ADRIANA PAULA SLONGO

ESTUDO DA INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA
TERMORRESISTENCIA DO FUNGO NEOSARTORYA FISCHERI EM
SUCOS TROPICAIS

Florianopolis — SC
2004



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



ADRIANA PAULA SLONGO

ESTUDO DA INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA
TERMORRESISTENCIA DO FUNGO NEOSARTORYA FISCHERI EM
SUCOS TROPICAIS

Dissertagdo submetida a Universidade Federal de
Santa Catarina para a obtencdo do grau de mestre em
Engenharia de Alimentos.

Orientadora: Prof*. Dr’. Glaucia Maria Falcdo de
Aragio

Floriandpolis, dezembro de 2004



“Estudo da Influéncia de Diferentes Fatores na Termorresisténcia do
Fungo NEOSARTORYA FISCHERI em Sucos Tropicais”

Por

Adriana Paula Slongo
Dissertacao julgada para obtencdo do titulo de Mestre em Engenharia de Alimentos, area
de Desenvolvimento de Processos da Industria de Alimentos, ¢ aprovada em sua forma

final pelo Programa de Pés-Graduacdo em Engenharia de Alimentos da Universidade

Federal de Santa Catarina.

Profa. Dra. Glaucia M. Falcao Aragao
Orientadora

Profa. Dra. Glaucia M. Falcao Aragao
Coordenadora da CPGEA
Banca Examinadora:

Profa. Dra. Pilar Rodrigues de Massaguer

Prof. Dr.Amauri Rosenthal

Prof. Dr.José Carlos Cunha Petrus

Floriandpolis, 14 de dezembro de 2004.



Dedico esta obra a duas pessoas
que sdo meus maiores exemplos
de luta e de perseveranca, meus
queridos e amaveis pais.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por sempre estar abrindo as portas do meu
caminho.

Agradeco a duas pessoas que sdo meus eternos exemplos de ligdo de vida, pessoas a
quem serei eternamente grata pelo amor, afeto, companheirismo e por tudo que conquistei
até este momento: minha mide ALEXANDRINA ANGELA DE CARLI SLONGO e meu
pai GERALDO SLONGO.

A minha orientadora Professora Glaucia Maria Falcdo Aragio, por ter me aceitado
para fazer parte deste projeto, pela orientacdo, pela paciéncia, pelo apoio, pelas criticas e
correcdes, pelo exemplo de garra e dentre outros, pela expressiva contribuicdo para minha
formagao profissional, especialmente no que diz respeito ao mundo microscopico.

Ao pesquisador da Embrapa CTAA-RJ, Amauri Rosenthal, Ph.D, por ter acreditado
em minha capacidade e por ter me proporcionado a oportunidade de fazer parte deste
projeto, cuja realiza¢do muito me gratificou.

Aos membros da banca examinadora: Pilar Rodriguez de Massaguer e Jos¢ Carlos
Cunha Petrus.

Ao meu namorado Bernardo, pelo amor, pelo apoio, pela paciéncia e compreensao
e pelo incentivo sempre presente.

A todos os demais membros de minha familia, obrigada pelo apoio especialmente
nos momentos dificies pelos quais passamos e pelos lagos de amor que sempre sio
manifestados e estdo sempre presentes mesmo de longe.

A Maria de Fatima Valentim Alberto, pessoa que ndo a considero somente amiga,
mas um exemplo de amor, de companheirismo e que sempre esteve ao meu lado apoiando-
me, mesmo que fisicamente distante; a vocé o meu eterno amor e afeto.

As bolsistas Claudia Alves Costa ¢ Suzane Miorelli, que sempre me ajudaram
diretamente na execucdo desta pesquisa com muita disposi¢do e sempre questionando e
levantando duvidas sobre a pesquisa desenvolvida.

A amiga Beatriz de Cassia Martins Salomio, que sempre me ajudou a entender o
comportamento, as vezes, anormal dos fungos e, que me fez ver que mais imprevisivel que

a vida sdo os fungos.



As amizades legais e saudaveis que nasceram no convivio das atividades do
laboratério de Engenharia Bioquimica e com quem espero ter sempre contato: Fernanda
Streit e Lilian Dutra Ferreira.

As demais colegas que fiz no laboratério de Engenharia Bioquimica: Cintia Maria,
Erika, Vanessa, Renata, Ernandes, Adriane, Cristiane, Murilo, Renato, Denise, Rafael e
Mbnica.

Ao projeto PRODETAB, Tetra Pak e empresas processadoras de sucos, pelo apoio

financeiro.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS |
LISTA DE TABELAS 111
NOMENCLATURA IV
RESUMO A4
ABSTRACT VII
CAPITULO I — INTRODUCAO 2
CAPITULO II — REVISAO BIBLIOGRAFICA 5
2.1 — CONSUMO DE BEBIDAS A BASE DO ABACAXI 5
2.2 — A IMPORTANCIA DE FUNGOS EM ALIMENTOS 6
2.3 — FUNGOS FILAMENTOSOS TERMORRESISTENTES 7
2.3.1 — SUB-REINO ASCOMICOTINA 7
2.4 — PRINCIPAIS ESPECIES DE FUNGOS TERMORRESISTENTES E SUA OCORRENCIA 8
2.4.1 - NEOSARTORYA 9
2.4.2 — OUTROS FUNGOS TERMORRESISTENTES 11
2.5 — PRODUCAO DE ENZIMA E MICOTOXINAS POR FUNGOS TERMORRESISTENTES 13
2.6 — FATORES QUE AFETAM O CRESCIMENTO E O DESENVOLVIMENTO DE FUNGOS 15
2.6.1 — BOAS PRATICAS DE FABRICACAO (BPF) 16
2.6.2 — ATIVIDADE DE AGUA (AW) 17
2.6.3—-PH 17
2.6.4 — PRESENCA DE ACIDOS ORGANICOS 18
2.6.5 — TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS 19
2.6.6 — MEIOS DE AQUECIMENTO 20
2.6.7 - ADICAO DE CONSERVANTES 21
2.6.8 - TEMPO E TEMPERATURA DE PRODUCAO DOS ASCOSPOROS 22
2.6.9 — ATMOSFERA (O, CO;, N,) 23
2.7 — EFEITOS DA CONTAMINACAO E DETERIORACAO DE ALIMENTOS POR FUNGOS
TERMORRESISTENTES 23
2.8— PRODUCAO, ATIVACAO E AVALIACAO DA RESISTENCIA TERMICA DE FUNGOS 25
2.8.1 — PRODUCAO DOS ASCOSPOROS 25
2.8.2 — ATIVACAO DOS ASCOSPOROS 26
2.8.3 — DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE RESISTENCIA TERMICA 27
2.8.4 - MEIO DE RECUPERACAO DOS ASCOSPOROS APOS ENSAIO DE RESISTENCIA TERMICA 28
2.9 - CINETICA DE INATIVACAO TERMICA (METODO DE LINEARIZACAO DE ALDERTON &
SNELL, 1970) 28
2.10 - PARAMETROS DE RESISTENCIA TERMICA 30
CAPITULO III — MATERIAL E METODOS 34
3.1 - ESCOLHA DO FUNGO TERMORRESISTENTE E MEIO DE AQUECIMENTO 34
3.2 - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL FRACIONARIO 34
3.3 — PRODUCAO DE ESPOROS 36



3.4 - COLETA DOS ASCOSPOROS 36

3.5 - DETERMINACAO DA ACIDEZ DE SUCOS DE FRUTAS 37
3.6 - DETERMINACAO DO °BRIX 37
3.7 - DETERMINACAO DO RATIO ( °BRIX / ACIDEZ) 37
3.8 — AJUSTE DOS VALORES DE RATIO 38
3.8.1 - BAIXOS VALORES DE RATIO 38
3.8.2 - ELEVADOS VALORES DE RATIO 38
3.9 - DETERMINACAO DO TEMPO DE ELEVACAO DA TEMPERATURA 38
3.10 - DETERMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS DE ATIVACAO DOS ASCOSPOROS 39
3.11 - DETERMINACAO DA RESISTENCIA TERMICA 39
CAPITULO IV — RESULTADOS E DISCUSSOES 42

4.1 —INF~LUENCIA DE DIFERENTES FATORES NO TRATAMENTO DE
ATIVACAO DE ASCOSPOROS DE NEOSARTORYA FISCHERI EM SUCO DE

ABACAXI E MAMAO. 44
4.2 - INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA TERMORRESISTENCIA
DE NEOSARTORYA FISCHERI EM SUCOS TROPICAIS. 57
4.2.1 - INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA TERMORRESISTENCIA DE
NEOSARTORYA FISCHERI EM SUCO DE MAMADO. 58
4.2.2 - INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA TERMORRESISTENCIA DE
NEOSARTORYA FISCHERI EM SUCO DE ABACAXI. 73
CONCLUSAO 83

4.2.3 - COMPARACAO DA INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORESNA
TERMORRESISTENCIA DE NEOSARTORYA FISCHERI EM SUCO DE MAMAO E DE

ABACAXI. 86
CAPITULO V — CONCLUSOES E SUGESTOES 91
CAPITULO VI — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 94
ANEXOS 101
ANEXO I — ATIVACOES ) 101
ANEXO II — CONTAGEM DO NUMERO DE SOBREVIVENTES 106
ANEXO III — CURVAS DE SOBREVIVENTES 114

ANEXO IV — MEIOS UTILIZADOS 125



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 — Ciclo reprodutivo d0as aSCOMICETOS. .....c.eevieierieriertiesieeteeteseeesseesseesseessesssesseessaesseessesssesssesseessesssessaenns 7
Figura A1 - Curvas de Ativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri utilizando como meio de aquecimento

suco de abacaxi com diferentes valores de ratio nas condi¢des de: (o) produgao a 25°C por 1 més e

ratio 10, (O0) produgao a 25°C por 3 meses e ratio 10, (#)produgdo a 25°C por 1 més e ratio 38, (A)

producdo a 25°C por 3 meses e ratio 38 e (@) produgdo a 30°C por 2 meses € ratio 24. .......ccceecveveeeeveceennnnne 104
Figura A2 - Curvas de Ativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri utilizando como meio de aquecimento

suco de abacaxi com diferentes valores de ratio nas condi¢des de: (o) produgdo a 35°C por 1 més e

ratio 10, (0) produgdo a 35°C por 3 meses e ratio 10, (¢) producdo a 35°C por 1 més e ratio 38 ¢ (A)

Produgdo a 35°C POT 3 MESES € FALIO 38 ..oc.eveeeiieeiieeiie ettt ettt e et e et e e teeetee s teeetee s saeenseeessaeenseesnsaeensens 104
Figura A3 - Curvas de Ativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri utilizando como meio de aquecimento

suco de mamao com diferentes valores de ratio nas condi¢des de: (o) produgao a 25°C por 1 més e

ratio 26, (0) produgdo a 25°C por 3 meses ¢ ratio 26, (¢) producdo a 25°C por 1 més e ratio 66, (A)

produgdo a 35°C por 3 meses e ratio 66 ¢ (@) producao a 30°C por 2 meses € ratio 406. .......ccceveeeeeeeenennnnn. 105
Figura A4 - Curvas de Ativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri utilizando como meio de aquecimento

suco de mamao com diferentes valores de ratio nas condi¢des de: (o) producao a 35°C por 1 més e

ratio 26, (0) produgdo a 35°C por 3 meses e ratio 26, (¢#) producao a 35°C por 1 més e ratio 66 ¢ (A)

Producao a 35°C POr 3 MESES € FALIO O0. ......eeueeeieeieieeee ettt ettt ettt et eae bt e ee e e saeesaeenseenseeneeas 105
Figura A6 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C por 1 més e

utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio (a) 10 ¢ (b) 38 nas

temperaturas de tratamento térmico: () 80°C, (0) 85°C € (0) 90°C.....vieuviiviiiieieeieeie et 115
Figura A7 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C por 3 meses e

utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio (a) 10 e (b) 38 nas

temperaturas de tratamento térmico(#) 80°C, (0) 85°C € (0) 90°C. ...covieiiiieiieiieieeee et ae e 115
Figura A8 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C por 1 més e

utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio (a) 10 e (b) 38 nas

temperaturas de tratamento térmico(#) 80°C, (0) 85°C € (0) 90°C. ...eeuieiirierieeiee ettt 115
Figura A9 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C por 3 meses e

utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio (a) 10 e (b) 38 nas

temperaturas de tratamento térmico(#) 80°C, (0) 85°C € (0) 90°C. ...ieuiriiiieiieieee et 116
Figura A10 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 30°C por 2 meses e

utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio 24 nas temperaturas de

tratamento térmico(#) 80°C, () 85°C € (0) QO°C. ..couviieieieiieeiie ettt ettt ere e sreesbe e s e e ssbeesseessseesnsaenseeas 116
Figura A11 - Curvas para a determinacdo do pardmetro “a” a temperatura de 80°C para as condi¢des de (0)

producdo a 25°C por 1 més e ratio 10, (0) produgdo a 25°C por 3 meses e ratio 10, (o)produgéo a 25°C

por 1 més e ratio 38, (A) producdo a 25°C por 3 meses ¢ ratio 38 ¢ (¢) produgdo a 30°C por 2 meses ¢

FALTIO 24ttt ettt ettt e e bt e a e et a bt e e ab e e a bt e e a bt e eh bt e e ab e e e h bt e e bt e sa bt e ab e e bt e e st e enateesabeennteas 116
Figura A12 - Curvas para a determinacdo do pardmetro “a” a temperatura de 80°C para as condigdes de (0)

produgdo a 35°C por 3 meses e ratio 38, (0) producdo a 35°C por 1més e ratio 10, (o)produgdo a 35°C

por 1 més e ratio 10 e (A) producdo a 25°C por 3 meses € 7atio 10.......cceeeerieiieiieiieeeeeeeeee e 117
Figura A13 — Curvas de lineariza¢do da inativag@o térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C

por 1 més e aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio 10 (a) € ratio 38 (b). .cceeveeveverevecerennne 117
Figura A14 — Curvas de linearizago da inativagéo térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C

por 3 meses ¢ aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi com ratio 10 (a) e ratio 38 (b). .....ccocevveevennnnn. 117
Figura A15 — Curvas de linearizago da inativagéo térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C

por 1 més e aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi com ratio 10 (a) e ratio 38 (D). .c.cceevevvveveennnne 118
Figura A16 — Curvas de linearizacdo da inativagdo térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C

por 3 meses ¢ aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi com ratio 10 (a) e ratio 38 (b). ....cceevvevennnnn. 118
Figura A17 — Curvas de linearizagdo da inativagao térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 30°C

por 2 meses e aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi cOm ratio 24..........ccccvevveceeeceeeeeseeneeneeeeenns 118

Figura A18 - Determinacgdo de Z* para N. fischeri (Curva TDT) nas condi¢des de: (¢) produgdo a 25°C por

3 meses e ratio 10, (0) produgao a 25°C por 1 més e ratio 38, (0)produgdo a 25°C por 1 més e ratio 10,

(A) produgdo a 25°C por 3 meses e ratio 38 e (¢) producdo a 30°C por 2 meses € ratio 24. ........c.cceeeenneee. 119
Figura A19 - Determinaggo de Z* para N. fischeri (Curva TDT) nas condi¢des de: (¢) producéo a 35°C por 3

meses e ratio 10, (0) produgdo a 35°C por 1 més e ratio 38, (0) producdo a 35°C por 1 més e ratio 38,

(A) produgdo a 35°C por 3 meses e ratio 38 e (#) producdo a 30°C por 2 meses € ratio 24. .......cc.cceevenneen. 119



il

Figura A20 - Curvas de Inativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C por 1 més e

utilizando suco de maméao como meio de aquecimento apresentando ratio (a) 26 e (b) 66 nas

temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, () 85°C € (0) 90°C...c.vieviiiiiiieirieieeee ettt 120
Figura A21 - Curvas de Inativagio Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C por 3 meses e

utilizando suco de mamao como meio de aquecimento apresentando ratio (a) 26 e (b) 66 nas

temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, () 85°C € () 90°C...c.vieiiiierieiieieeie et ae e 120
Figura A22 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C por 1 més e

utilizando suco de mamao como meio de aquecimento apresentando ratio (a) 26 e (b) 66 nas

temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, () 85°C € (0) 90°C.....uieiiiieiieeiee et 120
Figura A23 - Curvas de Inativacao Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C por 3 meses e

utilizando suco de mamao como meio de aquecimento apresentando ratio (a) 26 e (b) 66 nas

temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, (O) 85°C € (0) 90°C.....uireiriiiieiiee et 121
Figura A24 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 30°C por 2 meses e

utilizando suco de maméao como meio de aquecimento apresentando ratio 46 nas temperaturas de

tratamento térmico: (¢) 80°C, (O) 85°C € (0) D0°C. ..o ouvieeeiceecteeteereet ettt et be b aaeereens 121
Figura A25 - Curvas para a determinacdo do pardmetro “a” a temperatura de 80°C para as condi¢des de: (0)

producdo a 25°C por 1 més e ratio 66, (0) produgdo a 25°C por 3 meses e ratio 26, (o) produgdo a

25°C por 1 més e ratio 26, (A) producdo a 25°C por 3 meses e ratio 66 ¢ (®) produgdo a 30°C por 2

INESES € FALIO 24 ..ottt et et sttt ettt ettt h e a ettt e ae e aeesbe bt eab e eaneeaneninens 121
Figura A26 - Curvas para a determinagdo do parametro “a” a temperatura de 80°C para as condig¢des de: (0)

produgdo a 35°C por 1 més e ratio 26, (0) producdo a 35°C por 1 més e ratio 26, (o) produgdo a 35°C

por 1 més e ratio 26 ¢ (A) producao a 35°C por 1 MES € 7ati0 26. .....ccueeeeeeeeieiieiieeee e 122
Figura A27 — Curvas de linearizacdo da inativagdo térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C

por 1 més e aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi com ratio 26 (a) e ratio 66 (b). .....cceecverveceeenen. 122
Figura A28 — Curvas de linearizago da inativagéo térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C

por 3 meses ¢ aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi com ratio 26 (a) e ratio 66 (b). .........cocv....... 122
Figura A29 — Curvas de linearizago da inativagéo térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C

por 1 més e aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi com ratio 26 (a) e ratio 66 (b). .....c.cceevvveveennnn. 123
Figura A30 — Curvas de linearizacdo da inativagdo térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C

por 3 meses ¢ aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi com ratio 26 (a) e ratio 66 (b). ......cccvevne... 123

Figura A31 - Determinagdo de Z* para N. fischeri (Curva TDT) nas condi¢des de: (¢) produgdo a 25°C por

1 més e ratio 26, (0) produgdo a 25°C por 3 meses e ratio 26, (0) producdo a 25°C por 1 més e ratio 66

e (A) producao a 25°C POr 3 MESES € FALIO 00 ......cccueeueieeeeiieeieeeeeeee ettt ettt et ese e esseesaeeeeeeesneenae 123
Figura A32 - Determinacgdo de Z* para N. fischeri (Curva TDT) nas condi¢des de: (¢) produgado a 35°C por 1

més e ratio 26, (0) produgdo a 35°C por 3 meses e ratio 26, (0) producdo a 35°C por 1 més e ratio 66,

(A) produgdo a 35°C por 3 meses e ratio 66 ¢ (¢) producdo a 30°C por 2 meses € ratio 46. ...........cceuven..n. 124



il

LISTA DE TABELAS

Tabela 3.2.1 — Niveis e fatores utilizados no planejamento experimental para suco de abacaxi..........cccccecuvevereeennen. 35
Tabela 3.2.2 - Ensaios do planejamento experimental 23 com triplicata no ponto central para suco de

Yo Tor: b S OO OO OSSOSO USRS 35
Tabela 3.2.3 — Niveis e fatores utilizados no planejamento experimental para suco de mamao. ...........cceceeeeeeeienenne 35
Tabela 3.2.4 - Ensaios do planejamento experimental 23 com triplicata no ponto central para suco de

TTMAINAO . ... euteenteenteeuteeateetteett e bt et e eateeuteeut et e e bt en bt embeeatesbeesbeesb e et e eat e eat e e bt e bt e bt e bt e bt e et she e she e s bt e bt ent e eat e etbeebaenbe e beennes 35

Tabela A1 - Recuperagdo (MEA profundidade) dos ascosporos de N. fischeri coletados a diferentes

temperaturas e idades de produ¢é@o, em suco de abacaxi apresentando diferentes ratios do meio de

aquecimento a tempPeratura de 85°C. .......ooiiiiiiieiie ettt ae e eneeeeenes 102
Tabela A2 - Recuperagdo (MEA profundidade) dos ascosporos de N. fischeri coletados a diferentes

temperaturas e idades de produgdo, em suco de mamao apresentando diferentes ratios do meio de

aquecimento a temperatura de 85°C. .......oiiui ittt s sae e 103
Tabela A3 - Contagem do numero de ascosporos de N. fischeri que sobreviveram aos tratamentos térmicos a

80, 85 e 90°C em suco de abacaxi, tratados a diferentes temperaturas e idades de esporulagdo e

diferentes ratios (relagdo °brix/acidez) do meio de aqUECIMENTO. .......ceevveevieeiieiiriieieeie et eene e 107
Tabela A4 - Contagem do niimero de ascosporos de N. fischeri que sobreviveram aos tratamentos térmicos a

80, 85 ¢ 90°C em suco de mamao, a diferentes temperaturas e idades de esporulagdo e diferentes ratios

(relagdo °brix/acidez) do Mei0 de AQUECIMENTO. ......cvieeverierieeiieieeieeee ettt eteebeeeeeetee e ebeeseessessaesseesseeseenns 110



NOMENCLATURA

D = Tempo necessario para reduzir em 90% a populagdo inicial de microorganismos.
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Z = Intervalo de temperatura (°C) necessario para ocasionar uma varia¢ao de 10 vezes no
valor de D
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RESUMO

Os sucos de frutas tropicais processados termicamente, embalados assepticamente
em garrafas de vidro ou de pléstico, atualmente, estdo sendo cada vez mais utilizado pelas
familias brasileiras considerando a praticidade de seu armazenamento por ndo requerer,
necessariamente, refrigeracdo antes de ser utilizado e seu armazenamento. O estudo de
fungos termorresistentes ¢ de suma importancia, pois os mesmos t€m sido freqiientemente
associados a deterioragdo destes sucos, devido as caracteristicas que possuem de
sobreviverem a temperatura de pasteurizagao.

As condi¢des do meio de aquecimento assim como a idade dos ascOsporos e a
temperatura em que ocorre a sua producdo demonstraram uma grande variagdo na
resisténcia térmica de fungos termorresistentes.

A presente pesquisa teve como objetivo principal estudar a influéncia de fatores
relacionados a variagao da resisténcia térmica do fungo Neosartorya fischeri em sucos de
mamao e de abacaxi, usando o método de aquecimento tradicional, em tubos TDT, selados
com magcarico. Através de um planejamento experimental, foi possivel fazer a analise
destes fatores e das interacdes entre eles. O planejamento experimental permitiu uma
melhor constatagao dos fatores que intensificaram a resisténcia térmica deste fungo.

Os ensaios foram realizados de acordo com a distribuicdo do planejamento
experimental e, separadamente, para os dois sucos analisados. As temperaturas e idades de
produgdo dos ascosporos foram iguais para ambos os sucos (25°C por 1 e 3 meses, 30°C
por 2 meses e 35°C por 1 e 3 meses). Porém, o ratio do meio de aquecimento foi especifico
para cada suco (26, 46 e 66 para suco de mamao e 10, 24 e 38 para suco de abacaxi), de
acordo com a faixa utilizada na industria. Os ensaios de resisténcia térmica foram feitos as
temperaturas de 80, 85 e 90°C. Para cada ensaio, determinou-se o tempo 6timo de ativagdo
dos ascoporos e verificou-se a influéncia dos fatores analisados no tempo ativacao destes.

Como as curvas de sobreviventes ndo apresentaram comportamento linear, foi
entdo utilizado o método de linearizacao de Alderton & Snell, 1970. Este método fornece
os parametros de resisténcia térmica 1/k (equivalente a D) e Z* (equivalente a Z).

Os resultados dos parametros de todos os ensaios do planejamento experimental
para suco de mamao e de abacaxi foram submetidos a analise de variancia e estimativa dos
efeitos através do software Statistica 6.0, onde se obteve a estimativa dos fatores que
proporcionaram maior efeito na resisténcia térmica deste fungo. Nas resisténcias analisadas
a 80°C, para o suco de mamao e suco de abacaxi, todos os fatores analisados apresentaram
diferenca significativa entre si proporcionaram um efeito de aumento da resisténcia térmica
do fungo N. fischeri quando estes fatores variaram do nivel inferior para o nivel superior,
correspondente a 45 % para o ratio, 23 % para a temperatura de producao dos ascdsporos e
13 % para a idade de produgdo para o suco de mamao. Para o suco de abacaxi, o efeito de
aumento da resisténcia térmica foi de 36 % para o ratio, seguido de 27 % para a idade de
produgdo e de 19 % para a temperatura de produgdo dos ascosporos.

Nas temperaturas de 85°C e 90°C, para ambos os sucos, o aumento dos fatores
apresentou um efeito pouco expressivo no aumento da resisténcia térmica. Os maiores
valores de Z* foram encontrados nos ensaios realizados nas menores tempraturas de
produgio e nos menores valores de ratio do meio de aquecimento (6,7°C). A medida que
houve um aumento da temperatura de producdo e do ratio do meio de aquecimento, os
valores de Z* se reduziram (5,7°C). Desta maneira, constatou-se que o aumento da ratio
assim como da idade e temperatura de produgdo exercem influéncia na redugao dos valores
de Z*.

O calculo do valor de esterilizacdo (F) foi feito para se verificar se o tratamento

4

térmico comercial aplicado ao suco de mamao e ao suco de abacaxi ¢ suficiente para
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destruir os ascosporos do fungo Neosartorya fischeri. Para o suco de mamao, verificou-se
que o tratamento aplicado pela industria de sucos (100°C/30 segundos) ¢ suficiente para se
ter quatro reducdes decimais. Para o suco de abacaxi, constatou-se que o tratamento
aplicado na industria (96°C/30 segundos) ndo esta sendo suficente para se ter o mesmo
numero de redugdes decimais (4).

Palavras chave: resisténcia térmica, Neosartorya fischeri, ratio (°Brix/acidez),
planejamento experimental, suco de fruta, idade dos ascdsporos.
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ABSTRACT

The heat treated tropical fruit juice aseptically packed in plastic or glass bottles is,
becoming more and more popular among Brazilian families and its storage is convenient
for not requiring refrigeration. The study of thermal resistant mould is of utmost
importance since it has been frequently implied in the deterioration of these juices, mainly
due to then ability to survive to the normal heat treatment applied in the juice industry.

The heating media conditions, the ascospore age as well as its production
temperature lad to big thermal resistance differences in thermal resistant moulds.

The present research main objective was to study the influence of the factors related
to the Neosartorya fischeri mould heat resistance in papaya and pineapple juices, using the
traditional heating method in TDT stamped with blowpipe. Through an experimental
planning, it was possible to evaluate the effect of those factors and the interactions between
them. The experimental planning allowed a better visualization of the factors that cause the
greatest effect in the mould thermal resistance.

The assays were carried out through in accordance with the experimental planning
distribution, separately for the two analyzed juices. The ascospore production temperatures
and ages were the same for both the juices (25°C for 1 and 3 months, 30°C for 2 months
and 35°C for 1 and 3 months). However, the heating media ratio was specific for each
juice (26, 46 and 66 for papaya juice and 10, 24 and 38 for pineapple juice), in accordance
with the range used in the industry. The heat resistance assays were made at 80, 85 and
90°C. For each assay, the best activation time of the ascospores was determined and the
influence of factors on their activation time was verified.

As the survivors curves did not present linear behavior, the Alderton & Snell,
(1970), linearization method, was used. It provides the parameters of thermal resistance 1/k
(equivalent to D) and Z * (equivalent to Z). All the experimental planning assay parameter
resulting for papaya and pineapple juices were submitted to variance analysis and to the
effect estimative through Statistica 6.0 software, where by which the factors that caused
greater effect in the mould thermal resistance, were estimated. At 80°C, for both juices, all
the analyzed factors presented significant differences among them and provided increased
N. fischeri mould thermal resistance when theses factors varied from inferior to superior
level, at the level of 45 % for ratio, 23 % for the ascospore production temperature and 13

% for the ascospore production age for the papaya juice. The heat resistance increased 36
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% for ratio, 19 % for the ascospore production temperature and 27 % for ascospore
production age for pineapple juice.

At 85°C and 90°C, for both the juices, the factors increase presented a low meaning
effect concerning the thermal resistance increase. The biggest Z * values were found in the
lowest incubation temperature and in the lowest heating media (6,7°C), ratio. As the
incubation temperature and the heating media ratio increased, the Z* values diminished
(5,7°C). In this way, it was noticed that the increase in ratio, age as well as in incubation
temperature exerted influence in the Z* value reduction

The sterile value (F) calculation was made to verify if the commercial thermal
treatment applied to papaya and pineapple juices is enough to destroy the Neosartorya
fischeri moulds ascospore. For papaya juice, it was observed that the current heat
treatment applied by the juice industry (100°C/30 seconds) is enough to obtain four
decimal reductions. For pineapple juice, it was noticed that the thermal treatment applied

by the industry (96°C/30 seconds) is not enough to obtain the same decimal reduction.

