UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
Programa de Pés-Graduagao em Engenharia de Alimentos

ESTUDO EXPERIMENTAL E MODELAGEM DO
CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES EM SUCOS TROPICAIS

Dissertagcdo submetida ao Curso de Pos-
Graduagdao em Engenharia de Alimentos
como requisito parcial para obtencdo do
Grau de Mestre em Engenharia de
Alimentos.

VANESSA ALBRES BOTELHO DA CUNHA

Orientadora: Profa. Dra. Glaucia M. F. Aragao
Co-orientadora: Profa. Dra. Pilar Rodriguez de Massaguer

Florianopolis, 24 fevereiro de 2003.



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO TECNOLOGICO
Programa de Pés-Graduagao em Engenharia de Alimentos

VANESSA ALBRES BOTELHO DA CUNHA

ESTUDO EXPERIMENTAL E MODELAGEM DO
CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES EM SUCOS TROPICAIS

Florianopolis, 24 fevereiro de 2003.



“Ninguém é tdo grande que ndo possa
aprender, nem tdo pequeno que ndo
possa ensinar”



AGRADECIMENTOS

Meus sinceros agradecimentos a todos aqueles que de alguma forma

contribuiram para a realizagao deste trabalho.

Agradeco a Deus, por ter me dado saude e serenidade para cumprir mais

esta etapa da minha vida.

Ao longo deste trabalho aprendi que ao contrario do que o ser humano pensa,
nao temos controle total de nenhuma situagdo, e que os fungos mudam de

comportamento quando “eles” querem.
Em especial gostaria de agradecer:

A professora Glaucia M. F. Aragdo pela dedicagdo, amizade e demonstragéo

diaria de que o aprendizado € muito maior quando ensinado com amor,

A professora Pilar R. de Massaguer, que mesmo & distancia, foi fundamental

para a realizacao deste trabalho;

A Claudia Alves Costa, pela amizade e responsabilidade com que

desempenhou o seu trabalho;

Ao meu marido Daniel J. da Cunha pelo apoio ao longo do caminho para que

eu pudesse chegar até aqui;

A minha familia, que me alimenta de forgas para seguir a diante;
Aos colegas do ENGEBIO;

Aos colegas do ENGEBIO que se tornaram amigos e

Ao CNPq pelo suporte financeiro.



Dedico este trabalho a minha mé&e, Cléa Lima
Albres, que me ensina a cada dia uma licdo que

néo se aprende na escola: VIVER!



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e e e e e e aeees 8
LISTA DE TABELAS ...ttt e e 10
NOMENCLATURA .ot e e e e e et e e e e e 12
RESUMO . ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaeas 13
AB S T R A T ettt e e e e e e e e e e e e e e 15
CAPITULO | - INTRODUCAO
TINTRODUGAO ..o, 17
CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA
1 MICROBIOLOGIA PREDITIVA ..ot 21
1A HISTORICO ...ttt ettt en e e eaeenaens 21
1.2 OBJETIVOS E APLICACOES ..ottt 23
2 MODELOS PREDITIVOS ...ttt 25
2.1 MODELOS PRIMARIOS ..ottt en e 27
2.1.1 O Modelo de GOMPEIZ .......ccoeeieiieeeeeeee e 28
2.2 MODELOS SECUNDARIOS ...ttt 29
2.3 MODELOS TERCIARIOS ..ottt e 31
3 DETERMINACAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO.........coovieeiiiieeeieeeeen 32
3.1 DETERMINACAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS ......ccoveeeeeeiiieeeeeeieee e 33
4 MICROBIOLOGIA PREDITIVA X FUNGOS. ... 34
D FUNG O S ...t e e e e e e e e e e e e e aaan 36
5.1 FUNGOS TERMORRESISTENTES ..ottt a e 37
5.1.1 Descricdo dos Géneros Byssochlamys € NeoSartorya............ccccoeeeiiiiicciieeneenanen, 38
5.1, 2 INCIAENCIA. ..o 39
5.1.3 Alimentos Susceptiveis @ ContamiNaga0 .........cccceeiiiiiiiiiiiiii e, 40
5.1.4 Conseqliéncias do Crescimento em AlIMeNntos .........ccooeeveiiiieiiiiii e, 41
5.1.5 Controle do CresSCIMENTO ......cooieii i 44
5.1.6 Ativagcao de ESPOros de FUNGOS ... ..ccooeiiiiieie e 46
CAPITULO Il - MATERIAL E METODOS
1 FUNGOS TERMORRESISTENTES. ..., 49
1.1 PREPARO DA SUSPENSAO DE ASCOSPOROS DE B. Nivea .........cccocveeveeennnn. 49
1.2 QUANTIFICACAO DAS SUSPENSOES DE ESPOROS .......ccocveeveeeeeeeeeeee e, 50
1.3 MEIO DE CRESCIMENTO ...ttt ettt e e e e e e e e enneee e e e nnes 50
2 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES ... 52
2.1 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES POR CONTAGEM DE COLONIAS. ......oovovieveeeeeeeeeeeeeen 52
2.2 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES POR FILTRACAO. ..ottt 53
3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE N. fischeri e
B. NUVEA ... e aan 55
3.1 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO PELO METODO
GRAFICO ...ttt ettt ettt ee et ae e te st ete et een e ete e e te e neenas 55

3.2 ESTIMATIVA DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO PELO MODELO DE
GOMPERTZ ... e 56



3.3 ESTIMATIVA DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO PELO MODELO DE

GOMPERTZ MODIFICADO ...ttt e e e e e e e e e e e snnaeneeeeeaeeeaaan 57
3.4 FORMULAS PARA CALCULAR O ERRO.......couiiiuieieee et 57
CAPITULO IV - RESULTADOS E DISCUSSAO
1 PADRONIZACAO DOS SUCOS ..o, 60
2 QUANTIFICACAO DA SUSPENSAO DE ESPOROS .......ccooveieeeeeeceece e, 61
3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE N. fischeri........ 62
3.1 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE  N. fischeri EM
SUCO DE ABACAXI, A B0°C ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eanes 62
4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE  B. nivea EM
SUCOS TROPICALIS ...t e e e e e e e e e e e e eeenns 68
4.1 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE  B. nivea EM SUCO
DE ABACAXI A 20°%C ...ttt ettt e e e e ettt e e e e e e e e st e e e e e e e e e b aaaaaaaaeaaans 68
4.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE B. nivea EM SUCO
DE ABACAXI, A B0%C. ittt ettt e e e e et e e e e e e e e en e e e e e e e e e e nnnnnneeeeeaeeeaans 73
4.3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE B. nivea EM SUCO
DE MARACUJA A 20°C ...ttt n e 79
4.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE B. nivea EM SUCO
DE MARACUUJA A B0°C...cooeeeeeeeeeeeeeeee et n e n et n e e, 83
4.5 EFEITO DE FATORES AMBIENTAIS NO CRESCIMENTO DE B. nivea................... 87
4.5.1 Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento na Duracdo da Fase lag............ 87
4.5.2 Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento na Velocidade Especifica Maxima
(o Lo O =TT 41T o | (o PRSPPI 88
4.5.3 Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento no Aumento Logaritmico da
Populagao............. PP PP 89
4.6 METODO RAPIDO PARA DETERMINACAO DO CRESCIMENTO DE
B. NUVBA.....ccco i 90
4.6.1 Avaliagao do Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C pelo Método de
1= Tor= Lo P 90
4.6.2 Avaliagdo do Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C pelo Método de
111 = To?= (o ST USPRRRPRN 92
4.6.3 Avaliacao do Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C pelo Método
(o L= 11 = To- To 1 93
4.6.4 Comparacgao entre os Parametros Biolégicos de Crescimento de B. nivea............... 95
4.6.5 Determinacgao da Correlacao entre os Métodos de Contagem e Filtragao................. 96
CONCLUSAO. ...ttt 102
SUGESTOES ..o et e e 106
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... 107
ANEXO L.ttt e e e e et e e e e e e e ————— 106
ANEXO L et e e e e e e e e e e et e e e e e e s 115
ANEXO
PSSR UPPPPORNUPPN 11527
ANEXO



Lista de Figuras 8

LISTA DE FIGURAS

Figura 3. 1 - Esquema da Metodologia Utilizada para Avaliagcdo do Crescimento de Fungos

Filamentosos TermorreSIStENTES. ... ...uuiiiiiiiiiiiiii e e e e e e e e 54
Figura 3.2 - Curva Tipica de Crescimento Microbiano................eevvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiineiennennn, 55
Figura 4.1 - Determinacdo Grafica dos Parametros de Crescimento de
N. fischeri em Suco de Abacaxi a 30°C (A = Repeticdo 1, B = Repeticdo 2)........ccoeveveeeeeee. 63

Figura 4.2 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de
N. fischeri em Suco de ADacaXxi, @ 30°C . ... .cou e 63

Figura 4.3 - Determinacdo dos Parametros de Crescimento de B. nivea, em Suco de
Abacaxi, a 20°C, pelo Método Grafico (A = Repeticdo 1, B = Repeticdo 2).......ccccceevveeeneen. 69

Figura 4.4 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de
B. nivea em SUco de ADACAXi, 8 20°C. .. ... 70

Figura 4.5 - Determinagédo dos Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi

a 30°C, pelo Método Grafico (A - Repeticdo 1, B - Repeticdo 2, C - Repeticdo 3, D -
LN 01T 1T0= Lo 1 R OOPPPPORt 75

Figura 4.6 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de B.
nivea em Suco de Abacaxi @ 30°C..........coi i 77

Figura 4.7 — Determinagdo dos Pardmetros de Crescimento de B. nivea em Suco de
Maracuja a 20°C, pelo Método Grafico (A - Repeticdo 1, B - Repeticdo 2) ................oooo. 79

Figura 4.8 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de B.
nivea em Suco de Maracuja a 20°C...........coooiiiiiiiiii 80

Figura 4.9 - Determinagdo dos Pardmetros de Crescimento de B. nivea em Suco de
Maracuja a 30°C pelo Método Grafico (A - Repeticdo 1, B - Repeticdo 2) ......................... 83

Figura 4.10 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de B.
nivea em Suco de Maracuja a 30°C...........ooooiiiiiiii e 84

Figura 4.11 - Ajuste do Modelo de Gompertz as Curvas de Crescimento de B. nivea em
Suco de Abacaxi a 30°C Obtidas por Filtragao.........ccccoeeeiiiiiiieiieie e, 91

Figura 4.12 - Ajuste do Modelo de Gompertz as Curvas de Crescimento de B. nivea em
Suco de Maracuja a 20°C Obtidas por Filtragao..........ccccoeeeeeiiiiiiiiiiiec e, 93

Figura 4.13 - Ajuste do Modelo de Gompertz as Curvas de Crescimento de B. nivea em
Suco de Maracuja a 30°C Obtidas por Filtragao..........ccccceieeeiieiiiiiiiiii e, 94

Figura 4.14 - Ajuste do Modelo de Gompertz aos Dados de log(N/NO) X log (B/By)............. 97



Lista de Figuras 9

Figura 4.15 - Comparacao entre os Valores de log (N/Ng) Observados e Preditos, Contra o



Lista de Tabelas 10

LISTA DE TABELAS

Tabela 3.1 - Condi¢des para Determinacdo dos Parametros de Crescimento de N. fischeri e
B NUVEA........oooeee e e e e e et aaareaaaean 51

Tabela 4.1 - Concentragdo das Suspensdes de Esporos de N. fischeri e de B. nivea...41

Tabela 4.2 - Parametros da Curva de Crescimento de N. fischeri em Suco de Abacaxi a
30°C (obtidos grafiCameENte)..........oooiiiiiiiiii e nnnrnnne 62

Tabela 4.3 - Parametros de Crescimento de N. fischeri, em Suco de Abacaxi, a 30°C,
estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado.............ooooeeiiiiiii, 64

Tabela 4.4 - Comparagao entre os Valores de log (N/No) de N. fischeri, em Suco de Abacaxi
a 30°C Preditos Pelo Modelo e os Observados Experimentalmente............ccccccevvevvvvveennee.. 65

Tabela 4.5 - Pardmetros de Crescimento de N. fischeri em Suco de Abacaxi, a 30°C,
Obtidos Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado........c.ccccceeveee..... 66

Tabela 4.6 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi, a 20°C........... 69

Tabela 4.7 - Pardmetros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi, a 20°C,
Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado............cooovvviiiiiiiiiiie e 71

Tabela 4.8 - Parametros de Crescimento de B. nivea, em Suco de Abacaxi, a 20°C, Obtidos
Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado............ccoovvvviiviiiiiiiiiiennnen. 71

Tabela 4.9 - Comparacao entre os Valores de log (N/Ny) de B. nivea em Suco de Abacaxi a
20°C, Preditos pelo Modelo e os Observados Experimentalmente...................ccceeeeeeieeen. 72

Tabela 4.10 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C Obtidos
C1r= 1 i{o7=1a (=] 01 (TP T OO TP 74

Tabela 4.11 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C,
Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado............ccoovvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 77

Tabela 4.12 - Comparacéo entre os Valores de log (N/Ng) de B. nivea em Suco de Abacaxi
a 30°C Preditos pelo Modelo e os Observados Experimentalmente.....................ccooeeeee. 78

