experiments.

Pathogenic bacteria were obtaned from the INCQS/FIOC-
RUZ collection (Brwxil). The Escherichia colf cultures used
were ATCC 11229, O45:H2 (CDC 00-3039). (DC He, CDC
H27. and CDC H34; Salmonela spp. cultures were Choleme-
suis (ATCC 10708), Enteritidis (ATCC 13076), Typhimurium
(ATOC 13311), Typhimurium (ATCC 14028), and 8 brazil
(Embrapa collection. isolasted from acai); and the Listeria
monocyisgenes cultures were 1/2b (CLIST 2032), 12a (CLIST
2044). 4b (CLIST 2045). 4b (CLIST 3436Scott A), and
104035 (CLIST 4165). The strains were tested for cross-
grovwth compatibility by genus, as aiming st not ichibiting each
other during growth (Beuchat et al. 2001). The cultures were
stored in Eppendocts, diluted in 20% glycerol and froeen until
the moment of the experiments.

Praparation of the inoculum and inoculation of agai pulp

The cultures were activated in 10 mL of Tryptic Soy Broth
(TSB: Becton, Dickinson & Company. USA)Y at 37°C fior 24 h,
with two new transfers in TSB afterward. The grown cultunes
were centnfuged 000 rpm for 15 min at 4°C) twice, Then,
the strains of each genus were msuspended in 0.1% peplone
water (5 mlfstrain) (Becton, Dickinson & Company) and
cormbined in a single Faloom whe. The centrifuged cultures of
E coli, L. monocytogenes, and Salmonella spp. were mesus-
pended and added to the same diluent untl 10 mL was com-
pleted. The inoculum of each pathogen was obtained between
5 and 6 log CFUmL ", enumerated by dop plating on plate
oot agar (PCA; Merck, Germany) and also on selective
media for each pathogen: on methylene blue eosin agar
(EMEB, Becton, Dickinson and Company) for E coli, on
deoxycholate1ysine—xylose agar (XLD, Merck) for Salmo-
nella spp. and on Oxford agar (Becton, Didkinson and Com-
pany) for L monocytogenes, in dilutions 0t -3.

The agai pulp samples (99 g) received 0.1 mL of each
pathogen pool with initial concentration between 10° and 10°
CFU.mL . The antrol sample (10 g) received no inoculum.
Triplicate samples were homogenized and stored at =20 + 2°C
(shovw Freezing).

Microbiological analysis

After one week of inoculum and storage, microbiological
analyses for prediction were performed to simulate the thawing
stage in the industry, Continung the simulation of thawing at
distribution, marketing, and point of comsumption, samples
were thawed again after 30, 60, and 90 days of storage, Control
samples (without inoculum) were analyzed under the same
conditions. Control samples nol subjeded 1o thaw-freese
cydes wene also analyzed afier 90 days of storage.

Sample aliquots (1 g) thawed at 5 or 30°C were serially
diluted (1:10) in 0.1% peptone water, followed by drop or
surface plating (three triplicate dilutions) of 10 pL or 100 pL
aliquots of the diluted sample, respectively. Analyses for

SANDES ET AL.

mesophilic serobic bacteria and yeasts and molds were per-
formed on control samples, while pathogen analyses wens per-
formed on inoculated samples. The enumeration of E. coli
Satmonella spp.. and L. monocytogenes was peformed in their
respective selective media and mesophilic acrobic hacteria in
PCA (Merck, Germany) at 37°C/24 h, and veasts and molds
on Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol Agar (DRBC.
Merck, Germany) at 25°C/5 days (Salfinger and Tortorello,
2015).

Pradictive modeling

Inactivation models were generated using the Geeraerd
and Van Impe Inactivation Model Fitting Tool (GInaFiT)
version 1.7 software (Geeraerd et al, 2005). The curves
were adjusied by the Weibull model (Equation 1) as pro-
posed by (Mafan et al., 2002):

P

Lovg (N} = Log,o(No) = (%) [1)]

where N is the initial microbial concentration (CFU.g "N

is the micmobial concentmtion (CFU.g™") at time ¢ (days),

delia (5) can be represented as the time (day ') required for

the first decimal reduction (if p= 1), and p is the parameter
related to the shape of the inacti vation curve,

Statistical analysis

The average results of the microbinlogical analyses (item
2.3) wem sttistically evaluated wsing the BioEstat software
(version 5.3, Belém. Braxl) for analysis of vanance
(ANOVA). Data comparison was performed using the Tukey
test with a significance level of 1%,