Keywords: thermal resistance, Neosartorya fischeri, ratio (°Brix/acidity), experimental

planning, fruit juice and ascospore age.
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O surgimento de demandas por produtos de melhor qualidade nutricional e com
maior seguranga alimentar, com caracteristicas mais préximas ao produto "in-natura”, tem
levado a busca de processos capazes de preservar o produto contra os agentes deteriorantes
como bactérias, fungos filamentosos e fungos filamentosos termorresistentes, sem acarretar
os efeitos adversos ao produto final, mantendo a sua qualidade.

Na sua maioria, os fungos filamentosos sd3o pouco resistentes ao calor. As poucas
espécies que possuem termorresisténcia produzem esporos denominados ascosporos que
ndo s6 sobrevivem, como também sdo ativados pelos processos de pasteurizacao
normalmente aplicados aos produtos vegetais acidos como as frutas (TOURNAS &
TRAXLER, 1994).

A ocorréncia de fungos termorresistentes tem sido freqiientemente detectada em
linhas de processamento de sucos. Estes fungos, quando presentes, além de deteriorar os
alimentos e causar perdas econdmicas, podem produzem toxinas que sdo prejudiciais a
saide humana. As espécies de fungos termorresistentes mais importantes em
processamento de furtas e hortalicas s3o: Neosartorya fischeri, Byssochlamys nivea,
Byssochlamys fulva, Talaromyces sp. e Eupenicillium sp. (HOCHING & PITT, 1984;
TOURNAS, 1994).

Virios sdo os fatores que podem afetar a resisténcia térmica de fungos filamentosos
termorresistentes. Entre os principais destacam-se: pH, presenca de acidos orgénicos, teor
de solidos soluveis, atividade de agua, tempo e temperatura de producao dos ascosporos,
dentre outros.

A presente pesquisa visou a realizacdo de um estudo de comparacdo de diferentes
fatores influenciavam a resisténcia térmica do fungo Neosartorya fischeri. Foi utilizado
suco de mamao e suco de abacaxi nesta pesquisa por estarem dentre as frutas mais
consumidas no Brasil. Para o referido estudo foi feito um planejamento experimental para
se obter a melhor constatacdo dos efeitos dos fatores na resisténcia térmica. Apos a
obten¢do dos resultados das resisténcias térmicas de todos os ensaios, os mesmos foram

submetidos a andlise de variancia e de estimativa dos efeitos dos fatores, evidenciando que



os fatores proporcionaram o maior efeito na resisténcia térmica através de superficies de

resposta e de curvas de niveis.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo, primeiramente, é apresentada uma revisdo sobre o aumento do
consumo de bebidas a base de frutas e, posteriormente, ¢ apresentada uma revisao sobre as
principais espécies de fungos termorresistentes € as enzimas e as micotoxinas por eles
produzidas, sobre a sua ocorréncia destes em alimentos, sobre os fatores que afetam o seu
crescimento, ¢ o seu desenvolvimento, sobre os efeitos causados por sua contaminagao e
por sua deterioracdo. Sdo, ainda, apresentadas as etapas de producdo, de ativacdo e de
avaliacdo da resisténcia térmica destes fungos e a cinética de sua inativagdo térmica obtida

pelo método de linearizagdo de ALDERTON & SNELL, 1970.

2.1 — Consumo de bebidas a base do abacaxi

O abacaxi ¢ a terceira mais importante fruta tropical cultivada no Brasil, e cuja
industria de processamento tem crescido fortemente, nesta década.

O aumento no consumo de frutas frescas pela populacdo brasileira, verificado nos
anos 90, devera contribuir para a manutengao do crescimento da abacaxicultura brasileira,
que podera ser ainda mais significativo se acompanhado da instalacdo de industrias
capazes de processar in-natura o excedente do mercado (MATOS & SOUZA, 1998).

O abacaxi ¢ uma fruta muito apreciada, ndo sé pelas suas qualidades
organolépticas, mas também pelo seu valor nutritivo, baseado, sobretudo, nos teores de
acucares (66% de sacarose e 34% de glicose e frutose), de vitaminas (A,B,C) e de sais
minerais (particularmente, o potassio). A acidez, representada principalmente pelos acidos
citrico e malico, ¢ um componente determinante da qualidade (sabor) da fruta, sendo
bastante influéncia da ndo s6 pelas condi¢des ambientais, mas também pelas da propria
planta (variedade, fase de maturagdo) e manejo da cultura (adubacio) (CARVALHO &
CUNHA, 1999; MEDINA et al., 1987).

Os frutos destinados a industrializagdo na forma de compotas devem se enquadrar
em padrdes definidos no que se refere ao tamanho (preferencialmente com diametros
superiores a 12,7cm), a forma (preferencialmente cilindrica), a coloragdo de polpa

(amarela) e as caracteristicas composicionais (teor de solidos soluveis nao inferior a 10,5°



Brix e de acidez ndo superior a 1,35%), de modo a proporcionar maior rendimento
industrial e produtos de melhor qualidade. A cultivar utilizada e o grau de maturagdo sao
fatores que exercem influéncia acentuada na composi¢do quimica do fruto e,
consequentemente, na qualidade do produto processado. Os principais produtos
processados do abacaxi sdo o fruto em calda (ou compota) ¢ o suco (CARVALHO &
CUNHA, 1999; MEDINA et al., 1987).

Os paises que mais importam o suco de abacaxi brasileiro sdo os EUA, Holanda,
Inglaterra, Itdlia e Espanha. Importam ainda quantidades significativas a Franca, Canada,
Alemanha, Portugal, Finlandia e Bélgica. A participacdo dos paises do sul da Europa vem
se fazendo presente, chegando a ultrapassar um importador tradicional, a Alemanha

(SAVITCI, et al., 1995).

2.2 — A importancia de fungos em alimentos

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza. Eles sdo encontrados no solo,
em superficies de animais, de vegetais, no ar e na agua. Geralmente, encontra-se em maior
quantidade nos vegetais, provocando doencas, especialmente em frutos. Em alimentos, sdo
muito conhecidos por provocarem deterioracdes (fungos filamentosos) e por produzirem
micotoxinas (fungos filamentosos termorresistentes).

Segundo MISLVECET et al, (2001), devido a capacidade de adaptagdo a diferentes
condi¢des, os fungos e leveduras sdo freqlientemente encontrados como contaminantes em
alimentos, em equipamentos que ndo sofreram processo de sanitizacdo adequado, assim
como em alimentos subprocessados, com exce¢do dos fungos termorresistentes. Este
mesmo autor constatou, ainda, que os fungos e leveduras podem causar diferentes niveis de
decomposi¢do, variando conforme o grau de contaminacdo. Crescem em uma faixa de
temperatura bem ampla, variando de 5 a 35°C, com espécies crescendo, inclusive, acima
ou abaixo destes valores.

Os sucos de frutas raramente sdo deteriorados por leveduras, pois, o processo de
pasteurizagdo consegue inativa-las devido a sua baixa resisténcia térmica. Caso seja
constatada a presenca das mesmas, deve-se geralmente a recontaminagdo pos-processo ou
a processos térmicos insuficientes. A fermentacdo das leveduras produz CO, e o etanol,

tendo como principal conseqiiéncia o estufamento de embalagens (PORRETA, 1992).



2.3 — Fungos Filamentosos Termorresistentes

2.3.1 — Sub-reino Ascomicotina

Os fungos deste reino sdo chamados de “Ascomicetos” por produzirem em suas
estruturas reprodutivas, ascosporos dentro de um saco chamado asco.

Os fungos termorresistentes, em um certo ponto da vida de um ascomiceto,
produzem nucleos dipldides por fusdo nuclear. Estes nicleos sofrem meiose, seguida de
mitose, ocorrendo diferenciacdo que da origem a oito ascosporos haploides que, ao
amadurecerem, ddo origem aos ascos que sao liberados. Estes ultimos sdo recobertos por
grande corpo de frutificacio que leva o nome geral de ascocarpo. Espécies
termorresistentes produzem dois tipos diferentes de ascocarpo: o cleistotécio (membrana
rigida, esférica, com parede lisa e completamente fechada) e o gimnostecio (parede
formada por um emaranhado de hifas). Tais espécies podem ainda produzir ascos sem
ascocarpo como o género Byssochlamys (PITT & HOCKING, 1985). Estes organismos sao
saprofitas, ndo s6 infectam, mas diversamente de parasitas, também contaminam frutas que

sdo cultivadas proximas da terra (TOURNAS, 1994) (Figura 2.1).
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Figura 2.1 — Ciclo reprodutivo dos ascomicetos.



A ocorréncia de deterioragdo de alimentos pela presenca de ascOsporos
termorresistentes ¢ muito comum devido a contaminagdo pelos géneros Neosartorya,
Byssochlamys, Talaromyces e Eupenicillium (TOURNAS 1994 e RAJASHEKHARA et al.
2000) que fazem parte do sub-reino ascomicotina. Os mesmos apresentam micélio
vegetativo e haploide, sendo os ascomatas as suas estruturas sexuais, onde estas abrigam
ascos de formato globoso e subgloboso, e estes s3o ornamentados com ascosporos, o que
explica o termo ascomiceto recebido pelo grupo (SAMSON & VAN REENEN-
HOEKSTRA, 1988).

SAMSON & VAN REENEN-HOEKSTRA (1988) relataram ainda que o estado
formador de ascos, conhecido como estado teleomorfico (fungo perfeito), vem sempre
acompanhado de um ou mais estados assexuados que sdo denominados anamorfico. A
maioria dos Deuteromicetos (fungos imperfeitos), ¢ o ciclo de vida anamorfico dos

Ascomicetos.

2.4 — Principais espécies de fungos termorresistentes e sua ocorréncia

As primeiras citagdes referentes a incidéncia de fungos termorresistentes ocorreram
nos anos 30 por OLIVER & RENDLE (1934), com estudos direcionados a espécies de
Byssochlamys. Os resultados constataram que os campos e pomares eram as fontes de
contaminagdo inicial de frutas processadas. Em 1939, HULL, realizou pesquisas com a
finalidade de determinar as fontes de contaminacdo e as maneiras de controlar a
deterioragdo de frutas processadas, constatando a presenca de Byssochlamys fulva em 33 %
das folhas e frutos de morangueiro. Posteriormente, mais tarde, constatou-se a incidéncia
deste género por outros. SPLITTSTOESSER et al. (1971) relataram a ocorréncia de fungos
termorresistentes em pomares e hortas de Nova York, mostrando que mais de 70 % das
amostras de frutas, de vegetais e de solo dos vinhedos e das hortas estavam contaminados
por fungos termorresistentes, onde o género Byssochlamys destacou-se pela maior
incidéncia. No Canad4, em um levantamento realizado por YATES (1974), detectou a
presenca de Byssochlamys em amostras de solos de pomares e de frutas colhidas no chao.

Na Nigéria, foram realizados estudos sobre a incidéncia de fungos
termorresistentes, indicando a predominancia de Neosartorya fischeri. Segundo JESENKA
et al (1991), ascosporos de N. fischeri encontram-se em quantidades significativas no solo,

e sdo isolados em diferentes partes do mundo.



FRAVEL & ADAMS (1986), em estudo realizado para verificar a estimativa da
distribuicdo de Talaromyces flavus em diferentes partes do mundo, isolaram este fungo do
solo de 22, entre 33, estados norte americanos e nos outros 16 paises onde foi feita esta
investigagdo, estando o fungo, entdo, disseminado mundialmente.

No Brasil, EIROA & AMSTALDEN (1985) verificaram a incidéncia de
Byssochlamys em hortas, pomares e vinhedos da regido de Campinas, SP. Duzentas e vinte
amostras de folhas e frutos de laranjeiras, tangerinas, figueiras, pessegueiros, videiras e
pepinos, bem como, amostras de flores de frutos de morangueiro e amostras de solo foram
examinadas. Foram isoladas espécies de Byssochlamys em 17,1 % do total das amostras de
solo e em 1,4 % do total de amostras de folhas examinadas. Ainda que ndo se tenha tido
nenhum isolamento de Byssochlamys em frutos e flores, foi considerado que a presenca
deste fungo em solos de plantagdes representa um risco potencial para a industria de

produtos acidos de origem vegetal.

2.4.1 - Neosartorya

Os fungos deste género sao caracterizados pelo aspecto granular da col6nia devido
a producao dos ascosporos ser desenvolvida nos ascos. Estes Gltimos podem sofrer ruptura
instantanea, liberando os ascosporos. Neosartorya fischeri € a espécie que gera
comprometimento, em termos de deterioragdo de alimentos. Suas variedades sdo: M.
fischeri var. fischeri, N. fischeri var. glabra e N. fischeri var. spinosa, onde cada uma se
distingue pela ornamentacdo dos ascosporos. As variedades glabra e spinosa t€m sido
isoladas em produtos a base de frutas, e a variedade fischeri ¢ predominante de solo
(NIELSEN, 1991; KAVANAGH et al., 1963; UGWUANYI & OBETA, 1991).

Este fungo, quando cultivado em meio MEA (Agar Extrato de Malte), apresenta
coloragdes brancas, variando até creme, aspecto granular devido a grande concentracdo de
ascomatas, com reverso creme. Microscopicamente, podem ser visualizados ascomatas
com tamanho de 80-150 um de diametro, contendo ascos globosos medindo 8-10 x 10-12
um. Os ascos contém ascOsporos que sdo biconvexos (6-7 x 4 um), possuem uma fenda
equatorial e caracterizam-se por sua superficie irregular (SAMSOM, et al., 1988;
MARCOLINO, 2003).

O fungo Neosartorya fischeri cresce em uma faixa de temperatura de 10-52°C,
sendo 26-45°C sua faixa o6tima. Os ascosporos produzidos no estado teleomorfico sao

excepcionalmente termorresistentes (NIELSON et al, 1989). Estes ascosporos podem ainda
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sobreviver aos processos térmicos comerciais de alguns produtos derivados de frutas e
sucos, sendo entdo um fator preocupante, merecendo preocupagdo especial
(SPLITTSTOESSER et al, 1993). Segundo JESENKA et al, (1991), o fungo Neosartorya
fischeri pode sobreviver a temperaturas de 70°C por 120 minutos e 85°C por 60 minutos.
Segundo PITT & HOCHING, (1985), ascosporos deste fungo podem sobreviver a
tratamentos de 100°C por 12 minutos. BAGLIONI (1998) relatou em seus estudos que este
mesmo fungo suportou um aquecimento de 100°C por 25 minutos.

BAGLIONI (1998) constatou que a maior contaminacdo por Neosartorya em linha
de processamento deu-se na matéria-prima e na agua de transporte e de pré-lavagem.
Concluiu que o aparecimento deste fungo deve-se a falta de matéria-prima de boa
qualidade, sanificagdo e condicdes assépticas das areas de processamento e embalagens e
procedimentos adequados de higienizagdo. A recontaminagdo por Neosartorya do produto
por fungos ¢ a principal causa de deterioracdo, especialmente aspectos ligados a
contaminag¢do durante o envase. O autor observou que o fungo Neosartorya fischeri € uma
das espécies com maior capacidade de elevar o pH dos produtos favorecendo a produgdo
de toxinas por Clostridium botulinum nas proximidades ou abaixo do crescimento micelial.
Contaminagdes como estas de Neosartorya fischeri podem causar alteragdes
organolépticas no produto, favorecendo o desenvolvimento de outros microrganismos pelo
aumento do pH do produto, causando um fenémeno conhecido como metabiosis, também
constatado por GOMEZ et al (1989).

RAJASHEKHARA et al (2000) realizaram um estudo com suco de uva e de manga,
comparando as temperaturas de ativacdo de esporos termorresistentes de Neosartorya
fischeri. Utilizando indculos de 10* esporos/ml, observaram que ascosporos de N. fischeri
sobreviviam por mais de 300 minutos quando expostos a temperatura de 70, 75 e 80°C.
Estes autores relataram ainda que a porcentagem de inativag¢ao térmica de ascosporos em
suco de uva € menor do que em suco de manga, € a natureza protetora de determinados
constituintes do suco de uva ¢ que influéncia este fendomeno, em especial os 4cidos
organicos.

JESENKA et al. (1991) constataram, o recebimento de conservas deterioradas por
fungos provindos de uma planta de processamento. As cepas freqiientemente identificadas
foram: N. fischeri, B. nivea e T. flavus correspondendo a 49,2 %, 16,4 % e 20,9 %
respectivamente. O fungo N. fischeri foi inicialmente verificado em morangos enlatados

(KAVANAGH et al., 1963).
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SCOTT & BERNARD (1987), em pesquisa realizada com sucos comerciais,
isolaram N. fischeri. Na India, foi constatada a ocorréncia de N. fischeri isolada de mamao
papaia por Rajashekhara et al (1996). Na Australia, as frutas mais susceptiveis de
contaminagdo por esporos termorresistentes foram o maracuja € o morango, assim como
sucos e polpas de abacaxi e manga podem também ser fonte de contaminagdo, mas a
laranja e outras frutas citricas foram menos susceptiveis. O maracuja foi muito susceptivel
a contaminagao pelo fato de usualmente ser colhido depois de cair no chdo. O morango e o
abacaxi foram muito susceptiveis devido ao fato de serem cultivados junto ao solo e
puderam ser contaminados através de respingos de dguas durante as chuvas (HOCHING &
PITT, 1984). TOURNAS & TRAXLER (1994) isolaram cepas de N. Fischeri, a partir de
concentrado de abacaxi.

UGWUANYI & OBETA (1991), em pesquisa realizada com o objetivo de verificar
a presen¢a de fungos termorresistentes, utilizaram vinte amostras de manga colhidas na
Nigéria. Destas amostras, trés estavam contaminadas por Neosartorya spp.

ARAGAO (1989) isolou, a partir de 15 amostras de polpa de morango, 58 culturas
de fungos filamentosos termorresistentes, onde foram encontrados os seguintes géneros: N.
fischeri, B. nivea, T. flavus var flavus e Eupenicillium javanicum var. javanicum.

SPLITTSTOESSER (1991) relatou que ingredientes de produtos de frutas que
tiveram contato com o solo, também podem apresentar uma contaminagdo significante por
fungos termorresistentes. A farinha de mandioca, que pode ser usada como espessante em
pudins de frutas e em recheios de tortas, freqiientemente contém ascosporos de

Byssochlamys.

2.4.2 — Outros fungos termorresistentes

O género Byssochlamys foi o primeiro fungo filamentoso termorresistente
reconhecido como causador de deterioracdo em produtos engarrafados e enlatados a base
de frutas, sendo identificado por OLLIVER & RENDLE, em 1934. Das espécies de
Byssochlamys podemos destacar duas como sendo as de maior significancia em alimentos:
Byssochlamys nivea e Byssochlamys fulva (PITT & HOCHING, 1985). Os ascos deste
género permanecem inalterados a menos que sejam submetidos a tratamento mecanico
(SPLLITSTOESSER, 1991). O estagio imperfeito (anamorfo) do género Byssochlamys ¢
constituido pelo género Paecilomyces, sendo Paecilomyces fulva e Paecilomyces niveus os

estagios imperfeitos de B. fulva e B. Nivea, respectivamente.



12

O género Byssochlamys, por ser abundante no solo, facilmente contamina frutas
como morango, ameixa, macas, entre outras, especialmente as colhidas proximas ao solo
(OLLIVER & RENDLE, 1934). MAUNDER (1969), estudou a contaminagdo de sucos e
de bebidas a base de frutas de maga e de uva, concentrado de abacaxi, polpas de frutas,
além de recheio para torta de amora e cereja e enlatados de amora e morango causada por
Byssochlamys. YATES (1974), em estudos com suco de uva enlatado e concentrado de
uva, isolou espécies de Byssochlamys. Nos Estados Unidos, contaminagdes de frutas
enlatadas por Byssochlamys foram constatadas em 1967. Na Australia, nos anos 60, foi
constatada a contaminag¢ao de morangos por Byssochlamys.

Sao poucos os relatos de fungos filamentosos termorresistentes em outros produtos
que ndo sejam frutas. ENGEL & TEUBER (1991), em pesquisa realizada com cepas de
Byssochlamys nivea, isoladas de queijos frescos, de leite integral e de leite cru, utilizaram-
nas para verificagdo da resisténcia térmica destes ascosporos, em leite € em creme de leite.

SALOMAO (2002) conseguiu isolar uma cepa de B. Fulva, em analise realizada
com suco de morango pasteurizado e preservado com benzoato de sodio e sorbato de
potéassio, demonstrando assim a resisténcia termoquimica que este microrganismo
apresenta. MAUNDER (1969) e SPLLITSTOESSER et al (1970) demonstraram a
deterioragdo de Paecilomyces varioti, em sucos ¢ em concentrados. MAUNDER (1969)
constatou a presen¢a deste fungo em trés sucos pasteurizados e processados, dentre eles,
sucos de uva, maca e ameixa.

Segundo PIECKOVA (2000), o género Paecilomyces ¢ algumas cepas de Fusarium
possuem a capacidade de sobreviver a choques térmicos de 95°C por 10 a 20 segundos
devido, principalmente, a constatagcdo de estruturas de paredes grossas. Na industria de
enlatados esta espécie de fungo, ainda ndo foi devidamente investigada a sua
termorresisténcia, embora ja tenham sido encontradas espécies de P. Varioti, em alimentos
em fase de degradacdo que sofreram tratamento de pasteurizagdo de 93°C por 5 minutos.
Este género ¢ também sorbato resistente.

O género Talaromyces pertence ao sub-reino Ascomicotina e ¢ caracterizado pela
producdo de gimnotécios brancos ou amarelos em associagdo com um estado anamorfo
caracteristico de Penicillium, Paecilomyces ou Geosmithia. Gimnotécio € o ascocarpo onde
sdo produzidos os ascos e onde o seu corpo ¢ formado por hifas finas entrelagadas,
resultando em uma estrutura de tamanho mais ou menos indeterminado. A espécie mais
comumente isolada de alimentos acidos termoprocessados é o Talaromyces flavus.

Talaromyces ¢ um género de aproximadamente 25 espécies, cuja maioria habita no solo
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(PITT & HOCKING, 1985). O género Talaromyces flavus geralmente produz colonias
amarelas em MEA devido a pigmentacao tanto do micélio como dos gimnotécios, podendo
existir espécies que desenvolvem coloragdo avermelhada (PITT & HOCKING 1985;
SPLITTSTOESSER 1991; BAGLIONI 1998).

SALOMAO (2002) constatou que o fungo Talaromyces spp. ¢ um dos géneros mais
comumente encontrados em polpas comerciais congeladas de morango, estando estes
resultados de acordo com os obtidos por ARAGAO (1989), que considerou que o fungo
Talaromyces spp. € o segundo mais importante no levantamento de contaminantes
fingicos, em polpa de morango.

O género Eupenicillium produz cleistotécio, podendo, em alguns casos, tornar-se
rigido e até permanecer por semanas ou meses €, posteriormente, amadurecer para assim
produzir numerosos ascos com oito ascosporos em seu interior. Em meio CYA (Czapek
Yeast Agar), crescem rapido e de forma densa, com micélio amarelo e pouco exsudato sem
cor, sendo seu reverso usualmente ambar. A fase anamorfa deste género € o Penicillium.
Tem como caracteristica os ascosporos que sdo elipsoidais, com uma leve ruga
longitudinal, além de apresentar superficie aspera. J4 foram isoladas e identificadas 37
espécies de Eupenicillium, sendo que as mais comumente isoladas de alimentos sdo: E.
brefeldianum, E. cinnamopurpureum, E. hirayamae e E. javanicum (PITT & HOCHING,
1985).

2.5 — Produciao de enzima e micotoxinas por fungos termorresistentes

Os fungos termorresistentes produzem varias enzimas como: pectinases, amilases e
proteinases; as ultimas sdo em maior abundancia (TOURNAS, 1994).

OLIVER & RENDLE relataram a primeira producdo de enzimas pectinoliticas por
Byssochlamys em 1934,

UGWUANYI & OBETA (1999) relataram a atividade de enzimas pectinoliticas e
celuliticas produzidas por Neosartorya spp., Byssochlamys nivea e Paecilomyces varioti
em meio contendo pectina e outro, com tecido de manga. Estes autores verificaram o efeito
de desintegracdo causada por essas enzimas nestes meios. Houve producao de hidrolases,
liases e pectinase em todos os meios analisados. Constatou-se uma grande variedade de
celulase produzida por B. nivea.

Os fungos sdo indesejaveis nos alimentos porque sdo capazes de produzir uma

grande variedade de enzimas que, agindo sobre alimentos, provocam a sua deterioragdo.
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Além disso, muitos fungos podem produzir metabdlitos toxicos quando estdo se
multiplicando nos alimentos. Estes metabolitos recebem a denominac¢do genérica de
“micotoxinas”, e correspondem a produtos metabolicos secundarios que, quando ingeridos
com os alimentos, causam alteragdes bioldgicas prejudiciais tanto no homem como nos
animais (micotoxicoses).

FRISVAD & SAMSON (1991), em pesquisas, demonstraram que ja& foram
identificados mais de 400 tipos de micotoxinas diferentes, sendo as de maior relevancia as
encontradas em sucos de uva.

Os sucos de uva, assim como os demais sucos, sao passiveis de contaminagdo por
fungos termorresistentes, sendo que, para suco de uva, o género Byssochlamys ¢ o de maior
interesse na produgcdo de micotoxinas. Este género produz metabolitos como: Patulina,
Acido Byssochlamico, Byssotoxina A, Asymetrina e Variotina como ja constatado por
BEUCHAT & RICE (1979) em suas pesquisas.

Algumas linhagens de N. fischeri sdao capazes de produzir toxinas como
Fumitremorginas (A, B e C) e Verrucologena. Essas toxinas sdo capazes de atuar no
sistema nervoso central e causar tremores, convulsdes e morte em animais (TOURNAS,
1994). NIELSEN et al. (1988), em estudos realizados para verificar a produgdo de toxinas
produzidas por N. fischeri em varios meios, observaram que a adicao de glicose, frutose ou
sacarose no meio aumentava a producdo de fumetremorgina. A verruculogena foi
produzida em todos os meios testados, em maior quantidade que as demais, seguida de
fumitremorgina A e C.

A patulina ¢ uma micotoxina proveniente do género Aspergillus (A. clavatus, A.
terreus), Penicillium (P. urticae, P. expansum) e Byssochlamys (B. fulva e B. nivea), sendo
que estes ultimos tém demonstrado grande potencial para a produgdo desta micotoxina e
que ¢ considerada téxica para microrganismos, plantas e animais, além de ser
extrememente nociva a saude humana (RICE et al., 1977; TOURNAS, 1994).

BEUCHAT & RICE (1979), em pesquisas realizadas com espécies de B. fulva e B.
nivea, demonstraram que as mesmas sdo capazes de produzir patulina, especialmente
quando o fungo se desenvolve em produtos armazenados a temperatura ambiente, sendo a
maga, o abacaxi, a uva € o morango as frutas mais atingidas.

SCOTT & SOMERS (1968), em pesquisa com diferentes sucos, estudaram a
estabilidade térmica da patulina, utilizando temperaturas que variavam de 22 a 80°C e

constataram que, utilizando concentragdes de 4 mg/ml, ap6s tratamento térmico de 80°C
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por 10 minutos e por 20 minutos, uma concentragdo de 50 % e 45 %, respectivamente, em
comparagdo com a concentragdo inicial.

LOVETT & PEELER (1973), em pesquisa com patulina, constataram que a mesma
tem um comportamento estdvel quando aquecida a 100°C, por 15 minutos, e,
posteriormente, torna-se mais resistente em uma faixa de pH de 3,5 a 5,5.

SILIHA & ASKAR (1999), em estudos realizados com suco de maca e comida para
bebé, revisaram a a¢do da patulina e, relataram que esta micotoxina tem se revelado como
agente carcinogénico e de mutacdo. PRIETA et al. (1994) realizaram um estudo de
detecgdo de patulina em 100 amostras de suco de maga concentrado onde a toxina esteve
presente em 82 % das amostras, sendo que em 75 % destas amostras, a concentragdo de
patulina mostrou-se inferior a 10 pg/l. O limite maximo permitido para esta toxina ¢ de 50
ppb, mas para dietéticos e “baby-foods”, este limite ¢ mais drastico, sendo de 10 ppb.

LOPEZ-DIAZ et al. (1996), em andlise realizada com amostras de suco de maca,
verificaram a presenga de patulina abaixo dos valores recomendados, com excecao de uma
que continha 184 pg/kg. BURDA (1999), em estudo realizado para a verificagdo da
presenga de patulina em 328 magas, péras e produtos com misturas de frutas incluindo
sucos, molhos, purés, geléias e polpas de mag¢a de 38 produtores australianos constatou que
a presenca de patulina nos limites de 5 a 50 ug/l, em 75 das 258 amostras de sucos e
concentrados, e em 73 amostras foi verificada uma concentragdo de 51 a 1130 pg/l. As
amostras que ndo eram de sucos houve detec¢do da patulina em 18 amostras de um total de
70, sendo que os niveis detectados se mostraram inferiores a 50 pg/kg.