Tabela 4.13 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C Obtidos
Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado............ccccevvvvvviiiiieiiinnnne.. 79

Tabela 4.14 - Pardmetros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C Obtidos
(€= o= 0 =T o] (= TP 80

Tabela 4.15 - Pardmetros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado............ccccovviiviiiiiiiiieee 81

Tabela 4.16 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja d 20°C Obtidos
Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado..........c.cccccevviviiiiiiiinnnnnn... 81



Lista de Tabelas 11

Tabela 4.17 - Comparacgéao entre os Valores de log (N/Np) de B. nivea em Suco De Maracuja
a 20°C Preditos pelo Modelo e os Observados Experimentalmente.....................cccoeeeeee. 82

Tabela 4.18 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C Obtidos
(€T = o= 0 =T o (= TSR 84

Tabela 4.19 - Pardmetros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado............cccccooiiiiiiiiiieeee 85

Tabela 4.20 - Comparagao entre os Valores de log (N/No) de B. nivea em Suco de Maracuja
a 30°C Preditos pelo Modelo e os Observados Experimentalmente.....................cccoeeee. 86

Tabela 4.21 - Parametros de Crescimento de B. nivea, em Suco de Maracuja a 30°C,
Obtidos Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado...........cccoceveeeee.... 87

Tabela 4.22 - Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento na Duragao da Fase Lag, A
(h), de B. nivea em Sucos de Abacaxi € MaraCuja..............eeeeeieeiiiiiiiiiiiieiee e 88

Tabela 4.23 - Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento na Velocidade Especifica
Maxima de Crescimento, p (h') de B. nivea nos Sucos de Abacaxi e Maracuja.................. 89

Tabela 4.24 - Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento no Aumento Logaritmico da
Populagao de B. nivea nos Sucos de Abacaxi € MaraCuja..........cccoooeeiieiiieiiieeeeeeeeeeeee 89

;I'abela 4.25 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Ajustado as Curvas de Crescimento Obtidas por
1= Tor= T PR 92

Tabela 4.26 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Ajustado as Curvas de Crescimento Obtidas por
1 7= o= T P 93

Tabela 4.27 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Ajustado as Curvas de Crescimento Obtidas por

1= o= o P 94
Tabela 4.28 - Parametros Biologicos de Crescimento de B. nivea em Sucos Tropicais
Obtidos por Dois Diferentes Métodos de Avaliagdo do Crescimento..........cccccceevvvveeveeeveennne. 95
Tabela 4.29 - Valores de log (B/Bg) Transformados em [0g(N/Ng).......cccoeeeeiiiiiiiniiin. 98

Tabela 4.30 - Comparacao entre os Parametros Obtidos Experimentalmente pelo Método de
Contagem e 0s Obtidos pela Correlagao.........o.uviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees 100



Nomenclatura 12

NOMENCLATURA
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RESUMO

A crescente preocupacgao da populacdo com a qualidade de vida e com a saude fez
com que houvesse um aumento no consumo de sucos a base de frutas naturais e
sem conservantes. Os fungos filamentosos termorresistentes sdo um dos principais
contaminantes de sucos processados termicamente. Estudos sobre a incidéncia de
fungos termorresistentes evidenciam que o solo € a principal fonte de contaminagéo
das frutas por estes fungos. Consequentemente, frutas e vegetais que estiverem em
contato ou proximos do solo sdo mais susceptiveis a contaminagao por estes
microrganismos que, além de produzirem enzimas que degradam as frutas e seus
produtos derivados, podem produzir micotoxinas. A elaborag¢ao de produtos de frutas
a partir de matéria-prima contaminada por esporos termorresistentes compromete a
vida de prateleira do produto, uma vez que este sera deteriorado antes do prazo de
validade previsto, pois estes fungos sobrevivem as temperaturas normais de
pasteurizagdo e se desenvolvem no produto final. Neste contexto, a microbiologia
preditiva se apresenta como uma ferramenta importante no estudo do crescimento
de varios microrganismos, como os fungos filamentosos termorresistentes, sendo
que um dos modelos mais utilizados € o Modelo de Gompertz Modificado. Este
trabalho teve por objetivo avaliar o crescimento de Byssochlamys fulva e de
Neosartorya fischeri, fungos de reconhecida resisténcia térmica, pelo método de
diluicdo e plagueamento, em sucos naturais de abacaxi € maracuja, as temperaturas
de 20 e 30°C. Foi proposta ainda a avaliagdo do crescimento destes fungos pelo
método de filtragcdo, como um método alternativo. Uma comparagdo entre os
parametros de crescimento velocidade especifica maxima de crescimento (u),
duracdo da fase lag (A) e aumento logaritmico da populagdo (A) obtidos
graficamente e estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado, demonstrou que,
em meédia, a diferencga entre os valores obtidos para estes parametros foi de 36,6%,
15,9% e 8,08%, respectivamente. O Modelo de Gompertz Modificado ajustou-se
bem aos dados experimentais, com coeficientes de correlagao que variaram de 0,90
a 0,99. Durante a fase lag, foi observada uma diminuicdo da populagdo, o que
dificultou o ajuste do modelo, que ndo prevé este comportamento. Os valores de

velocidade especifica maxima de crescimento e duragao da fase lag, estimados para
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B. nivea, foram os mais afetados pela variacdo do meio e da temperatura de
crescimento, praticamente ndo havendo diferengca na populagdo maxima atingida.
Somente o crescimento de B. nivea foi avaliado pelo método de filtracdo. Neste
método, foi observada uma dificuldade na caracterizacdo da fase lag devido as
pequenas quantidades de biomassa a serem medidas nesta fase do crescimento.
Foi observado que o crescimento de B. nivea em suco de abacaxi ocorreu em 3 dias
quando estocado a 20°C e em 1 dia e meio quando estocado a 30°C. O crescimento
deste fungo em suco maracuja apresentou uma pequena variagao crescendo em 4
dias quando estocado a 20°C e em apenas um dia quando estocado a 30°C. Os
resultados evidenciam a importancia da prevencdo da contaminagdo da matéria-
prima de sucos de frutas por fungos filamentosos termorresistentes, uma vez que a

vida de prateleira destes sucos pode ser drasticamente diminuida.
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ABSTRACT

The increasing concern of the population with quality of life and health increased the natural
and without preservatives fruit juice consumption. The heat-resistant fungi are one of the
most important heat processes fruit juices contaminants. Studies on the incidence of heat-
resistant fungi show that the ground is the main source of contamination of the fruits by these
moulds. Consequently, fruits and vegetables that will be in contact or next to the ground are
supposed to be contaminated by these microorganisms that, besides producing enzymes
that degrade fruits products, can produce micotoxinas. The use of contaminated raw material
to elaborate fruit products compromises these products shelf life due to the survival of these
fungi to normal temperatures of pasteurization. In this context, predictive microbiology is an
important tool to study microorganism’s growth as heat-resistant fungi and, the Modified
Gompertz Model is one of the most used one. The objective of this work was evaluate two
known heat-resistant fungi growth, Byssochlamys nivea and Neosartorya fischeri, by viable
counts in pineapple and passion fruit juices, at 20 and 30°C. It was proposed yet the fungal
growth evaluation by filtration as an alternative method. A comparison between the biological
parameters maximum specific growth rate (u), lag phase (1) and logarithmic increase of
population (A) gotten graphically and estimated by the model demonstrated that, in average,
the difference between these parameters values was 36,6%, 15.9% and 8.08%,
respectively. Modified Gompertz Model presented a good fit, with correlation coefficients
varying from 0,90 to 0,99. During lag phase was observed a model fit difficulty as a result of
the population decrease occurred in this growth phase. B. nivea maximum specific growth
rate and lag phase were the parameters more affected by medium and temperature growth
variation. Practically was not observed any difference in the logarithmic increase of
population. Only B. nivea growth was evaluated by filtration. In this method was observed a
difficult to characterize the lag phase due to the low quantities of biomass to pound in this
period of growth. It was observed that B. nivea took 3 days to growth in pineapple juice
stored at 20°C and 1,5 days when stored at 30°C. This fungal growth in passion fruit juice
showed a little variation, growing in 4 days when stored at 20°C and just in 1 days when
stored at 30°C. The results demonstrate that its important to prevent fruit used in processed
juice contamination by heat-resistant fungi because these products shelf life can be

drastically decreased.
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1 INTRODUGAO

A deterioragéo de derivados de frutas foi primeiramente atribuida aos fungos
filamentosos no inicio dos anos 30, na Inglaterra, quando Byssochlamys fulva foi
identificado como o agente deteriorante de morangos enlatados (OLLIVER &
RENDLE, 1934). Neste mesmo periodo foi constatado que a principal fonte de

contaminacgao era o solo (HULL, 1939).

A termorresisténcia €& conferida a poucas espécies que produzem
ascosporos que sobrevivem ao tratamento térmico de pasteurizagao
(SPLITTSTOESSER, 1991). A pasteurizagdo, normalmente aplicada a produtos
vegetais acidos, ativa os ascdsporos dormentes, que germinam e crescem no
produto deteriorando-o (BEUCHAT, 1986; ENIGL et al., 1993) durante o periodo de
estocagem, o que pode resultar em grandes perdas econbmicas (VALIK &
PIECKOVA, 2001).

Estudos mostram que os fungos filamentosos ja foram encontrados, como
contaminantes de sucos, em muitos paises como Estados Unidos (MAUNDER,
1969; SPLITTSTOESSER et al., 1971), Dinamarca (JENSEN, 1960), Australia
(SPURGIN, 1964; RICHARDSON, 1965), Holanda (PUT & KRUISWIJK, 1964),
Canada (YATES & MOONEY, 1968), Alemanha (ECKARDT & ARHENS, 1977),
Suiga (LUTHI & HOCHSTRASSER, 1952), Nigéria (UGWUANY!| & OBETA, 1991),
lugoslavia (MICKOVSKI, 1962), india (RAJASHEKHARA et al., 1996) e no Brasil
(EIROA & ALMSTADEN, 1985; BAGLIONI, 1998; ARAGAO, 1989; SALOMAO,
2002).

Nos ultimos anos, ocorreu um aumento no volume e na variedade de
produtos a base de frutas disponiveis no mercado. Novos processos de fabricacéao,
embalagens e tecnologias de preservagao, bem como um aumento na demanda do
consumo, tém causado um incremento na quantidade e na variedade de sucos de
frutas e de outros produtos derivados de frutas. Os métodos mais frequientes de
preservacdo destes produtos sdo a pasteurizacdo e os processos de ultra-alta
temperatura (UHT), sendo pouco frequente o uso de conservantes quimicos

(TOURNAS, 1994). Entretanto, o uso de altas temperaturas pode romper ascésporos
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de fungos filamentosos termorresistentes que podem estar presentes e, demonstram
uma resisténcia excepcionalmente alta ao calor. A resisténcia térmica varia de
espécie para especie e € dependente de varios fatores como, a natureza do meio de
aquecimento, o tratamento térmico aplicado, a idade dos ascdsporos, o meio de
esporulacdo entre outros. As espécies comumente envolvidas na deterioracdo de
alimentos sao Byssochlamys nivea e Byssochlamys fulva, Neosartorya fischeri,
Talaromyces flavus, Talaromyces trachyspermus (ENIGL et al., 1993), e
Eupenicillium (TOURNAS, 1994).

Desde 1996, o mercado de suco pronto para beber vem se destacando na
area de bebidas. Comparando-se o ano de 2001 com o ano de 1996, este segmento
cresceu 270%. No primeiro semestre de 2002, foram comercializados 26,3 milhdes
de litros de suco pronto para beber contra 16,4 nos primeiros seis meses de 2001
(CONSUMIDOR MODERNO, 2002).

Pela avaliagdo do crescimento destes fungos em diferentes produtos, €
possivel saber o quanto podem ou poderao interferir na vida de prateleira dos sucos
e outros derivados de frutas. Esta avaliagdo pode ser feita através da microbiologia
preditiva que utiliza os modelos matematicos para descrever o comportamento dos
microrganismos sob diferentes condi¢ées de temperatura, pH, atividade de agua
(WHITING, 1995; ZWIETERING et al., 1991; CHEROUTRE-VIALETE et al., 1998).
Estes modelos podem predizer a seguranga microbioldgica ou vida de prateleira dos
produtos pereciveis sob condigdes comerciais, baseando-se na cinética do
crescimento microbiano, para encontrar pontos criticos do processo (ZWIETERING
et al., 1991; CHEROUTRE-VIALETE et al., 1998; LABUZA & FU, 1993; GIANNUZZI
et al., 1998; VAN IMPE et al., 1992). O uso dos modelos preditivos pode reduzir a
necessidade de analises laboratoriais dispendiosas e, em longo prazo, pode ser
considerado um pré-requisito para o controle computacional de operacdes, bem

como para a otimizagao de processos (DAVEY, 1994).