Results and Discussion
Pradictive modeling of agal pulp

Predictive microbiology in the present work aimed 1o
describe the hehavior of potentially pathogenic and spoilage
microorganisms in unpasteurized frozen agai pulp subjected
o abusive thaw-freeze cycles, simulating thawing points
along the value chain, All microorganisms showed inactiva-
tion behavior, with the exception of that observed in agail C
pulp contaminated with mesophilic asrobic bacteria. In this
case, the spoilage bacteria showed a tendency toward stabil-
ity at the two temperatures studied (data not shown). From
the experimental data, the model that best fit the data 1w
deseribe the microbial inactivation curves was the nonlinear
Weibull model (Mafart et al., 2002).

Tabk 1 shows the kinetic parameters of the pathogenic and
spoilage microorganisms studied in three batches of agad pulp,
which were subjected to freeze-thaw cycles. The data that best
fit the model were obtined from pulp samples containing
mesophilic bactena (0.9999), L. mmrx}m;emx (09993 and
09991), and E colf (0.9990) at 5°5C with R” close to 1.

The time equired to reduce the initial population (3) in
agai pulp at 5°C can be compared between pathogenic
microorgansms. L omonocytogenes presented the highest
delta values, ranging from 31.99 w 46.05 days (Table 1).
The & of L. monocyiogenes was about 3.5 times higher than
that of Salmenella spp. and reached 6 times that of E colr,
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Tanik 1. Kwenc Par aMETERS OF POTENTIALLY PATHOGEMIC AND SPOILAGE MICROORGANISMS IN THREE BATCHES
oF UnpasTELRIZED FROZEN Acal PULP SUBJECTED TO SUCCESSIVE ABUSIVE STORAGE CONDITIONS,® ADJUSTED
10 THE WEBRULL MoDeL

i P [ R*
Microorganism Baich S5 JoeC 50C 30°C 5°C 30°C  5°C 30°C
Escherichia coli A 3841027 8.23+682 0358001 0.79x031 414 474 09990 09774
B 8.12+471 4061211 0842023 0641012 426 360 09883 0.9941
C 0.00 286270 010011 0572017 1B 336 0990 0.9849
Salmonella spp. A 6.90 + 1.47 55643 052004 0562015 864 657 09980 0.9768
B 13.70 + 1.68 1780+070 0712004 1261053 — 540 09988 09757
C 1242 +2.06 440+493% 083007 0541019 666 57.6 09981 09635
Listeria monocyfogenes A 4572 +274 1361 £2313 1.75+2015 0.78+065 — 819 09991 08183
B 4605 +2.47 17102152 1.702013 090+064 — B1.0 09993 08657
C 3199 +296 TE5+£1723 1312011 0.64+055 — 684 09988 09277
Mesophilic aerobic bacteria =~ A 2344+ 1853 1791 +£13.12 059029 068+027 — — 09251 09488
B 3485+1.24 205721700 0472001 06312030 — — 09999 09204
C —_ J— J— J— J— J— J— J—
Yeasts and molds A 126,00 £7.61 06941 0782010 0621011 — — 09985 09895
B 12634+ 11.27 10492 +£2844 1.18+025 0661029 — — 09962 09390
C 11549 £5.67 BlL93 1429 0732007 0661018 — — 0974 09764

*Thawing in two simulated conditions, under refrigeration at 5°C and at room temperature of 30°C, followed by three refreezes (—20 +

) at successive intervak of 1 monith,

F5: Time {dny']] required for first decimal reduction. p: Parameier related to the inactivation curvatume. ryye Time {day ) for inactvation of

4 logarithmic cycles.
“Parameter values are represented as mean + standard dev iation.

on average, The delta values of L. monocytogenes in agai
pulp also revealed that the time required to reduce the initial
population at 57C was 3 to 4 times longer than at 30°C. The
psychrotrophic nature of L monocytogenes can be correlated
with its ability to develop at refrigeration temperatures, It
also ok longer for the first decimal reduction of L. monocy-
togenes to occur at 5°C than for E coli and Salmonella spp.
Compared with the spoilage microorganisms, yeasts and
maolds in agai pulp showed the highest & (Table 1), as they
required 72.06 o 126,34 days for the first decimal reduction
o oceur, showing population stability in the fce of freese-
thaw cycles at 5°C and 30°C.