As espécies de Byssochlamys produzem ainda o metabodlito secundario acido
byssochlamico. A presenga deste foi detectada, apds armazenagem do produto
contaminado por 1 e 2 meses. Constatou-se também que a capacidade de formagdo de
acido byssochlamico é aumenta pela adicdo de compostos como sacarose, galactose, acido

citrico, maltose frutose, acido gluconico e glicerol no meio (TOURNAS, 1994).

2.6 — Fatores que afetam o crescimento e o desenvolvimento de fungos

A preservagdo dos produtos a base de frutas baseia-se principalmente no uso de
processamento térmico (pasteurizacdo e/ou esterilizagdo), e na utilizagdo de conservante
quimico. Geralmente, a deterioragdo destes produtos ¢ devido a acdo microbioldgica. As
temperaturas e tempos aplicados no processamento, geralmente eliminam bactérias e

fungos filamentosos, porém sdo insuficientes para eliminag¢do de fungos termorresistentes.
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Industrialmente, varios sdo os fatores que contribuem para a sobrevivéncia € o
aumento da resisténcia térmica de fungos termorresistentes, dentre eles, destaca-se a
contaminagdo inicial que deve ser rigorosamente controlada. Os demais fatores sdo:
atividade de dgua (aw), pH, presenga de acidos organicos, teor de sélidos soluveis, tipos de
meios de aquecimento, adi¢do de conservantes, tempo e temperatura de producao dos
ascosporos, atmosfera (O,, CO,, N»), e devendo também ser, cuidadosamente, controlados.
Se o grau de contaminagdo inicial for baixo, um tratamento térmico mais brando ja estara
assegurando um produto dentre dos limites aceitaveis. Porém, se a contaminacao inicial for
alta, serdo necessarios, além de temperaturas mais elevados, tempos mais longos de
processamento para que o produto seja aceitavel (TOURNAS, 1994). O autor relata ainda
que aquecimentos excessivos alteram caracteristicas organolépticas e, conseqilientemente,
alteram a qualidade nutricional do produto. O tratamento térmico deve destruir a maioria
dos fungos termorresistentes, sem diminuir a qualidade do produto final. Com o objetivo
de garantir a qualidade do produto final, algumas alternativas podem ser adotadas para se

controlar o crescimento de fungos termorresistentes, conforme a seguir consideradas.

2.6.1 — Boas Praticas de Fabricaciao (BPF)

Devido ao fato de os fungos termorresistentes residirem no solo e, podendo
contaminar as frutas e, posteriormente, as linhas de seu processamento, as BPF tornam-se
imprescindiveis para obtencdo de produtos com qualidade assegurada.

As BPF ¢ um sistema de qualidade que assegura que os produtos sejam
consistentemente produzidos e controlados, com padrdes de qualidade apropriados para o
uso pretendido e requerido pelo registro. As BPF, em linhas de processamento de sucos,
consistem em: verificacdo de critérios adequados de lavagem, por aspersdo (8 atm), para
remog¢ao das sujidades das frutas; utilizagdo de 100 mg/l de cloro para lavagem de frutas
lisas; transporte adequado para que nao haja risco de rompimento das frutas, facilitando
com isso a contaminagdo por fungos termorresistentes; lavagem e sanificagdo adequada
das caixas utilizadas para o transporte das frutas; evitar contato dos equipamentos da planta
de processo com terra ou poeira; remocao dos residuos provenientes da matéria-prima de
modo a ndo terem acesso a linha de producio. A 4dgua de lavagem das frutas devera ser

sempre desprezada (GRESSONI, 2002).
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2.6.2 — Atividade de agua (aw)

Os microrganismos necessitam de 4gua, na forma disponivel, para sua
sobrevivéncia e multiplicagdo. A atividade de 4gua minima varia para cada microrganismo
e ela ¢ ainda influenciada por fatores do meio que a compdem. A atividade de agua minima
para a germinagao de Byssochlamys ¢ de 0,84, segundo BEUCHAT & TOLEDO (1977); ja
para Neosartorya fischeri, era de 0,915, conforme (BAGLIONI, 1998). Foi estudada ainda
a influéncia da atividade de dgua sobre o crescimento de B. nivea, em sucos e néctares de
frutas suplementadas, com diferentes concentragdes de sacarose. Os menores valores de
atividade de agua encontrados foram para o néctar de péssego e para o suco de ameixa
seca, adicionados de 40 % de sacarose (0,90), de acordo com BEUCHAT & TOLEDO
(1977). Para que n3o haja a germinagdo de ascosporos sobreviventes do processo de
pasteurizagdo, produtos com alta atividade de d4gua devem ser estocados em temperaturas
baixas. A diminui¢do simultdnea da temperatura de armazenamento e da atividade de dgua
exerce acdo sinergistica na conservagdo de alimentos termoprocessados (BEUCHAT &

RICE 1979; NILESEN et al, 1988).

2.6.3 — pH

YATES & WOODBINE (1967) realizaram estudos para a verificacao do efeito do
pH do meio de aquecimento na porcentagem de germinagdo de ascdsporos de B. nivea. O
pH dos meios variou de 3 a 5,5 e, apds o choque térmico de 75°C por 5 minutos, verificou-
se a germinagdo apenas na faixa de pH de 4,0 e 4,5, aumentando a porcentagem desta a
partir do pH 5,0.

SPLITTSTOESSER et al (1974) constataram que ascosporos de B. fulva
apresentavam menor sobrevivéncia para pHs abaixo de 3,0. SPLITTSTOESSER &
SPLITTSTOESSER (1977) em pesquisa realizada para verificagdo do efeito do pH na
resisténcia térmica de B. fulva e Aspergillus sp, utilizaram suco de uva como meio de
aquecimento e hidréxido de sddio e acido tartarico como ajustadores de pH. Constataram,
para B. fulva, que no pH mais baixo (2,5) evidenciou-se a menor resisténcia térmica. Com
o pH na faixa de 3,0 e 4,0, observou-se a maior resisténcia térmica. Para Aspergillus sp,
ndo se observou variacao significativa na faixa de pH de 3,0 a 5,5.

BAYNE & MICHENER (1979) constataram que ascésporos de cinco linhagens de

B. fulva, suspensos em um meio padrdo, com pH ajustado para 5,0, se mostraram mais
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termorresistentes que no mesmo meio com pH 3,6. Em meios com o pH préximo da
neutralidade a inativacao ocorre mais lenta.

KING Jr. & WHITEHAND (1990) realizaram ensaios de resisténcia térmica com 7.
flavus, utilizando como meio de aquecimento meios sintéticos — glucose 16°Brix/acido
tartarico 0,033M) e ajustados a pH 3,6, 5,0 e 6,6. Observaram o aumento da resisténcia

térmica, com o aumento do pH do meio de aquecimento.

2.6.4 — Presenca de acidos organicos

O efeito dos acidos organicos sobre a tolerdncia de ascosporos de fungos
termorresistentes depende principalmente do tipo de &cido presente ¢ do pH do meio de
aquecimento.

SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER (1977) estudaram o efeito da adi¢ao de
acidos orgénicos no meio de aquecimento e verificaram o efeito sobre a resisténcia térmica
de ascosporos de B. fulva. Constataram ainda que o uso de solu¢des com pH 3,0, contendo
acido malico e 4cido tartarico, foram as que proporcionaram a maior resisténcia térmica ao
calor, sendo o 4cido tartarico o que proporcionou a maior porcentagem de sobreviventes.
Com solugdes de acido acético, latico, fumdrico e succinico, também com pH da solugao
de 3,0, verificou-se que a resisténcia térmica foi diminuida. Estes autores demonstraram
ainda, neste mesmo ensaio, que o pH do meio de aquecimento exerce expressiva influéncia
na acdo de cada tipo de acido sobre a inativagdo de ascdsporos de fungos termorresistentes,
onde 0,05 % de solugdo de acido fumadrico em pH 3,0 provoca méaxima sensibilizagdo de
ascosporos de B. fulva, enquanto que € preciso uma concentragdo cinco vezes maior deste
acido para produzir o mesmo efeito quando o pH ¢ 3,5. Isto indica que a forma nao
dissociada ¢ que afeta a resisténcia térmica.

CONNER & BEUCHAT (1987) realizaram estudos de inativacdo térmica de
ascosporos de N. fischeri, utilizando como meios de aquecimento solu¢des de acido
fumarico, acido citrico, malico e tartarico (1 e 2%) a pH 2,5, 3,0 e 3,5. Verificou-se uma
diminui¢do da resisténcia térmica mais acentuada para acido fumarico, sendo que os
demais 4cidos proporcionaram um aumento moderado na resisténcia térmica.

BEUCHAT (1988), em pesquisa realizada com 7. flavus, observou que os acidos
fumarico, sérbico e benzoico exercem maior efeito sobre a letalidade destes ascosporos

quando comparados com o acido acético, malico, citrico e tartarico.
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O efeito causado na resisténcia térmica de 7. flavus em dacido citrico, malico e
tartarico no meio de aquecimento (pH 5,0 e solucdao de glucose 16°Brix) foi estudada por
KING & WHITEHAND (1990). Estes autores constataram que ndo houve diferenca

significativa dos tipos de acido utilizados na resisténcia térmica deste fungo.

2.6.5 — Teor de solidos soluveis

O aumento da concentragdo de solidos soluveis no meio de aquecimento, exercendo
efeito protetor sobre ascosporos de B. Fulva, foi verificado por SPLITTSTOESSER et al.
(1974), os quais aqueceram ascosporos de B. fulva, a 85°C, por 2 horas, em suco de uva
Concord, em diferentes concentragdes de solidos soluveis. Sendo as concentragdes do suco
de 5 e de 52°Brix, os ascdsporos apresentaram uma porcentagem de inativagdo de 60 e de
28 %, respectivamente. SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER (1977), em pesquisa
também realizado com concentracdes variadas de solidos soluveis, em suco de uva (5, 26 ¢
54°Brix), verificaram o mesmo fendmeno apresentado por SPLITTSTOESSER et al.
(1974), onde a medida que se elevava a concentragdo de so6lidos soluveis no meio de
aquecimento, era verificado também o aumento da resisténcia térmica dos fungos
analisados (B. fulva e Aspergillus sp.).

BEUCHAT & TOLEDO (1977), em pesquisa também realizada com suco de uva,
suplementado de sacarose ¢ de ascosporos de B. nivea, verificaram que a adi¢ao de solidos
soliveis no meio de aquecimento proporcionou o efeito protetor. De acordo com estes
mesmos autores, a razdo do efeito protetor ndo ¢ bem explicada, mas o diferencial de
pressdo osmotica entre o meio de aquecimento e os ascosporos favorece a resisténcia a
inativagdo térmica. KING & WHITEHAND (1990) estudaram a influéncia da composi¢ao
do meio de aquecimento sobre a inativacao térmica de 7. flavus a 90°C. Estes autores
verificaram um aumento na resisténcia térmica a medida que se aumentava o teor de
solidos soluveis do meio.

TOURNAS & TRAXLER (1994) realizaram trabalho com ascosporos de N.
fischeri aquecidos em concentrado de abacaxi (42,7°Brix) e em suco de abacaxi
(12,6°Brix), para comparacao das resisténcias térmicas obtidas nestes meios. Os resultados
indicaram um efeito protetor em funcdo do aumento da concentra¢do de solidos soluvesis,
no meio de aquecimento. RAJASHEKHARA et al (1996), em pesquisa realizada com
ascosporos de N. fischeri e utilizando como meio de aquecimento sucos de manga e uva,

contendo diferentes teores de solidos soluveis (10°Brix, para suco diluido e 45°Brix para
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suco concentrado), verificaram que a resisténcia térmica deste fungo tornou-se maior para
sucos concentrados.

TOURNAS & TRAXLER (1994), em estudos realizados com ascosporos de
Neosartorya fischeri, verificaram que os mesmos quando aquecidos a 85, 88, 90 e 100°C
por 1 hora, em suco de abacaxi concentrado (42,7°Brix), mostrou-se mais termorresistente
que ao ser aquecido no suco de abacaxi (12,6°Brix), ou mesmo em agua deionizada estéril.
Este efeito protetor deve-se a maior porcentagem de sdlidos soliveis presentes no meio.
KING Jr & WHITEHAND (1990) comprovou, em seus experimentos, que uma maior
quantidade de agtcar no meio de aquecimento, contendo ascosporos de Talaromyces

flavus, fez com que a resisténcia térmica dos mesmos aumentasse.

2.6.6 — Meios de aquecimento

SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER (1977) estudaram a influéncia de
diferentes meios de aquecimento, a saber: suco de uva Concord (5°Brix, pH 3,5), suco de
maca (11°Brix, pH 3,4), suco de tomate (6,6°Brix, pH 4,1) e dgua destilada (controle),
sobre a resisténcia térmica de ascosporos de B. fulva e Aspergillus sp. em tratamentos
térmicos realizados a 85°C/1 hora. Para B. fulva, as porcentagens de ascdsporos
recuperados foram de 8,4 %, 5,7 %, 9,2 % e 0,06 %, respectivamente. Para Aspergillus sp.
a porcentagem recuperada nestes meios foi de 14 %, 11 %, 12 % e 0,61 %,
respectivamente.

CONNER & BEUCHAT (1987), em pesquisa realizada para verificagdo de uma
maior resisténcia térmica de ascosporos de N. fischeri, em diferentes meios, constataram
que a taxa de inativagdo térmica dos ascosporos mostrou-se menor em suco de maga
(12,3°Brix, pH 3,8) que em suco de uva Concord (16,6°Brix, pH 3,4) e ambos suspensos
em tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0).

RAJASHEKHARA et al (1996) constataram que ascosporos de N. fischeri
apresentavam menor resisténcia térmica ao tratamento térmico de 85°C, quando eram
suspensos em tampao fosfato (pH 7,0) e, conseqiientemente, apresentaram maior
resisténcia térmica quando eram suspensos em sucos de frutas.

KOTZEDIDOU (1997) realizou trabalho de resisténcia térmica com diferentes
linhagens de N. fischeri, B. nivea, ¢ B. fulva em suco de tomate (16 % de solidos soluveis,
pH 4,2) e tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0) a 85 e 90°C. O primeiro meio apresentou a

inativagdo térmica mais lenta dos ascosporos do que em tampao fosfato.
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2.6.7 - Adicao de conservantes

BEUCHAT (1986) observou, em pesquisa realizada com suco de uva, que a adi¢ao
de sorbato de potassio, nas concentragdes de 50 ¢ 100 ppm, intensificou a ativacdo dos
ascosporos de B. nivea para um tratamento de 1 hora a 70°C. Concentra¢des mais altas
mostraram efeito letal sobre estes ascosporos. BEUCHAT & RICE (1979) constataram que
a presenca de conservantes em meios de aquecimento tende a aumentar os efeitos letais ao
calor.

BEUCHAT (1988), em pesquisa realizada com cepas de 7. flavus, em meio de
aquecimento com produto a base de “blueberry”, contendo acucar, d4gua, goma lacusta,
pectina e cloreto de célcio (pH 3,46, 27,8 % p/v de s6lidos soluveis), verificou a inativacao
térmica daquele fungo causada pela adi¢do de benzoato de so6dio ou sorbato de potassio,
nesse meio de aquecimento. SPLITTSTOESSER & CHUREY (1991) estudaram a agao de
conservantes, em meios de aquecimento, com ascosporos de N. fischeri. Utilizaram
solugdo de acido tartarico 0,05 M (pH 3,3) a qual adicionaram 0, 5, 50 e 100 ppm de
didéxido de enxofre. Os resultados mostraram que a inativagdo dos ascosporos de N.
fischeri foi afetada pela presenga de conservantes no meio de aquecimento. Os valores de
Dgoec, para estes meios, foram de 123, 75, 8.5 e 6.1 minutos, respectivamente.
Posteriormente, estes autores realizaram pesquisas semelhantes, utilizando suco de frutas
como meio de aquecimento com e sem adicdo de dioxido de enxofre. Os resultados
demonstraram uma redug¢ao no valor de D de 50 a 75 % para meios adicionados de didxido
de enxofre.

RAJASHEKHARA et al (2000) trabalharam com ascosporos de N. fischeri e sucos
de manga e de uva que continham sorbato de potassio (0,1 %) ou benzoato de sodio (0,1
%) ou a combina¢do de ambos (0,05 %), para avaliar os resultados da resisténcia térmica
destes ascosporos nesses meios. O tratamento térmico aplicado foi de 85°C por 10 minutos
€ a maior inativacao térmica foi conseguido no suco de manga que continha a combinagao
de ambos os conservantes (benzoato e sorbato). A adi¢do de conservante no suco de uva

nado mostrou efeito na letalidade dos ascosporos, o que s6 ocorreu, embora de forma pouco

expressiva, devido a associacao daqueles conservantes.
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2.6.8 - Tempo e temperatura de produciao dos ascosporos

CONNER & BEUCHAT (1987), utilizando uma temperatura de 30°C para a
producdo dos ascosporos, avaliaram a influéncia de trés diferentes meios nesta producdo
(Agar Acetato de Fowell, Agar suco de uva e Agar suco de magd) sobre a resisténcia
térmica de duas linhagens de N.fischeri produzidos nestes meios. Os testes demonstraram
que ndo houve influéncia dos meios de producdo na resisténcia térmica. Os autores,
posteriormente, realizaram outro trabalho de avaliagdo da resisténcia térmica N. fischeri
utilizando diferentes tempos e temperaturas de producao. O meio de crescimento utilizado
foi o 4gar suco de uva e as temperaturas de produgdo de 18, 21, 25 e 30°C. Os ascdsporos
foram coletados em intervalos de tempo durante 114 dias e a sua resisténcia térmica foi
testada, utilizando, como meio de aquecimento, tampao fosfato (pH 7,0); os tratamentos
térmicos foram realizados a 70, 80 °C, nos tempos de 30 e 60 minutos. Os dados obtidos
evidenciaram uma maior dorméncia e um aumento da resisténcia térmica com o aumento
do tempo de sua producdo. No periodo final desta producdo, verificou-se que o tratamento
térmico de 85°C por 60 minutos ndo foi suficiente para inativar ascosporos formados as
temperaturas de 25 e 30°C.

A influéncia da temperatura de produ¢do na resisténcia térmica de B.nivea foi
estudada por ENGEL & TEUBER (1991). Estes ascosporos foram produzidos em meio
agar extrato de malte por 21 dias, em diferentes temperaturas de producao (20, 25, 30 e
37°C). Ao final, verificaram que a producao a 30°C evidenciou a maior resisténcia térmica
em relacdo aos produzidos, nas mesmas condi¢des, a temperatura de 20, 25 e 37°C,
contrastando com outros relatos da literatura onde as maiores temperaturas geram com
maior resisténcia térmica.

TOURNAS & TRAXLER (1994) examinaram a influéncia da idade dos ascosporos
de N. fischeri quanto a sua resisténcia térmica. Foram produzidos a 30°C por 1, 2,3 ¢ 6
meses. Em cada periodo de sua producdo, fez-se o tratamento térmico a 88°C/1 hora, em
agua deionizada. Verificou-se, ao final, que o aumento do tempo de produgdo
proporcionou o aumento da resisténcia térmica deste fungo, o que fica evidenciado pelo

aumento do valor de D.
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2.6.9 — Atmosfera (O,, CO,, N,)

YATES et al (1967) verificaram que o crescimento do fungo B.nivea era
comprometido quando o mesmo crescia em atmosferas com elevada concentragao de CO,,
0 que proporciona a redugdo do crescimento do micélio, onde, em alguns casos, como para
atmosferas com 100 % de CO, , este fungo apresentou um crescimento de apenas 4 % em
relagdo ao seu crescimento normal. Estes resultados estdo de acordo com YATES &
FERGUSON (1963) que relataram que ascosporos de B. nivea poderiam crescer em baixas
concentragdes de O,. KING Jr. & WHITEHAND (1990) realizaram estudos de tolerancia
do crescimento de fungos termorresistentes (B. fulva, T. flavus e N. fischeri) sob baixas
tensdes de oxigénio e demonstraram que o fungo 7. flavus ¢ o menos tolerante a baixos
niveis de oxigénio, em relacdo aos demais. Testes posteriores realizados em camaras de
gas nitrogénio fluente (com presenca de 250 mg/l de O,, a 25°C) evidenciaram nado haver
crescimento de 7. flavus, apds 56 dias, enquanto que B. fulva e N. fischeri demonstraram

crescimento, nestas mesmas condigdes.

2.7 — Efeitos da contaminacio e deterioracio de alimentos por fungos
termorresistentes

Os primeiros relatos sobre os efeitos da contaminacdo de alimentos por fungos
termorresistentes foram realizados por OLLIVER & RENDLE, em 1934. Estes autores
examinaram polpas e conservas de frutas infectadas por Byssochlamys fulva. O sinal mais
evidente da deterioragdo por este fungo era o amolecimento da fruta, com posterior
desintegracdo. Constatou-se que as conservas de frutas alteradas tinham uma aparéncia que
sugeria um super processamento (cozimento excessivo) ou a utilizagdo de frutas muito
maduras como matéria-prima, sendo detectados odores desagradaveis e leve acidificagdo
dos produtos. A constatacdo da alteragdo de frutas processadas s6 pode ser feita com a
abertura das embalagens, uma vez que a eventual produg¢do de gids niao produziu
estufamento nas mesmas.

O amolecimento excessivo de frutas processadas pela acdo de Byssochlamys
também ocorre em embalagens contendo baixos niveis de oxigénio, podendo ocorrer
pequena formagdo de micélio (OLLIVER & RENDLE, 1934). Para casos que envolvam

produtos liquidos infectados com este género de fungo e sob baixas tensdes de oxigénio, a
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fermentagdo aparentemente ocorre, com a produgdo de CO,, causando visivel estufamento
nas embalagens e deterioragdo (HOCHING & PITT, 1984).

ARAGAO (1989) avaliou a deterioragdo, em suco de morango, causada por B.
nivea, N. fischeri e T. flavus. O autor realizou os testes, utilizando tubos de ensaio
contendo suco de morango que havia sido inoculado com ascdsporos ativados destes
fungos e produzidos a 30°C, por 6 semanas. Os testes foram realizados em duplicata, com
dois tubos com uma camada de vaspar estéril e dois tubos sem a adicdo de vaspar, para
cada espécie de fungo. Em condi¢des de aerobiose, foi observado o crescimento destes
fungos, em trés dias de producdo dos ascOsporos. B. nivea foi a Unica espécie que
apresentou crescimento em tubo selado e producdo de gas. As espécies testadas nao
produziram alteragdes de pH no suco e sua altera¢do de cor so foi constatada para B. nivea
e para 7. flavus.

BAGLIONI (1998), em estudo realizado com uma cepa de N.fischeri, para observar
a deterioragdo causada em polpa de tomate (8°Brix), incubou-a por 1 més, a 30°C. Apds
esse tempo, observou as seguintes alteracdes: escurecimento devido a produgdo de
pigmento escuro pelo fungo; separa¢do de fases (soro/polpa); diminui¢do da viscosidade
do produto, indicando a produ¢do de enzimas pectonoliticas; alcalinizacdo da polpa (o pH
inicial, subida do pH de 4,3 para 8,9) e liberagao de odor levemente amoniacal.

SALOMAO (2002) fez um estudo para a avaliagio da deterioragdo causada pelo
fungo N.fischeri em suco de mag¢a. O estudo consistiu em uma amostra controle, de apenas
suco de maga, que foi incubada ao mesmo tempo a fim de fornecer uma comparacao entre
as amostras. Ao final do periodo, o autor verificou o crescimento do fungo, bem como a
mudanca no aspecto do suco, que se clarificou. Esta clarificagdo supostamente ocorreu pela
acdo de enzimas pectonoliticas desenvolvidas pelo fungo inoculado. O autor constatou,
ainda, que apés 1 més de producao dos ascosporos, a variagdo de pH foi pequena, de 3,5

para 3,9 e que as amostras nao liberaram odores diferentes.
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2.8— Producio, Ativacao e Avaliacdo da Resisténcia Térmica de Fungos

2.8.1 — Producio dos ascosporos

O uso de alimentos acidos como meio de producao dos ascosporos de B. fulva foi
estudada por SPLITTSTOESSER et al (1969). Um estudo dos fatores que afetam a
esporulacdo deste fungo foi realizado, revelando que a populacdo méxima de ascos estava
presente quando estes estavam crescendo em caldo de extrato de malte a 5 %, pH 2,0 a 3,0,
por um periodo de 4 a 14 dias, a 30°C. Foram testados diferentes sucos de frutas e vegetais
que foram utilizados como substratos para o crescimento destes fungos. Os sucos de
ameixa, uva € mag¢d proporcionaram a maior producdo dos ascosporos, seguidos pelos
sucos de laranja, coquetel de vegetais e tomate.

Segundo BEUCHAT & RICE (1979), as temperaturas de produgao dos ascosporos
entre 28 e 35°C sdo dtimas para o crescimento e producao de Byssochlamys, mas existem
isolados que, se forem produzidos abaixo de 30°C em um meio sintético, perdem
irreversivelmente a capacidade de formas ascos. ENGEL & TEUBER (1991) testaram a
influéncia da temperatura na produgdo dos ascosporos de B. nivea em Agar Extrato de
Malte (MEA), por 21 dias. Observaram que, nas temperaturas de 20°C e 37°C, a producao
dos ascésporos foi bem menor em relagdo a produgdo a 25°C e 30°C, obtendo-se, a 30°C, o
maior niamero de ascésporos. KING Jr. & WHITEHAND (1990) verificaram uma
produgdo abundante de 7. flavus em éagar extrato de malte (MEA), adicionado de 7,5 ppm
de rosa de bengala que haviam sido produzidos, durante 1 més, a 20, 25, 30 e 35°C, porém
a mesma mostrou-se limitada para a temperatura de 20°C.

SAMSON & VAN RENEEN-HOEKSTRA (1988) relataram que o meio MEA
(Agar Extrato de Malte) tem maior capacidade de produgdo de esporos em comparagdo
com outros meios, pois este se mostra rico em nutrientes. CASELLA et al. (1990)
verificaram um forte aumento no valor de D, com o aumento da idade dos ascésporos de B.
nivea que haviam sido inoculados em meio de cultura MEA, sendo que este aumento foi

menos pronunciado para ascosporos inoculados em meio PDA (Potato dextrose Agar).
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2.8.2 — Ativacio dos ascosporos

Os ascosporos de fungos termorresistentes, quando formados, desenvolvem uma
dorméncia com o tempo que pode ser quebrada por um tratamento térmico sub-letal,
geralmente, um choque térmico, chamado de ativagdo, permitindo, com isso, a posterior
germinagdo e crescimento em condi¢des favoraveis (BEUCHAT & RICE, 1979;
BEUCHAT 1986; SPLITTSTOESSER et al. 1993).

SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER (1977) reportaram que a influéncia da
natureza do meio de aquecimento sobre a taxa de ativacao de ascosporos de B. fulva e de
Aspergillus sp. Os meios de aquecimento utilizados para ativagdo, nesta pesquisa, foram o
suco de uva a 5° Brix e dgua destilada. A ativacdo mostrou-se mais lenta em adgua destilada
para ambos os fungos, sendo menos acentuada para o Aspergillus sp., cuja maioria dos
ascosporos permaneceu dormente, mesmo quando ativados a 80°C, por 90 minutos. Para
B. fulva, a 80°C, a diferenca entre as taxas de ativag@o, na 4gua e no suco de uva, foram
pouco perceptiveis. Estes autores realizaram testes com a mesma linhagem de Aspergillus
sp. e verificaram que, tanto para o suco de maca quanto para o suco de tomate, o efeito
estimulante na ativagdo dos ascésporos mostrou-se semlhante. KOTZEKIDOU (1997)
também constatou que a ativacdo de ascosporos de N. fischeri ¢ maior em suco de tomate
(16% solidos soluveis, pH 4.2) que em tampao fostato (0.1 M, pH 7). SPLITTSTOESSER
et al. (1993) também encontraram uma taxa de ativacdo maior quando ascosporos de N.
fischeri eram aquecidos em suco de uva, em comparagdo com agua destilada.

GUMERATO (1995), trabalhando com ascdsporos de N. fischeri isolado de suco de
maca, conseguiu o melhor tempo de sua ativacio, quando aqueceu os mesmos a 85°C por 5
minutos.

BAGLIONI (1998), alterando o meio de aquecimento para polpa de tomate a
8°Brix, conseguiu o melhor bindmio temperatura/tempo de 85°C por 10 e 20 minutos para
ascosporos deste fungo, produzidos a 30°C por 1 e 3 meses, respectivamente.