Este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento de Neosartorya
fischeri em suco de abacaxi a 30°C e o crescimento de Byssochlamys nivea em
sucos de abacaxi e maracuja as temperaturas de 20 e 30°C, pelo método de

contagem de colbnias por diluicdo e plagueamento. Foi proposta ainda a avaliagéo
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do crescimento destes fungos pelo método da filtragdo, como um método alternativo
mais rapido e simples que o método de contagem de colbnias por diluicdo e
plagueamento. A viabilidade do uso de modelos preditivos na estimativa dos
parametros de crescimento de fungos foi demonstrada comparando-se os valores de
velocidade especifica maxima de crescimento (u), duragdo da fase lag (1) e aumento
logaritmico da populagao (A) de N. fischeri e B. nivea obtidos graficamente com os

estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado.
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1 MICROBIOLOGIA PREDITIVA

1.1 HISTORICO

Considera-se que foi nos anos 20 que se iniciou o uso de modelos preditivos
microbiolégicos em alimentos, com o calculo do tempo de morte térmica; onde os
valores D (tempo necessario para reduzir em 90% a populagdo inicial de
microrganismos) e Z (intervalo de temperatura necessario para reduzir o valor de D
em um décimo do valor inicial) foram usados satisfatoriamente para assegurar que
os alimentos enlatados estavam livres do risco de envenenamento por Clostridium
botulinum (McMEEKIN & ROSS, 2002; WHITING, 1995). ESTY & MEYER, em 1922,
desenvolveram um modelo preditivo para descrever um processo térmico suficiente
para destruir 10'? esporos de C. botulinum tipo A. A grande margem de seguranga
deste modelo faz com que ainda seja utilizado e talvez pouco reconhecido como um
modelo microbioldgico preditivo (McMEEKIN & ROSS, 2002).

ROSS & McMEEKIN (1994) ressaltam que o uso de modelos matematicos
na microbiologia de alimentos ndo € novidade, estando bem estabelecido o uso de
modelos para a destruicdo térmica de microrganismos pelo calor, tanto na industria

quanto na literatura.

Segundo McMEEKIN & ROSS (2002) a origem da microbiologia preditiva
moderna esta entre os anos de 1960 e 1970, quando modelos cinéticos foram
utilizados para tratar de problemas na deterioragdao de alimentos e os modelos
probabilisticos utilizados para tratar de problemas de envenenamento alimentar,

como o botulismo e outras intoxicagdes.

A partir da década de 80, as aplicagbes das técnicas de modelagem
matematica, que até entdo ndo recebiam grande aten¢do, comegaram a ser
utilizadas. A utilizacdo dos modelos ocorreu por duas razées. A primeira foi o
aumento de casos importantes de envenenamento alimentar, o que levou ao
aumento da conscientizacdo do publico da necessidade da oferta de alimentos
sadios. A segunda razéo foi a constatagao, por muitos microbiologistas de alimentos,

de que os métodos tradicionais para determinar qualidade e seguranga, inclusive os
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considerados rapidos, eram limitados pelo tempo na obtengcdo de resultados e
tinham um pequeno valor preditivo (ROSS & McMEEKIN, 1994). Além disso, com o
advento dos computadores pessoais (PCs), a modelagem microbiana se tornou uma
area de interesse crescente, pois os modelos poderiam ser facilmente utilizados por
microbiologistas e tecndlogos de alimentos (WHITING, 1995). Segundo ROSS &
McMEEKIN (1994), a microbiologia preditiva surgiu como consequéncia de duas
linhas de pesquisas diferentes. Uma delas era o controle da deterioragdo de
pescados e a segunda a prevencdo do botulismo e outras intoxicagcdes

microbiologicas.

A partir de 1983, o potencial da microbiologia preditiva despertou o interesse
de pesquisas e de financiamentos, particularmente nos Estados Unidos, Reino
Unido, Australia e Europa. No Reino Unido, este interesse fez surgir o software,
patrocinado pelo governo, Food Micromodel (ROSS & McMEEKIN, 1994,
McMEEKIN & ROSS, 2002). Na Europa surgiu um programa que reune cerca de 30
laboratérios em dez paises da Comunidade Econdmica Européia (CEE), o FLAIR
(Food Linked Agricultural and Industrial Research), que examina o crescimento de
microrganismos patogénicos e deteriorantes em uma grande gama de produtos
naturais. Nos Estados Unidos, as pesquisas sobre microbiologia preditiva sao feitas
pela USDA, na Pensilvania, no Microbial Food Safety Research Unit que preparou e
licenciou um software chamado Pathogen Modeling Program, ou PMP (ROSS &
McMEEKIN, 1994).

Nos ultimos anos, a microbiologia preditiva se consolidou como uma
disciplina com mérito proprio e sua utilizacdo tem sido amplamente aceita
(McCLURE et al., 1994).
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1.2 OBJETIVOS E APLICACOES

Pode-se dizer que a microbiologia preditiva de alimentos € multidisciplinar,
pois reune conhecimentos de microbiologia de alimentos, engenharia e estatistica
para fornecer prognosticos convenientes sobre o comportamento microbiano em
alimentos (SCHAFFNER & LABUZA, 1997).

O objetivo da microbiologia preditiva, segundo WHITING (1995), é descrever
matematicamente o crescimento ou a diminuicdo de microrganismos presentes em
alimentos sob condi¢des ambientais especificas. O autor diz ainda que, com a
habilidade de descrever, vem a habilidade de prever combinacbes de condi¢des
onde ndo existem dados experimentais, dentro de uma faixa apropriada de cada

condicao.

A estimativa exata dos parametros de crescimento, particularmente
velocidade especifica maxima de crescimento (u) e duracdo da fase lag (1), é
essencial em muitas areas da microbiologia, como por exemplo na caracterizacao de
efeitos de anti-microbianos, otimizacdo de meios microbiolégicos e no
desenvolvimento de modelos cinéticos utilizados nas tecnologias de alimentos e de
fermentacao (DALGAARD & KOUTSOUMANIS, 2001)

Os modelos matematicos sao utilizados para descrever o comportamento
dos microrganismos sob diferentes condicbes de temperatura, pH e atividade de
agua (WHITING, 1995; ZWIETERING et al., 1991; CHEROUTRE-VIALETE et al.,
1998). Estes modelos podem predizer a seguranga microbiolégica ou vida de
prateleira dos produtos pereciveis sob condicbes comerciais, baseando-se na
cinética do crescimento microbiano, para encontrar pontos criticos do processo
(ZWIETERING et al., 1991; CHEROUTRE-VIALETE et al., 1998; LABUZA & FU,
1993; GIANNUZZI et al., 1998; VAN IMPE et al., 1992).

De acordo com ROSS & McMEEKIN (1994), as respostas microbianas s&o
medidas sob condi¢bes definidas e controladas e os resultados sao entéo
sumarizados na forma de equagbes matematicas que, por interpolacdo, podem

prever respostas para novas condicdes que nao foram verdadeiramente testadas.
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A microbiologia preditiva pode ser usada para predizer a seguranga de um
produto que nao apresente uma barreira contra o crescimento de um patdégeno e
avaliar o efeito de varios fatores de barreira, incluindo composi¢ao, processamento e
embalagem, na estabilidade microbiolégica dos alimentos (LABUZA & FU, 1993).

A microbiologia preditiva também ajuda na elaboracéo de planos de Analise
de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), identificando perigos e pontos
criticos de controle, especificando limites e agdes corretivas (McMEEKIN & ROSS,
2002).

O uso dos modelos preditivos pode reduzir a necessidade de analises
laboratoriais dispendiosas e, a longo prazo, pode ser considerado um pré-requisito
para o controle computacional de operagdes, bem como para a otimizagao de
processos (DAVEY, 1994).

McCLURE et al. (1994), consideram que as aproximacgdes feitas pela
microbiologia preditiva estdo sendo largamente aceitas, e que, o verdadeiro poder
destas aproximagdes € que, ao contrario do processo tradicional de estocagem, os
modelos, uma vez validados, podem ser utilizados para predizer rapidamente e com
seguranga a resposta dos microrganismos sob varias condi¢des. Isto faz com que
seja considerada uma ferramenta preciosa para os microbiologistas de alimentos na

tomada de decisao diaria.
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2 MODELOS PREDITIVOS

Inicialmente, poder-se-ia pensar nos modelos utilizados ha muitos anos na
biotecnologia ou na engenharia quimica e aplica-los a microbiologia preditiva.
Entretanto, BARANY| & ROBERTS (1994) ressaltam que sdo muitas as razdes para
que a microbiologia preditiva de alimentos construa suas proprias ferramentas

estatistico-matematicas. Algumas destas razdes sao listadas abaixo:

= Ao contrario do que ocorre na biotecnologia, que visa a otimizagao, o
objetivo dos microbiologistas de alimentos € minimizar ou prevenir o
crescimento microbiano, o que faz com que os fatores inibitérios sejam

investigados mais intensamente.

= A concentragdo de células de interesse é bem menor que na
biotecnologia, que geralmente & maior que 10° ou 10’células/mL.
Consequientemente, alguns métodos que sado validados a altas
concentragdes celulares, como turbidimetria e medidas de conduténcia,
nao podem ser diretamente aplicados, sendo necessario estabelecer a
relagdo entre o numero de células e medida na menor concentracio

celular.

= A cinética da fase lag, que é pouco importante em um biorreator, é de

grande importancia na microbiologia de alimentos.

» Geralmente a quantidade de informacgdes sob a composig¢ao fisico-quimica
do alimento € menor e menos exata quando comparada a de um
biorreator, conseqlentemente, os métodos estatitico-matematicos

aplicados envolvem varias simplificacbes e elementos empiricos.

Segundo BARANYI & ROBERTS (1995), o termo modelo matematico se
refere a uma série de hipdteses basicas de um processo estudado, algumas das
quais, podem ser expressas por meio de fungcdes ou de equacgdes (diferenciais). Do

ponto de vista mecanistico, os termos funcido e modelo ndo s&o equivalentes. Os
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autores definem fungdo como uma abstracdo matematica que facilita a descrigcao de

um modelo particular.

O processo de modelagem depende de técnicas de regressdao matematica,
consequentemente, um critério padrao para a analise de regressédo deve ser levado
em consideragao, incluindo distribuicbes normais e variadncias homogeneizadas. O
procedimento para desenvolver um modelo deve incluir as seguintes consideragdes
(WHITING, 1995):

e Exatiddo do ajuste

e Habilidade de predizer combinagdes de fatores nao testados

¢ Incorporacao de todos os fatores relevantes

e Possuir um numero minimo de parametros para facilitar o uso

e Especificacdo do termo de erro

e Os parametros devem conter significado bioldgico e valores realisticos

¢ Reparametrizagao se isso melhorar as propriedades estatisticas

Os modelos preditivos sao classificados de acordo com o comportamento da
populacdo que descrevem. Assim, existem modelos de crescimento, de inativagao
(WHITING, 1995; McMEEKIN & ROSS, 2002) e de limites ou interface de
crescimento (modelos cresce-nao cresce) (McMEEKIN & ROSS, 2002).

Os modelos podem ser chamados de cinéticos, quando sdo baseados no
estudo do comportamento da populagdo microbiana em funcdo do tempo ou de
probabilistico, quando examinam a probabilidade de que um microrganismo
responda crescendo, morrendo ou produzindo um metabdlito num dado periodo de
tempo (McMEEKIN & ROSS, 2002; ROSS & McMEEKIN, 1994; WHITING, 1995).

McMEEKIN & ROSS (2002) classificam os modelos em mecanisticos ou
empiricos, dependendo se apresentam ou ndo um embasamento tedrico. Os
modelos, geralmente utilizados na microbiologia preditiva, ndo s&o puramente
mecanisticos e alguns, que inclusive devem ser evitados, sdo simplesmente ajuste

de curvas e podem apresentar deficiéncias visiveis, como conter um numero de
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graus de liberdade igual ou maior que o numero de observagdes. Modelos como
esses podem até apresentar um bom ajuste quando sdo graficados contra um

pequeno numero de pontos experimentais

Uma outra classificacdo dos modelos matematicos utilizados na
microbiologia preditiva foi proposta por WHITING & BUCHANAN (1993), onde os
modelos s&o considerados primarios, secundarios ou terciarios. Segundo WHITING
(1995), os modelos primarios e secundarios podem ser lineares ou nao lineares;
segregados, quando a populagdo € definida por células heterogéneas, ou né&o
segregados, quando a populagéo € definida por células médias; estruturado, quando
€ compostos por varios componentes ou nao estruturado, quando é composto por

um unico componente.

2.1 MODELOS PRIMARIOS

Os modelos primarios descrevem mudang¢as no numero de microrganismos
ou nas respostas microbianas (duragdo da fase lag, velocidade especifica maxima
de crescimento e aumento logaritmico da populagdo) com o tempo, num ambiente
especifico. Estes modelos podem estimar a quantidade de unidades formadoras de
colénias por mililitro (UFC/mL), a formac&o de toxinas, os niveis de substratos e
produtos metabdlicos (que sao medidas diretas da resposta). Uma equagao ou
funcdo matematica descreve a mudanca da resposta com o tempo, fornecendo um

grupo caracteristico de valores dos parametros.