The downward curvature (p > 1) of L monocytogenes in
agai pulps at 5°C (Fig. 1) showed that the remaining cells
were damaged, and. in such a sitation, less time would be
needed 0 inactivate the same population in relation to the
cells still surviving, When the samples reached 30°C,
L monocytogenes showed the opposite behavior (p < 1)

T e ALMS5'C
—D— ALMX'C

v BLME'C

—e— BLMIOC

Log CFll.g"

+— CLMSTC
\-X\i_g_ CLM30'C

45 &0 T8 -]

R
T {cays)

FIG. 1. Listeria monocytogenes (LM} inactivation curves
in agai pulps A (5°C: ¢ md black line; 30°C: O] and red line),
B ?CP w7 md yellow line; 30°PC: * md Bue line) and C
(5°C: + and ormge ling, 30°C: O and green Bne) after thaw-
ing at 5°C md 30°C adjusted by the Weibull model.

asccording to Table 1, with an upward curvature, In this case,
the most sensitive cells were promptly destroved, while the
survivors showed the ability to adapt to the stressful envi-
ronment, This demonstrates that agai pulp contaminated by
L monocytogenes after thawed-refrozen at a lower temper-
ature presented a progressive increase in the inactivation of the
memaining population. Regarding the behavior of the other
pathogens and deeriomnts, all showed an upward curvatur
where p o« 1, also considering the standand deviations of the
data obtained (Table 1).

In a study of inactivation and viability of pathogens in
pressurized acad juice, Gouvea et al. (2020) found that in the
contmol  sample  (nonpressurized agad juice. pH 43 and
297Brix) L monocytogenes and Salmonella spp. remained
viable at concentrations of 7.33 £ 022 and 743 £0.17 log
CFU.mL " (no significant difference in relation to the initial
day, pr > 0.05), respectively, afler 42 days at 7°C. During this
period, the logarithmic reductions for L monocytogenes
were 021 CFUmL ™" and 0.49 CFUmL ™" for Salmonella
spp. These data demonstrate the survival capacity of patho-
senic microorganisms in agal under refrigemted conditions
for almost 2 months of stomge. In comparison with the pres-
ent study, when subjecting L monocytogenes and Salmo-
nella spp. to thaw-freeze eycles, unlike Gouvea et al. (20200
have observed, the cells end up suffering injuries that pro-
mote microbial inhibition over time. and also difficult cell
moovery, as it can be seen by the value of p > 1 for L. mono-
cytogenes at 57C,

The time required to reduce 4 logarithmic cycles (top) can-
ol be estimated in all cases, as it would be oo long 1o be cal-
culated (Table 1). However, it can be seen that the shonest
and longest fyy times of E colf in agai pulp were 1.8 (C pulp/
SChand 47.4 days (A pulp30°PC), respectively, For Salmo-
nella spp.. the shortest ry, time was 540 days (B pulp/30°C),
while the longest tme was Bo.4 dayvs (A pulp/53°C) The
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inactivation time can only be observed in L. manocytogenes
at 3PC, ranging from 68.4 days in C pulp 10 819 days in A
pulp o reduce 4 log CAULg ' Among the pathogens, the
average of the data revealed that in the thaw-freese cycles
(53°C and 30°C) of agai pulp, E. coli was more influenced
than Salmonella spp., followed by L. monocytogenes, which
wis the most stable pathogen, regarding fy, values.

At 90 days, afler thaw-freeze cycles, ther was a similar
average meducton of L. monocytogenes in the agad pulp at
5°%C and 30°C, being 3.44 and 3.74 log CFU.g ", respectively
(Fig. 1). In 60 days, E. coli decreased 5.30 log CFU.g T on
average, redative to the inital inoculum at 5°C and 30°C,
with the exception of the C pulp at 5°C which had an est-
mated value <1.00 log CFU.g ! after the first thawing
(Fig. 2). E. coli suffered the greatest log inactivation in
the shonest time. Salmonella spp. reduced 449 log CFUg"
after three thaws (60 days) at 30°C, while the reduction at
57C was 435 1og CFU.g T after four thaws (90 days) (Fig. 3).
To evaluate the adherence, survival, and recovery of Salmo-
nefla spp. in agai froits, Bezerra et al. 2015) inoculated a
concentration of 10 log CFU.mL T and observed an inactiva-
tion of 4 log CFU.mL ™" wsing the inoculum dripping method
om fruit with drving in laminar flow.