DELGADO (2001) realizou ensaios com o objetivo de verificar os tempos 6timos
de ativacao para ascosporos de N. fischeri, com diferentes idades, utilizando dgua destilada
como meio de aquecimento. Para aqueles com 1 més de idade, o tempo 6timo encontrado
foi de 5 minutos, a 80°C e para os de 4 meses de idade, a melhor recuperagdo ocorreu a

85°C, por 20 minutos.
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SALOMAO (2002), em pesquisa realizada com este mesmo fungo, isolado de
néctar de macd, encontrou o melhor bindmio a 85°C por um tempo de ativagdo de 10
minutos, usando suco de mac¢a como meio de aquecimento.

MARCOLINO (2003), em pesquisa realizada também com ascosporos de N.
fischeri isolado de bebida de uva, encontrou os bindmios de ativacao para ascosporos
produzidos a 30°C por 1 e 3 meses de produgdo, a 85°C/10 minutos e 85°C/25 minutos,

respectivamente.

2.8.3 — Determinacgio dos parametros de resisténcia térmica

Os métodos utilizados para avaliagdo da resisténcia térmica de ascosporos de
fungos termorresistentes sao basicamente de 4 tipos: método do frasco de 3 bocas, tubos
TDT selados ou nao, tubo capilar e lata TDT. Todos estes métodos t€ém como base o
aquecimento do microrganismo nas temperaturas de estudo desejaveis e verificagdo
posterior da sobrevivéncia dos mesmos. Em ensaios, os pardmetros temperatura e tempo de
processo devem ser rigorosamente controlados (STUMBO, 1973).

ARAGAO (1989) utilizou o método do frasco de trés bocas para a determinagéo da
resisténcia térmica, bem como, RAJASHEKHARA et al. (1996) e SURESH et al. (1996).
Além deste método, ARAGAO (1989) testou o método de tubos TDT, porém, sem obter
resultados reprodutiveis devido a aglomeragao ocorrida no meio de aquecimento.

KING Jr. & HALBROOK (1987) utilizaram o método do tubo TDT, selados em
magcarico, para realizacdo de ensaios de resisténcia térmica de ascosporos de 7. flavus.
KING Jr. et al. (1979) utilizaram o método de tubos TDT, para os ensaios de resisténcia
térmica com ascosporos de B. fulva. Os tempos de aquecimento foram corrigidos,
utilizando o tempo de 1,7 minutos como tempo de subida da temperatura. Este mesmo
método foi utilizado com sucesso por KING Jr. & HALBROOK (1987), KOTZEKIDOU
(1997), KING Jr. & WHITEHAND (1990), BAGLIONI (1998), PACHECO (2001) e
SALOMAO (2002).
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2.8.4 - Meio de recuperaciao dos ascosporos apos ensaio de resisténcia
térmica

Segundo BAYNER & MICHENER (1979) e SPLITTISTOESSER &
SPLITTISTOESSER (1977) a recuperagdo de ascésporos de Byssochlamys pode ser feita
com a utilizagdo de PDA.

ARAGAO (1989), em pesquisa realizada com suco de morango como meio de
aquecimento, para testes de resisténcia térmica com ascéosporos de B. nivea, de N. fischeri,
de E. javanicum e de T. flavus, recuperou-os em meio PDA, com 1% de rosa de bengala e
produzidos a 30°C. Também BEUCHAT (1992), BAYNE & MICHENER (1979) e
SPLITTISTOESSER & SPLITTISTOESSER (1977) utilizaram o meio PDA para a
recuperagdo de ascosporos que foram submetidos a tratamento térmico.

GUMERATO (1995), em pesquisa realizada com suco de maca e ascosporos de N.
fischeri, executou seu plaqueamento por profundidade, em meio MEA, apos tratamento
térmico a 85, 88, 90 e 93°C. BAGLIONI (1998), que trabalhou com este mesmo fungo em

polpa de tomate (8° Brix), também recuperou os ascosporos em meio MEA.

2.9 - Cinética de inativacio térmica (método de linearizacio de Alderton
& Snell, 1970)

Segundo KING Jr. et al. (1979), os microrganismos, em geral, apresentam uma taxa
de inativacdo térmica logaritmica, ou seja, uma linha reta ¢ obtida quando se constr6éi uma
curva de morte plotando o logaritmo do nimero de sobreviventes versus o tempo de
aquecimento a uma dada temperatura. Entretanto, os fungos termorresistentes, quando
analisados através deste tipo de grafico, mostram uma curva de inativagdo térmica nao
logaritmica, onde ¢ possivel a visualizacdo de um ombro inicial, representando uma maior
lentidao de morte por parte dos esporos, seguido de uma taxa de morte acelerada, que da a
curva um aspecto logaritmico e, por fim, apresentando uma “calda” onde os ascosporos
mais resistentes passam a demorar mais tempo para apresentar completa inativacao. Este
comportamento, segundo teorias, pode se dar por substancias protetoras (agucares, acidos)
(SPLITTISTOESSER & SPLITTISTOESSER, 1977) ou por conformagdo de proteinas,
com presenga ou ndo de certos peptideos capazes de fornecer termorresisténcia (CONNER
& BEUCHAT, 1987). A medida que a temperatura aplicada para inativagio é aumentada, o

comportamento da curva na parte relativa ao “ombro” diminui, tornando-se semelhante a
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uma reta (KING JR. et al., 1979; BAYNE e MICHENER, 1979; KING & HALBROOK,
1987; KOTZEKIDOU, 1997; BAGLIOI, 1998; DELGADO, 2001 e MARCOLINO, 2003).

O célculo da resisténcia térmica de microrganismos, que seguem uma taxa de morte
logaritimica, ¢ realizado a partir da determinacdo dos pardmetros “D” (tempo requerido a
uma dada temperatura para destruir 90% da populacdo de microorganismos, em um meio
de aquecimento definido) e “Z” (graus de temperatura necessarios para ocasionar uma
variagao de 10 vezes no valor de D).

Um método bastante utilizado na literatura, para a linearizagdo da curva de
sobreviventes, ¢ o método de ALDERTON & SNELL (1970), que utiliza as seguintes
equacoes:

(log No —log N)a =kt+C equacio 2.1
onde:
No = Numero inicial (ascdsporos/ml)
N = Numero de sobreviventes, apds um tempo t de tratamento térmico, a uma dada
temperatura (ascosporos/ml)
a = expoente para linearizagao
k = Constante de taxa de morte (coeficiente angular da curva linearizada) (min™)
C = Constante e intercepto da curva linearizada
t= tempo de aquecimento (min)

O valor de “a” ¢ o inverso do coeficiente angular da curva log (log No — log N)
versus log t. Este valor ¢ calculado a menor temperatura de tratamento térmico e pode ser
aplicado na linearizagdo das curvas obtidas em tratamentos mais severos. Se a taxa de
morte seguisse a equacgdo 2.1 e ndo houvesse erros experimentais, “C” sera zero. Assim, o

valor de 1/k ¢ derivado da equacdo 2.2:
1/k =t/(log No—log N)' equaciio 2.2
A equagdo 2.2 ¢ similar a equacdo da curva logaritimica, quando a = 1 (equagdo 2.3):

D= t/(log No —log N) equacio 2.3

Por analogia das equacdes 2 e 3, “1/k” ¢ um parametro equivalente a “D”. O
pardmetro equivalente a “Z” (Z*) pode ser obtido, invertendo-se o valor do coeficiente

angular da curva —(log k) versus Temperatura (°C).
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2.10 - Parametros de Resisténcia Térmica

Muitos estudos tém sido realizados com a finalidade de determinar os parametros
de resisténcia térmica dos fungos filamentosos termorresistentes em produtos de frutas ou
outros meios utilizados como substrato. Um resumo de alguns destes valores foi feito por

SALOMAO (2002) e é apresentado na tabela 1.
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Tabela 1 — Parametros de resisténcia térmica de fungos filamentosos

Tempo (minutos)

Autor Fungo necessario para Valor de Método e Meio
alcancar uma Z ou Z* utilizado
reduc¢ao decimal O
(1/k ou D)
1/Kgo= 500 Frasco de trés bocas
B. nivea 1/Kgs = 60,6 6,17 Meio:Suco de
1/Kgo= 13,3 morango (15° Brix,
Aragdo 1/Ko3 = 3,41 pH 3,0)
(1989) 1/Kgp= 200
N. fischeri 1/kgs = 41,84 6,15
1/Kgo = 5,51
1/Kg3= 1,61
E. 1/Kgo= 2,71
Jjavanicum 1/Kgs = 5,03 7,79
1/Kgo= 1,41
D75 =53,9
T. flavus Dgo=17,9
Dgs=3,3 9,25
Dgo=10,9
N. fischeri 1/Kgo= 6,14 10,8
(1 més de 1/Kgp = 4,72 Tubos TDT selados
Baglioni idade) 1/Kgs= 2,62 com magarico
(1998) N. fischeri 1/Kgo= 10,2 11,6 Meio: Polpa de
(3 més de 1/Kgy = 6,31 tomate (8°Brix)
idade) 1/Kgs= 4,59
B.nivea 102 1/Kgs =19,8 * Tubos de rosca
Kotzekidou B fulva 193 /Kss = 24.1 ” (8x100mm)
(1997) Meio: Pasta de
N. fischeri 1/Kgs = 13,0 * tomate (pH 4,2, 16%
101

de solidos soluveis a

21°C)
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B.nivea 102 1/Kgs = 8,8 * Tubos de rosca
B_fulva 193 1/Kgs = 8.1 2 (8x100mm)
Meio: Tampao
N. fischeri 1/Kss = 8,5 i fostato 0,1M, pH 7,0)
101
1/Kgo=5,2 * pH 3,6
Tubos TDT
King & selados
Whitehand 1/Kgp= 6,4 * com pH 5,0
(1990) macarico.
T. flavus 1/Kgo= 7,1 * Meio: pH 6,6
Solugao de
glicose 16°
Brix
Gumerato Dgs= 15,11 5,28 Tubos TDT fechados
(1995) N.fischeri | Dgg= 4,70 com tampao de
Doy = 2,63 algodao
Dos= 0,43 Meio: Suco de maga
(15,5° Brix, pH 3,0)
Delgado N.fischeri 1/kgo = 3,11 * Tubos TDT fechados
(2000) (4 meses) com tampao de

algodao

Meio: Agua destilada

*Pesquisas onde o valor de Z ndo foi determinado.

Fonte: SALOMAO (2002).
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CAPITULOIII -
MATERIAL E METODOS

Neste capitulo, sdo apresentadas as metodologias utilizadas nesta pesquisa, os

meios de aquecimento e o fungo utilizado, o planejamento experimental, os procedimentos
~ o . R .

para a producdo e a coleta de esporos, para as determinacdes da acidez, °Brix e ratio em

sucos de frutas, a determinagdo dos tempos Otimos de ativacao e para a determinacao das

resisténcias térmicas.

3.1 - Escolha do fungo termorresistente e meio de aquecimento

O fungo utilizado ¢ o Neosartorya fischeri que foi isolado e identificado por
SALOMAO (2002) em amostras retiradas de linha de processamento de néctar de magi. A
resisténcia térmica deste fungo foi estudada em sucos de abacaxi e mamao e foi realizado
um estudo da sua resisténcia frente a diferentes fatores que sdo temperatura ¢ idade de
producdo dos ascosporos e o ratio do meio de aquecimento para determinacdo da

resisténcia térmica.

3.2 - Planejamento experimental fracionario

Com a finalidade de estudar o efeito combinado do ratio do meio de aquecimento,
da temperatura e da idade de produgdo dos ascosporos, na resisténcia térmica deste fungo,
foi feito um planejamento experimental 2°, com triplicata no ponto central. Os
experimentos foram realizados pela combinag@o de niveis e de fatores e estdo descritos nas
tabelas 3.2.1, 3.2.2 para suco de abacaxi e 3.2.3 e 3.2.4 para suco de mamao. As tabelas
3.2.2 e 3.2.4 contém os diferentes ensaios realizados em trés condi¢des diferentes para
suco de abacaxi e mamao, respectivamente. O ensaio 1 de cada tabela foi realizado a partir
de uma suspensdao de ascosporos de N. fischeri, que foi coletada apoés producdo dos
ascosporos a 25°C por 1 més, e sua resisténcia térmica realizada em suco de abacaxi com
ratio 10 e suco de mamao com ratio 26. Assim, adotou-se a simbologia (25-1-10) para
suco de abacaxi e (25-1-26) para suco de mamao para designar a temperatura e a idade de
produgdo dos ascosporos € o ratio do meio de aquecimento correspondente ao ensaio 1

determinantes da resisténcia térmica.
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Tabela 3.2.1 — Niveis e fatores utilizados no planejamento experimental fraciondrio para suco de abacaxi.

Niveis
Fatores 1 0 ‘1
Temperatura de producao dos ascosporos (°C) 25 30 35
Ratio do meio de aquecimento (°Brix/acidez) 10 24 38
Idade de producao dos ascdsporos (meses) 1 2 3

Tabela 3.2.2 - Ensaios do planejamento experimental fracionario 2° com triplicata no ponto central para suco

de abacaxi.
FATOR
ENSAIO T°C Ratio IDADE
1-(25-1-10) - - -
2 - (25-3-10) - +
3 -(25-1-38) ; + _
4 - (25-3-38) - + +
5-(35-1-10) + 3 :
6 - (35-3-10) + - +
7-(35-1-38) + n _
8 - (35-3-38) n n n
9 -(30-2-24) 0 0 0
10 - (30-2-24) 0 0 0
11 - (30-2-24) 0 0 0

Tabela 3.2.3 — Niveis e fatores utilizados no planejamento experimental fracionario para suco de mamao.

Niveis
Fatores 1 0 1
Temperatura de producdo dos ascosporos (°C) 25 30 35
Ratio do meio de aquecimento (°Brix/acidez) 26 46 66
Idade de producao dos ascosporos (meses) 1 2 3

Tabela 3.2.4 - Ensaios do planejamento experimental 2° com triplicata no ponto central para suco de mamdo.

ENSAIO FATOR
T°C Ratio IDADE

1- (25-1-26) -1 -1 -1
2 - (25-3-26) -1 -1 1
3 -(25-1-66) -1 1 -1
4 - (25-3-66) -1 1 1
5-(35-3-66) 1 1 1
6 - (35-1-66) 1 1 -1
7 - (35-3-26) 1 -1 1
8 - (35-1-26) 1 -1 -1
9 - (30-2-46) 0 0 0
10 - (30-2-46) 0 0 0
11 - (30-2-46) 0 0 0
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As resisténcias térmicas foram analisadas nas temperaturas de 80°C, 85°C e 90°C,

para cada ensaio, utilizando-se o método dos tubos TDT selados.

3.3 — Producio de esporos

Para a realiza¢do do planejamento experimental, fez-se a produgdo dos ascosporos
em garrafas de Roux contendo 180 ml de Agar Extrato de Malte (MEA, pH 5,4, formulado
conforme PITT & HOCKING, 1985), a diferentes temperaturas e idades de produgao dos
ascosporos conforme descrito no planejamento experimental (Tabela 1 e 3). As garrafas
foram inoculadas com 0,5 ml da suspensdo de ascosporos, previamente preparada da cepa
de M. fischeri. Para a preparacao da suspensao e dispersdo dos esporos, transferiu-se, com o
auxilio de uma alga estéril, um fragmento da col6nia do fungo para um tubo contendo 0,5
ml de solugdo 0,05% de Twen 80. A inocula¢do da suspensdo do fungo em garrafas de
Roux foi feita, transferindo-se assepticamente o conteido do tubo na boca das garrafas
que, posteriormente, foram incubadas a 25°C por 1 e 3 meses, 30°C por 2 meses e 35°C

por 1 e 3 meses para permitir a esporulacao e o desenvolvimento de sua termorresisténcia.

3.4 - Coleta dos ascosporos

A obtencdo das suspensdes de esporos foi realizada apés o periodo de inoculacao
das garrafas de Roux, nas temperaturas e nas idades pré-determinadas. Primeiramente, para
obtencdo de um volume maior de suspensdo, 25 mililitros de dgua destilada estéril foram
transferidos para a superficie de cada garrafa contendo os fungos cultivados, e em seguida
foi raspada delicadamente com o auxilio de pérolas de vidro e uma bagueta de vidro estéril.

As suspensdes obtidas foram filtradas através de camadas de gaze estéril para
retengdo das hifas e submetidas a uma centrifugagdo a 4000 rpm por 10 minutos.
Posteriormente, foi realizada uma lavagem seguida de centrifugacdo com agua estéril e
verificada, microscopicamente, a obten¢cdo dos ascdsporos livres, ascos € a auséncia de
hifas. As suspensdes finais foram preparadas ressuspendendo o precipitado em um volume
de 4gua suficiente para se obter uma suspensio de, aproximadamente, 10* a 10%ascésporos
por mililitro.

As suspensoes finais foram transferidas para recipientes previamente autoclavados,
com capacidade de 500 ml, contendo aproximadamente 30 pérolas de vidro, para facilitar a

homogeneizagdo, antes do uso.
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3.5 - Determinacao da acidez de sucos de frutas

A acidez titulavel ¢ medida através da quantidade de acido presente no produto e
foi determinado pela titulagdo de uma solugdo alcalina padrdo a um peso ou volume
conhecido de amostra, até ser totalmente neutralizada.

Para a determinacdo da acidez de produtos de frutas, utilizou-se como indicador de
solugdo, fenolftaleina 1%, e para titulacdo solucdo de hidroxido de sodio 0,1 N
padronizada com o respectivo fator de corregdo.

O calculo da acidez foi realizado através da equagao 3.1:

%k * %
%.acidez = r N* 5)0100 equacgido 3.1
m

V = Volume da solugdo de hidroxido de so6dio gasto na titulagdo da amostra em ml.
N = Normalidade da solu¢ao de hidréxido de sodio utilizada na titulacado, em Normal.
E = Equivalente grama do acido predominante na amostra.
m = Massa da amostra, em gramas, utilizada na titulacdo da amostra.
O resultado ¢ expresso em porcentagem de acidez, calculado conforme o acido
predominante na fruta que para os sucos estudados foi o 4acido citrico (m/m)

(PREGNOLATTO & PREGNOLATTO, 1985).

3.6 - Determinacao do °Brix

A determinagdo do teor de so6lidos soluveis totais ou °Brix, expresso em grama de
solidos soluveis totais por 100 gramas de amostra, foi feita através de refratdmetro de
ABBE (Instruterm). Foi adicionada 3 gotas do suco de fruta entre os prismas do

refratometro, e feita a leitura em °Brix.

3.7 - Determinacao do Ratio ( °Brix / acidez)

Uma vez determinados o °Brix e a acidez pode-se determinar o ratio que ¢ a

relagdo entre ambos.
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3.8 — Ajuste dos valores de Ratio

3.8.1 - Baixos valores de ratio

Para ajuste destes valores de ratio, primeiramente, fixou-se o °Brix dos sucos
(12°Brix para abacaxi e 13°Brix para mamao), em seguida, adicionou-se uma solugdo de
acido citrico 20 % no meio até que este apresentasse um valor de acidez de 1,2 para suco
de abacaxi e 0,5 para suco de mamao. Para determinacdo do ratio, fez-se a relacdo do
°Brix do suco com a acidez encontrada apds adicdo de acido citrico, onde os mesmos

foram de 10 e 26, respectivamente, para abacaxi € mamao.

3.8.2 - Elevados valores de ratio

Para ajuste dos elevados valores de ratio, primeiramente, fixou-se a acidez natural
dos sucos (0,5 para suco de abacaxi e 0,28 para suco de mamao) e em seguida, adicionou-
se uma solu¢do de agucar 60 % no meio até que este apresentasse um valor °Brix de 19
para suco de abacaxi e de 18,5 para suco de mamao. Para determinacdo do ratio, fez-se a
relacdo do °Brix encontrado pela adi¢do de acticar com a acidez do suco, onde os mesmos

foram de 38 e 66, respectivamente, para abacaxi € mamao.

3.9 - Determinacao do tempo de elevacao da temperatura

Para a determinacdo da resisténcia térmica a uma determinada temperatura, ¢
necessario se conhecer o tempo para que o conteido do tubo atinja a temperatura em
estudo, contendo um determinado meio.

Para determinacdo do tempo de elevagdo da temperatura nos testes realizados com
sucos de abacaxi e mamao, tubos TDT - Thermal Death Time — (8 X 124 mm) foram
preenchidos com 2 ml de suco de abacaxi ou mamado, que foram utilizados como meio de
aquecimento. Um termopar, previamente calibrado, foi introduzido no tubo permanecendo
centralizado em seu interior durante o ensaio. A seguir, o tubo contendo o termopar foi
colocado no banho previamente ajustado nas temperaturas em que seriam realizadas as
analises (80°C, 85°C ou 90°C), e o crondmetro foi acionado. Quando a amostra atingiu a
temperatura selecionada, registrou-se o tempo marcado pelo crondmetro (tempo de

elevagdo). O retardo térmico foi determinado por média de 3 medidas de tempo.
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3.10 - Determinaciao das condicées 6timas de ativacdo dos ascosporos

Para a determinacdo das condi¢des Otimas de ativagdo dos ascosporos, foi utilizada
a temperatura de 85°C, durante os tempos 0 - zero (controle), 5, 10, 15, 20 e 25 minutos.
Para os ensaios, foi utilizado suco de abacaxi, mamao ou agua destilada (controle) como
meio de aquecimento e em diferentes valores de ratio conforme estabelecido no item 3.2.
Os testes de determinacdo das condi¢des Otimas de ativacdo dos ascosporos foram
realizados em todos ensaios do planejamento experimental, pois as condi¢des de
temperatura ¢ de idade de producdo e ratio do meio de aquecimento apresentaram-se
diferentes para cada ensaio.

Nos tubos TDT, foram adicionados 0,2 ml de suspensdo de ascdsporos a 1,8 ml de
suco de abacaxi, mamao ou agua destilada (controle), previamente autoclavados e
ajustados nos respectivos ratios de cada ensaio. Apos homogeneizagdo, os tubos foram
selados com macarico O,/GLP e submetidos ao calor em banho de 4gua termostatico
(Tecnal-Te-184), ja ajustado a temperatura de 85°C. O tempo de elevacdo até a
temperatura desejada foi determinado previamente conforme item 3.5. Transcorridos os
tempos de aquecimento definidos, os tubos foram retirados do banho e resfriados
imediatamente em banho de gelo.

Para a determinagcdo do niimero de ascosporos ativados nos tubos, foi feita a
abertura dos mesmos assepticamente (com o auxilio de um diamante cortador de vidro) e,
em seguida, feitas diluicdes seriais em agua destilada autoclavada. A partir das diluig¢des,
foram realizados em duplicata plaqueamentos em profundidade (1ml), com MEA
(formulado conforme PITT & HOCKING, 1985) acrescido de 50 mg/1 de rosa de bengala.
A producdo dos ascédsporos realizou-se a 30°C e a contagem do numero de coldnias

formadas foi realizada a partir do terceiro dia de sua produgao.

3.11 - Determinacao da resisténcia térmica

Os ensaios de resisténcia térmica foram realizados de acordo com o planejamento
experimental, nas temperaturas de 80°C, 85°C e 90°C. O método utilizado foi o de tubos
TDT selados com magarico. Os tubos foram preenchidos com 1,8 ml de suco de abacaxi ou
mamao esterilizado, com o ratio especifico para cada ensaio, e posteriormente inoculados
com 0,2 ml de suspensdo de ascosporos especificas para cada ensaio. Seguiu-se entdo a
homogeneizacao dos tubos e estes selados em macarico O, / GPL e submetidos ao calor

em banho de 4gua termostatico (precisdo + 0,5) ja ajustado em uma das temperaturas
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desejadas (80°C, 85°C ou 90°C). O tempo de atraso térmico para as temperaturas
desejadas, ja havia sido determinado previamente. Transcorrido cada tempo de
aquecimento mais o atraso térmico, os tubos foram retirados do banho e resfriados
imediatamente com banho de gelo. Para todas as temperaturas em todos os ensaios, houve
uma amostra referente ao tempo 0, a qual foi submetida apenas ao tratamento 6timo de
ativacdo, mais o atraso térmico.

A partir das dilui¢des decimais em série foi realizado o plaqueamento de 1 ml em
MEA em profundidade (duplicata) para cada tempo especifico em cada temperatura. As
placas foram incubadas a 30°C e a leitura do ntimero de colonias formada expressa em
UFC/ml, realizadas a partir do terceiro dia de producdo dos ascOsporos para todos os
ensaios. Com o numero de sobreviventes encontrado em cada tempo de aquecimento,
foram construidas as curvas de sobrevivéncia para cada temperatura, em cada ensaio.
Como estas curvas ndo apresentaram comportamento logaritmico, foi utilizado o método
de linearizagdo de ALDERTON & SNELL (1970) que fornece dados para o calculo de
parametros de esterilizacdo equivalentes a D (1/k) e Z (Z*) — como ja descrito no item 2.9

da revisdo bibliografica.
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CAPITULO IV -
RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados desta pesquisa sdo apresentados em duas partes.

4.1 — A primeira parte, apresentada na forma de artigo mostra as condigdes Otimas
de ativacdo de ascoésporos de Neosartorya fischeri em suco de abacaxi e de mamao.
Estudou-se a influéncia de diferentes fatores no tempo de ativagdo 6timo de ascdsporos de
Neosartorya fischeri, nestes sucos. Além dos melhores tempos de ativagdo, sdo
apresentadas as curvas que apresentaram as maiores diferengas nos tempos de ativagdo nos
sucos.

4.2 — Esta parte da pesquisa configura-se apresentando os resultados do estudo da
influéncia de diferentes fatores na termorresisténcia de Neosarotorya fischeri, em sucos
tropicais. Os fatores analisados foram: idade e temperatura de produgdao dos ascosporos e
ratio do meio de aquecimento. Foram realizadas resisténcias térmicas as temperaturas de
80°C, 85°C e 90°C, para cada ensaio, utilizando-se o método de tubos TDT selados. Com o
numero de sobreviventes encontrado em cada tempo de aquecimento, foram construidas as
curvas de sobrevivéncia para cada temperatura, em cada ensaio. Como estas curvas nao
apresentaram comportamento logaritmico, foi utilizado o método de linearizagdo de
ALDERTON & SNELL (1970) que fornece dados para o calculo de parametros de
esterilizagdo equivalentes a D (1/k) e Z (Z*). Para a analise dos fatores que tiveram maior
influéncia na resisténcia térmica deste fungo, fez-se o uso do planejamento experimental 2°
com triplicata no ponto central e onde os resultados estdo apresentados na forma de
superficies de resposta e curvas de niveis para os dois sucos utilizados.

4.2.1 - Os resultados obtidos utilizando-se suco de mamdo como meio de
aquecimento sdo apresentados neste item.

4.2.2 - Os resultados obtidos utilizando-se suco de abacaxi como meio de
aquecimento sdo apresentados neste item.

4.2.3 — Nesta etapa dos resultados, apresenta-se uma comparacdo entre o0s

resultados obtidos nos dois sucos estudados.
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4.1 —INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NO
TRATAMENTO DE ATIVACAO DE ASCOSPOROS DE
NEOSARTORYA FISCHERI EM SUCO DE ABACAXI E
MAMAO.

Os produtos a base de frutas sdo altamente susceptiveis a acdo de fungos
filamentosos termorresistentes. Dentre as frutas com maior suscetibidade, destacam-se:
morango, abacaxi, mamao papaya, maracuja, tomate, entre outros (TOURNAS, 1994).

Ascosporos produzidos por fungos termorresistentes desenvolvem com o tempo
uma dorméncia que pode ser quebrada com um tratamento térmico sub-letal que ira
permitir a sua germinagdo e seu crescimento, em condicdes favoraveis. Este tratamento ¢
chamado de ativacdo (BEUCHAT & RICE, 1979; BEUCHAT 1986; CONNER &
BEUCHAT 1987; BEUCHAT 1988; SPLITSTTOESSER et al. 1993).

Desta maneira, o objetivo desta etapa foi verificar a influéncia da temperatura e da
idade de produgdo dos ascosporos de Neosartorya fischeri e as diferentes condigdes de
ratio do meio de aquecimento, em sua ativacdo. Ascosporos foram produzidos nas
temperaturas e idades de 25°C por 1 e 3 meses, 30°C por 2 meses ¢ 35°C por 1 e 3 meses.
Os ratios dos meios de aquecimento foram de: 10, 24 e 38 para suco de abacaxi e 26, 46 ¢

66 para suco de mamao. Os resultados estdo apresentados no artigo a seguir.
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Resumo:

Nesta pesquisa, foram estudados fatores que influenciam a ativacdo de ascosporos
do fungo termorresistente N. fischeri, a saber: o meio de aquecimento e a temperatura e
idade de sua producdo. Os meios de aquecimento utilizados foram sucos de abacaxi e de
mamao, em diferentes ratios (°Brix/acidez). A partir das suspensdes de ascosporos obtidas
nas temperaturas e idades de incubagdes de 25°C por 1 e 3 meses, 30°C por 2 meses €
35°C por 1 e 3 meses, realizaram-se os testes de verificacdo dos tempos Otimos para
ativacdo destes ascosporos a 85°C nas diferentes condicdes de ratio dos meios de
aquecimento. Pode-se constatar que o fungo N. fischeri apresentou seus menores tempos de
ativagcdo quando presentes no suco de abacaxi e no mamao, nas condi¢des de temperatura e
de idade de produgao de 25°C por 1 més e o ratio do meio de aquecimento de 10 para suco
de abacaxi e de 26 para suco de mamao, sendo de 5 minutos para ambos os sucos. Os
ensaios realizados a 35°C e durante 3 meses de produgdo, com ratio do meio de
aquecimento de 38 para o suco de abacaxi e de 66 para o suco de mamao, apresentaram o
maior tempo de ativagdo, sendo este de 15 e 20 minutos, respectivamente.
INTRODUCAO

A ocorréncia de fungos filamentosos termorresistentes em alimentos tem sido
objeto de estudos sistematicos nos ultimos anos, devido a observagdo de diversos danos
que estes microrganismos causam as frutas e aos derivados de frutas processadas. Estes

fungos ndo s resistem as temperaturas normalmente empregadas no processamento
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térmico de alimentos (KOTZEKIDOU, 1997), como também sdo ativados por este
tratamento (BEUCHAT, 1986), com conseqiiente germinacdo e crescimento no produto
final MURDOCK & HATCHER, 1978).