Exemplos de modelos primarios sdo o modelo de primeira ordem de Monod
(LABUZA & FU, 1993), o modelo logistico, o modelo de Schunute (ZWIETERING
et al.,, 1990), o modelo de Boltzman (ERKMEN & ALBEN, 2002), o modelo de
inativagdo térmica de primeira ordem (WHITING, 1995) e os modelos de Baranyi e
de Gompertz, que sdo os mais utilizados (BUCHANAN et al., 1997).
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2.1.1 O Modelo de Gompertz

O Modelo de Gompertz, amplamente utilizado (MASSON et al., 2002;
WHITINHG, 1995; BUCHANAN et al., 1997), foi introduzido na microbiologia de
alimentos por GIBSON et al., em 1987 (ROSS & McMEEKIN, 1994; GIANUZZI et al.,
1998; LABUZA & FU, 1993), que compararam a equacao logistica e a de Gompertz
na parametrizacdo de uma curva de crescimento de Clostridium botulinum. O
Modelo de Gompertz, representada pela Equacdo 2.1 (ERKMEN & ALBEN, 2002),

foi selecionado devido ao melhor ajuste.

y =a*exp{—exp(b—-c *t)} (2.1)

onde y é a densidade da populagdo (logaritmo do numero de unidades formadoras
de colénias/mL) num dado tempo t (h). Os parédmetros a, b e ¢, sdo estimados pelo
modelo. Estes parametros estao relacionados com os parametros microbioldgicos de
crescimento A (duracdo da fase lag), umax (velocidade especifica maxima de

crescimento) e A (aumento logaritmico da populagao) pelas seguintes equacgoes:

a=A (2.2)
_ 4, Pmax "2
b=1+ a (2.3)
Hmax
c=-—max
A (2.4)

A funcdo ou Modelo de Gompertz foi modificado por ZWIETERING et al.
(1990). A reparametrizacdo do modelo foi feita para que os parametros estimados
pudessem ter um significado biolégico. Assim, os parametros, velocidade especifica
maxima de crescimento (umax), duragdo da fase lag (L) e aumento logaritmico da

populagao (A) foram introduzidos no modelo, o que facilitou o encontro de valores
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iniciais e o calculo de intervalos de confianga durante o ajuste da curva (LABUZA &
FU, 1993; VAN IMPE et al., 1995). O Modelo de Gompertz Modificado € dado pela
Equacéo 2.5

y=A* exp{—exp{(“T*e)* (A —-t)+1 (2.5)

Os valores dos parametros podem ser determinados ajustando-se os dados
ao Modelo de Gompertz pelo método de Gauss-Newton ou outro método interativo
de estimagao que determine o melhor ajuste de acordo com o critério dos minimos
quadrados (WHITING, 1995).

Segundo LABUZA & FU (1993), tanto o Modelo de Gompertz original quanto
o Modificado tém sido testados em muitas espécies de microrganismos com bons
ajustes. Entretanto, o ajuste do Modelo de Gompertz é fortemente afetado pelo
namero de observagdes utilizado na construgdo da curva, como foi observado por
BRATCHELL et al. (1989), bem como pela qualidade estatistica destas observagodes.
Para um bom ajuste da fungéo, é necessario pelo menos 15 pontos experimentais
distribuidos uniformemente ao longo de toda curva de crescimento. Isto pode
caracterizar um problema se o crescimento é muito rapido, se a duragao da fase lag

€ muito curta ou se o experimento termina antes que se atinja a fase estacionaria.

2.2 MODELOS SECUNDARIOS

Os modelos secundarios indicam como os parametros dos modelos
primarios mudam com fatores ambientais como temperatura, pH e atividade de
agua, entre outros (WHITING, 1995). Muitos modelos secundarios tém sido
propostos na literatura, como os modelos polinomiais ou metodologia de superficie

de resposta, equagcao de Arrhenius, modelo da raiz quadrada ou de Ratkowsky,
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entre outros (SCHAFFNER & LABUZA, 1997; WHITING, 1995; McMEEKIN & ROSS,
2002; DAVEY & DAUGHTRY, 1995).

Sem duvida, a temperatura € o fator mais importante nas reacbes de
deterioracdo de alimentos, principalmente na deterioragdo microbiana, uma vez que
a velocidade especifica maxima de crescimento e a fase lag sdo altamente
dependentes da temperatura (GIANNUZZI et al., 1998). Mesmo estando diretamente
ligada a estabilidade microbiolégica dos alimentos, nem sempre a temperatura de
refrigeragdo € mantida constante durante a manipulagdo. Assim, muitos
pesquisadores estudaram, através de modelos computacionais baseados em
transferéncia de calor e estimativas de crescimento microbiano, o efeito da
temperatura na estabilidade microbiana (GIANNUZZI et al., 1998). O modelo da raiz
quadrada, proposto por RATKOWSKY et al. (1983), pode ser citado como exemplo
de um modelo que descreve a influéncia da temperatura na taxa de crescimento
especifico. Em 1991, ZWIETERING et al. modificaram o modelo estendido de
Ratkowsky para descrever o efeito da temperatura na fase lag. O efeito de
flutuagbes da temperatura na fase lag e na taxa de crescimento especifico, em meio
liquido, também foi estudado por LI & TORRES (1993).

O pH e a, também s&o incluidos em alguns modelos, sendo necessario
expressa-los, algumas vezes, como concentragao de ion hidrogénio ou conteudo de
sal. Os fatores inclusos nos modelos variam de acordo com a finalidade a que se
propdem. Quando o modelo é desenvolvido para carnes curadas, por exemplo, é
necessaria a incorporagao de um termo no modelo que descreva a influéncia do
nitrito no crescimento microbiano. Embora seja raro, os modelos podem incluir
outros fatores além de temperatura, pH, a, e nitrito, como o potencial redox, a
composi¢cao dos gases do headspace (oxigénio, didxido de carbono, nitrogénio) e

outros.

A influéncia de uma microbiota competitiva ainda n&o foi explorada por
muitos modelos. Quando se tem uma mistura de microrganismos, a predominancia
de um ou de outro varia de acordo com a energia de ativagdo de cada um, sendo
que, aqueles que possuem maior energia de ativagao, sdo predominantes a altas

temperaturas, enquanto que aqueles que possuem energias de ativagcdo menores



Capitulo Il: Revisao Bibliografica 31

deverao ser predominantes a temperaturas mais baixas. Além disso, pode ocorrer a
producao de substancias antimicrobianas por alguns contaminantes naturais, o que
pode afetar o crescimento de outros microrganismos presentes nos alimentos
(SCHAFFNER & LABUZA, 1997).

2.3 MODELOS TERCIARIOS

Os modelos terciarios sao ferramentas, onde as rotinas dos softwares
computacionais transformam os modelos primarios e secundarios em programas
amigaveis, como softwares e sistemas espertos. Estes programas podem calcular as
respostas microbianas de acordo com as mudancas nas condicbes ambientais,
comparar o efeito das diferentes condi¢gdes ou contrastar o comportamento de varios

microrganismos.

Alguns softwares comerciais, que podem ser adquiridos livres de encargos,
fornecem predigdes do crescimento microbiano ou da taxa de crescimento ou da
fase lag, sob condi¢des definidas (McMEEKIN & ROSS, 2002) . Entre eles estao:

e USDA’s Pathogen Modeling Program (BUCHANAN, 1993), disponivel

no site http://www.arserrc.go/mfs/pathogen.htm;

) Food MicroModel (McCLURE et al., 1994; PANCIELLO & QUANTICK,
1998), software desenvolvido por um grupo de empresas em conjunto com o
governo do Reino Unido, disponivel no site

http://www.lIfra.co.uk/micromodel/index.htmil;

e  Seafood Spoilage Predictor (DALGAARD et al., 2002), desenvolvido
para predizer a vida de prateleira de alimentos de origem marinha
estocados a temperatura constante ou sob flutuagdes de temperatura. O

software disponivel no site http://dfu.min.dk/micro/ssp/.

e  Food Spoilage Predictor (NEUMEYER et al., 1997), software comercial
que modela o efeito da atividade de agua e de flutuacdes de temperatura no

crescimento de Pseudomonas psicrotolerantes.


http://www.arserrc.go/mfs/pathogen.htm
http://www.lfra.co.uk/micromodel/index.html
http://dfu.min.dk/micro/ssp/
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3 DETERMINAGAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO

Quando o crescimento de um ou mais microrganismos € estudado, uma
grande quantidade de dados € necessaria, uma vez que o0s parametros de
crescimento (duracédo da fase lag, velocidade especifica maxima de crescimento e
aumento logaritmico da populagdo) sao obtidos com boa exatiddo quando um
numero suficiente de repeticdes é feito e, desde que, cada repeticdo contenha um
numero suficiente e bem distribuido de pontos experimentais. Este problema é ainda
maior se o crescimento for estudado em funcdo de diferentes condigdes, como
temperatura, pH ou atividade de agua (AUGUSTIN et al., 1999; BEGOT et al., 1996).

O desenvolvimento de modelos na microbiologia preditiva requer uma
grande quantidade de dados. Estes dados sao geralmente obtidos pelo método de
contagem de coldnias por diluicdo e plaqueamento (AUGUSTIN et al., 1999). Este
método, mesmo exigindo um grande consumo de tempo e nao fornecendo
resultados imediatos, tem sido utilizado como um método padrdo para métodos
alternativos que vém sendo desenvolvidos como medidas de impedancia,

radiometria, determinacédo de ATP e citometria de fluxo.

O crescimento microbiano pode ser acompanhado, em tempo real, através
da Densidade Otica (DO), um método ja estabelecido e chamado de turbidimetria
(BEGOT et al., 1996). A turbidimetria se tornou um método atrativo, devido ao
advento de sistemas turbidimétricos automatizados (AUGUSTIN et al., 1999;
BEGOT et al, 1996), e, recentemente, foi utilizado por alguns autores para estimar
os parametros de crescimento através do Modelo de Gompertz Modificado (BEGOT
et al., 1996; CHORIN et al., 1997; DALGAARD & KOUTSOUMANIS, 2001;
CHEROUTRE-VIALETTE et al., 1998). A estimativa dos parametros de crescimento
por medidas de absorbancia tem a vantagem de ser rapido, ndao destrutivo, barato e
relativamente facil de automatizar quando comparado com outras técnicas e,
particularmente, quando comparado com a contagem de viaveis classica
(DALGAARD & KOUTSOUMANIS, 2001).
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3.1 DETERMINACAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS

A avaliagdo do crescimento de fungos pela medida da taxa de extensdo das
hifas, normalmente chamada de taxa de crescimento radial, expressa em um/h, é
provavelmente, a medida mais simples e direta, mas nao necessariamente
representa a verdadeira natureza do crescimento do fungo. Contrariamente as
bactérias, que se reproduzem por cissiparidade e cujo crescimento normalmente
ocorre apenas na superficie de meios soélidos ou de forma homogénea através de
um meio liquido, as hifas produzidas pelos fungos podem penetrar nos alimentos em
trés dimensdes (GIBSON & HOCKING, 1997). Entretanto, este método tem sido
utilizado para quantificar o crescimento de fungos, como o relatado por MOLINA &
GIANUZZI (1999), que estudaram o efeito da combinagdo de temperatura e de
concentracdes de acido propiénico no crescimento de Aspergillus parasiticus através
de medidas do didmetro da col6nia. O efeito da atividade de agua no crescimento de
fungos termorresistentes também foi avaliado por medidas do didmetro da colbnia
(VALIK & PIECKOVA, 2001).

Segundo LANGVAD (1999), o crescimento de fungos filamentosos em
cultura liquida pode ser medido através do aumento do peso seco de culturas
realizadas em frascos erlenmeyers de 500 mL estacionarios ou agitados. O autor
observou uma relacgao linear, entre a absorbancia (lida a 630 nm) e 0 peso seco,
similar para diferentes fungos com um coeficiente angular de 4,2 mg/mL de peso

seco por unidade de absorbancia.

AKPOMEDAYE & EJECHI (1998) estudaram o efeito de extratos de pimenta
associados ao efeito do calor no crescimento de Aspergillus flavus, Aspergillus niger
e Rhizopus stolonifer. A inibicdo do crescimento foi medida pela quantificagcdo da

biomassa, que foi filtrada e seca até peso constante.
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4 MICROBIOLOGIA PREDITIVA X FUNGOS

Segundo BARANYI et al. (1996), o uso dos modelos preditivos, amplamente
aceito no estudo do crescimento bacteriano, também tem se mostrado como uma
importante ferramenta no estudo do crescimento de fungos. Mas a modelagem
preditiva do crescimento de fungos filamentosos ndo tem recebido tanta atengcao
quanto o crescimento bacteriano, provavelmente devido a complexidade de se

quantificar o seu crescimento.

ERKMEN & ALBEN (2002) utilizaram diferentes modelos néo-lineares para
estimar os parametros p(g/L), A (dias) e A (g/L), na produgdo de acido citrico e
formacédo de biomassa, por Aspergillus niger em cultura submersa. A biomassa foi
quantificada por filtracdo de uma amostra de 15 mL, retirada do fermentador a cada
15 dias. Depois de filtrado, o micélio foi seco a 105°C até peso constante. Os
parametros biolégicos foram estimados, com sucesso, pela equacdo de Gompertz

modificada.