The frowen agai pulps, when obtmined, presented endoge-
nous contamination by mesophilic aerobic hacteria (3.10 log
CFUg " in C pulp — 548 log CFUg " in A pulp), and yeasts
and molds (3.56 log CFULg ' in B pulp — 370 log CFUg !
in C pulp). In commenial agai pulps analyzed by Bandeira
et al. (2023), the mesophilic asrobic bacteria counts determmined
were close 1o those seen here, being 14 % 10F CFUg ' and
7.7 % 10F CFU g ", In 90 days of storage, the chserved loga-
rithmic reduction of mesophilic asrobic bacteria was, on aver-
age, 174 log CFUg ' at 5°C and 2.36 log CFUg ' at 30°C
(Fig. 4), while for yeasts and molds, it was 0.75 log CFUg ™
at 5°C and 098 log CFUg " at 30°C (Fig. 5). These data
show that the most persistént mucroongamsms, even compared
with the pathogens tested, are the yensts and molds that
showed a logarithmic reduction of <1 Log throughout the
90-day thaw-freeze cycles of the agal pulp at 5°C and
30°PC. Sousa et al, (2006) also observed the survival of yeasts
and molds in frozen agad juice (~18°C) for 90 days, verifying
the: same initial count (»4.2 » 10° CFUmL ") afier storage.

—o— AECSEC
P —o— AECI0°C
: v BECSHC

o™ —%— BEC30'C

g‘ + o CEGST
3 —o— CECH0T

FIG. 2. Escherichia coli (EC) inactivation curves in agai
pulps A (5°C: ¢ and black line; 30°C: [] and red line), B
(5°C: w7 and yellow line: 30°C: * and blue ling), and C
(5°C: + and orange line; 30°C: O and n ling) after
thawing at 5°C and 30°C adjusted by the Weibull model.
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——— ASMSC
—o— ASM3D'C

v BSME"C
—u— BEMI°C
% CEME=C
—&— CSMX'C

FIG. 3. Salmonella spp. (SM) inactivation curves in
pulps A (5°C: ¢ and black line: 30°C: [ and red line), B
(5°C: w7 and yellow line; 30°C: # and blue line), and C (5°C:
+ and omnge line; 30°C: O and line) after thawing a
59C and 30°C adjusted by the Weibull model.

Microblal concentration in acal pulp: Sampiles subjected to
abusive condilions = control

At the end of the study, the microbial concentration of agai
pulps after thaw-freese cycles was compared with the counts
of samples that remained froeen at <20°C for the same period
(control), as shown in Fig 6. After 60 days, E. coli showead no
count (0,00 log CRU.g ") in the pulp samples thawed w 5°C
and 30PC, while in control pulp, the average was 0.55 £ 002
log CFUg ' with no sigrificant difference between the differ-

The control samples with Salmonella spp. and L. monocyto-
genes showed a significant difference (p < 0.01) with higher
concentrations than those of the samples subjected w dbusive
conditions, after 90 days of freezing, In the agad pulp with Sal-
monella spp. there was an average of 0,70+ 0.06 log CFUg '
at 5°C and no count at 30°C, while in the control pulp ther
was 3.12 £ 0.08 log CFU.g ", Likewise, it can be observed
that the pulp containing L. monocytogenss presented an aver-
age of 208 £ 0.30 log CFUg ' at C, 178 £ 0.07 log
CFU.g " in the pulp at 30°C, while in the control pulp the
count was 449 + 0.04 log CFUg ", These data show that
keeping agai pulp frozen, without thaw-freese cycles in the

ction chain, for at least 90 days increases the chances of
survival of the Salmeonella spp. and L. monocytogenes.

Archer (204) stated that freezing is generally an excellent
way (o preserve the viability of microomganisms. However,
repeated freens-thaw cycles can disrupt and destroy bactera.
Zhang et al. (2021) analyzed the recovery of E coli O157:
H7 in TSB afier 12 freezethaw (=20 and 25°C) cycles. Afier

7
—o0— ABAMS'C

[ —O— ABAM30°C
-5 v BBAMS G
Y —x— BBAM30°C
= . .
5 P
s
L

'

o 15 = A5 &0 75 a0

Timss days)

FIG. 4. Mesophilic aerobic bacteria (BAM) inactivation
Curves in a@i@ul s A (5°C: o and black lne: 30°C: O and
red line) and B (5°C: w7 and ellow line: 30°C: * and blue
line) after thawing at 5°C and 30°C adjusted by the Weibull
model.
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FIG. 5. Yeusts and molds (BL) inactivation curves in agai
pulps A (5°C: § and black line: 30°C: [0 and red line). B
(57C: 77 and yellow line: 30°C: * and Bue line), and C (5°C:
+ and green line; 30°C: O and orange line) after thawing at
5°C and 30°C adjusted by the Weibull model.