A produgdo dos ascosporos de fungos filamentosos termorresistentes ¢ influenciada
por fatores genéticos como linhagem do microrganismo e fatores externos como: idade e
temperatura de produgdo, meio de aquecimento, entre outros. Ascdsporos produzidos por
fungos termorresistentes desenvolvem, com o tempo, uma dorméncia que s6 pode ser
quebrada com um tratamento térmico sub-letal que ird permitir a germinacdo e o
crescimento, em condigdes favoraveis. Este tratamento ¢ chamado de ativagao (BEUCHAT
& RICE, 1979; BEUCHAT 1986; CONNER & BEUCHAT 1987, BEUCHAT 1988;
SPLITSTTOESSER et al. 1993).

A taxa de ativagdo de ascosporos dos fungos termorresistentes Byssochlamys fulva
e Aspergillus (Neosartorya fischeri) foi constatada por SPLITSTTOESSER &
SPLITSTTOESSER (1977), em estudo da influéncia da natureza do meio de aquecimento
sobre a sua ativacdo, onde os meios de aquecimento utilizados foram suco de uva (5°Brix)
e agua destilada. Os resultados demonstraram uma ativa¢ao mais lenta em agua destilada,
em comparacgdo com o suco de uva. O mesmo efeito foi estudado por SPLITSTTOESSER
et al (1993), verificando que a ativacao de Neosartorya fischeri, aquecidos em suco de uva,
apresentaram um tempo de ativagdo maior se comparado com d4agua destilada.
KOTEZEKIDOU (1997), em estudo de compara¢cdo dos meios de aquecimento suco de
tomate (16% de sdlidos soluveis, pH 4,2) e tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0), constatou que
o tempo de ativagdo destes ascosporos € maior em suco de tomate.

O objetivo desta pesquisa foi o estudo da influéncia dos diferentes ratios
(°Brix/acidez) dos sucos de mamao e abacaxi utilizados como meios de aquecimento e
idades e temperaturas de produ¢do dos ascosporos de Neosartorya fischeri sobre o tempo
para sua ativagao maxima. Faz-se ainda uma comparacao dos resultados obtidos para os
sucos utilizados.

Os resultados desta pesquisa servirdo de base para posterior estudo da resisténcia
térmica destes fungos.

MATERIAL E METODOS

Os meios de aquecimento foram suco de abacaxi e de mamado com diferentes

valores de ratio -°Brix/acidez - (10, 24 e 38 — para abacaxi) e (26, 46 e 66 — para mamao) e

suspensdes de ascosporos de Neosartorya fischeri, com temperaturas e idades de produgao
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de 25°C por 1 e 3 meses, 30°C por 2 meses e 35°C por 1 e 3 meses. Os valores de ratio
para cada suco estdo baseados naqueles normalmente praticados pela industria de sucos.
Esporulacio das cepas

Garrafas de Roux, contendo aproximadamente 180 ml de Agar Extrato de Malte
(MEA, pH5,4, formulado conforme PITT & HOCKING (1985)), foram inoculadas com
0,5 ml da suspensdo previamente preparada da cepa de N. fischeri. Para a preparacdo da
suspensdo, e dispersdo dos esporos, transferiu-se, com o auxilio de uma alga estéril, um
fragmento da colonia do fungo para um tubo contendo 0,5 ml de solugdo 0,05% de Twen
80. A inoculacdo da suspensdo do fungo em garrafas de Roux foi feita transferindo-se
assepticamente o contetido do tubo para a garrafa. Essas foram incubadas a 25°C por 1 ¢ 3
meses, 30°C por 2 meses e 35°C por 1 e 3 meses para permitir a esporulacdo e o
desenvolvimento das estruturas de resisténcia térmica.

Coleta dos ascosporos das garrafas de Roux

Transcorrido cada periodo de produgdao dos ascdsporos, 25 mililitros de agua
destilada estéril foram transferidos para cada garrafa contendo os fungos, e a superficie foi
raspada levemente com o auxilio de pérolas de vidro e uma baqueta de vidro estéril. As
suspensdes resultantes foram filtradas através de camadas de gaze estéril, para remover os
fragmentos de hifas, e centrifugada a 4000 rpm por 10 minutos. Foi, entdo, realizada a
lavagem do precipitado seguido de nova centrifugagdo em dagua estéril e verificada
(microscopicamente) a obtengdo de ascoOsporos livres, ascos e a auséncia de hifas. As
suspensodes finais foram preparadas, ressuspendendo o precipitado em um volume de agua
suficiente para se obter suspensdes na ordem de 10* a 10° ascosporos/ml. As suspensdes
foram estocadas sob refrigeragdo em recipientes contendo pérolas de vidro (para facilitar a
homogeneizagdo antes do uso).

Determinacao da acidez de sucos de frutas

A acidez titulavel foi medida através da quantidade de acido presente no produto e
determinada pela adi¢do de uma solu¢do alcalina padrdo a um peso ou volume conhecido
de amostra, até que estivesse totalmente neutralizada.

Para a determinagcdo da acidez de produtos de frutas, utilizou-se solucdo de
fenolftaleina 1%, solucdo de hidroxido de so6dio 0,1 N padronizada com o seu respectivo
fator de correcao.

O célculo da acidez foi realizado através da equagao 01:

V*N*E*100

%..acidez = eq. 01
m*100
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V = volume da solucao de hidroxido de sédio gasto na titulagdo da amostra em ml.
N = normalidade da solucao de hidroxido de sodio utilizada na titulagdo, em Normal.
E = Equivalente grama do acido predominante na amostra.

m = massa da amostra em gramas, utilizada na titulacdo da amostra.

O resultado ¢ expresso em porcentagem de acidez, calculado conforme o acido
predominante na fruta que para os sucos estudados foi o acido citrico (m/m) (INSTITUTO
ADOLFO LUTZ, 1985).

Determinac¢ao do °Brix

A determinagdo do teor de solidos soltuveis totais, ou °Brix, foi feita pela adici¢ao
de 3 gotas do suco de fruta entre os prismas do equipamento de leitura (refratdmetro de
ABBE —Instruterm-), e feita em seguida a leitura em °Brix (expresso em grama de solidos
soluveis totais por 100 gramas de amostra.

Determinacio do Ratio (°Brix / acidez)

Uma vez determinados o °Brix e a acidez, pode-se determinar o ratio que ¢ a
relacdo entre ambos.
Ajuste dos valores de ratio
- Baixos valores de ratio

Para ajustar os valores de ratio, primeiramente fixou-se o °Brix dos sucos (12°Brix
para abacaxi e 13°Brix para mamao) e, em seguida, adicionou-se uma solucdo de acido
citrico 20 % no meio até que este apresentasse um valor de acidez de 1,2 para suco de
abacaxi ¢ 0,5 para suco de mamao. Para determinacdo do ratio, fez-se a relagdo do °Brix
do suco com a acidez encontrada apos adi¢ao de acido citrico, onde os mesmos foram de
10 e 26, respectivamente, para abacaxi e mamao.

- Elevados valores de ratio

Para ajuste destes valores de ratio, primeiramente, fixou-se a acidez natural dos
sucos (0,5 para suco de abacaxi e 0,28 para suco de mamao), em seguida adicionou-se uma
solucdo de agucar 60 % no meio até que este apresentasse um valor °Brix de 19 para suco
de abacaxi e 18,5 para suco de mamao. Para determinacdo do ratio fez-se a relagcdo do
°Brix encontrado pela adi¢do de agucar com a acidez do suco, onde os mesmos foram de
38 e 66, respectivamente, para abacaxi € mamao.

Determinacio das condicoes 6timas de ativacao dos ascosporos

Para a determinacdo das condi¢des Otimas de ativagdo dos ascosporos, foi utilizada
a temperatura de 85°C (BEUCHAT, 1986; GUMERATO, 1995; BAGLIONI, 1998 e
SALOMAO, 2002) durante os tempos 0 (controle), 5, 10, 15 e 20 minutos. Para todos os
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ensaios, foi utilizado suco de abacaxi ou mamao como meio de aquecimento. O método
utilizado foi o de tubos TDT selados. Nos tubos foram adicionados 0,2 ml da suspensdo de
ascosporos ¢ 1,8 ml de suco de abacaxi ou mamado, previamente autoclavados. Apos
homogeneizagdo, os tubos foram selados em macarico O,/GLP e aquecidos em agua
termostatico (Tecnal-TE-184), ajustado previamente a temperatura de 85°C. O tempo para
determinagdo da temperatura desejada foi determinado previamente para todos os ensaios.
Depois de transcorridos os tempos de aquecimento definidos, os tubos foram retirados do
banho e resfriados imediatamente.

Para a determinacdo do numero de ascosporos ativados, os tubos foram abertos
assepticamente (com o auxilio de um diamante cortador de vidro) e, em seguida, feitas
dilui¢des seriais, em dgua destilada autoclavada. A partir das diluicdes, foram realizados
plaqueamentos em profundidade com MEA (formulado conforme PITT & HOCKING,
1985) acrescido de 50 mg/l de rosa de bengala. A produgdo dos ascésporos realizou-se a
30°C e a leitura do nimero de colonias formadas foi realizada a partir do terceiro dia de
sua produgdo. A contagem foi expressa em UFC/ml.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A ativagdo térmica tem por finalidade interromper o estado de dorméncia dos
ascosporos pela aplicagdo de calor. As ativagdes otimas estdo apresentadas em diferentes
temperaturas e idades de producdo dos ascdsporos assim como em diferentes ratios. Os
tempos a 85°C, onde se obteve a maior quantidade de ascosporos ativados nas
temperaturas ¢ idade de producdo e ratios do meio de aquecimento, encontram-se nas

tabelas 1 e 2.

Tabela 1 — Tratamento de ativagdo utilizando, como meio de aquecimento, suco de abacaxi.

Ascosporos Tratamento para obtenc¢ao da
ativacao otima
T (°C) - produgao Ratio do Tempo de produgéo 85°C
dos ascosporos suco (meses)
25°C I més 10 5 minutos
25°C 1 més 38 10 minutos
25°C 3 meses 10 5 minutos
25°C 3 meses 38 10 minutos
35°C I més 10 10 minutos
35°C 1 més 38 10 minutos
35°C 3 meses 10 10 minutos
35°C 3 meses 38 15 minutos

30°C 2 meses 24 10 minutos
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A influéncia do ratio pode ser observada quando se compara o tratamento de 25°C
por 1 més e 25°C por 3 meses, nos ratios 10 e 38. Com ratio de 38, o tempo necessario
para ativagdo foi de 10 minutos a 85°C, enquanto que para ratio de 10, foi de 5 minutos a
mesma temperatura (tabela 1). Quando a temperatura de producdo dos ascésporos foi de
35°C, o mesmo efeito pode ser observado apenas para ascosporos com 3 meses de
producdo dos ascosporos, sendo necessarios 15 minutos para sua ativagdo. Uma maior
variacdo nos tratamentos de ativagdo ¢ observada em suco de mamao. Os resultados sdao

apresentados na tabela 2.

Tabela 2 — Tratamento de ativacdo, tendo, como meio de aquecimento, suco de mamao.

Ascosporos Tratamento para obtencio da
ativacao otima
T (°C) - produgdo Ratio do Tempo de produgio 85°C
dos ascosporos suco (meses)
25°C 1 més 26 5 minutos
25°C 1 més 66 10 minutos
25°C 3 meses 26 10 minutos
25°C 3 meses 66 15 minutos
35°C 1 més 26 10 minutos
35°C 1 més 66 15 minutos
35°C 3 meses 26 10 minutos
35°C 3 meses 66 20 minutos
30°C 2 meses 46 15 minutos

Para ascosporos aquecidos em meio com ratio de 66 e com temperatura e idade de
produgdo, respectivamente, de 35°C por 3 meses, o tempo requerido para ativagcdo Otima
foi de 20 minutos. O menor tempo de ativagdo foi conseguido para ascésporos produzidos
a 25°C por 1 més e com ratio do meio de aquecimento de 26, sendo este de 5 minutos.

As observacdes feitas nas tabelas 1 e 2 podem ser mais bem visualizadas nas
figuras 1 e 2 que apresentam as comparacdes das condi¢cdes onde foram necessarios os
maiores € 0s menores tratamentos para ativacdo. Pode-se verificar que para o suco de
abacaxi (Figura 1), é necessario um tempo maior de exposi¢ao ao calor para ascosporos
produzidos a 35°C por 3 meses e com ratio de 38 do que para as condi¢gdes de 25°C com
ratio de 10. Estes resultados estdio de acordo com SPLITSTTOESSER &
SPLITSTTOESSER (1977) ao verificarem que a taxa de ativagdo de ascosporos de
Byssochlamys fulva e Aspergillus (Neosartorya fischeri) era influenciada pela natureza do

meio de aquecimento, onde o tempo de ativacdo nos meios com maior concentracdo de
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solidos soluveis apresentava-se maior se comparado com 0s meios com menores ou

nenhuma concentra¢ao de sélidos soluveis.

log (N)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22
tempo (minutos)
Figura 1 — Curvas de ativacao utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento com
diferentes condi¢des para ativagao:- (0) 25°C e 3 meses de produgdo dos ascosporos e ratio
10, (o) 25°C e 1 més de produgdo dos ascoésporos e ratio 10 e (¢) 35°C e 3 meses de
producdo dos ascosporos e ratio 38.

Log (N)

tempo (minutos)

Figura 2 — Curvas de ativagdo utilizando suco de mamao como meio de aquecimento com
diferentes condigdes para ativacdo: (0) 35°C e 3 meses de produgdo dos ascdsporos e ratio
66 ¢ (0) 25°C e 1més de producao dos ascosporos e ratio 26.

Foi observado, especialmente para o suco de mamao (Figura 2), que o maior tempo
de produgdo dos ascésporos (3 meses) leva a um aumento do tratamento de ativagdo. Estes
resultados estdo de acordo com MARCOLINO (2003), que trabalhando com isolados
termorresistentes de N. fischeri de linha de processamento de bebida de uva (pH 3,0 e
14°Brix), produziu ascoésporos a 30°C, com idades de 1 e 3 meses. O autor construiu
curvas de ativagdo a 85°C para ambas as idades e obteve um tempo 6timo de ativagdo de
10 e 25 minutos, respectivamente. O mesmo efeito de ativacdo foi estudado por
BAGLIONI (1998) com ascosporos de N. fischeri, produzidos a 30°C por 1 e 3 meses. O

autor verificou um maior tempo requerido para ativacdo 6tima dos ascésporos a 85°C e
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com 3 meses de idade (20 minutos) em comparagao com ascosporos com 1 més de idade
(10 minutos). DELGADO (2001) trabalhou com ascésporos de N. fischeri produzidos a
30°C por 1 e 4 meses, usando, como meio de aquecimento, dgua destilada e obteve através
das curvas de ativagdo a 80°C para ascosporos com 1 més, e 85°C para ascosporos com 4
meses, um tempo 6timo de ativacao de 5 e 20 minutos, respectivamente.

SALOMAO (2002), trabalhando com ascosporos de N. fischeri produzidos a 30°C
por 1 més e utilizando, como meio de aquecimento, suco de maca (pH 3,5 e ratio do meio
de aquecimento de 48), obteve um tempo 6timo de ativagdo de 10 minutos. Este valor ¢
inferior ao encontrado nesta pesquisa para o suco de mamao com ratio de 46. Isto mostra
que pode haver influéncia de outros fatores na ativagcdo destes ascosporos.

Verificou-se que o aumento da temperatura de produgdo dos ascOsporos também
proporcionou o aumento do tempo de ativacdo. ENGEL & TEUBER (1991), em trabalho
de resisténcia térmica realizada com ascésporos de B.nivea produzidos em diferentes
temperaturas, verificou que, nas temperaturas mais elevadas, a termorresisténcia dos

ascosporos também se mostrava mais elevada.
CONCLUSAO

Os resultados da presente pesquisa mostram que os ascosporos de N. fischeri
desenvolvem maior dorméncia com o aumento especialmente do ratio do meio de
aquecimento, seguido da temperatura e da idade de sua produgdo. Evidenciou-se, também,
o efeito das condi¢des de obtengdo dos ascOsporos e das caracteristicas do meio de
aquecimento na ativa¢do de ascosporos de N. fischeri. Se 0 meio apresentar expressivas
concentragdes de solidos soluveis, ou seja, elevados valores de ratio, a resisténcia deste
fungo também ira se elevar devido ao efeito protetor por estes exercido.

Os resultados obtidos sdo de extrema importancia primeiramente devido ao fato de
existirem poucos dados na literatura, comparando diferentes fatores sobre a ativagdo 6tima
de ascosporos de fungos termorresistentes e também por ndo existir até entdo, estudos de
comparagdo do efeito de diferentes temperaturas de produg¢do dos ascosporos sobre a
ativacdo Otima destes. Estes resultados sdo importantes como base para o estudo da

resisténcia térmica deste fungo.
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4.1.1 - CONCLUSAO

Através deste estudo, verificou-se que os diferentes fatores, especialmente o ratio
do meio de aquecimento, tiveram influéncia no tempo de ativagao 6timo de ascosporos de
Neosartorya fischeri, € que a mesma deve-se ao efeito protetor que os solidos soluveis
exercem sobre estes microrganismos. Constatou-se ainda que a adi¢do de 4cido citrico nos
meios de aquecimento provocou a sensibilizagdo dos mesmos, obtendo-se assim tempos
menores de ativacdo. O aumento da temperatura e da idade de produgdo dos ascosporos faz
com que estes aumentem a sua termorresisténcia e com isso necessitem de um tempo maior
para sua maxima ativacao.

Os resultados obtidos nesta etapa servirdo de base para os estudos de resisténcia

térmica de N. fischeri que sdo apresentados a seguir.



INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA
TERMORRESISTENCIA DE NEOSARTORYA
FISCHERI EM SUCOS TROPICAIS
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4.2 - INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA
TERMORRESISTENCIA DE NEOSARTORYA

FISCHERI EM SUCOS TROPICAIS.

A resisténcia térmica de fungos filamentosos termorresistentes pode variar muito
com o meio de aquecimento, especialmente quando ocorre grande variacdo no ratio
(°Brix/acidez). RAJASHEKHARA et al (1996) contrastaram os dados de resisténcia
térmica de ascosporos de Neosartorya fischeri isolados de mamao, suco de manga, abacaxi
e “blendas” de mamao e abacaxi e verificaram um aumento de quatro vezes na resisténcia
térmica quando o teor de s6lidos soluveis nessas frutas variou de 10 a 45°Brix.

Nesta pesquisa, com o auxilio da metodologia de planejamento experimental
fracionario, fez-se o estudo da influéncia da temperatura e da idade de producdo dos
ascosporos de Neosartorya fischeri e do ratio (°Brix/acidez) do meio de aquecimento na
resisténcia térmica deste, em suco de mamdo e de abacaxi. Os ensaios de resisténcia
térmica foram realizados, utilizando o método de tubos TDT, selados, com ascdsporos
suspensos em suco de mamao ou abacaxi, e as temperaturas utilizadas, em todos os ensaios
de resisténcia térmica, foram de 80, 85 ou 90°C. Para o céalculo dos parametros cinéticos,
foi feita a lineariza¢do das curvas pelo método de ALDERTON & SNELL (1970). Os
valores de 1/k (parametro equivalente a “D”) obtidos em todos os ensaios foram
submetidos a analise de variincia e de estimagdo dos efeitos através do software Statistica
6.0. Os fatores foram considerados estatisticamente significativos quando p<0,05. Os
resultados sdo apresentados nos itens 2.1, para suco de mamao e 2.2, para suco de abacaxi
e a comparacao destes ¢ apresentada no item 2.3.

As tabelas e curvas com os resultados de todos os ensaios realizados estdo

apresentadas no Anexo II e III.
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4.2.1 - INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA
TERMORRESISTENCIA DE NEOSARTORYA
FISCHERI EM SUCO DE MAMAO.

Os experimentos foram realizados pela combinacdo de niveis e fatores e estdo

descritos na tabela 4.2.1.1.

Tabela 4.2.1.1 — Niveis e fatores utilizados no planejamento experimental para suco de mamao.

Niveis
Fatores 1 0 T
Temperatura de producdo dos ascdsporos (°C) 25 30 35
Ratio do meio de aquecimento (°Brix/acidez) 26 46 66
Idade de producdo dos ascosporos (meses) 1 2 3

Foram realizadas as resisténcias térmicas dos ascosporos de N. fischeri, em todos os
ensaios. As curvas de sobreviventes obtidas ndo foram lineares nos diferentes tratamentos
realizados, especialmente as temperaturas mais brandas. Foi necessaria a utilizagdo do
método de linearizacdo das curvas de sobreviventes para obtencdo dos parametros de
resisténcia térmica equivalentes a D e Z.

Na figura 4.2.1.1, apresenta-se um exemplo de inativacdo térmica de um dos
ensaios do planejamento experimental. Esta figura apresenta todas as curvas nas diferentes
temperaturas, com ratio do meio de aquecimento de 66, e suspensdes de ascosporos que
foram produzidos ap6s 3 meses de producdo dos ascosporos a 35°C. Observa-se a nao
linearidade nas curvas com temperaturas mais brandas (80 e 85°C). Com o aumento da
temperatura (90°C), a curva torna-se praticamente linear. KING et al (1979) também
observaram este fendmeno e constataram que as altas temperaturas mascaram a nao
linearidade das curvas, sendo necessaria a utilizagdo de temperaturas mais baixas para
evidenciar este fenomeno. O mesmo resultado foi observado por KING & HALBROOK
(1987), ARAGAO (1989), KING & WHITEHAND (1990), BAGLIONI (1998) e
SALOMAO (2002).
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Figura 4.2.1.1 — Curva de inativagdo térmica de ascosporos de N. fischeri a (0) 80°C, (O)
85°C e (0) 90°C em suco de mamao (ratio 66 e ascosporos produzidos a 35°C por 3
meses).

O primeiro procedimento para a linearizagdo das curvas ¢ o célculo do valor do
parametro “a”, que ¢ obtido pelo inverso da curva extraida do grafico log (log No — log N)
versus log (t) (figura 4.2.1.2). O valor de “a” foi obtido, através do tratamento menos
severo (80°C) e, a partir do valor encontrado, procedeu-se a linearizacdo das curvas dos
tratamentos mais severos. Isto se deve ao fato de a curva de sobreviventes, a 80°C,
apresentar o maior “ombro” dentre as demais. O valor do expoente “a” calculado a 80°C,
para este ensaio, e o coeficiente de correlacio (r*) foram de 0,603 e 0,9075,

respectivamente.

0,8

Log (Log No - Log N)

Log (t)

Figura 4.2.1.2 - Curva linearizada para a determinacdo do parametro “a” a temperatura de
80°C.

Os valores de resisténcia térmica (1/k) — equivalente a “D” e os valores de Z* e
seus respectivos coeficientes de correlagdo, para ascosporos de N. fischeri, foram
calculados a partir das equacdes das curvas linearizadas. Estes valores sdo provenientes das

equacdes das curvas linearizadas do grafico (log No — log N)* versus (tempo), sendo o



60

valor de 1/k calculado pelo inverso da inclinacao destas curvas. A figura 4.2.1.3 apresenta
os graficos de linearizacdo das curvas de sobreviventes para o ensaio analisado.

A partir dos gréficos, foi possivel a determinacdo do parametro equivalente a “D”,
para cada temperatura, correspondendo a 158,73 min para a temperatura de 80°C, 28,01

min para 85°C e 2,97 min para 90°C.

3,0 [

(Log No - Log N)*0,6031
P

0 SIO 1 (IJO 1 I50 2(I)0 2;0 360 350
tempo (minutos)
Figura 4.2.1.3 - Curvas de linearizagao da inativacao térmica de ascosporos de N. fischeri
a 80(0), 85(0) e 90°C (o) em suco de mamao (ensaio 5 — temperatura e idade de produgao
dos ascosporos = 35°C por 3 meses, e ratio do meio de aquecimento = 66).

As equagoes de cada reta sdo apresentadas abaixo:

(log No —log N)"**' = 0,0063¢ — 0,08 (para 80°C)  equacgdo 4.2.1.1
(log No —log N)"*" = 0,0342¢ — 0,039 (para 85°C)  equagio 4.2.1.2
(log No —log N)***" = 0,3368¢ —0,1021 (para 90°C)  equacio 4.2.1.3

A figura 4.2.1.4 apresenta a determinacdo do valor de Z* (equivalente a Z) para
ascosporos de N. fischeri, onde o valor de Z* encontrado foi de 5,79°C, com um

coeficiente de correlagao de 0,993.
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Figura 4.2.1.4 - Determinacdo de Z* para Nesartorya fischeri (curva TDT-equivalente).
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A tabela 4.2.1.2 contém os resultados obtidos para os demais ensaios. Sao
apresentados os valores do expoente “a” calculados a 80°C e os valores de 1/k para os
diferentes ensaios realizados as temperaturas de 80, 85 e 90°C. A tabela apresenta, ainda,
os valores de Z* para cada condi¢io. Os valores de r’, para todos os ensaios, apresentaram-
se na faixa de 0,90 a 0,99. O ensaio 1 foi realizado a partir de uma suspensdo de
ascosporos de N. fischeri que foi coletada de uma producdo a 25°C, por 1 més, e sua
resisténcia térmica realizada em suco de mamdo com ratio 26. Assim adotou-se a
simbologia (25-1-26) para designar a temperatura e a idade de producdo dos ascdsporos e o

ratio do meio de aquecimento no qual se determinou a sua resisténcia térmica.

Tabela 4.2.1.2 — Matriz do planejamento fracionario experimental 2* para os diferentes valores do expoente
“a” e dos parametros de resisténcia 1/k (equivalente a D) e Z* (equivalente a 7).

Fatores
Ensaios T R . Expoente | 1/k §0°C 1/k $5°C 1/k ?0°C 7*

“a” (min) (min) (min) (°C)
1- (25-1-26) = B I B | 0,50 74,6 16,89 2,37 6,4
2-(25-3-26) | -1 | -1 1 0,62 78,1 18,87 2,50 6,7
3-(25-1-66) | -1 1 -1 0,75 119,0 19,23 1,81 5,9
4-(253-66) | -1 | 1 1 0,36 135,1 27,25 2,67 5,7
5 - (35-3-66) 1 1 1 0,60 158,7 28,01 2,97 5,8
6 - (35-1-66) 1 1 -1 0,47 133,33 23,92 2,68 5,8
7 - (35-3-26) 1 -1 1 0,47 108,66 27,62 2,80 6,3
8 - (35-1-26) 1 -1 -1 0,37 101,00 25,32 2,43 6,0
9-(30-2-46) | 0 | 0 | 0 0,39 149,24 31,06 3,05 6,02
10 - (30-2-46) | 0 0 0 0,58 138,89 27,17 2,96 5,98
11-(302-46) | 0 | 0 | 0 0,55 147,06 31,54 2,94 5,9

Legenda:

T = Temperatura (°C)
R = Ratio (°Brix/acidez)
I =1Idade (meses)

Os resultados da tabela 4.2.1.2 foram submetidos a analise de variancia e de
estimativa dos efeitos através do software Statistica 6.0 e sdo apresentados na tabela

4.2.1.3. Os fatores sdo considerados estatisticamente significativos quando p < 0,05.
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Tabela 4.2.1.3 - Analise de variancia e estimativa dos efeitos para as variaveis respostas estudadas - valores
de DeZ*.