CUPPERS et al. (1997) desenvolveram um modelo com a taxa de
crescimento em fungdo da temperatura e da concentracdo de sal, para predizer o
tempo necessario para que a colbnia atinja um tamanho visivel (3 mm). A medida do
didmetro também foi utilizada por BARANYI et al. (1996) que modelaram o efeito da
atividade de agua na taxa de crescimento da coldénia de quatro espécies de
Aspergillus. MOLINA & GIANNUZZI (1999) utilizaram o modelo de Arrhenius para
avaliar o efeito da temperatura e da concentracdo de acido propidénico no
crescimento de Aspergillus parasiticus. O crescimento foi medido através do

incremento do diametro da col6nia por unidade de tempo.

O efeito da a, no crescimento de Penicillium roqueforti foi estudado através
das técnicas de microbiologia preditiva por VALIK et al. (1999). O crescimento da
colénia, medido através do didametro da col6nia, foi modelado por uma fungao

quadratica ajustada aos valores de a,, transformados.

VALIK & PIECKOVA (2001) consideraram que sdo poucos os trabalhos

publicados sobre os efeitos de fatores ambientais como atividade de agua (aw), pH,
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temperatura, tensao de oxigénio, luminosidade, conservantes e acidos organicos, no
crescimento de fungos termorresistentes, sendo que estes dados poderiam ser

modelados matematicamente.
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5 FUNGOS

Estima-se que existam cerca de um milhdo e meio de espécies de fungos no
mundo, mas apenas sessenta e nove e mil espécies, foram descritas. Devido a
capacidade dos fungos em utilizar substratos muito diferentes, eles séo capazes de
atacar inumeros produtos utilizados pelo homem, incluindo tecidos, couro, produtos
derivados do petréleo como combustiveis e lubrificantes, além dos seres vivos.
Assim, varios processos como secagem, salga, congelamento, aquecimento,
enlatamento, uso de irradiacdo ou de aditivos quimicos, s&o empregados para
proteger os alimentos dos fungos e também das bactérias. Além de danificar os
alimentos certas espécies de fungos podem produzir substancias téxicas,
conhecidas como micotoxinas (ALEXOPOULOQUS, 1996).

Os fungos sdo organismos eucarioticos, aclorofilados, imoveis, aerdbios e
obtém energia da oxidagao de substancias organicas (SCHLEGEL, 1993). A maioria
dos fungos é aerdbia, apesar de que inumeras espécies, incluindo as leveduras,
serem anaerobias facultativas (ALEXOPOULOUS, 1996). O corpo vegetativo, ou
talo, consiste de filamentos chamados de hifas, que podem ser septadas ou nao, e
se estendem sobre o meio nutriente (SCHLEGEL, 1993).

A reproducgéo efetua-se por germinagdo de esporos. Os esporos maduros
sdo liberados dos aparelhos esporiferos e disseminados. Um esporo germina e
emite um filamento, ou hifa, que cresce, alonga-se e ramifica-se para dar um novo
micélio. Os esporos assexuados nascem da amputacdo de pequenos fragmentos
citoplasmaticos uni ou multinucleados que se separam na extremidade das hifas. Na
reprodugdo sexuada, o zigoto ou uma célula vegetativa passa por uma divisdo
meidtica, seguida de uma ou varias divisbes mitéticas, que permitem a formagao de
esporos sexuados hapldides (SCRIBAN, 1985).

Os fungos sao subdivididos, de acordo com as caracteristicas estruturais e
reprodutivas, em varios grupos: Zygomicetos, Oomicetos, Ascomicetos,
Deuteromicetos, Basidiomicetos (ALEXOPOULOQOUS, 1996)
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Nos fungos pertencentes ao grupo dos Ascomicetos, a reproducado sexuada
é efetuada por ascosporos. Os ascésporos sdao desenvolvidos dentro de uma
estrutura em forma de saco, chamada asco. Cada asco contém de 4 a 8 ascOsporos

que sao liberados quando ha ruptura do asco (SCRIBAN, 1985).

5.1 FUNGOS TERMORRESISTENTES

A maioria dos fungos filamentosos possui limitada resisténcia térmica e sao
facilmente destruidos pela aplicagcdo de calor. Entretanto, algumas espécies que
apresentam a caracteristica de produzir ascésporos (esporos da fase de reprodugéo
sexuada) como Byssochlamys, Neosartorya, e Talaromyces, entre outras,
demonstram uma alta resisténcia térmica (HOCKING & PITT, 1984; TOURNAS,
1994).

A pasteurizacdo normalmente aplicada aos produtos de frutas ativa os
ascosporos dormentes que germinam e permitem o crescimento dos fungos
termorresistentes (BEUCHAT, 1986; SPLITTSTOESSER et al., 1972). Por
sobreviverem aos tratamentos térmicos utilizados no processamento de frutas, estes
fungos podem crescer e deteriorar os produtos estocados a temperatura ambiente, o

que pode resultar em grandes perdas econdmicas (TOURNAS, 1994).

As espécies comumente envolvidas na deterioragao de frutas e produtos de
frutas s&o Byssochlamys nivea e Byssochlamys fulva, Neosartorya fischeri,
Talaromyces flavus, Talaromyces trachyspermus (ENIGL et al., 1993) e
Eupenicillium brefeldianum (TOURNAS, 1994).



Capitulo Il: Revisao Bibliografica 38

5.1.1 Descrigao dos Géneros Byssochlamys e Neosartorya
Byssochlamys sp

Os fungos do género Byssochlamys (B. nivea e B. fulva) sado caracterizados
pela auséncia de cleistotécio, gymnotécio ou qualquer outro corpo que envolva os
ascos durante o desenvolvimento ou maturacdo. Os ascos sao produzidos em
cachos abertos, em associagdo com fragmentos de hifas, mas n&o envolvidos por
estas. Os ascos sao compostos por oito ascosporos, estruturas transparentes,
habitualmente ovais e lisas, com dimensdes que variam de 2,8-4,0 x 3,4-5,6 um. As
formas anamorfas ou imperfeitas de B. nivea e B. fulva sdo Paecylomyces niveus e
Paecylomyces fulvus , respectivamente. As colénias de B. nivea geralmente s&o
brancas em Agar Extrato de Malte (MEA) ou Agar Czapeck Extrato de Levedura
(CYA) e apresentam ascos menores que de B. fulva, que apresentam col6nias

marrons amareladas, nos mesmos meios de crescimento (BEUCHAT & RICE, 1979)
Neosartorya sp

Os fungos deste género apresentam cleistotécios, que envolvem os ascos
dando as col6nias uma aparéncia granular. N. fischeri € a Unica espécie significante
e reconhecida como deteriorante de alimentos, e possui trés variedades: N. fischeri
var. fischeri, N. fischeri var. glabra e N. fischeri var. spinosa que se diferenciam entre
si pela ornamentacdo dos ascésporos, tipos de toxinas e outros metabdlitos
secundarios. Os ascos s&o biconvexos com divisdo equatorial (NIELSEN, 1991). A
coloracao das colénias varia entre branco e amarelo; o reverso varia de amarelo a
rosa palido ou marrom. O micélio € branco e ha grande producgao de cleistotécio. Os
ascosporos sao elipsoidais ou ovais, de 7 a 8 um de comprimento e apresentam
duas cristas longitudinais. A fase anamorfa é chamada Asperqgillus fischeri,

entretanto estado teleomorfico € o mais encontrado (TOURNAS, 1994).
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5.1.2 Incidéncia

A primeira investigagao extensiva sobre a incidéncia de Byssochlamys sp.
em frutas e ambientes associados foi feita por OLLIVER & RENDLE (1934), que
investigaram o amolecimento de frutas que eram embaladas em bom estado, mas,
depois de algumas semanas de estocagem, uma pequena porcentagem dos
produtos se desintegrava. Nao havia produgé&o de gas visivel, alteracdo de odor ou
flavour e nenhuma mudanca evidente na coloragdo. As pesquisas demonstraram
que o fungo filamentoso Byssochlamys fulva era o agente deteriorante e que o solo

era a fonte de contaminacao inicial.

A incidéncia de Byssochlamys em solos de pomares e vinhedos da América
do Norte foi estudada por YATES (1974), que demonstrou a ocorréncia deste fungo
em amostras de uvas retiradas de caminhdes de transporte utilizados por uma
vinicola. SPLITTSTOESSER et al. (1971) constataram, em estudo sobre a incidéncia
de fungos termoresistentes em pomares e hortas de Nova York, que no solo, bem
como nos materiais colhidos deste, se encontravam as maiores concentragdes deste

tipo de fungo.

Varios trabalhos sobre a incidéncia de fungos termorresistentes mostram
que eles estdo distribuidos por varios paises como Estados Unidos (MAUNDER,
1969; SPLITTSTOESSER et al., 1971), Dinamarca (JENSEN, 1960), Australia
(SPURGIN, 1964; RICHARDSON, 1965), Holanda (PUT E KRUISWIJK, 1964),
Canada (YATES & MOONEY, 1968), Alemanha (ECKARDT e ARHENS, 1977),
Suiga (LUTHI & HOCHSTRASSER, 1952), Nigéria (UGWUANY| & OBETA, 1991),
lugoslavia (MICKOVSKI, 1962) india (RAJASHEKHARA et al., 1996) e no Brasil
(EIROA & ALMSTADEN,1985; BAGLIONI, 1998; ARAGAO, 1989; SALOMAO,
2002).
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5.1.3 Alimentos Susceptiveis a Contaminagao

Os alimentos susceptiveis a deterioracdo por fungos termorresistentes séo
frutas e produtos a base de frutas como sucos, polpas, concentrados e frutas
enlatadas. Dentre os varios tipos de frutas, aquelas que sao colhidas diretamente do
solo ou que estdo proximas dele, como morango, ameixa, maracuja, uva, abacaxi,
péssego € maca sao as mais afetadas pela deterioragdo por fungos
termorresistentes (TOURNAS, 1994).

A presenca de fungos termorresistentes em certas frutas €, sem duvida,
influenciada pela amplitude da exposi¢ao ao solo, bem como pela prevaléncia do
fungo no solo onde as frutas crescem (BEUCHAT & RICE, 1979). Algumas linhagens
de Byssochlamys e de N. fischeri ttm se tornado um problema industrial, devido a
deterioracdo dos produtos e a producdo de micotoxinas (RICE et al., 1977;
PATTERSON et al., 1981).

Varios trabalhos demonstram a contaminacdo de produtos comerciais por
fungos termorresistentes. N. fischeri ja foi isolado de morangos enlatados (McEVOY
& STUART, 1970), drinks a base de frutas (SPLITTSTOESSER &
SPLITTSTOESSER, 1977), de suco concentrado de abacaxi e de maracuja
congelados (TOURNAS & TRAXLER, 1994) e Byssochlamys de drink de uva
termicamente processado (SPLITTSTOESSER et al., 1969), suco de maga (VAN
DER RIET & VAN DER WALT (1985), e suco de fruta concentrado (50°Brix)
(PALOU et al., 1998).

Os fungos filamentosos termorresistentes foram isolados de polpa de tomate
com o objetivo de avaliar a eficiéncia da pasteurizacdo aplicada a produtos
enlatados comerciais. Foram isolados ascosporos de nove linhagens, sendo duas de
B. nivea, trés de B. fulva e quatro de N. fischeri (KOTZEKIDOU, 1997)

Na Austrédlia, a deterioragcdo de alimentos por Byssochlamys foi reconhecida
no inicio dos anos 60, em morangos enlatados. As matérias primas freqientemente

contaminadas por esporos de fungos termorresistentes sdo morangos e maracujas,
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e, em menor grau abacaxi, e suco e polpa de manga. Sucos e produtos citricos séo
raramente implicados (TOURNAS, 1994).

No Brasil, ARAGAO (1989) isolou 58 culturas de fungos filamentosos
termorresistentes a partir de 15 amostras de polpa de morango. Entre os géneros
isolados foram encontrados B. nivea, N. fischeri, Talaromyces flavus var. flavus e
Eupenicillium javanicum var. javanicum. BAGLIONI (1998), em estudo sobre a
ocorréncia de fungos filamentosos durante o processamento asséptico de polpa de
tomate, encontrou cinquenta linhagens, sendo que o isolado mais termorresistente,
identificado como N. fischeri sobreviveu ao choque térmico a 100°C por 25 minutos.
SALOMAO (2002) isolou onze cepas de fungos termorresistentes de néctar de
maca, nove de polpas comerciais congeladas de morango e uva e uma, identificada
como B. fulva, de suco comercial pasteurizado e preservado com benzoato de sédio
e sorbato de potassio. As cepas isoladas foram identificadas N. fischeri, B. fulva e

Talaromyces sp., Eupenicillium sp. e Aspergillus sp.

Poucos trabalhos relatam a presencga de fungos termorresistentes em outros
produtos além de frutas e derivados de frutas. YATES & FERGUSON (1963)
isolaram B. nivea de pepinos em salmoura. Estes fungos também foram isolados de
leite cru (FREVEL et al.,, 1985), queijo fresco, leite cru e leite integral (ENGEL &
TEUBER, 1991).