the first thaw. the recovery was 58.8% of the initial inoculum,
while at the end of all aycles the recovery of E. coli O157:H7
was 1 1.4%,

Freezing technology immobilizes water molecules to pre-
serve food at low temperatures. During the freszing, water
midecules pass into a solid state, forming ice crystals, whils
solutes concentrate in the still-thawed fraction and dehydrate
the microbial cell. Chemical and enzymatic processes also
begin to be inhibited. By osmosis, the water sull present tends
to migrate o the more concentrated medium, compromising
membrane permeahility and causing imeparable damage
(Archer, 2004; El-Kest and Marth, 1992). In addiion, slow
freesng results in the appeamnce of lager e crystals,
increasing damage o microbial cells (Jeremiah, 2009}, Thaw-
ing generally occurs at a slower rate than freexng (food
remains in the zone below 0°C longer) favoring the process
of recrystallization, where smaller ice crystals melt and

refresze o form larger ice crystals (Potter, 1986). All these
effects of freese-thaw cycles contribute to cell death, as seen
here.

Regarding the spoalage groups, there were no significant dif-
ferences between the samples subjected 0 freeze-thaw cycles
at 5°C and 30°C compared with the contml samples at the end
of the 90-day study period. The average count verified for mes-
ophilic acrobic bacteria at 57°C, 30°C, and control was, respec-
tively, 342+ 008 log CFUg ', 3.01 + 013 log (FUg ", and
365 + 0.05 log CFUg . For yeasts and molds, the average
count was 290 + 0.10 log CFU.g ' at 5°C, 267 + 0.14 log
CFUg " o 30°C, and 282 £ 0.15 log CFU.g ! in the control
Pﬂéram—negaﬁve hacteria are more influenced by freering
than Gram-positive bacteria (Rahman and  Velez-Ruiz,
20200, as observed in the results of E. coli and Salmonelia
spp. in contrast o L. monocyiogenes (Fig 6). Gene activa-
tion and repression mechanisms are initiated during the
change in the physical state of microorganisms. Freeze-thaw
makes L monocytogenss more susceptible o the action of
hipase and lysozyme encymes (El-Kest and Marth, 1992)
Yeast resistant to freezethaw cycles produces high levels of
trehalose, which performs a cryoprolective function (Rah-
man and Velez-Ruiz, 2020). Missous et al. (2010) observed
the sensitivity of yeasts and molds w freering (< 10°C) and
verified the resistance (56-75% survival) of yeasts and a
mald strain by the production of arthrospores. By activating
defense mechanisms, even with sublethal lesions, microor-
ganisms can resist adverse environmental conditions, adapt,
repair lesions, and extend freeze-thaw survival,

Throughowt the agai pulp production chain, the risks of
mucrobial contamination are eminent and often unavoidable by
acdual practices. Based on the msults obtained. pasteurization

Final microblal concentration (log CFU.g") In agal pulp
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FIG. 6. Comparison of the final microbial concentration (log CFU.g ") of EC, SM, LM, BAM, and BL in agai pulp
samples subjected w successive thawing at 5°C and 30°C, and control agai pulp samples. which were not subjected 1o
thawing for up to 90 days. *0.00 log £ ", *#*Lowercase letters represent comparison between bars with a signifi-
cance level of 1% using the Tukey test. Analyzes of each batch were performed in triphcate, and the data were pre-

sented as the average of the batches,
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of the agai pulp is recommended 1o reduce any microbial haz-
ards and maintain product safety. In addition, pre-harvest,
post-harvest, and processing of agail pulp (artisanal and indus-
trial} must be carfed out applying good practices o prevent
possible contamination, Prevention and control recomme nda-
tions were documented for the application of HACCP (Haz-
ard Analysis and Critical Control Points) of the agail pulp
(SEBRAE, 201 3).

Condusions

Over 90 days, abusive conditions promoted a greater
reduction in microbial hazards compared o non-abusive
conditions. The results reinforce the importance of pasteuri-
zation, as freexing or abusive storage conditions do mot elim-
inate all potentially pathogenic micmorganisms studied to
safe levels. In this work, only in samples with E. coli sub-
jected to abusive conditions at 5°C and 30°C, it was possible
to observe inhibition at safe levels, with a reduction higher
than 5.00 log CFU.g .
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