Variavel resposta 1/ k Variavel resposta
1/k a 80°C 1/k a 85°C 1/k a 90°C VA

Fatores

Efeito Valor-p |Efeito Valor-p |Efeito  Valor-p |Efeito Valor-p

()-T°C 23,70 0,025 | 6,11 0,007 | 0382 0,009 |-0213 0,049
(2) - Ratio | 4594 0,006 | 2,59 0,041 | 0,008 0830 |-0,512 0,009
(3)-Idade | 13,16 0,007 | 425 0016 | 0413 0,008 | 0,069 0,290
()por 2) | -4,76 0,342 | -247 0,059 | 0202 0073 | 0,183 0,064
(ypor(3) | 337 0474 | -044 0498 | -0,081 0,163 | 0,028 0,623
(2)por(3)| 7,57 0,188 | 2,11 0,060 | 0,161 0071 |-0206 0,052

Analisando-se a variavel resposta (valor de 1/k), para temperatura de 80°C, onde
todos os fatores tiveram efeito significativo, verifica-se uma estimativa de aumento da
resisténcia térmica de N. fischeri de, aproximadamente, 45%, 13% e 23%,
respectivamente, para ratio, idade e temperatura de produgdo dos ascosporos, quando estes
fatores passam de um nivel inferior (temperatura ¢ idade de producdao dos ascosporos de
25°C e 1 més e ratio 26) para um nivel superior (temperatura ¢ idade de producao dos
ascosporos de 35°C e 3 meses e ratio 66). As figuras 4.2.1.5 e 4.2.1.6 apresentam as
superficies de resposta e as curvas de niveis construidas para a variavel resposta valor de
1/k a 80°C, respectivamente, para temperatura versus idade de producdo dos ascosporos e

ratio versus temperatura de producdo dos ascosporos.

DV:K 0

1/k 80°C
1/k 80°C
1/k 80°C g6 X
I 1065
I 110,522
1065 B 114,545
I 110522 [ 118,568
I 114545 1122591
[ 118,568 - 1126614
1122591 Idade ; v, [ 130,636
1126614 e (s T° I 134,659
[ 130,636 I 138,682
= ggggg w0, \
I I above !
W 10705 12 08 04 00 04 08 12
I ahove TC

Figura 4.2.1.5 - Superficie de resposta e curva de nivel para a variavel resposta valor de 1/k
a 80°C para os fatores temperatura versus idade de produ¢do dos ascosporos.
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A equacao do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.1.5

que correlaciona os fatores temperatura de produgdo e idade de producao dos ascosporos €

apresentada na equacgdo 4.2.1.4:

UK =122,17 + 11,85*T°C + 6,58* IDADE equacio 4.2.1.4

DV:K 80 12 DV:K_80

1/k 80°C
1/k 80°C 1/k 80°C
[ 84,545
I 92,144
I 84545 I 99,743
= gg,;ﬁ 107,341
b 114,94
[0 107,341 1122539
11494 [ 130,138 '
1122539 M 137,737
[0 130,138 I 145,335
137,737 I 15293 -1,
I 14533 I above
I 152,934
I above

T
Figura 4.2.1.6 - Superficie de resposta e curva de nivel para a variavel resposta valor de 1/k
a 80°C para os fatores ratio versus temperatura de producao dos ascosporos.

A equacao do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.1.6
que correlaciona os fatores temperatura de produgdo dos ascosporos e o ratio ¢ apresentada

na equacdo 4.2.1.5:

VK =122,17 + 11,85*T°C + 22,974*RATIO equacio 4.2.1.5

Avaliando-se a variavel resposta 1/k a 85°C, verifica-se que todos os fatores
apresentaram efeito significativo (p<0,05). Estes fatores, ao passarem de niveis inferiores
para niveis superiores, proporcionaram um aumento na resisténcia térmica de 6,11; 2,59 e
4,25 %, respectivamente, para os fatores temperatura, ratio ¢ idade. As figuras 4.2.1.7 ¢
4.2.1.8 apresentam as superficies de resposta e as curvas de niveis construidas para a
variavel resposta valor de 1/k a 85°C, para temperatura de produg@o dos ascdsporos versus

ratio e idade versus temperatura de produgdo dos ascosporos, respectivamente.
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Figura 4.2.1.7 - Superficie de resposta e curva de nivel para a variavel resposta valor de 1/k
a 85°C para os fatores ratio versus temperatura de produgdo dos ascdsporos.

A equagdo do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.1.7
que correlaciona os fatores ratio e temperatura de produgdo dos ascosporos ¢ apresentada

na equagao 4.2.1.6:

/K = 25,49 + 3,05*T°C + 1,295* RATIO equacio 4.2.1.6

08

1/k 85°C
1/k 85°C a
1/k 85°C I 20,077 < 00

20077 I 21208 =
B 21208 B 2234
2% s 04
= 3471 [ 24,602
124602 125734
o573 B 26865 08
[ 26,865 I 27,997
B 27997 M 29,128
9128 0%,
I 30,259 I ztove 12 08 04 00 04 08 12
I above

TC
Figura 4.2.1.8 - Superficie de resposta e curva de nivel para a variavel resposta valor de 1/k

a 85°C para os fatores idade de producao dos ascésporos versus temperatura de produgdo
dos ascdsporos.
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A equacao do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.1.8
que correlaciona os faotres idade de produ¢do e temperatura de producao dos ascosporos €

apresentadana equagao 4.2.1.7:

1/K = 25,49 + 3,05*T°C +2,129*IDADE equacio 4.2.1.7

Avaliando-se a variavel resposta 1/k a 90°C, verifica-se que os fatores temperatura
e idade de producdo dos ascosporos apresentaram efeito significativo (p<0,05). As
figuras 4.2.1.9 e 4.2.1.10 apresentam as superficies de respostas ¢ as curvas de niveis
construidas para a variavel resposta valor de 1/k a 90°C, respectivamente, para idade
versus temperatura de produgao dos ascosporos e ratio versus temperatura de produgdo dos

ascOsporos.

1/k 90°C
1/k 90°C
220
= =
3% 2
B 2463 B 2463
25 LJ2%
Cloer 2637
= = 2724
* PR
281t —
2898
25 —
I '

B s Ml aboe 08 04 00 04 08 12
TC

Figura 4.2.1.9 — Superficie de resposta e curva de nivel para a variavel resposta valor de
1/k a 90°C para os fatores idade versus temperatura de producdo dos ascosporos.

A equagao do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.2.9
que correlaciona os fatores idade de producao e temperatura de produgao dos ascosporos ¢é

apresentada na equagao 4.2.1.8:

I/K = 2,652 +,191*T°C + ,206*IDADE equacio 4.2.1.8
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Figura 4.2.1.10 — Superficie de resposta e curva de nivel para a varidvel resposta valor de
1/k a 90°C para os fatores ratio versus temperatura de produgao dos ascosporos.

A equacdao do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura
4.2.1.10 que correlaciona os fatores ratio e temperatura de produgdo dos ascosporos ¢é

apresentada na equacdo 4.2.1.9:

/K= 2,65 +,1917*T°C + ,0044* RATIO equagio 4.2.1.9

Nas temperaturas mais elevadas, os efeitos provocados pelas variagdes dos fatores
foram bem inferiores aos apresentados a 80°C. Estes resultados mostram que as
temperaturas mais altas, o efeito da variagdo dos fatores ¢ mascarado pelo efeito da
temperatura de tratamento térmico.

Na presente pesquisa, o aumento do valor de ratio de valores inferiores (26) para
valores superiores (66) foi conseguido pela adicdo de solugdo de sacarose no meio de
aquecimento. Verificou-se que esta mudanga ocasionou um expressivo aumento da
resisténcia térmica, como se pode observar pela analise de variancia, pelas superficies de
resposta e pelas curvas de niveis, especialmente para a varidvel resposta valor de 1/k a
80°C, onde o0 aumento da resisténcia térmica foi de 45 %.

TOURNAS & TRAXLER (1994) constataram que ascosporos de Neosartorya
fischeri aquecidos a 85, 88, 90, 95 e 100°C, por 1 hora, em suco de abacaxi concentrado
(42,7°Brix), apresentaram uma maior resisténcia térmica, em comparagdo com o suco de
abacaxi (12,6°Brix) e dgua destilada. RAJASHEKLARA et al (1996) verificaram que a

resisténcia térmica de ascosporos de Neosartorya fischeri aumentou, em até quatro vezes,
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quando o teor de solidos soluveis do meio de aquecimento utilizado (suco de manga)
variou de 10 a 45°Brix.

Verificou-se, também, na presente pesquisa, que o aumento da temperatura de
produgdo dos ascosporos leva ao aumento da resisténcia térmica, onde ao se trabalhar com
as mesmas condic¢oes de ratio do meio de aquecimento e idade de producao dos ascosporos
e ao se variar somente a temperatura de produgdo, os ascOsporos mostraram maior
termorresisténcia com a sua elevagdo, comprovando-se assim a influéncia da temperatura
de producao dos ascésporos no aumento da resisténcia térmica de Neosartorya fischeri.
Pela andlise de variancia para a variavel resposta valor de 1/k a 80°C, este aumento da
resisténcia térmica foi de 23 %, podendo ser visualizado pelas superficies de resposta e
pelas curvas de niveis desta resposta.

A avaliacdo do efeito de diferentes temperaturas de producao dos ascosporos (20,
25, 30 e 35°C), na resisténcia térmica de ascosporos de Talaromyces flavus, foi realizada
por KING JR. & WHITHAND (1990). Eles obtiveram a maior resisténcia para os
ascosporos armazenados a 20 e 35°C.

Pode-se observar, através da andlise dos resultados experimentais e da andlise de
variancia ¢ de estimativa dos efeitos da presente pesquisa, que o fungo Neosartorya
fischeri apresenta menor termorresisténcia para meios de aquecimento com baixos valores
de ratio. Estes valores foram conseguidos pela adi¢do de acido citrico 20 % ao meio de
aquecimento. RAJASHEKLARA et al (1998), em trabalho de resisténcia térmica realizada
com ascosporos de Neosartorya fischeri, e utilizando como meio de aquecimento suco de
manga com diferentes adi¢des de acidos organicos (acido malico, citrico e tartarico),
verificaram que as mais baixas resisténcias térmicas dos ascdsporos em tratamento térmico
a 85°C deram-se quando o meio de aquecimento continha 4cido citrico.

O aumento da resisténcia térmica de ascosporos de Neosartorya fischeri ocasionado
pelo aumento da idade de sua producao também pode ser observado na presente pesquisa.
Ao fixarmos a temperatura de producao dos ascdsporos e o ratio do meio de aquecimento e
ao variarmos a idade de producdo, verifica-se que a resisténcia térmica aumenta. Pela
analise de variancia, verificou-se que este aumento da resisténcia térmica foi de 13 %.

TOURNAS & TRAXLER (1994), em estudos com ascosporos de N. fischeri de 1,
2, 3 e 6 meses de producdo ¢ isolados de suco de abacaxi, puderam verificar que os
ascosporos com maior idade apresentaram resisténcia térmica superior aos de menor idade.

A figura 4.2.1.11 apresenta a superficie de resposta e a curva de nivel construida

para a varidvel resposta valor de Z*, onde os fatores temperatura de produgdo dos
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ascosporos e ratio apresentaram efeito significativo na resisténcia térmica de N.fischeri. A
estimativa de aumento apresentada por estes fatores foi de, aproximadamente, 0,21 e

0,51%, respectivamente.

UV. VALUN L _

7+(°C)

Z*(0 T 2 0

Z*4(°C) 5003
A I 598
W50 [ 6,062
5% 6142
606 > e
6 Ratio . B 6,302
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Figura 4.2.1.11 — Superficie de resposta e curva de nivel obtida para os fatores temperatura
de produgao dos ascosporos e ratio para a variavel resposta valor de Z*.

A equacdo do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura
4.2.1.11 que correlaciona os fatores temperatura de produgdo dos ascosporos € o ratio €

apresentada na equacdo 4.2.1.10:

Z*= 6,05 -,1062* T°C - ,2556*RATIO equacio 4.2.1.10

Os valores obtidos para Z*, nesta pesquisa, estdo na faixa dos valores apresentados
na literatura. SALOMAO (2002), em pesquisa realizada com ascosporos de N.fischeri
produzidos a 30°C por 1 més e utilizando como meio de aquecimento suco de macga
(14°Brix, pH 3,5) e ratio de 48 (dado ndo publicado), encontrou um valor de Z* de 4,59°C.
ARAGAO (1989), em pesquisa realizada com N.fischeri e utilizando suco de morango
como meio de aquecimento (15°Brix, pH 3,0), encontrou um valor de Z* de 6,17°C.

Os ensaios realizados nas menores temperaturas de produciao dos ascosporos € nos
menores ratios do meio de aquecimento apresentaram os maiores valores de Z* (6,7°C).
Porém a medida que houve um aumento da temperatura de produgdo dos ascésporos e do

ratio do meio de aquecimento, os valores de Z* se reduzem (5,7°C). Desta maneira,
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constatou-se que o aumento da ratio assim como da idade e da temperatura de producao
exercem influéncia na reducgao dos valores de Z* .

Com os valores de Z* e 1/k (equivalente a D) de todos os ensaios, foi possivel o
calculo dos valores de esterilizagdo (F) para o suco de mamao. Este célculo foi feito com o
objetivo de verificar se o tratamento térmico comercial aplicado no suco de mamao ¢
suficiente para destruir os ascosporos do fungo Neosartorya fischeri. O tratamento térmico
aplicado em suco de mamao ¢, geralmente, de 100°C/30 segundos. Como os valores de
1/k, obtidos nesta pesquisa, somente foram calculados para 80, 85 e 90°C, fez-se
necessario obtengdo do valor de 1/k para 100°C, utilizando-se a equagdo da ‘“‘curva
fantasma” (curva TDT-equivalente).

Pelos graficos das curvas fantasmas (Anexo II — figuras A31 e A32), foram obtidas

as seguintes equagdes para todos 0s ensaios:

1- (25-1-26) - (logk) = 13,894 — 0,1498 T
2 - (25-3-26) - (log k) = 13,898 — 0,1495 T
3 - (25-1-66) - (logk) = 16,647 - 0,1818 T
4 - (25-3-66) - (log k) = 15,805 — 0,1708 T
5 - (35-3-66) - (log k) = 16,068 — 0,1728 T
6 - (35-1-66) ~(logk) = 15,757 - 0,1697 T
7 - (35-3-26) - (log k) = 14,807 — 0,1589 T
8 - (35-1-26) ~(logk)=15,03-0,1619 T
9 - (30-2-46) ~(logk)=15,75-0,169 T
10 - (30-2-46) ~(logk) = 15,553 —0,1671 T
11 - (30-2-46) - (logk) = 15,814 - 0,1698 T

Substituindo o valor de T (temperatura) das equagdes por 100°C, encontramos
novos valores para k e 1/k:

1- 1/k = 0,082 min = 4,92 segundos 7 - 1/k=0,0612 min = 3,67 segundos
2 - 1/k= 0,087 min = 5,02 segundos 8 - 1/k = 0,0643 min = 3,85 segundos
3 -1’k=0,029 min = 1,76 segundos 9 - 1/k = 0,071 min = 4,25 segundos
4 -1/k = 0,058 min = 3,49 segundos 10 - 1/k = 0,069 min = 4,18 segundos
5-1/k=0,069 min =4,15 segundos 11 - 1/k = 0,068 min = 4,09 segundos
6 - 1/k = 0,083min = 4,95 segundos

Para o célculo do valor de esterilizacao (F) a 100°C, ainda sdo necessarias duas
consideragdes:

1) Populagio inicial de N. fischeri (No) = 107 ascésporos/ml, conforme

encontrou BAGLIONI (1998), investigando a ocorréncia deste fungo em

pasta de tomate. Considerando que a embalagem utilizada para o suco de

mamao foi de 300 ml, temos: No = 3,0 ascdsporos/embalagem.
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2) Considerando a probabilidade de sobrevivéncia de 1 ascosporo de N.

fischeri em 1000 (10°) embalagens, temos que o nimero de redugdes
decimais (y) necessarias € 4, ou seja, (y = 4).

Seja F definido como: F= y. D

F100oc = 4 . D1ooec

Fio0ec (ensaiol) = 4* 4,92 s = 19,68 segundos

Fio0ec (ensaio2) = 4* 5,20 s = 20,80 segundos

Fio0oc (ensaio3) = 4* 1,76 s = 7,04 segundos

Fio0ec (ensaio4) = 4* 3,49 s = 13,96 segundos

Fio0ec (ensaio5) = 4* 4,15 s = 16,60 segundos

Fio0oc (ensaio6) = 4* 4,95 s = 19,80 segundos

Fio0oc (ensaio7) = 4* 3,67 s = 14,68 segundos

Fio0ec (ensaio8) = 4* 3,85 s = 15,40 segundos

Fiooec (ensaio9) = 4* 4,25 s = 17,00 segundos

Fio0ec (ensaiol0) = 4* 4,18 s = 16,72 segundos

Fiooec (ensaioll) = 4* 4,09 s = 16,36 segundos

Diante destes resultados, verifica-se que o tempo de tratamento térmico aplicado
pelas industrias, em suco de mamao (100°C/30segundos), ¢ suficiente para se obter a
reducdo decimal esperada.
Considerando-se um grau de seguranca maior, para a probabilidade de
sobrevivéncia de 1 ascosporo de N. fischeri em 10° embalagens, teremos, v = 7.
F100°.c = 7 . D1goec
Fio0ec (ensaiol) = 7* 4,92 s = 34,44 segundos
Fio0ec (ensaio2) = 7* 5,20 s = 36,40 segundos
Fiooec (ensaio3) = 7* 1,76 s = 12,32 segundos
Fiooec (ensaio4) = 7* 3,49 s = 24,43 segundos
Fio0ec (ensaio5) = 7* 4,15 s = 29,05 segundos
Fio0ec (ensaio6) = 7* 4,95 s = 34,65 segundos
Fiooec (ensaio7) = 7* 3,67 s = 25,69 segundos
Fio0ec (ensaio8) = 7* 3,85 s = 26,95 segundos
Fiooec (ensaio9) = 7* 4,25 s = 29,756 segundos
Fio0ec (ensaiol0) = 7* 4,18 s = 29,26 segundos
Fiooec (ensaioll) = 7* 4,09 s = 28,63 segundos
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Considerando este maior grau de seguranca, verifica-se que, para alguns ensaios, o
tratamento térmico aplicado na industria (100°C/30 segundos), seria insuficiente para
garantir este grau de seguranga pois estes valores de esterilizagdo sdo superiores a 30

segundos.
CONCLUSAO

Todos os fatores analisados mostraram influéncia significativa no aumento da
resisténcia térmica de N. fischeri. Os resultados evidenciaram o aumento da resisténcia
térmica deste fungo com o aumento especialmente do ratio do meio de aquecimento,
seguida da temperatura e da idade de produ¢do dos ascosporos.

Verificou-se que a diminui¢do do ratio proporcionou uma maior sensibilidade
destes ascosporos ao calor. Porém, o aumento do ratio mostrou efeito inverso, onde a
adicdo destes no meio de aquecimento ocasionou um aumento de 45% na resisténcia
térmica de Neosartorya fischeri, exercendo, desta maneira, um efeito protetor sobre estes
ascosporos, fato este também constatado na literatura.

Na industria, o tratamento térmico aplicado a sucos de mamao ¢é suficiente para se
atingir a probabilidade de 1 ascdsporo de N. fischeri em cada 1000 embalagens. Constatou-
se, entdo que, mesmo sucos com expressivos valores de ratio ndo estdo causando riscos a
saude do consumidor. Entretanto, se um grau de seguranga maior, for requerido, como por
exemplo, a probabilidade de sobrevivéncia de 1 ascosporo de Neosartorya fischeri em um
milhdo de embalagens, o tratamento térmico aplicado na industria de sucos ndo seria

suficiente.
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4.2.2 - INFLUENCIA DE DIFERENTES FATORES NA
TERMORRESISTENCIA DE NEOSARTORYA
FISCHERI EM SUCO DE ABACAXI.

Os experimentos foram realizados pela combinacdo de niveis e fatores e estdo

descritos na tabela 4.2.2.1.

Tabela 4.2.2.1 — Niveis e fatores utilizados no planejamento experimental para suco de
abacaxil.

Niveis
Fatores 1 0 1
Temperatura de producdo dos ascosporos (°C) 25 30 35
Ratio do meio de aquecimento (°Brix/acidez) 10 24 38
Idade de producao dos ascosporos (meses) 1 2 3

Foram realizadas as determinagdes de resisténcia térmica dos ascosporos de M.
fischeri, de todos os ensaios. As curvas de sobreviventes obtidas ndo foram lineares nos
diferentes tratamentos realizados, especialmente, as temperaturas mais brandas. Foi
necessaria a utilizagdo do método de linearizagdo das curvas de sobreviventes para
obtenc¢do dos parametros de resisténcia térmica equivalentes a D e Z. Em todos os ensaios,
determinou-se a resisténcia térmica, utilizando-se como meio de aquecimento suco de
abacaxi com diferentes valores de ratio (°Brix/acidez) e suspensdes de ascdsporos com
diferentes temperaturas e idade de produ¢do, conforme apresentado na tabela 4.2.2.1.

Na figura 4.2.2.1, apresenta-se um exemplo das curvas linearizadas de um dos
ensaios do planejamento experimental onde, a partir das mesmas, obtém-se os valores de

1/k para este ensaio.
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Figura 4.2.2.1 - Curvas de sobreviventes linearizadas de ascosporos de N. fischeri a ()80,
(o) 85 e (0) 90°C em suco de abacaxi (ensaio 9 — temperatura e idade de producdo dos
ascosporos = 30°C e 2 meses, € ratio do meio de aquecimento = 24).

As equagoes de cada reta sdo apresentadas abaixo:
(log No —log N)"™*** =0,007t —0,0585 (1> =0,9801) para 80°C equacio 4.2.2.1
(log No —log N )***** = 0,0459¢ — 0,0636 (r* = 0,9009) para 85°C equacio 4.2.2.2

(log No —log N )***** = 0,4704¢ — 0,1258 (1* = 0,9350) para 90°C equaciio 4.2.2.3

A tabela 4.2.2.2 contém os resultados obtidos para os demais ensaios. Sao
apresentados os valores do expoente “a” calculados a 80°C e os valores de 1/k para os
diferentes ensaios realizados, as temperaturas de 80, 85 e 90°C. A tabela apresenta ainda os
valores de Z*, para cada condicdo. Os valores de 1, para todos os ensaios, apresentaram-se
na faixa de 0,90 a 0,99. O ensaio 1 foi realizado a partir de uma suspensao de ascdsporos
de N. fischeri que foi coletada de uma producdo a 25°C por 1 més, e sua resisténcia térmica
realizada em suco de abacaxi com ratio 10. Assim, adotou-se a simbologia (25-1-10) para
designar a temperatura ¢ a idade de producdo dos ascosporos € o ratio do meio de

aquecimento no qual se determinou a resisténcia térmica.
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Tabela 4.2.2.2 — Matriz do planejamento fracionario experimental 2° para os diferentes

[P -4)

valores do expoente “a” e dos parametros de resisténcia 1/k (equivalente a D) e Z*
(equivalente a Z).

Fatores
. . 1/k 80°C | 1/k 85°C | 1/k 90°C 7*

Ensaios R | T a (min) (min) (min) °C)
1-(25-1-10) -1 -1 | -1 0,156 56,18 12,51 1,52 6,39
2 -(25-3-10) -1 ] -1 | +1 0,161 62,11 14,81 1,45 6,13
3 -(25-1-38) -1 | +1 | -1 0,177 71,42 17,92 1,65 5,79
4 - (25-3-38) -1 | +1 | +1 0,175 87,71 20,40 2,24 5,86
5-(35-1-10) +1 | -1 | -1 0,174 88,49 14,28 1,39 5,86
6 - (35-3-10) +1 | -1 | +1 0,180 88,49 14,99 1,78 5,37
7 - (35-1-38) +1 | +1 | -1 0,162 113,6 21,93 1,74 6,01
8 - (35-3-38) +1 | +1 | +1 0,723 142,8 19,34 1,97 5,91
9 -(30-2-24) 0 0 0 0,480 142,8 21,78 2,12 5,47
10-(30-2-24) | O 0 0 0,579 135,1 21,93 2,18 5,58
11-(30-2-24) | O 0 0 0,532 135,1 20,24 2,12 5,54

Legenda:

T = Temperatura (°C)
R = Ratio (°Brix/acidez)
I =1Idade (meses)

Os resultados da tabela 4.2.2.2 foram submetidos a andlise de variancia e de
estimativa dos efeitos através do software Statistica 6.0. Os fatores sdo considerados
estatisticamente significativos quando p < 0,05.

A tabela 4.2.2.3 apresenta o resultado da analise estatistica. Observa-se que, para a
variavel resposta valores de 1/k a 80°C, todos os fatores apresentaram efeito significativo.
Avaliando-se os valores de 1/k a 85°C, todos os fatores analisados apresentaram efeito
significativo. Analisando-se a varidvel resposta valor de 1/k a 90°C, verifica-se que os
fatores idade e temperatura de produgdo dos ascdsporos e a intera¢do do ratio com a idade
de produgdo apresentaram efeito significativo (p < 0,05). Para a variavel resposta valor de
Z*, os fatores significativos foram o ratio ¢ a idade de produgdo dos ascosporos e as
interagdes entre ratio com idade de producdo ((1) por (2)) e idade de producdo com

temperatura de producdo dos ascosporos ((2) por (3)).
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Tabela 4.2.2.3 - Andlise de variancia e estimativa dos efeitos para as variaveis respostas
estudadas - valores de D e Z*.

Variavel resposta 1/ k

Fatores Variavel resposta Z*
1/k a 80°C 1/k a 85°C 1/k a 90°C
Efeito Valor-p | Efeito Valor-p | Efeito  Valor-p Efeito Valor- p
(1)- Ratio 40,85  0,0027 | 3,33 0,037 0,006 0,787 -0,25 0,023
(2) —Idade | 28,20  0,0058 | 4,39 0,021 0,385 0,003 -0,36 0,011
3)-T°C 14,71  0,0208 | 4,57 0,02 0,259 0,007 0,125 0,084
(1) por (2) 7,75 0,069 -1,10 0,23 -0,074 0,022 0,067 0,226
(1) por (3) 3,63 0,234 2,18 0,08 0,003 0,890 0,216 0,070
(2) por (3) 7,99 0,658 -0,39 0,61 0,126 0,078 0,180 0,083

Analisando-se a varidvel resposta valor de 1/k a 80°C, verifica-se que todos os

fatores analisados foram significativos e apresentaram uma estimativa de aumento da

resisténcia térmica de N. fischeri de, aproximadamente, 41 %, 28% e 14%, para ratio,

idade e temperatura, respectivamente, quando estes fatores passam de um nivel inferior

para o nivel superior.

As figuras 4.2.2.2 e 4.2.2.3 apresentam as superficies de resposta e as curvas de

niveis construidas para a variavel resposta valor de 1/k a 80°C, respectivamente, para

temperatura versus idade de produgdo dos ascosporos e ratio versus idade de produgdo dos

ascosporos. Através dessas observagdes, pode-se constatar que o fungo N. fischeri

apresenta maior resisténcia térmica para meios de aquecimento com ascosporos com idade

mais elevada, aquecidos em meio com ratio elevado. Este fato ¢ intensificado com o

aumento da temperatura de produ¢do dos ascosporos.

1/k 80°C
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Figura 4.2.2.2 - Superficie de resposta e curva de nivel para a varidvel resposta valor de 1/k

a 80°C para os fatores idade versus temperatura de produgdo dos ascosporos.
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A equacao do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.2.2
que correlaciona os fatores temperatura de produgdo e idade de producao dos ascosporos €
apresentada na equagdo 4.2.2.4:

1/K= 103.3 + 14,10 *Idade + 7,35 *T°C equacio 4.2.2.4

UV.N UL 19 e

f X “‘0:‘::::::3‘ 1/k 80°C

1/k 80°C ! M‘ 0“ T

1/k 863 % W o
74716 B 89,782
82249 o6 -4
I 80782 1104849
I 97316 . 1112382
1 104849 - AN B 19915 g
12382 o Ratio I 127449
[ 119915 3 ‘ I 134982
B B
B 142515
I above RATIO

Figura 4.2.2.3 - Superficie de resposta e curva de nivel para a variavel resposta valor de 1/k
a 80°C para os fatores ratio versus idade de producao dos ascosporos.

A equacdo do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.2.3
que correlaciona os fatores ratio ¢ idade de producdo dos ascosporos ¢ apresentada na
equagdo 4.2.2.5:

1/k = 103,3 + 20,43 *RATIO + 14,10*IDADE equacio 4.2.2.5

Na presente pesquisa, o aumento do valor de ratio de valores inferiores para valores
superiores foi conseguido pela adi¢do de solugdo de sacarose no meio de aquecimento.
Verificou-se que esta mudanca ocasionou um aumento da resisténcia térmica, em relagado
aos outros fatores.

SALOMAO (2002), em pesquisa realizada com ascosporos de N. fischeri
produzidos a 30°C por 1 més e usando como meio de aquecimento suco de ma¢a (pH 3,5 e
ratio 48 - dado nao publicado) e com as mesmas temperaturas de aquecimento utilizadas
na presente pesquisa, obteve um valor de 1/kgpec de 153 minutos, que ¢ superior aos

encontrados. Entretanto, observando que o maior valor de ratio apresentado na presente
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pesquisa ¢ de 38 e comparando-se os ensaios realizados nas idades e temperaturas de
producdo dos ascosporos de 30°C por 2 meses e 35°C por 3 meses e utilizando um meio de
aquecimento com ratio 24 e 38, respectivamente, verifica-se que os valores dos
parametros 1/k encontrados estio proximos do valor encontrado por SALOMAO. Estes
resultados estdo em concordancia com as verificagoes de TOURNAS & TRAXLER
(1994), que constataram que ascosporos de N. fischeri aquecidos a 85, 88, 90, 95 e 100°C
por 1 hora, em suco de abacaxi concentrado (42,7°Brix), apresentaram uma maior
resisténcia térmica em comparacdo com o suco de abacaxi (12,6°Brix) e agua deionizada.
RAJASHEKHARA (2000) obteve constatagdes semelhantes, em trabalho realizado com
ascosporos de N. fischeri, em suco de manga e de uva contendo diferentes concentragdes
de solidos soluveis (10°Brix, para suco diluido e 45°Brix, para o suco concentrado),
apresentando maior termorresisténcia neste ultimo.