5.1.4 Consequéncias do Crescimento em Alimentos

O primeiro sinal da agdo de um fungo termorresistente € um ligeiro
amolecimento da fruta, sugerindo um supercozimento ou o uso de frutas muito
maduras. Pode aparecer um mau cheiro e um gosto rangoso. Em seguida, ha uma
total desintegracéo da fruta. Em produtos solidificados, como géis de fruta, os fungos
termorresistentes crescem na superficie, deteriorando o produto devido a
solubilizagdo do substrato por agdo da pectina (HOCHING & PITT, 1984).

Os fungos termorresistentes secretam varias enzimas. Entre as mais

comuns estdo as pectinases, amilases e proteinases. As enzimas pectinoliticas
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produzidas pelos fungos sao responsaveis pela hidrélise da pectina, e
consequentemente, pelo amolecimento da textura das frutas. Além de enzimas, os
fungos do género Byssochlamys podem produzir metabdlitos secundarios toxicos,
como a patulina, acido bissoclamico, bissotoxina A, assimetrina e variotina, e os
fungos do género Neosartorya podem produzir as micotoxinas: fumitremorginas A e

C, verruculogena, fischerina e eupenifeldina (TOURNAS, 1994).

Algumas linhagens de N. fischeri sdo capazes de produzir terreina (MISAWA
et al., 1962), fumitremorginas A e B (HOIRE & YAHMAZAKI, 1981) e verruculogena
(PATTERSON et al., 1981). As ultimas trés micotoxinas sdo membros do grupo das
fumitremorginas, que inclui ainda fumitremorginas C e TR-2 (COLE et al., 1974).
Estas toxinas agem no sistema nervoso central causando tremores, convulsdes e a
morte de animais (PERERA et al., 1982; YAMAZAKI, et al., 1971; YAMAZAKI, et al.,
1979). A verruculogena é a mais toxica, causando tremores em suinos e ovelhas
numa concentracdo de 5 a 10 mg/kg de peso corporal, administrado por meio
intravenal (PERERA et al., 1982).

As condi¢des requeridas para a produgao de enzimas pécticas por B. nivea
foram estudadas por YATES & MOONEY (1968). A producdo maxima das enzimas
foi obtida em meio contendo glicose e pectina, apds cinco dias de incubagao a 35°C.
UGWUANYI & OBETA (1999) verificaram a atividade de enzimas pectinoliticas e
celuloliticas produzidas por Neosartorya spp., B. nivea e Paecilomyces varioti em
dois meios artificiais, um contendo pectina e outro contendo tecido de manga. A
desintegragcédo do tecido de manga por estas enzimas também foi avaliada. Foram
identificadas, para todos os isolados, em meio artificial, as atividades de hidrolases,

liases e pectinases, e para B. nivea uma grande atividade de celulases.

NIELSEN et al. (1988) demonstraram que as temperaturas o6timas para
producao de verruculogena e fumitremorginas A e C, em Agar Czapek Extrato de
Levedura (CYA) a pH 7,0, foram 25, 30 e 37°C, respectivamente. A produgao de
fumitremorgina foi retardada a temperatura de 15°C, mas uma extensao do periodo
de incubacgao resultou numa concentragdo aproximadamente igual a observada a
25°C. O uso de luz aumentou a produgao de fumitremorgina em CYA (pH 3,5, 25°C),

mas nao tao drasticamente como quando foi adicionada glicose, frutose ou sacarose
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no meio de crescimento (CYA, pH 3,5, 25°C) . O crescimento e a producédo de
fumitremorgina foi maior a atividade de agua de 0,98 em CYA suplementado com
glicose ou frutose e a atividade de 0,99 em CYA suplementado com sacarose. O
crescimento e a produgdo de fumitremorgina foram observados em atividades de
agua tdo baixas quanto 0,925 em CYA suplementado com glicose, mas ndo em
atividades de agua menores que 0,97 em CYA suplementado com sacarose.
Verruculogena foi produzida em grandes quantidades em todos os meios testados,

seguido de fumitremorgina A e fumitremorgina C.

Segundo LEGGOTT & SHEPHARD (2001), o controle da patulina em sucos
e derivados de frutas pode ser alcangado utilizando-se matéria-prima sadia,
estocagem em atmosfera controlada, retirando-se frutas rompidas ou danificadas,
retirando-se os tecidos rompidos, filtragcdo com carvao ativado, fermentacdo do suco
de macga, adigcdo de dioxido sulfurico, adicdo de acido ascérbico, irradiagdo e

pasteurizacao.

A capacidade de dez linhagens de B. fulva e trés de B. nivea quanto a
producao de patulina, em meio sintético, foi avaliada por RICE et al. (1977). Duas,
das trés linhagens de B. nivea, e, as dez de B. fulva, produziram patulina. Uma das
linhagens de B. fulva foi inoculada em treze sucos de frutas processados, que foram
entdo incubados a 25°C por 14 dias, para posterior quantificacdo de patulina. A
patulina foi encontrada em todos os sucos, com exceg¢ao do suco de ameixa seca e

de tomate.
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5.1.5 Controle do Crescimento

O crescimento dos microrganismos é influenciado por varios fatores
normalmente divididos em intrinsecos (pH, atividade de agua, potencial de oxido-
reducao, conteudo de nutriente, compostos antimicrobianos e estrutura biolégicas) e
extrinsecos (temperatura de conservagao, umidade relativa do ambiente, presenca e

concentracédo de gases no ambiente) (JAY, 1992).

Dentre os fatores extrinsecos, a temperatura € um dos mais importantes no
controle do crescimento dos microrganismos. No entanto, a temperatura ndo pode
ser utilizada no controle do crescimento de fungos filamentosos termorresistentes
devido a resisténcia dos ascésporos. Para destruicido dos ascosporos seria
necessario um tratamento térmico severo que comprometeria a textura, as
caracteristicas organolépticas, nutricionais e a qualidade do produto, portanto, outros
fatores devem ser manipulados para controle do crescimento de fungos
termorresistentes (TOURNAS, 1994).

O efeito da temperatura no crescimento de fungos termorresistentes foi o
primeiro parametro estudado na tentativa de prevenir a deterioracdo de frutas
processadas. OLLIVER & RENDLE (1934) verificaram que a temperatura 6tima para
crescimento de Byssochlamys estava entre 30 e 37°C, e que estocando o produto
de -12 a -7°C o crescimento era inibido, ndo significando no entanto, a morte do
microrganismo. BEUCHAT e TOLEDO (1977) mostraram que nao houve
crescimento de B. nivea em sucos € néctares de frutas estocados a 7°C e que a
estocagem de ascosporos a 7 e - 30°C teve um efeito letal. Entretanto, adicionando-

se agucar nos produtos observou-se um efeito protetor.

NIELSEN et al. (1988) relataram que N. fischeri cresceu de 10 a 52°C, com
uma temperatura 6tima entre 26 e 45°C. Segundo TOURNAS (1989), o crescimento
6timo e a formacao de ascésporos de Neosartorya fischeri ATCC 66781, em meio
CYA, se deu entre as temperaturas de 30 e 36°C, e nao foi observado o crescimento

a 10°C e a temperaturas inferiores.

ECKARDT e ARHENS (1978) estudaram a sobrevivéncia de conidios e

ascosporos de B. fulva em agua destilada a -18°C, por um periodo de 34 semanas,
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e observaram um declinio dos conidios viaveis, mas uma sobrevivéncia
relativamente constante do numero de ascdsporos sobreviventes. Estes resultados
indicam que, embora a inativacdo dos ascOsporos ndo possa ser assegurada, o
crescimento de Byssochlamys e Neosartorya, pode ser controlado estocando-os em
temperaturas reduzidas (TOURNAS, 1994)

O efeito da atividade de agua no crescimento de fungos termorresistentes
também tem sido objetivo de muitos trabalhos. Segundo BEUCHAT & RICE (1979),
embora a baixa atividade de agua em concentrados de frutas parega aumentar a
preservacdo destes produtos, este fator ndo deve ser utilizado no controle da
deterioragdo por fungos termorresistentes em latas de frutas processadas, pois as
concentragcdes de sacarose se encontram em uma faixa que permite a germinagao
de ascosporos e crescimento de Byssochlamys. OBETA & UGWUANYI (1997) em
estudos sobre o crescimento de N. fischeri, N. fischeri var. spinosa e N. quadricincta,
em agar contendo sucos de frutas, também observaram que, embora a adi¢gao de
sacarose em concentragdes da ordem de 30% resultou em uma diminuigdo do
numero de colbnias formadas, a adicdo de sacarose em niveis de 10% resultou em

um aumento destas.

Para Byssochlamys sp. a atividade de agua minima para que ocorra a
germinacao é 0,84, seqgundo BEUCHAT & TOLEDO (1977). TOURNAS (1989)
demonstrou que espécies de Byssochlamys cresceram em substratos com pH entre
2,0 e 9,0, enquanto que o crescimento de N. fischeri foi observado entre os valores
de pH de 3,0 e 7,95. Poucos trabalhos trazem informagdes sobre a faixa de pH ou o
pH 6timo de crescimento de outros fungos termorresistentes, mas sabe-se que
crescem muito bem em regides de acidez. Deste modo, a manipulagao do pH para
restricdo do crescimento seria impraticavel, pois seriam necessarios valores muito

baixos de pHs, inadequados para produtos alimenticios (TOURNAS, 1994).



Capitulo Il: Revisao Bibliografica 46

5.1.6 Ativacao de Esporos de Fungos

TOURNAS (1994) diz que, de acordo com GOTTLIEB (1964), germinagao é
0 processo pelo qual o esporo é transformado de um estagio de dorméncia para um
estado de alta atividade metabdlica. Esta alta atividade é refletida na ativacdo de
processos produtores de energia necessaria na sintese de proteinas e subsequente
formagdo do microrganismo. A ativacdo do processo produtor de energia,
caracterizado por altas taxas de respiracdo, pode ser iniciada por um choque
térmico, por aplicacbes de compostos quimicos, presenca e auséncia de luz e

outros.

Segundo RAJASHEKHARA et al. (1996), a ativagdo de uma linhagem de N.

fischeri, isolada de mamao papaia deteriorado, foi 6tima a 80°C de 15 a 30 minutos.

SPLITTSTOESSER et al. (1972) mostrou que havia uma interagdo entre o
meio de aquecimento e a temperatura do choque quando a temperatura de 60°C era
utilizada, sendo que, em temperaturas mais altas (70 a 80°C), a influéncia do meio
era menos pronunciada. Mais tarde, SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER
(1977), ainda estudando a relacédo entre a taxa de ativacdo e o meio de
aquecimento, verificaram que a ativagao de N. fischeri era mais rapida em suco de
uva a 5°Brix em relagc&o a agua destilada. KOTZEIKIDOU (1997) também estudando
a ativacao de N. fischeri, constatou que esta era maior em suco de tomate que em

tampao fosfato.

Curvas de ativagao, a 85°C, utilizando-se tampao fosfato (0,1M e pH 7,0)
como meio de aquecimento para trés linhagens de N. fischeri foram feitas por
BEUCHAT (1986). Para as trés linhagens, os ascosporos com 64 dias apresentaram
um comportamento semelhante, com um tempo 6timo de 15 minutos. ARAGAO
(1989) obteve o tempo 6timo de 10 minutos, a 80°C, para ativagao para ascosporos
de N. fischeri em suco de morango (15°Brix e pH 3,0). BAGLIONI (1998) depois de
selecionar o fungo filamentoso mais termorresistente, identificado como N. fischeri,
verificou que os tempos onde se obteve maior recuperagcado de ascosporos, a 85°C,
foram 10 e 20 minutos, para ascosporos com 1 e 3 meses de idade,

respectivamente. Segundo SALOMAO (2002), ascosporos de N. fischeri com 1 més
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de idade, ativados em suco de maca (11,3°Brix) a diferentes valores de pH (2,5, 3,5

e 4,5), apresentaram o mesmo tempo de ativagao 6tima de 10 minutos a 85°C.
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1 FUNGOS TERMORRESISTENTES

Foram avaliados o0s crescimentos de dois fungos filamentosos

termorresistentes: Neosartorya fischeri e Byssochlamys nivea.
Neosartorya fischeri

Uma suspensédo de esporos de Neosartorya fischeri, isolada por BAGLIONI
(1998), foi fornecida pelo Laboratorio de Termobacteriologia da Faculdade de
Engenharia de Alimentos da UNICAMP. A suspensdo fornecida se encontrava

pronta para uso e foi utilizada na avaliagao do crescimento deste fungo.
Byssochlamys nivea

A partir de uma cepa de Byssochlamys nivea, isolada por ARAGAO (1989)
no Laboratério de Termobacteriologia da Faculdade de Engenharia de Alimentos da

UNICAMP, foi preparada uma suspensao de esporos.

1.1 PREPARO DA SUSPENSAO DE ASCOSPOROS DE B. nivea

A suspensado de B. nivea foi preparada em garrafas de Roux, seguindo a
metodologia descrita por SALOMAO (2002). Um fragmento da colénia do fungo foi
transferido para 22 tubos com tampa rosqueavel contendo 0,5 mL de solugéo 0,05%

de Tween 80 cada, utilizada para dispersao do fragmento.

O conteudo dos tubos foi utilizado para inocular, com auxilio de uma pipeta
estéril, 22 garrafas de Roux (1L), contendo aproximadamente 200 mL de Agar
Extrato de Malte (MEA), pH 5,4 (formulado conforme PITT & HOCKING, 1985), cada
uma. As garrafas foram incubadas a 30°C, por um periodo de 30 dias para permitir a

esporulacéo e o desenvolvimento das estruturas produtoras de ascos e ascOsporos.

Apos o periodo de incubacédo, os esporos de B. nivea foram recolhidos
adicionando-se vinte e cinco mililitros de agua destilada estéril em cada garrafa, e
raspando-se levemente a superficie de cada uma, com o auxilio de pérolas de vidro

e uma bagueta de vidro estéril. Para remogéo de fragmentos de hifas, a suspenséo



Capitulo Ill: Material e Métodos 50

resultante foi filtrada através de camadas de gaze estéril e centrifugada a 4000 rpm
por 30 minutos sob uma temperatura de 5°C. Posteriormente, foi realizada a
lavagem do precipitado com mais uma centrifugagcdo em agua estéril. A auséncia de
hifas e a obtencdo de ascdésporos e ascos livres foram verificadas
microscopicamente. A suspensdo final foi preparada ressuspendendo-se o
precipitado em um pequeno volume de agua. A suspensao foi estocada sob

refrigeragdo em um recipiente de vidro esteéril.

1.2 QUANTIFICACAO DAS SUSPENSOES DE ESPOROS

Para a determinacdo da concentracdo das suspensdes de esporos de
N. fischeri e B. nivea, estas foram ativadas a 80°C por 30 minutos
(RAJASHEKHARA et al., 1996). Apos permanecer 30 minutos a 80°C, a suspensao
foi imediatamente resfriada em um banho de gelo. A partir das suspensdes ativadas
foram feitas diluicbes decimais sucessivas, sendo cada diluicdo plaqueada por
profundidade, em duplicata, utilizando o meio Agar Extrato de Malte (MEA),
formulado de acordo com PITT & HOCKING (1985). Apos trés dias de incubacéao a
30°C, foi feita a contagem do numero de unidades formadoras de col6nia (UFC/mL)

de cada placa. A contagem foi confirmada no quinto dia.

1.3 MEIO DE CRESCIMENTO

Foram utilizados sucos comerciais de abacaxi e de maracuja, de um unico
fabricante. Para que as polpas dos sucos ndo interferissem na determinacdo da
biomassa, estas foram removidas por centrifugacao, a 4500 rpm durante 20 minutos.
Os sucos foram centrifugados, em tubos de ensaio descartaveis a temperatura de
5°C.

Como os valores de pH dos sucos se encontravam proximos de 3,5 (WTW
pH 330i/SET) apods a centrifugagédo, o que favorece o crescimento de fungos, este
valor foi selecionado para a padronizagao dos mesmos. O pH do suco de abacaxi foi

ligeiramente diminuido utilizando-se uma solucéo 0,5 N de acido cloridrico e o pH do
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suco de maracuja aumentado utilizando-se uma solucdo de 0,1N de hidréxido de

sodio.

O crescimento de N. fischeri foi avaliado apenas em suco de abacaxi,
enquanto o crescimento de B. nivea foi avaliado em suco de abacaxi e de maracuja.
Os meios de crescimento, as temperaturas de incubacdo e o numero de repeticoes

dos experimentos realizados para cada tipo de fungo estao na Tabela 3.1

Tabela 3.1 - Condi¢goes para Determinagdao dos Parametros de Crescimento de

N. fischeri e B. nivea

Fungo Filamentoso Meio de crescimento  Temperatura

N° de repeticoes

2

N. fischeri Suco de abacaxi 30°C

Suco de abacaxi 20°C

B. nivea 30°C
(o]

Suco de maracuja 20°C

30°C

2
7
2
2
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2 AVALIAGAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES

O crescimento dos fungos foi avaliado individualmente para cada tipo de
suco. Foram adicionados 18 mL de suco em frascos erlenmeyers de 100 mL. Os
frascos preenchidos foram aquecidos a 115°C por 2 minutos para pasteurizacdo do
suco. Apds a pasteurizacdo, a quantidade de sdélidos soluveis foi medida por um
refratdmetro (Baush & Lomb). Os frascos foram inoculados com 2 mL da suspensao
de esporos, previamente ativada (80°C/30 minutos). Depois de inoculados, os
frascos contendo aproximadamente 10° UFC/mL foram incubados em estufa, na

temperatura de interesse.

2.1 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES POR CONTAGEM DE COLONIAS.

De acordo com a temperatura de incubagao, foram estabelecidos dias de
amostragem para constru¢ado da curva de crescimento. Nos dias pré-estabelecidos,
um erlenmeyer foi retirado da estufa. A partir deste erlenmeyer, foram feitas diluicbes
decimais sucessivas em tubos com tampa rosqueavel contendo 9 mL agua estéril. O
conteudo do erlenmeyer (suco + colénia) foi homogeneizado com auxilio de uma
barra magnética estéril, em um agitador magnético durante 5 minutos (Fisaton mod.
752). As diluicbes a serem plaqueadas foram definidas segundo a fase de
crescimento do fungo e o tipo de fungo. O plagueamento foi feito por profundidade,
em duplicata, com meio Agar Extrato de Malte (MEA). As placas foram incubadas

em estufa a 30°C e as contagens feitas no terceiro e confirmadas no quinto dia.
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2.2 AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES POR FILTRACAO.

A avaliagcdo do crescimento por filtracdo foi realizada paralelamente a
avaliagao por contagem de colénias. Nos mesmos dias de amostragem, um outro
erlenmeyer foi retirado da estufa para avaliagdo do crescimento do fungo pelo
método de filtragdo. O conteudo de cada erlenmeyer foi filtrado, com o auxilio de
uma bomba a vacuo, em papel filtro de Whatman n°1 (AKPOMEDAYE & EJECHI,
1998), previamente seco e pesado. O papel filtro contendo a biomassa foi seco em

estufa a 90°C até peso constante.

A Figura 3.1 mostra um esquema da metodologia utilizada.
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Suspensdo de esporos
ativados (10° UFC/mL)

Inoculagao de
erlenmeyers contendo
18 mL de suco

Estufa por até 20 dias

Retirada de 2
erlenmeyers em dias pré-
estabelecidos para
avaliacao do crescimento

Filtracao

Diluicao e plaqueamento

v

Filtragcdo de todo
conteudo do erlenmeyer

(suco + colbnia)

Pesagem

Estufa a 90°C até peso
constante

v

Homogeneizagao e
diluicado decimal (1mL)

Plaqueamento e
incubagéo a 30°C

Contagem

Figura 3. 1 - Esquema da Metodologia Utilizada para Avaliagdo do Crescimento de
Fungos Filamentosos Termorresistentes
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3 DETERMINAQAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
N. fischeri e B. nivea

3.1 DETERMI[\JAQAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO PELO
METODO GRAFICO

O crescimento de uma cultura microbiana pode ser representado pelo
grafico do logaritmo do numero de células contra o tempo. A Figura 3.2 apresenta
uma tipica curva de crescimento, de onde os seguintes parametros podem ser
obtidos: A(h), que representa a duracdo da fase lag, ou fase de adaptacdo; p (h™)
que representa a taxa de crescimento exponencial, ou seja, a velocidade maxima do
crescimento celular na fase exponencial e A, que € o aumento de ciclos logaritmicos

atingido pela populagao no final da fase estacionaria.

Ay e L RS ce e mm———— e

n{NNg)

R S — e

Figura 3.2— Curva Tipica de Crescimento Microbiano
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A velocidade especifica de crescimento (u) pode ser calculada a partir do
modelo de Monod (SCHAFFNER & LABUZA, 1997)

In (N/No) = ut (3.1)

onde N é o numero de microrganismos no tempo t e No € 0 numero inicial de

microrganismos.

Para cada repeticédo, a partir dos dados obtidos por contagem de colbnias,
foi construido um grafico com o logaritmo natural da concentracao celular (In N/Ng) x
tempo. O valor de p (h") foi encontrado tracando-se uma reta na fase de
crescimento exponencial da curva, considerando-se que p € o valor do coeficiente
angular desta reta. A duragao da fase lag, A (h), foi obtida prolongando-se a reta que
representa a fase de crescimento exponencial até o eixo das abscissas. A reta da
assintota superior foi prolongada até o eixo das ordenadas e a quantidade de ciclos

logaritmicos aumentada foi encontrada pela equagéo 3.2

_log (N/N,)
e

A

3.2 ESTIMATIVA DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO PELO
MODELO DE GOMPERTZ

A funcdo ou Modelo de Gompertz, apresentada pela Equacdo 2.1, foi
ajustado aos valores da variagdo do peso da biomassa (log B/By) ao longo do tempo
(h), através do software STATISTICA 5.11. Os parametros da equagao A (h™), u (h),

e A, foram calculados pelas Equacbes 2.2; 2.3 e 2.4.
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3.3 ESTIMATIVA DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO PELO
MODELO DE GOMPERTZ MODIFICADO

O Modelo de Gompertz foi modificado (ZWIETERING et al., 1990), ou
reparametrizado, para que os parametros fornecidos por este, tivessem um
significado biolégico. A fungdo de Gompertz Modificada, apresentada pela Equacéo
2.5, foi ajustada aos dados obtidos experimentalmente, através do software
STATISTICA 5.11. Foram fornecidos os valores de log (N/Ng) x tempo e os
parametros da equacdo A (h™), u(h), e A foram estimados pelo software com os

respectivos valores de erro padrio.

3.4 FORMULAS PARA CALCULAR O ERRO

A férmula utilizada pelo software STATISTICA 5.11 para o calculo do erro

padrao (Std. Err.) é a seguinte:

Std.Err = \/(sz/n) (3.3)

onde:

s? = variancia.

n = tamanho da amostra.

A variancia foi calculada pela Equacéao 3.4

(x; -9

n—1

s2=(3 ) (3.4)

onde:
X = média da amostra

n = tamanho da amostra
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Como os parametros de crescimento foram calculados para cada curva
separadamente, e o resultado final dado como a média destes dois valores, o

intervalo de confianca foi calculado pela Equacéao 3.5

X+ 1,96 (—) (3.5)

vn

onde

Xm = valor médio
o = desvio padrao

Os valores de log (N/Np) calculados pelo Modelo de Gompertz Modificado
foram comparados aos valores obtidos experimentalmente através do erro
percentual (Equacao 3.6). A mesma comparacao foi feita entre os parametros de
crescimento obtidos graficamente e estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado.
Comparacdes semelhantes entre os valores de parametros preditos e observados
tém sido encontradas na literatura (DAVEY, 1994; DAVEY & DAUGHTRY, 1995).

JOBS-PREDB

Erro percentual =
OBS

%100 (3.6)

onde:
OBS = valor observado

PRED = valor predito



CAPITULO IV
RESULTADOS E DISCUSSAO



Capitulo IV: Resultados e Discussao 60

1 PADRONIZAGAO DOS SUCOS

Os sucos de abacaxi e maracuja, de um unico fabricante, foram adquiridos
no comercio local. Para que a polpa, presente nos dois tipos de sucos, néao
interferisse na quantificagdo da biomassa pela medida do peso (método de filtragao),
os sucos foram centrifugados. Apds a centrifugacao, o pH dos sucos foi padronizado
para 3,5. O suco foi pasteurizado a 115°C/2 min e a quantidade de sdélidos soluveis
medida. Os valores médios de sélidos soluveis medidos, para os sucos de abacaxi e

maracuja foram, respectivamente, de 12 e 10°Brix.
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2 QUANTIFICAGAO DA SUSPENSAO DE ESPOROS

As suspensdes de esporos foram ativadas a 80°C/30 min e quantificadas por

diluicdo e plagueamento e os resultados obtidos estdo na Tabela 4.1.

TABELA 4.1 — Concentragao das Suspensdoes de Esporos de N. fischeri e de
B. nivea

MICRORGANISMO CONCENTRAGAO (UFC/mL)

N. fischeri 3,80 x 107
B. nivea 1,95 x 10’




Capitulo IV: Resultados e Discussao 62

3 DETERMINA(_;AO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
N. fischeri

3.1 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
N. fischeri EM SUCO DE ABACAXI, A 30°C

Um dos modelos preditivos mais utilizados para descrever o comportamento
microbiano € o Modelo de Gompertz Modificado, que fornece os seguintes
parametros de crescimento: velocidade especifica de crescimento, u (h™), duracéo

da fase lag, A (h), e aumento logaritmico da populagdo (A) (MASSON, et al. , 2002).

O crescimento de N. fischeri foi avaliado apenas pelo método de contagem
de colbnias e os parametros de crescimento foram determinados pelo método

grafico e pelo Modelo de Gompertz Modificado.

Foram realizadas duas repeticdes das curvas de crescimento e as
contagens obtidas para cada curva encontram-se no Anexo |. Os parametros de
crescimento determinados pelo método grafico foram calculados para cada
repeticdo, separadamente, como pode ser visto na Figura 4.1. Abaixo de cada curva

€ apresentada a equacgao da reta que representa a fase exponencial de crescimento.