A analise dos resultados da presente pesquisa mostra ainda que a idade de producao
dos ascosporos aumenta, consideravelmente, a termorresisténcia deste fungo. TOURNAS
& TRAXLER (1994), em estudos com ascosporos de N. fischeri de 1, 2, 3 e 6 meses de
produc¢do dos ascosporos, e isolados de suco de abacaxi, e aquecidos em agua deionizada,
puderam verificar que os ascosporos com maior idade apresentaram resisténcia térmica
superior aos de menor idade. CONNER & BEUCHAT (1987) constataram que ascOsporos
de N. fischeri, com 21 dias de produgcdo mostraram-se mais termorresistentes que
ascosporos com 8 dias de produgao.

Constatou-se, na presente pesquisa, que 0S ascOSporos apresentaram menor
resisténcia térmica, em meios de aquecimento com baixos valores de ratio. Nestes meios,
adicionou-se determinada quantidade de solugdo de acido citrico 20 % até obter-se o ratio
esperado. Devido ao fato de estes meios de aquecimento apresentarem-se mais acidos,
houve a sensibilizagdo destes ascdsporos e, conseqiientemente, a reducio de sua resisténcia
térmica. A agdo do acido citrico na redugdo da resisténcia térmica de ascosporos de M.
fischeri também foi verificada por RAJASHEKHARA et al (1998), em pesquisa realizada
com suco de manga e diferentes acidos organicos (4acido malico, citrico e tartarico). Os
autores verificaram que o &cido citrico proporcionou a maior inativa¢do térmica e
conseqiiente aumento da sensibilizacdo destes ascdsporos.

Avaliando a variavel resposta valor de 1/k a 85°C, constatou-se que a mudanca de
niveis inferiores para niveis superiores dos fatores analisados proporcionou um aumento na
resisténcia térmica de N. fischeri. Entretanto, este aumento ¢ de apenas 3,3; 4,0 ¢ 5,0 %,

respectivamente, para ratio, idade e a temperatura de produgdo dos ascosporos. Nota-se
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pela figura 4.2.2.4, que o ratio tem um efeito importante na resisténcia térmica, onde a sua

elevacao aumenta, consideravelmente, a resisténcia térmica. Pela analise da curva de nivel

da fionra 4 7 7 4 node-ce verificar a inflndrria daccac fataraa

DV:K 85:C.
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Figura 4.2.2.4 - Superficie de resposta e curva de nivel obtida para os fatores temperatura
de producao dos ascosporos versus ratio para variavel resposta valor de 1/k a 85°C.

A equagdo do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.2.4
que correlaciona os fatores ratio e idade de producdo dos ascosporos ¢ apresentada na

equacao 4.2.2.6:

1/K = 18.965 +1.667*RATIO + 2.195*T°C equacio 4.2.2.6

Com relagdo a variavel resposta valor de 1/k a 90°C, observou-se um pequeno
aumento dos efeitos dos fatores estudados, onde a temperatura e a idade de produgdo dos
ascosporos apresentaram um efeito significativo no aumento da resisténcia térmica. A
temperatura de producdo, ao passar de um nivel inferior (25°C) para um nivel superior
(35°C), apresentou uma estimativa de aumento da resisténcia térmica de N. fischeri de
0,26 %. A idade também apresentou um pequeno aumento na resisténcia térmica (0,38 %).
Estas observagdes sao verificadas na figura 4.2.2.5, que apresenta a superficie de resposta e
a curva de nivel construida para a varidvel resposta valor de 1/k a 90°C, respectivamente,

para idade de producdo dos ascosporos versus ratio.
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Figura 4.2.2.5 - Superficie de resposta e curva de nivel obtida para os fatores ratio versus
idade de produgao dos ascosporos para variavel resposta valor de k a 90°C.

A equagdo do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.2.5
que correlaciona os fatores ratio e idade de producdo dos ascosporos ¢ apresentada na

equagdo 4.2.2.7:

1/K =1.8379 + 0.190*RATIO + 0.127*IDADE equagio 4.2.2.7

Neste caso, os tempos requeridos para uma reducdo decimal logaritmica (1/k)
encontram-se muito proximos e, sendo a temperatura aplicada para inativagdo destes
ascosporos menos branda, ndo se verificou uma diferenca expressiva na mudanca de
niveis. Desta maneira, pode-se dizer que sob altas temperaturas de aquecimento, os fatores
analisados tiveram pouca influéncia na inativacio dos ascosporos. SALOMAO (2002), em
pesquisa realizada com ascosporos de N. fischeri € suco de maga, com diferentes valores de
pH, verificou que, para a temperatura de aquecimento de 90°C, os valores do parametro
1/k, para os diferentes valores de pH, ndo variavam muito.

A figura 4.2.2.6 apresenta a curva de nivel para a varidvel resposta valor de Z*,
onde os fatores o ratio ¢ a idade de produgcdo dos ascOsporos apresentaram efeito
significativo na resisténcia térmica de N. fischeri. Observa-se que, a medida que os niveis
dos dois fatores aumentam, o valor de Z* se reduz em, aproximadamente, 0,25% e 0,37 %,

respectivamente.
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Figura 4.2.2.6 - Superficie de resposta e curva de nivel obtida para os fatores temperatura
de producao dos ascdsporos versus ratio para variavel resposta valor de Z*.

A equagdo do modelo da superficie de resposta e da curva de nivel da figura 4.2.2.6
que correlaciona os fatoress temperatura de producao dos ascdsporos e ratio € apresentada

na equacao 4.2.2.8:
Z%*= 5813 - ,1255*T°C - ,1830*RATIO equacio 4.2.2.8

SALOMAO (2002), em pesquisa realizada com ascosporos de N.fischeri,
produzidos a 30°C por 1 més, e utilizando como meio de aquecimento suco de maca
(14°Brix, pH 3,5) e ratio de 48 (dado nao publicado), encontrou um valor de Z* de 4,59°C.
ARAGAO (1989), em pesquisa realizada com N.fischeri e utilizando suco de morango
como meio de aquecimento (15°Brix, pH 3,0), encontrou um valor de Z* de 6,17°C.

Com os valores de Z* de todos os ensaios, foi possivel, ainda, o célculo dos valores
de esterilizacdo (F) para o suco de abacaxi. Assim como realizado para o suco de mamao, o
calculo foi feito com o objetivo de verificar se o tratamento térmico comercial aplicado no
suco de abacaxi ¢ suficiente para destruir os ascosporos do fungo N. fischeri. O célculo do
valor de esterilizagdo do produto (F) realizou-se a partir dos valores de 1/k (equivalentes a
“D”). O tratamento térmico geralmente aplicado em suco de abacaxi ¢ de 96°C/30

segundos. Como os valores de 1/k obtidos nesta pesquisa, somente foram calculados para



82

80, 85 e 90°C, fez-se necessario a obtencao do valor de 1/k para 96°C, utilizando-se a

equacdo da curva fantasma (curva TDT-equivalente).

Pelos graficos das curvas fantasmas (tirados das demais curvas em anexo), foram

obtidas as seguintes equagdes para todos os ensaios:

1 - (25-1-10) ~(logk) = 14,314 - 0,1565 T
2 - (25-3-10) - (log k) = 14,909 — 0,1631 T
3 -(25-1-38) - (log k) = 15,537 - 0,1704 T
4 - (25-3-38) - (log k) = 15,734 - 0,1705 T
5-(35-1-10) -(logk) = 15,821 - 0,1727 T
6 - (35-3-10) - (log k) = 15,999 —0,1742 T
7 - (35-1-38) - (log k) = 15,536 — 0,1692 T
8 - (35-3-38) - (logk) = 17,089 — 0,186 T

9 - (30-2-24) - (log k) = 16,806 — 0,1827 T
10 - (30-2-24) - (log k) = 16,503 — 0,1792 T
11 - (30-2-24) - (logk) = 16,582 — 0,1803 T

Para o calculo do valor de esterilizagao (F) a 96°C, foram feitas as mesmas
consideragdes:

1) Populagao inicial de N. fischeri (No) = 2 ascdsporos/100 ml, conforme encontrou

BAGLIONI (1998), investigando a ocorréncia deste fungo em pasta de tomate.

Considerando que a embalagem utilizada para o suco de abacaxi foi de 300 ml,

temos: No = 6,0 ascdsporos/embalagem.

2) Considerando a probabilidade de sobrevivéncia de 1 ascosporo de N. fischeri em
100000 (10°) embalagens, temos que o numero de redugdes decimais (y)

necessarias € 5, ou seja, (y = 5).

Seja F definido como: F= y. D
Fosoc =5 . Dogec

Fogec (ensaiol) = 5* 11,69s = 58,45 segundos
Fogec (ensaio2) 5%10,70 s 53,50 segundos
Foeec (ensaio3) 5*%9,05 s 45,25 segundos
Fogec (ensaio4) 5%11,32s 56,60 segundos
Fogec (ensaio5) 5%10,47 s 52,35 segundos
Fogec (ensaiob) 5%13,93 s 69,65 segundos
Fogec (ensaio?7) 5*11,77 s 58,85 segundos
Fogec (ensaiol) 5%10,26 s 51,30 segundos
Foeec (ensaio9) 5% 11,09 s 55,45 segundos
Fogoc (ensaiol0) = 5% 11,96 s 59,80 segundos
Fogec (ensaioll) = 5% 11,25s = 56,25 segundos
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Diante destes resultados, verifica-se que o tempo de tratamento térmico aplicado
pelas industrias em suco de abacaxi (96°C/30 segundos) ndo estd sendo suficiente para se

obter a reducao decimal esperada.

CONCLUSAO

Nas temperaturas mais elevadas, os efeitos provocados pelas variacdes dos fatores
ndo foram muito expressivos se comparados com os obtidos a temperatura de 80°C. Desta
maneira, os resultados mostram que altas temperaturas de tratamento térmico mascaram os
reais efeitos provocados pela variagao dos fatores.

Ascosporos de N. fischeri quando aquecidos em suco de abacaxi com ratio do meio
de aquecimento de 38 e produzidos a 35°C, por 3 meses, foram os que apresentaram a
maior resisténcia térmica (1/kgpec= 142,86 minutos, 1/kgsec= 19,40 minutos e 1/kgpec= 1,97
minutos). O aumento da temperatura ¢ da idade de producdo dos ascosporos também
proporcionaram o aumento da termorresisténcia deste fungo, em suco de abacaxi.

Constatou-se desta maneira, que todos os fatores analisados exerceram influéncia
no aumento da resisténcia térmica do fungo N. fischeri. Verificou-se também que os
maiores valores de resisténcia térmica foram conseguidos nos meios de aquecimento que
apresentavam os maiores ratios. Este fato pode ser explicado devido ao efeito protetor que
a presencga de so6lidos soluveis proporciona aos ascosporos de N. fischeri. O efeito contrario
pode ser observado nos menores valores de ratio, onde houve a sensibilizacdo dos
ascosporos e estes se tornam menos termorresistentes ao calor.

Analisando os resultados do calculo do valor de esterilizagao (Fosoc) para todos os
ensaios, para uma populagdo inicialmente existente de 3 ascdsporos/embalagem, pode-se
concluir que os tempos de esterilizacdo encontrados na presente pesquisa sao superiores
aos empregados normalmente nas industrias de sucos (96°C/30 segundos).

Industrialmente, o tratamento térmico, em geral, aplicado a sucos de abacaxi ¢ de
96°C/30segundos e considerando-se a populacdo inicial de 3 ascosporos/embalagem, pode-
se concluir que os valores de esterilizagdo encontrados na presente pesquisa sdo
insuficientes para se atingir a probabilidade de 1 ascosporo de N. fischeri em cada 1000
embalagens. Verifica-se, assim, que mesmo sucos com baixos valores de ratio estao
causando riscos a satde do consumidor.

Concluiu-se, portanto, que medidas de processo adequadas como, lavagem e
sanitizacdo das matérias-primas e linhas de processamento assépticas, devem ser tomadas e

inspecionadas, regularmente, em linhas de processamento de suco de abacaxi, pois devido
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ao tratamento térmico nao estar sendo suficiente para reduzir a incidéncia deste fungo no
produto final, deve-se minimizar a populagdo presente na matéria-prima. Cabe ressaltar
que uma vez presentes no suco, ndo sera possivel destruir os ascdsporos, por tratamento

térmico, sem prejuizo da qualidade do produto final.
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4.2.3 - COMPARACAO DA INFLUENCIA DE
DIFERENTES FATORES NA TERMORRESISTENCIA
DE NEOSARTORYA FISCHERI EM SUCO DE
MAMAO E DE ABACAXI.

Através das tabelas 4.2.1.2 para suco de mamao e 4.2.2.2 para suco de abacaxi,
pode-se fazer o estudo de comparacdo da influéncia dos diferentes fatores na
termorresisténcia de Neosartorya fischeri, nestes sucos.

Os resultados dessas tabelas foram submetidos a andlise de varidncia e de
estimativa dos efeitos através do software Statistica 6.0. Os fatores foram considerados
estatisticamente significativos quando p < 0,05.

A tabela 4.2.3.1 apresenta os resultados da andlise estatistica para as varidveis
respostas valores de 1/k 80°C e valores de Z*, para ambos os sucos. As varidveis respostas
valores de 1/k a 85 e 90°C tiveram a influéncia da alta temperatura e seus efeitos ndo se
mostraram expressivos. Para a variavel resposta valor de 1/k a 80°C, todos os fatores
analisados mostraram um efeito significativo no aumento da resisténcia térmica, ao

passarem de niveis inferiores para niveis superiores.

Tabela 4.2.3.1 - Andlise de variancia e estimativa dos efeitos para as variaveis respostas
estudadas - valores de D e Z*.

Variavel resposta
Fatores 1/k a 80°C 1/k a 80°C - suco de Z*- Z*-
suco de mamao abacaxi suco de mamao suco de abacaxi
Efeito  Valor- p Efeito Valor- p Efeito Valor- p Efeito Valor-p
(1)-T°C 23.70 0.025 14,71 0,0208 -0,21 0,04 0,125 0,084
(2) — Ratio | 45.94 0.006 40,85 0,0027 -0,51 0,01 -0,25 0,023
(3) - Idade 13.16 0.007 28,20 0,0058 0,07 0,29 -0,36 0,011

Comparando-se os resultados obtidos para cada suco, verifica-se que para o fator
ratio os maiores efeitos do aumento da resisténcia térmica deste fungo foram encontrados
em suco de mamao, ¢ para os demais fatores o maior efeito foi conseguido em suco de
abacaxi.

Analisando-se isoladamente o fator ratio, observa-se que o efeito proporcionado
pela passagem de um nivel inferior para um nivel superior para o suco de mamao foi de
aproximadamente 45 %, enquanto que, para o suco de abacaxi, este aumento foi de 41 %, o

mesmo podendo ser observado para a temperatura de produgdo dos ascdsporos que, para o
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suco de mamao, foi de 23 % o efeito de aumento da resisténcia térmica, enquanto que, para
o suco de abacaxi, foi de 14 %.

As figuras 4.2.1.6, para o suco de mamaio, e 4.2.2.3, para o suco de abacaxi,
apresentam as superficies de respostas e as curvas de niveis e foram construidas para a
variavel resposta valor de 1/k a 80°C, com os fatores ratio versus temperatura de producdo
dos ascosporos, para o suco de mamao, e ratio versus idade de producdo dos ascdsporos,
para o suco de abacaxi. Constatou-se que o fungo Neosartorya fischeri apresentou maior
resisténcia térmica no meio de aquecimento que apresentou o maior valor de ratio, ou seja,
no suco de mamao.

O aumento da resisténcia térmica apresentada através da estimativa dos efeitos, dos
niveis inferiores para os niveis superiores, pode ser explicado pelo fato de que, nos ensaios
realizados nos niveis inferiores, fez-se necessaria adi¢ao de solugdo de acido citrico no
meio de aquecimento para que se pudesse alcangar o ratio esperado. Esta adicao
proporcionou a sensibilizagdo dos ascOsporos e estes se tornaram menos resistentes ao
tratamento térmico. Ja nos ensaios realizados nos valores de ratio superiores, houve um
efeito protetor sobre estes ascosporos, proporcionando o aumento da resisténcia térmica
destes. RAJASHEKLARA et al (1998), em estudo de resisténcia térmica com ascOsporos
de Neosartorya fischeri realizado com diferentes acidos (4cido lactico, malico, citrico e
tartarico) onde os mesmos foram adicionados individualmente em suco de manga e onde o
tratamento térmico foi realizado a 85°C, verificou que a maior destrui¢do térmica foi
conseguida com o meio de aquecimento que continha acido citrico, € a menor resisténcia
térmica foi conseguida com o meio de aquecimento utilizando acido tartarico.

CONNER & BEUCHAT (1987), em pesquisa realizada para verificagdo de uma
maior resisténcia térmica de ascosporos de N. fischeri, em diferentes meios de
aquecimentos, constataram que a taxa de inativagdo térmica dos ascosporos mostrou-se
menor em suco de maca (12,3°Brix, pH 3,8) do que em suco de uva Concord (16,6°Brix,
pH 3.4) e tampao fosfato (0,1 M, pH 7,0). TOURNAS & TRAXLER (1994) realizaram
pesquisas com ascosporos de N. fischeri aquecidos em concentrado de abacaxi (42,7°Brix)
e em suco de abacaxi (12,6°Brix), para comparagao das resisténcias térmicas obtidas nestes
meios. Os resultados indicaram um efeito protetor, em fungdo do aumento da concentragao
de s6lidos soltiveis no meio de aquecimento. BEUCHAT & TOLEDO (1977), em pesquisa
também realizada com suco de uva suplementado de sacarose e ascosporos de B. nivea,
verificaram que a adi¢do de solidos soluveis no meio de aquecimento proporcionou o

efeito protetor. De acordo com estes mesmos autores, a razao do efeito protetor ndo ¢ bem
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explicada, mas o diferencial de pressdo osmotica entre o meio de aquecimento € os
ascosporos poderia favorecer o aumento da resisténcia térmica.

Os fatores temperatura e idade de producdo dos ascosporos também apresentaram
efeito significativo no aumento da resisténcia térmica deste fungo. Quando estes fatores
passaram de niveis inferiores de temperatura e idade para niveis superiores dos mesmos,
houve um aumento de 23 % e 13 %, respectivamente, para suco de mamao e 14 % e 28 %,
respectivamente, para suco de abacaxi, na resisténcia térmica deste fungo, analisada pelo
fator D (1/K).

A influéncia da temperatura de produgdo dos ascdsporos na resisténcia térmica de
fungos termorresistentes foi observada por outros autores. ENGEL & TEUBER (1991)
estudaram a resisténcia térmica de B.nivea produzidos em meio agar extrato de malte por
21 dias em diferentes temperaturas de produgdo dos ascdsporos (20, 25, 30 e 37°C). Ao
final, verificaram que ascosporos produzidos a 30°C apresentaram maior resisténcia
térmica que aqueles produzidos nas mesmas condic¢des, as temperaturas de 20, 25 e 37°C,
contrastando com outros relatos da literatura onde as maiores temperaturas geram os
ascosporos com maior resisténcia térmica. TOURNAS & TRAXLER (1994) examinaram a
influéncia da idade dos ascosporos de N. fischeri sobre a sua resisténcia térmica. Os
ascosporos foram produzidos a 30°C por 1, 2, 3 ¢ 6 meses. Em cada periodo de producao
dos ascosporos, fez-se o tratamento térmico a 88°C/1 hora em dgua deionizada. Verificou-
se, ao final, que o aumento do tempo de producdo dos ascosporos proporcionou o aumento
da resisténcia térmica deste fungo.

As figuras 4.2.1.11, para suco de mamao, e¢ 4.2.2.6, para suco de abacaxi,
apresentam, respectivamente as superficies de resposta e as curvas de niveis para a variavel
resposta valor de Z*, onde os fatores temperatura de producdo dos ascosporos e ratio
apresentaram efeito significativo sobre este pardmetro de resisténcia de N. fischeri, para
ambos os sucos. Pela andlise estatistica, verifica-se que somente os fatores temperatura e
idade de producgdo dos ascosporos provocaram uma pequena redugao do valor de Z* para

os meios de aquecimento analisados.

CONCLUSAO
Através dos resultados da comparacao dos dois sucos, pode-se concluir que as
condicdes iniciais dos meios de aquecimento exercem influéncia significativa sobre a

resisténcia térmica do fungo Neosartorya fischeri. Pela andlise estatistica, pode-se verificar
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a influéncia do ratio que para o suco de mamao apresentava-se superior ao ratio do suco de
abacaxi, e com isso, a resisténcia térmica mostrou-se superior para o primeiro suco.

A adicdo de solidos soluveis em ambos os sucos analisados proporcionou um efeito
protetor sobre estes ascosporos, sendo este efeito mais acentuado para o suco de mamao
onde, além do fato de a concentragao de solidos soltveis ser mais clevada, este meio
também apresentava uma menor acidez, comparado com suco de abacaxi.

Verificou-se, perante estas constatagdes, que meios de aquecimento com elevados
valores de acidez proporcionaram uma maior inativagdo de ascosporos de Neosartorya
fischeri devido a sensibilizagdo que os acidos exercem sobre os mesmos. Todos os meios
de aquecimento com suco de abacaxi da presente pesquisa, apresentaram valores de acidez
bem superiores aos meios de aquecimento com suco de mamao e, conseqiientemente, estes
valores mais elevados de resisténcia térmica apresentados em sucos de mamao poderiam
ser explicados pela baixa acidez que estes apresentam, em comparagdo com suco de

abacaxi.
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CAPITULOV -
CONCLUSOES E SUGESTOES

Os sucos tropicais vém, cada vez mais, ocupando lugar de destaque na
industrializagdo; no entanto, sdo, ainda, escassos os relatos cientificos na lieratura,
referentes ao seu estudo, considerando o evidente interesse da industria na melhoria da
qualidade de seus produtos, o que, por si, ratifica a importancia da presente pesquisa.

Dos fatores analisados (ratio do meio de aquecimento e temperatura e idade de
produgdo dos ascOsporos), o que causou maior efeito no aumento da resisténcia térmica
deste fungo para ambos os sucos foi o ratio do meio de aquecimento (45 % para suco de
mamao e 36 % para suco de abacaxi), seguido de idade e da temperatura de produgao dos
ascOsporos.

O aumento proporcionado pelo ratio do meio de aquecimento deve-se a adigdo de
solucdao de sacarose nestes sucos nos niveis mais elevados do planejamento experimental
que exerceu efeito protetor sobre os ascdsporos e, consequentemente, ocasionou 0 aumento
da resisténcia térmica. Nestes ensaios obtiveram-se os maiores valores de resisténcia
térmica para os demais fatores analisados. A idade de produ¢do também exerceu influéncia
no aumento da resisténcia térmica, pois, ascosporos com maior idade de produgdo (3
meses) mostraram-se mais termorresistentes que ascosporos de menor idade (1 més).
Nestes ensaios, a temperatura utilizada foi de 35°C e verificou-se um expressivo aumento
da resisténcia térmica quando os ascdsporos passaram da temperatura de producdo dos
ascosporos de 25°C para 35°C, onde o aumento da resisténcia térmica foi de 22 % para
suco de mamao e de 19 % para suco de abacaxi, avaliada pelo aumento do valor de D
(1/K).

Na andlise realizada para os niveis inferiores do planejamento, verificaram-se os
menores valores de resisténcia térmica para os menores valores de ratio, idade e
temperatura de produgdo dos ascosporos. Os baixos valores de ratio foram conseguidos
pela adigdo de acido citrico nestes meios € verificou-se que o mesmo proporcionou a
sensibilizacdo dos ascosporos e desta maneira, exerceu influéncia na maior taxa de sua

inativacao.
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Estes resultados para ambos os sucos evidenciam um aumento da resisténcia
térmica do fungo Neosartorya fischeri com o aumento da concentragdo de sélidos soluveis
no meio e a diminui¢do desta resisténcia térmica com a adi¢do de acido citrico. O aumento
da idade de produgdo dos ascosporos e da temperatura de produgdo também proporcionou
0 aumento da resisténcia térmica.

O tratamento térmico, geralmente aplicado na industria de sucos de mamao e de
abacaxi ¢ de 100°C/30 segundos e 96°C/30 segundos, respectivamente, e, considerando-se
que a populagdo inicialmente existente ¢ de 3 ascosporos/embalagem conforme descrito
por Baglioni (1998), pode-se concluir que os valores de esterilizagdo da presente pesquisa
para suco de mamao sao suficientes para se atingir a probabilidade de sobrevivéncia de 1
ascosporo de Neosartorya fischeri em cada 1000 embalagens.

Para suco de abacaxi, os valores de esterilizagdo encontrados no presente estudo
sdo superiores ha 30 segundos evidenciando-se insuficientes para se atingir a probabilidade
de 1 ascosporo de Neosartorya fischeri em cada 1000 embalagens. Considerando o exposto
acima e o valor utilizado na industria de sucos, ou seja, 96°C / 30 segundos constata-se,
industrialmente, a necessidade de mudangas efetivas no processamento industrial do suco

de abacaxi.

Os resultados obtidos permitiram fazer algumas sugestdes:

E fundamental que as industrias de processamento de sucos tenham implantado
sistemas de qualidade que assegurem matérias-primas de boa qualidade e cuja higienizagao
minimize, a0 maximo, a populagdo destes ascosporos na linha de processamento,
permitindo a redug¢do da severidade do tratamento térmico aplicado, o que acarretara

produtos de melhor qualidade.
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ANEXOS

ANEXO I — ATIVACOES

Estdo apresentadas a seguir as tabelas e curvas de recuperagdo de ascosporos de N.
fischeri como citado no capitulo resultados e discussdes.

A Tabela Al apresenta o numero de ascdsporos recuperados apoOs tratamento
térmico oOtimo de ativagdo a temperatura de 85°C em suco de abacaxi. A Tabela A2
apresenta o numero de ascosporos recuperados apds tratamento térmico 6timo de ativacao
a temperatura de 85°C em suco de mamao. A Tabela A3 apresenta o nimero de ascdsporos
recuperados apds tratamento térmico O6timo de ativacdo a temperatura de 85°C em agua
destilada e em suco de maca. As figuras Al, A2, A3, A4, AS e A6 ilustram as curvas de
ativacdo térmica em diferentes condigdes de temperatura e idade de produgdo dos
ascosporos e ratio do meio de aquecimento para os sucos de abacaxi e mamao

respectivamente.
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Tabela Al - Recuperacao (MEA profundidade) dos ascosporos de N. fischeri coletados a
diferentes temperaturas e idades de producdo dos ascosporos, em suco de abacaxi
apresentando diferentes ratios do meio de aquecimento a temperatura de 85°C.

1 més 3 meses
Tempo Ratio =10 Ratio =38 Ratio =10 Ratio =38
Ascosporos/ml Ascosporos/ml Ascosporos/ml Ascosporos/ml
0 1,56E+05 1,23E+05 1,28E+05 1,18E+05
5 2,73E+06 3,17E+05 1,15E+07 1,92E+06
10 2,37E+06 1,95E+06 5,58E+06 1,03E+07
15 3,06E+05 4,15+06 1,64E+06 3,79E+06
1 més 3 meses
Tempo Ratio =10 Ratio =38 Ratio =10 Ratio =38
Ascosporos/ml Ascosporos/ml Ascosporos/ml Ascosporos/ml
0 3,05e+05 2,02E+05 1,85E+05 2,21E+05
5 1,70e+06 2,31E+06 2,82E+06 2,33E+06
10 1,57e+07 1,42E+07 2,03E+07 1,13E+07
15 8,45¢+06 8,53E+06 1,28E+07 2,37E+07
20 4,21e+06 3,74E+06 1,04E+07
Ponto Central - Ratio 24
Tempo Ascosporos/ml
0 2,30E+05
5 3,02E+06
10 1,15E+07
15 5,78E+06

20 2,43E+06
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Tabela A2 - Recuperacao (MEA profundidade) dos ascosporos de N. fischeri coletados a
diferentes temperaturas e idades de producdo dos ascésporos, em suco de mamao
apresentando diferentes ratios do meio de aquecimento a temperatura de 85°C.

1 més 3 meses
Tempo Ratio =26 Ratio = 66 Ratio =26 Ratio = 66
Ascosporos/ml Ascosporos/ml Ascosporos/ml Ascosporos/ml
0 2,31E+06 1,48E+06 1,15E+05 2,08E+05
5 2,30E+07 3,10E+06 1,48E+06 7,58E+05
10 1,50E+07 1,68E+07 8,10E+06 5,18E+06
15 1,19E+06 1,87E+06 4,18E+06 1,16E+07
20 6,50E+05 2,35E+06
1 més 3 meses
Tempo Ratio = 26 Ratio = 66 Ratio = 26 Ratio = 66
Ascosporos/ml Ascosporos/ml Ascosporos/ml Ascosporos/ml
0 1,28E+06 1,03E+06 4,08E+05 3,55E+05
5 3,48E+06 1,18E+06 2,10E+06 4,05E+05
10 1,16E+07 4,08E+06 1,01E+07 1,02E+06
15 6,13E+06 1,02E+07 5,45E+06 5,45E+06
20 3,30E+06 3,00E+06 1,93E+06 1,06E+07
25 1,93E+06
Ponto Central - Ratio 24
fempo Ascosporos/ml
0 3,23E+05
5 1,26E+06
10 1,40E+07
15 2,13E+07

20 1,39E+07
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Figura Al - Curvas de Ativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri utilizando como

meio de aquecimento suco de abacaxi com diferentes valores de ratio nas condi¢des de:
(o) produgdo dos ascosporos a 25°C por 1 més e ratio 10, (0) produ¢ao dos ascosporos a
25°C por 3 meses e ratio 10, (#)producao dos ascosporos a 25°C por 1 més e ratio 38, (a)
producdo dos ascosporos a 25°C por 3 meses e ratio 38 e (®) producdo dos ascosporos a

30°C por 2 meses e ratio 24.
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Figura A2 - Curvas de Ativacdo Térmica de ascésporos de N. fischeri utilizando como

meio de aquecimento suco de abacaxi com diferentes valores de ratio nas condi¢des de:

(0) produgdo dos ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 10, (0) produgao dos ascdsporos a

35°C por 3 meses e ratio 10, (#) produgdo dos ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 38 e

(a) producdo dos ascosporos a 35°C por 3 meses e ratio 38.
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Figura A3 - Curvas de Ativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri, utilizando como

meio de aquecimento suco de mamao, com diferentes valores de ratio, nas condigdes de:

(o) produgao dos ascosporos a 25°C por 1 més e ratio 26, (0) producdo dos ascosporos a

25°C, por 3 meses e ratio 26, (¢#) producao dos ascosporos a 25°C, por 1 més e ratio 66,

(a) produgdo dos ascésporos a 35°C por 3 meses e ratio 66 ¢ (@) producio dos ascosporos

a 30°C por 2 meses e ratio 46.
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Figura A4 - Curvas de Ativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri, utilizando como

meio de aquecimento suco de mamao, com diferentes valores de ratio, nas condigdes de:

(o) produgao dos ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 26, (0) producdo dos ascosporos a

35°C por 3 meses e ratio 26, (#) producdo dos ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 66 e

(a) produgdo dos ascosporos a 35°C por 3 meses e ratio 66.
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ANEXO II - CONTAGEM DO NUMERO DE
SOBREVIVENTES

Estdo apresentados, a seguir, os resultados da contagem do niimero de ascdsporos
de N. fischeri que sobreviveram aos tratamentos térmicos a 80, 85 ¢ 90°C, em todos os
ensaios do planejamento experimental. A Tabela A3 e A4 apresentam a contagem de
ascosporos de N. fischeri provenientes de incubagdes a 25°C por 1 e 3 meses, 30°C por 2
meses ¢ 35°C por 1 e 3 meses e utilizando suco de abacaxi e suco de mamao,
respectivamente, como meio de aquecimento, com diferentes valores de ratio

(°Brix/acidez), apds aplicagao de testes de resisténcia térmica.
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Tabela A3 - Contagem do nuimero de ascosporos de N. fischeri que sobreviveram aos
tratamentos térmicos a 80, 85 e 90°C, em suco de abacaxi, tratados a diferentes
temperaturas e idades de esporulacao e diferentes ratios (relagdo °brix/acidez) do meio de

aquecimento.
T°C de esporulaciao — 25°C T°C de esporulacio — 25°C
Idade =1 més Idade = 3 meses
Ratio =10 Ratio = 38 Ratio =10 Ratio = 38
80°C
Tempo Tempo Tempo Tempo
(min) Esporos/ml (min) Esporos/ml (min) Esporos/ml (min) Esporos/ml
0 2,27E+06 0 4,12E+06 0 1,75E+07 0 1,03E+07
40 2,25E+06 40 2,83E+06 40 6,05E+06 40 8,50E+06
90 1,72E+05 90 2,12E+05 60 2,54E+06 90 1,40E+06
100 1,35E+05 120 2,70E+04 90 1,50E+05 120 1,74E+05
120 2,16E+04 150 2,47E+03 120 3,55E+03 150 1,20E+04
150 1,55E+02 180 3,50E+01 150 1,60E+02 180 1,81E+03
85°C
Tempo Tempo Tempo Tempo
(min) Esporos/ml (min) Esporos/ml (min) Esporos/ml (min) Esporos/ml
0 2,27E+06 0 4,12E+06 0 1,50E+07 0 1,07E+07
10 5,23E+05 17 1,74E+06 10 3,13E+06 20 3,06E+06
15 1,81E+05 25  1,26E+05 15 1,93E+06 25  2,62E+05
20 1,28E+04 30 6,85E+03 23 1,58E+05 27 1,51E+05
23 4,35E+03 35 1,40E+02 25 1,92E+04 35 9,05E+03
30 1,35E+03 37 1,85E+03
40 1,30E+02
90°C
Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/ Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml
0 2,27E+06 0 4,12E+06 0 1,50E+07 0 2,06E+07
1 1,23E+06 | 0,5 1,58E+06| 0,5 1,01E+07 1,5 1,48E+07
1,5 9,80E+05 1 1,18E+06 1 1,16E+07 2 3,68E+06
2 9,93E+04 | 1,5 5,74E+05| 1,5 6,65E+06 2,5 1,09E+06
3 1,32E+04 2 1,22E+04 2 9,65E+05 3 4,14E+05
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3,5 1,70E+02 3 2,00E+02 | 2,5 1,56E+04 3,5 2,85E+04
3 1,18E+03 4 1,68E+03
3,5 1,65E+01 4,5 2,08E+02
T°C de esporulagio — 35°C T°C de esporulag¢io — 35°C
Idade =1 més Idade = 3 meses
Ratio =10 Ratio = 38 Ratio =10 Ratio = 38
80°C
Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/ Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml
0 1,11E+07 0 1,51E+07 0 1,60E+07 0 1,11E+07
40 3,46E+06 30 1,51E+07 | 40 1,00E+07 90 7,73E+06
90 1,40E+06 60 1,08E+06 | 90 1,17E+06 150 3,92E+06
120 1,69E+05 75  2,32E+05| 100 8,35E+05 210 2,06E+06
150 1,19E+04 90 1,60E+04 | 120 1,23E+05 270 1,07E+06
180 1,79E+03 | 100 2,75E+03 | 135 4,80E+04 300 4,31E+05
240 1,40E+02 | 120 1,58E+02| 180 1,30E+03 330 8,55E+03
360 1,05E+02
85°C
Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/ Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml
0 1,76E+07 0 1,51E+07 0 1,60E+07 0 1,11E+07
15 1,32E+07 15  9,45E+06 15 1,27E+07 20 4,91E+06
20 5,94E+06 20 3,40E+05 25 1,30E+06 30 1,34E+06
30 3,45E+05 23 1,04E+04 | 30 1,78E+05 35 1,18E+06
35 1,46E+05 30 1,63E+02 35 1,85E+03 40 1,91E+05
40 1,78E+04 45 1,58E+02 50 1,78E+04
45 2,35E+02 55 2,35E+02
90°C
Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/ Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml
0 1,76E+07 0 1,51E+07 0 1,60E+07 0 1,29E+07
0,5 1,27E+07 | 0,5 8,38E+06 | 0,5 1,31E+07 1,5 4,69E+06
1 7,98E+06 1 LLISE+05 | 1,5 8,50E+06 2 1,95E+06
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1,5
2
2,5
3
3,5

5,04E+06
3,20E+06
3,13E+05
2,46E+04
8,75E+03

1,5
2

1,79E+04
1,43E+03

2
2,5
3
3,5

7,35E+06
1,51E+06
1,38E+04
7,00E+02

6,10E+05
1,22E+05
1,78E+03

T°C de esporulacio — 30°C

T°C de esporulacao — 30°C

T°C de esporulacio — 30°C

Idade - 2 meses

Idade - 2 meses

Idade - 2 meses

1° Triplicata

2° Triplicata

3° Triplicata

Ratio =24 Ratio =24 Ratio =24
80°C
Tempo Esporos/ Tempo Esporos/ Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml
0 1,86E+07 0 2,54E+07 0 3,19E+07
30 1,7E0+07 30 1,76E+07 30 1,47E+07
60 1,30E+07 60 1,53E+07 100 0,93E+07
100 6,31E+06 100 3,75E+06 120 2,17E+06
120 4,24E+06 120 2,61E+06 150 1,14E+06
150 3,18E+06 150 1,70E+06 180 1,03E+06
180 2,35E+06 180 0,97E+06 210 1,24E+05
210 3,39E+05 210 3,33E+05 240 3,37E+04
240 3,86E+04 240 3,17E+04 270 1,41E+03
270 1,81E+03 270 1,68E+03 300 3,03E+02
300 3,32E+02 330 4,35E+01
330 4,80E+01
85°C
Tempo Esporos/ Tempo Esporos/ Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml
0 1,06E+07 0 1,75E+07 0 2,54E+07
17 7,95E+06 17 2,43E+06 17 1,77E+07
20 2,93E+06 20 1,82E+06 20 1,55E+07
25 2,13E+06 25 1,25E+06 25 1,35E+06
30 8,30E+05 30 7,87TE+05 30 7,65E+05
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35 3,00E+05 35 2,53E+05 35 2,35E+05
40 1,38E+03 40 4,25E+03 40 1,81E+03
90°C
Tempo Esporos/ Tempo Esporos/ Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml
0 1,91E+07 0 2,52E+07 0 2,54E+07
1,5
1 1,54E+07 1 1,92E+07 3,37E+06
1,5 5,98E+06 1,5 1,68E+07 2 1,97E+06
3 1,60E+06 2 1,53E+07 3 1,43E+06
3,5 6,88E+05 3 1,75E+06 4 1,02E+04
4 4,40E+04 3,5 1,00E+06 4,5 0,80E+02
4,5 9,70E+01 4 4,61E+04 5 0,74E+01
5 8,90E+0 4,5 0,90E+02
5 5,00E+01

Tabela A4 - Contagem do numero de ascosporos de N. fischeri que sobreviveram aos
tratamentos térmicos a 80, 85 e 90°C, em suco de mamado, a diferentes temperaturas e
idades de esporulacgdo e diferentes ratios (relacdo °Brix/acidez) do meio de aquecimento.

T°C de esporulacao — 25°C T°C de esporulaciao — 35°C
Idade =1 més Idade = 1 més
Ratio =26 Ratio = 66 Ratio = 26 Ratio = 66
80°C
Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml

0 3,78E+07 0 1,35E+07 0 2,75E+07 0 7,70E+06
40 1,60E+07 40 8,65E+06 40 1,87E+07 40 6,20E+06
60 1,32E+07 90 3,52E+06 60 1,10E+07 90 5,35E+06
75 9,60E+06 120 3,54E+06 75 3,99E+06 | 120 2,06E+06
90 1,82E+06 180 2,52E+06 90 2,61E+06 | 150 1,34E+06
105 1,41E+06 | 210 1,84E+06 120 1,67E+05 | 180 5,68E+05
120 7,17E+04 | 240 3,47E+04 150 3,50E+03 | 210 1,28E+04
135 1,37E+04 | 270 1,94E+03 210 1,LI7E+03 | 240 1,79E+03
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150 4,28E+03
85°C
Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml
0 3,78E+07 0 1,35E+07 0 2,75E+07 0 7,70E+06
10 8,23E+06 15 4,13E+06 15 1,54E+07 20 1,10E+06
15 3,83E+06 20 1,38E+06 20 1,14E+07 30 1,53E+05
20 2,91E+06 30 2,16E+05 30 3,19E+05 40 5,60E+04
30 1,40E+05 40 2,09E+04 40 5,20E+04 50 4,48E+03
40 1,13E+03 60 1,28E+02 50 6,25E+03 55 1,58E+02
45 1,80E+02
90°C
Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml
0 3,78E+07 0 1,35E+07 0 2, 75E+07 0 7,70E+06
1 1,31E+07 1 8,03E+06 0,5 1,21E+07 1 5,08 E+06
1,5 1,08E+07 2 1,69E+06 1,5 8,45E+06 2 2,00E+06
2 3,17E+06 3 2,07E+05 2 5,23E+06 3 1,63E+05
2,5 2,54E+06 4 8,40E+04 3 2,79E+06 4 1,58E+04
3 1,77E+05 5 1,31E+03 3.5 1,20E+05 5 1,07E+03
4 2,02E+04 4 8,83E+03
T°C de esporulacio — 25°C T°C de esporulacao — 35°C
Idade = 3 meses Idade = 3 meses
Ratio =26 Ratio = 66 Ratio =26 Ratio = 66
80°C
Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ |Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml
0 2,35E+07 0 1,09E+07 0 1,01E+07 0 1,06E+07
40 9,93E+06 40 1,01E+07 40 9,13E+06 90 4,20E+06
60 7,05E+06 90 9,90E+06 60 3,16E+06 130 2,79E+06
90 1,55E+06 120 3,87E+06 90 1,95E+06 150 1,93E+06
120 9,05E+05 150 4,47E+05 120 8,10E+05 210 1,51E+06
150 3,33E+04 180 2,57E+04 135 5,73E+04 270 7,68E+04
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180 2,40E+03 240 1,72E+03 165 1,11E+04 330 2,02E+03

210 3,98E+02 180 1,15E+03

85°C
Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/
(min) ml (min) ml (min) ml (min) ml
0 2,35E+07 0 1,09E+07 0 1,01E+07 0 1,06E+07
20 7,08E+06 20 1,40E+06 15 5,45E+06 25 1,90E+06
30 1,15E+06 25 7,58E+05 20 1,83E+06 30 1,51E+06
40 1,04E+04 30 2,57E+05 25 8,95E+05 35 1,14E+06
50 7,58E+02 35 1,35E+04 35 1,81E+04 45 4,61E+04
45 1,40E+02 45 1,49E+03 55 5,40E+03
90°C
Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/ | Tempo Esporos/
(min) ml (min) Ml (min) ml (min) ml

0 2,35E+07 0 1,09E+07 0 1,01E+07 0 1,06E+07
1 9,68E+06 1 2,68E+06 0,5 3,92E+06 1 7,65E+06
2 6,78E+06 1,5 1,01E+06 1 2,98E+06 2 5,00E+06
2,5 3,46E+06 2,5 3,15E+05 2 9,18E+05 3 3,53E+06
4 7,63E+05 3 1,33E+04 3 2,68E+05 4 1,10E+05
5 4,35E+03 3.5 1,12E+03 4 2,66E+03 6 9,28E+03
4,5 1,53E+02 7 1,28E+02

T°C de esporulaciao — 30°C

T°C de esporulaciao — 30°C

T°C de esporulaciao — 30°C

Idade -2 meses

Idade -2 meses

Idade -2 meses

Ratio = 46

Ratio = 46

Ratio = 46

80°C

80°C

80°C

Tempo (min) Esporos/ ml

Tempo (min) Esporos/ ml

Tempo(min) Esporos/ ml

0 2,34E+07
40 2,19E+07
60 1,69E+07
100 9,98E+06
150 4,35E+06

180 3,93E+05

0 2,19E+07
75 6,45E+06
105 5,53E+06
150 2,58E+06
180 1,92E+06
210 2,62E+05

0 2,34E+07
30 1,99E+07
60 7,95E+06
100 2,83E+06
120 2,23E+06
180 1,65E+05
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240 5,70E+03 240 1,49E+05 210 2,97E+04
270 1,15E+03 300 3,60E+03 240 7,50E+03
330 2,90E+02
85°C 85°C 85°C

Tempo (min) Esporos/ ml

Tempo (min) Esporos/ ml

Tempo(min) Esporos/ ml

0 2,34E+07 0 2,56E+07 0 2,34E+07
20 1,85E+07 20 1,30E+07 20 1,20E+07
25 7,43E+06 25 7,53E+06 25 1,08E+07
30 5,28E+06 30 4,34E+06 30 3,72E+06
40 1,25E+06 40 2,35E+06 40 2,18E+06
50 1,60E+05 50 1,08E+05 50 1,41E+05
55 6,50E+03 55 1,04E+04 60 1,12E+04
60 3,20E+02 60 6,15E+03 70 6,05E+03

90°C 90°C 90°C

Tempo (min) Esporos/ ml

Tempo (min) Esporos/ ml

Tempo(min) Esporos/ ml

0 1,68E+07
1 9,75E+06
2 6,33E+06
3 5,08E-+06
3,5 1,66E+06
4 4,80E+05
5 1,26E+05
6 5,83E+03
7 2,45E+01

0 1,79E+07
1 1,18E+07
2 6,60E+06
3 5,98E+06
4 9,83E+05
5 1,64E+05
6 2,22E+03
7 3,15E+01

0 2,34E+07
1 1,35E+07
1,5 7,95E+06
2 6,23E+06
3 1,05E+06
3,5 4,83E+05
4,5 1,31E+05
5,5 7,78E+04
6,5 2,25E+02
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ANEXO III — CURVAS DE SOBREVIVENTES

As figuras de A6 a A19 referem-se aos experimentos realizados com suco de
abacaxi. As figuras de A6 a A10 mostram a inativagdo térmica dos ascosporos. As figuras
All e A12 mostram as curvas linearizadas para o pardmetro “a”. As figuras de A13 a A17
mostram as curvas linearizadas para cada ensaio. As figuras A18 e A19 mostram as curvas
para determinacdo do parametro Z*.

As figuras de A20 a A32 referem-se aos experimentos realizados com suco de
mamao. As figuras de A20 a A32 mostram a inativacao térmica dos ascosporos. As figuras
A25 e A26 mostram as curvas linearizadas para o parametro “a”. As figuras de A27 a A30
mostram as curvas linearizadas para cada ensaio. As figuras A31 e A32 mostram as curvas
para determinacdo do parametro Z*.

A figura de A33 mostra a inativagdo térmica dos ascdsporos em suco de mamao. A
figura A34 mostra a curva linearizada para o pardmetro “a” para este suco. A figura A35

mostra as curvas linearizadas. A figura A36 mostra a curva para determinagdo do

parametro Z* para suco de mamao.
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o

Figura A6 - Curvas de Inativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C
por 1 més e utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio (a)

10 e (b) 38 nas temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, (o) 85°C e (©) 90°C.

Log (N)
Log (N)

il (a) ; ‘ (b)

20 40 60 80 100 120 140 160 -20 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
tempo (minutos) tempo (minutos)

o

Figura A7 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 25°C
por 3 meses ¢ utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio (a)

10 e (b) 38 nas temperaturas de tratamento térmico(4) 80°C, (o) 85°C e (©) 90°C.

Log (N)
Log (N)

(a) (b)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 0 20 40 60 80 100 120 140
tempo (minutos) tempo (minutos)

Figura A8 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C
por 1 més e utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio (a)

10 e (b) 38 nas temperaturas de tratamento térmico(4) 80°C, (o) 85°C e (©) 90°C.
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Log (N)
Log (N)
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Figura A9 - Curvas de Inativagdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a 35°C
por 3 meses e utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando ratio

(a) 10 e (b) 38 nas temperaturas de tratamento térmico(4) 80°C, (o) 85°C e (©) 90°C.

Log (N)
O =~ N W b~ O O N

0 50 100 150 200 250 300 350
tempo (minutos)
Figura A10 - Curvas de Inativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a

30°C por 2 meses e utilizando suco de abacaxi como meio de aquecimento apresentando

ratio 24 nas temperaturas de tratamento térmico(4) 80°C, (o) 85°C e (o) 90°C.

Log (Log No - Log N)

1,40 1,60 1,78 1,95 2,08 2,18 232 243 252 260
Log (t)
Figura A11 - Curvas para a determinagao do parametro “a” a temperatura de 80°C para as

condi¢des de (¢) produgdo dos ascosporos a 25°C por 1 més e ratio 10, (o) producdo dos
ascosporos a 25°C por 3 meses e ratio 10, (o)producao dos ascosporos a 25°C por 1 més e
ratio 38, (A) produgdo dos ascosporos a 25°C por 3 meses e ratio 38 e (#) producdo dos

ascosporos a 30°C por 2 meses € ratio 24.
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1,5
10}
05¢
0,0t
-0,5¢
-1,0 ¢
151
20¢
-25¢
-3,0
-3,5 : : : : :

1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4 2,6

Log (t)
Figura A12 - Curvas para a determinagdo do parametro “a” a temperatura de 80°C para as

Log (Log No - Log N)

condig¢des de (0) produgao dos ascosporos a 35°C por 3 meses e ratio 38, (0) producao dos
ascosporos a 35°C por 1més e ratio 10, (o)producdo dos ascosporos a 35°C por 1 més e

ratio 10 e (A) producdo dos ascésporos a 25°C por 3 meses e ratio 10.

(Log No - Log N)*0,6020
(Log No - Log N)*0,4415

°
N
8
»
&
=
3
®
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3
8

120 140 160 ) 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200
tempo (minutos) tempo (minutos)

Figura A13 — Curvas de linearizagdo da inativagdo térmica de ascosporos de N. fischeri

produzidos a 25°C por 1 més e aquecidos a 80, 85 ¢ 90°C em suco de abacaxi com ratio

10 (a) e ratio 38 (b).

(log No - Log N)*0,5312
(Log No - Log N)*0,4268

(b)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260
tempo (minutos) tempo (minutos)

Figura A14 — Curvas de linearizacdo da inativagdo térmica de ascosporos de N. fischeri

produzidos a 25°C por 3 meses e aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio

10 (a) e ratio 38 (b).
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(Log No - Log N)*0,7335

-0,5

(Log No - Log N)*0,1586

@ | (b)

0 20

-0,2

40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 0 20 40 60 80 100 120 140

tempo (minutos)

tempo (minutos)

Figura A15 — Curvas de linearizagdo da inativacdo térmica de ascOsporos de N. fischeri

produzidos a 35°C por 1 més e aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio
10 (a) e ratio 38 (b).

3,0

25

2,0

(Log No - Log N)*0,4941
&

0,0

(a)

(Log No - Log N)*0,7263

0 20

40 60 80 100 120 140 160
tempo (minutos)

180

200 0 50 100 150 200 250 300 350 400
tempo (minutos)

Figura A16 — Curvas de linearizacdo da inativagdo térmica de ascosporos de N. fischeri

produzidos a 35°C por 3 meses e aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio

10 (a) e ratio 38 (b).

3,0

25¢
20¢
15¢
10¢
05¢

(Log No - Log N)*0,4859

00t

50 100

150 200 250 300 350

tempo (minutos)

Figura A17 — Curvas de linearizagdo da inativacdo térmica de ascOsporos de N. fischeri

produzidos a 30°C por 2 meses e aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio

24.



119

24
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04} —
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78 80 82 84 86 88 90 92

Temperatura (°C)

Figura A18 - Determinagdo de Z* para N. fischeri (Curva TDT) nas condigdes de: (0)

)

- Log K

=
[

produgdo dos ascosporos a 25°C por 3 meses ¢ ratio 10, (0) producdo dos ascésporos a
25°C por 1 més e ratio 38, (o)produgao dos ascosporos a 25°C por 1 més e ratio 10, (A)
producdo dos ascosporos a 25°C por 3 meses e ratio 38 e (¢#) producdo dos ascosporos a

30°C por 2 meses e ratio 24.

24
2,2F
20}
181
16
141
121
1,0
08}
06|
04}
0.2}
0,0 : : : : : .

78 80 82 84 86 88 90 92

Temperatura (°C)

Figura A19 - Determinagdo de Z* para N. fischeri (Curva TDT) nas condigdes de: ()

-Log K

producdo dos ascosporos a 35°C por 3 meses e ratio 10, (0) producdo dos ascosporos a
35°C por 1 més e ratio 38, (©) producdo dos ascdsporos a 35°C por 1 més e ratio 38, (A)
produgdo dos ascosporos a 35°C por 3 meses e ratio 38 ¢ (#) produ¢do dos ascosporos a

30°C por 2 meses e ratio 24.
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Figura A20 - Curvas de Inativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a
25°C por 1 més e utilizando suco de mamao como meio de aquecimento apresentando
ratio (a) 26 e (b) 66 nas temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, (o) 85°C e (0)
90°C.
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Figura A21 - Curvas de Inativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a
25°C por 3 meses e utilizando suco de mamao como meio de aquecimento apresentando
ratio (a) 26 e (b) 66 nas temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, (o) 85°C e (o)
90°C.
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Figura A22 - Curvas de Inativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a
35°C por 1 més e utilizando suco de mamdo como meio de aquecimento apresentando
ratio (a) 26 e (b) 66 nas temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, (o) 85°C e (0)
90°C.
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Figura A23 - Curvas de Inativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a
35°C por 3 meses ¢ utilizando suco de mamao como meio de aquecimento apresentando
ratio (a) 26 e (b) 66 nas temperaturas de tratamento térmico: (¢) 80°C, (o) 85°C e (o)
90°C.
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Figura A24 - Curvas de Inativacdo Térmica de ascosporos de N. fischeri produzidos a
30°C por 2 meses ¢ utilizando suco de mamao como meio de aquecimento apresentando

ratio 46 nas temperaturas de tratamento térmico: () 80°C, (o) 85°C e (©) 90°C.
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Figura A2S - Curvas para a determinagdo do parametro “a” a temperatura de 80°C para as
condi¢des de: (0) producdo dos ascosporos a 25°C por 1 més e ratio 66, (0) producao dos

ascosporos a 25°C por 3 meses e ratio 26, (o) producao dos ascosporos a 25°C por 1 més e
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ratio 26, (A) producao dos ascosporos a 25°C por 3 meses e ratio 66 ¢ (®) producao dos

ascosporos a 30°C por 2 meses € ratio 24.
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Figura A26 - Curvas para a determinagdo do parametro “a” a temperatura de 80°C para as

condi¢des de: (0) producdo dos ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 26, (0) producdo dos

ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 26, (o) produgao dos ascosporos a 35°C por 1 meés e

ratio 26 e (A) produgdo dos ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 26.
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Figura A27 — Curvas de linearizacdo da inativagdo térmica de ascosporos de N. fischeri

produzidos a 25°C por 1 més e aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio

26 (a) e ratio 66 (b).
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Figura A28 — Curvas de linearizagdo da inativacdo térmica de ascOsporos de N. fischeri

produzidos a 25°C por 3 meses e aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio

26 (a) e ratio 66 (b).



123

2,2
2,0
18
16
1,4
12
1,0
08
06
04
0,2
0,0

(b)

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260

tempo (minutos) tempo (minutos)

(Log No - LogN)"0,4773
(Log No - Log N)*0,4747

Figura A29 — Curvas de linearizacdo da inativagdo térmica de ascdsporos de N. fischeri
produzidos a 35°C por 1 més e aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio

26 (a) e ratio 66 (b).
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Figura A30 — Curvas de linearizagdo da inativacdo térmica de ascosporos de N. fischeri

produzidos a 35°C por 3 meses ¢ aquecidos a 80, 85 e 90°C em suco de abacaxi com ratio
26 (a) e ratio 66 (b).
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Figura A31 - Determinagdo de Z* para N. fischeri (Curva TDT) nas condigdes de: (Q)
produgdo dos ascosporos a 25°C por 1 més e ratio 26, (0) produgdo dos ascosporos a 25°C
por 3 meses e ratio 26, (0) producdo dos ascésporos a 25°C por 1 més e ratio 66 ¢ (A)

produgdo dos ascosporos a 25°C por 3 meses ¢ ratio 66.
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Figura A32 - Determinagdo de Z* para N. fischeri (Curva TDT) nas condi¢des de: (Q)
producao dos ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 26, (0) produgao dos ascosporos a 35°C
por 3 meses e ratio 26, (0) produgdo dos ascosporos a 35°C por 1 més e ratio 66, (A)
produgdo dos ascosporos a 35°C por 3 meses e ratio 66 e (¢) producdo dos ascosporos a

30°C por 2 meses ¢ ratio 46.



ANEXO IV — MEIOS UTILIZADOS

Formulagao e preparo dos meios e solugdes utilizadas nesta pesquisa.

1. Solucao de Rosa de Bengala 5% (solucao estoque)
Rosa de bengala 0,5¢g
Agua 10g

Esterilizar a 121°C/10 minutos. Estocar sob refrigeracdo, fora do alcance da luz.

2. Suspensao de Tween 80
Tween 0,05 ml
Agua 100 ml

3. Agar Extrato de Malte (MEA)

Extrato de Malte 20g
Peptona 1,0g
Glicose 20g
Agar 20g
Agua destilada 1 litro

pH final = 5,4. Esterilizar a 121°C/15 minutos.
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