Os valores dos parametros microbiolégicos de crescimento obtidos séo

apresentados na Tabela 4.2.

Tabela 4.2 — Parametros da Curva de Crescimento de N. fischeri em Suco de Abacaxi a
30°C (obtidos graficamente)

PARAMETROS
A (h) p(h™) A
Repetigao 1 77,50 0,04 1,74
Repetigao 2 50,00 0,06 1,95
Valor médio 63,75 (+ 26,95)' 0,05 (+ 0,02) 1,85 (+ 0,21)

"Intervalo de confianca.
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Figura 4.1 - Determinagcdo Grafica dos Parametros de Crescimento de

N. fischeri em Suco de Abacaxi a 30°C (A = Repeticao 1, B = Repeticao 2)

O ajuste do Modelo de Gompertz Modificado aos dados experimentais &

mostrado na Figura 4.2.
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Figura 4.2 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de
N. fischeri em Suco de Abacaxi, a 30°C
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A equacéo resultante do ajuste do Modelo de Gompertz Modificado com o

respectivo valor do coeficiente de correlacéo (r’) é apresentada pela Equacéo 4.1

log (N/N.) =(1,78) * exp( —exp(%) *(58,24 -t) +1) 4.1)

r’=0,90

Os valores dos parametros de crescimento estimados pelo Modelo de

Gompertz Modificado sao apresentados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3 - Parametros de Crescimento de N. fischeri, em Suco de Abacaxi, a
30°C, estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETROS
A (h) w (h7) A
Valor estimado 58,24 0,04 1,78
Erro padrao 7,20 0,01 0,12

A Figura 4.2 mostra que o crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi se
caracterizou por uma diminuicdo da populagdo durante a fase lag, o que nao é
previsto pelo modelo. E bem possivel que este decréscimo coincida com a fase de
germinagao do esporo, ja que os sucos foram inoculados com suspensdes de
esporos com posterior crescimento vegetativo. O Modelo de Gompertz ndo descreve
esta diminui¢cdo, seguida da germinagao dos esporos. Entretanto, a duragcdo desta
fase coincidiu com a duragéo observada experimentalmente.

A Tabela 4.4 fornece os valores de log (N/Np) observados, os valores

preditos pelo Modelo de Gompertz Modificado e o erro percentual entre eles.
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Tabela 4.4 — Comparacgao entre os Valores de log (N/No) de N. fischeri, em Suco de
Abacaxi a 30°C Preditos pelo Modelo e Observados Experimentalmente

log (N/No)

TEMPO (h) OBSERVADOS PREDITOS ERRO (%)
0,00 0,00 0,00 0,00
0,00 0,00 0,00 0,00
24,00 -0,36 0,00 100,00
24,00 0,22 0,00 100,00
48,00 -0,33 0,02 104,60
48,00 -1,18 0,02 101,30
72,00 1,04 0,49 52,60
72,00 0,47 0,49 5,60
96,00 0,52 1,26 142,80
120,00 1,78 1,62 9,10
120,00 0,83 1,62 94,00
192,00 1,88 1,77 5,90
192,00 2,05 1,77 13,60

240,00 1,95 1,78 9,10
288,00 1,62 1,78 9,50
288,00 2,07 1,78 14,00
360,00 1,52 1,78 16,70
360,00 1,64 1,78 8,50
480,00 1,48 1,78 20,30
600,00 1,54 1,78 15,10

Analisando-se a Tabela 4.4 pode-se perceber que 0s erros permaneceram
altos até 48 horas, periodo em que o fungo se encontra na fase de adaptacéo e/ou
germinagao. Estes dados confirmam que, como houve uma diminui¢gado da populagéo
neste periodo, o modelo ndo se ajustou bem nesta fase. O distanciamento dos

pontos, observados neste periodo de crescimento, certamente contribuiu para a
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diminuigdo do coeficiente de correlacéo (r?) do modelo, mesmo que a diferenca entre

os pontos preditos e os observados nas demais fases da curva seja pequena.

De acordo com LABUZA & FU (1993), a composi¢dao do alimento, as
condigbes ambientais, a idade e o estado (injuriado ou ndo) das células no momento
da inoculagdo podem afetar o crescimento dos microrganismos, fazendo-o desviar-
se do comportamente tipico, apresentando por exemplo, uma diminuicdo da
populacdo na fase lag, como foi aqui observado. Segundo estes autores, o grau
desta diminuicdo depende do estado da microbiota ao ser transferida e das

mudancas nas condi¢des ambientais.

Uma comparagao entre os parametros de crescimento obtidos graficamente

e os estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado € apresentada na Tabela 4.5.

Tabela 4.5 — Parametros de Crescimento de N. fischeri em Suco de Abacaxi, a 30°C,
Obtidos Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETRO METODO GRAFICO MODELO GOMPERTZ MOD. ERRO (%)

x (h) 63,75 58,24 8,60
w(h™) 0,05 0,04 20,00
A 1,85 1,78 3,80

Embora a Tabela 4.4 mostre que os maiores erros pontuais entre os valores
de log (N/Np) preditos e os observados encontra-se fase lag, na Tabela 4.5, verifica-
se que o valor de A (h) correspondente a duragao da fase lag, ndo difere mais que
8,64% entre o predito e o observado. O maior erro percentual na comparacdo dos
parametros de crescimento foi observado entre os valores da taxa de crescimento
exponencial, com uma diferenca de 20%.

Na Figura 4.2, observa-se que os pontos pertencentes a fase exponencial
estdo mais dispersos quando comparados com os pontos pertencentes a fase lag e
a fase estacionaria. Portanto, € natural que o erro na estimativa do valor de u seja

maior que nos demais parametros de crescimento.
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Devido a uma contaminacdo da suspensado de esporos de N. fischeri, o
estudo do crescimento deste fungo ndo pbde prosseguir. Na seqiéncia dos

experimentos, apenas o crescimento do fungo B. nivea foi estudado.

Cabe ressaltar que os parametros de crescimento obtidos para N. fischeri
indicam a possibilidade do rapido crescimento deste fungo, se presente no suco de
abacaxi, apds, aproximadamente, trés dias de armazenamento a 30°C, o que
tornaria inviavel a comercializagdo do suco contaminado. Estudos posteriores devem
ser realizados para a confirmacdo dos parametros obtidos e a obtengdo de

parametros de crescimento a outras temperaturas.
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4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
B. nivea EM SUCOS TROPICAIS

Varias pesquisas na literatura mostram a incidéncia de fungos, pertencentes
ao género Byssochlamys, em sucos e outros derivados de frutas, causando sua
deterioracdo e possivel producdo de micotoxinas (SPLITTSTOESSER et al, 1969;
VAN DER RIET & VAN DER WALT, 1985; ENGEL & TEUBER , 1991; PALOU et al,
1998; SALOMAO, 2002).

Foram determinados os parametros de crescimento p (h™), A (h)e A de
B. nivea nos sucos tropicais de abacaxi e maracuja, as temperaturas de 20 e 30°C.
Os parametros foram estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado e comparados
aos valores experimentais determinados graficamente. Nos Anexos Il e Il estdo os

dados experimentais utilizados para construgcédo das curvas de crescimento.

4.1 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
B. nivea EM SUCO DE ABACAXI A 20°C

O crescimento de B. nivea em suco de abacaxi a 20°C foi avaliado em duas
repeticbes da curva de crescimento. Os parametros de crescimento foram
determinados pelo método grafico para cada repeticdo, separadamente, e o valor
médio foi considerado o resultado deste método. Para o ajuste do Modelo de

Gompertz todos os dados experimentais foram colocados em um unico grafico.

A Figura 4.3 apresenta as curvas de crescimento de B. nivea utilizadas para
a determinagdo dos parametros de crescimento pelo método grafico. A figura
apresenta ainda a equacao da reta que representa a fase exponencial de
crescimento. Os valores dos parametros microbioldgicos de crescimento obtidos s&o

apresentados na Tabela 4.6.
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Figura 4.3 — Determinagao Grafica dos Parametros de Crescimento de B. nivea em
Suco de Abacaxi a 20°C (A = Repeticao 1, B = Repeticao 2)

Tabela 4.6 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi, a 20°C

PARAMETROS
A (h) o A
Repetigao 1 65,00 0,09 3,90
Repetigao 2 66,00 0,09 4,34
Valor médio 65,50 (+ 0,98)' 0,09 4,12 (£ 0,43)

"Intervalo de confianga

A Figura 4.4 mostra o Modelo de Gompertz Modificado ajustado as curvas

de crescimento de B. nivea obtidas em suco de abacaxi a 20°C.
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Figura 4.4 — Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de
B. nivea em Suco de Abacaxi, a 20°C

A equacao 4.2 representa o ajuste do Modelo de Gompertz aos dados

experimentais.

log (N/N,) = (3,67) * exp(—exp(%) * (66,46 — t) +1) (4.2)
r*=0,96

Pela Figura 4.4, pode-se observar que o modelo se ajustou bem aos dados
experimentais, apresentando um coeficiente de correlacdo de 0,96. A Tabela 4.7
apresenta os valores dos parametros de crescimento de B. nivea em suco de

abacaxi a 20°C preditos pelo Modelo de Gompertz Modificado.



Capitulo IV: Resultados e Discussao 71

Tabela 4.7 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi, a 20°C,
Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETROS
A (h) p (h™) A
Valor estimado 66,46 0,06 3,67
Erro padrao 4,74 0,01 0,13

A comparagao entre os valores dos parametros de crescimento obtidos
graficamente e os estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado é apresentada na
Tabela 4.8. Observa-se uma pequena diferengca entre os valores observados e
preditos para a fase lag, indicando um bom ajuste do modelo para esta fase. Por
outro lado, na estimativa da velocidade especifica maxima de crescimento,

observou-se uma diferenca de 33,33 % .

Tabela 4.8 — Parametros de Crescimento de B. nivea, em Suco de Abacaxi, a 20°C,
Obtidos Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETRO METODO GRAFICO MODELO GOMPERTZ MOD. ERRO (%)

A (h) 65,50 66,46 1,47
n(h™) 0,09 0,06 33,33
A 4,12 3,67 10,92

Os valores de log (N/Np) observados experimentalmente e os preditos pelo
Modelo de Gompertz Modificado sao apresentados na Tabela 4.9. Como ja havia
sido observado para N. fischeri, na curva de crescimento de B. nivea ha um
distanciamento maior entre os valores pontuais preditos e observados na fase lag,
devido a diminuigao da populagao. Apesar desta diferenga, o valor predito difere do

observado apenas em 1,47%, como foi discutido anteriormente.



Capitulo IV: Resultados e Discussao 72

Tabela 4.9 — Comparacao entre os Valores de log (N/Ny) de B. nivea em Suco de
Abacaxi a 20°C, Preditos pelo Modelo e os Observados Experimentalmente

log (N/No)

TEMPO (h) OBSERVADOS PREDITOS ERRO (%)
0,00 0,00 0,00 0,00
6,00 0,12 0,00 100,00
22,30 -0,19 0,00 100,00
28,00 0,15 0,00 100,00
45,50 0,00 0,00 0,00
49,20 -0,19 0,01 105,26
52,40 0,03 0,02 21,87
77,50 -0,25 0,70 382,19
93,40 2,29 1,63 28,57
94,00 1,77 1,67 5,53
100,00 1,68 2,01 19,75
117,40 2,74 2,79 1,68
125,30 2,46 3,03 23,24
138,10 3,35 3,30 1,61
142,90 3,11 3,37 8,27
148,40 2,54 3,43 35,02
163,60 3,26 3,55 8,86
190,70 3,55 3,64 2,38
216,70 3,70 3,66 0,97
283,70 3,97 3,67 7,40
355,00 3,70 3,67 0,65
402,60 3,85 3,67 4,52
450,30 3,15 3,67 16,48

594,30 3,81 3,67 3,50
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4.2 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
B. nivea EM SUCO DE ABACAXI, A 30°C.

Para a determinagdo dos parametros biolégicos de B. nivea, a 30°C, em
suco de abacaxi, foram realizadas sete repeticdbes da curva de crescimento. A
estimativa dos parametros de crescimento, pelo método grafico, foi feita para cada
repeticdo da curva de crescimento, separadamente. Ja o ajuste do Modelo de
Gompertz Modificado foi feito em uma unica curva de crescimento, contendo todos

0s pontos observados nos sete experimentos.

Na Tabela 4.10 estdo os parametros de crescimento obtidos para cada
repeticdo e o valor médio calculado, juntamente com os intervalos de confianga,
apresentados entre parénteses. A Figura 4.5 apresenta as sete curvas com as
equacgdes de reta obtidas na fase de crescimento exponencial para o calculo da
velocidade especifica de crescimento, pn (h™), com seus respectivos valores do

coeficiente de correlacéo (r?).

O Modelo de Gompertz Modificado, ajustado as curvas de crescimento, é
mostrado na Figura 4.6. Observa-se uma diminuicdo na contagem da populagao
durante a fase lag, como ja observado para N. fischeri. Apesar de haver uma grande
quantidade de pontos experimentais, estes nado estdo bem distribuidos ao longo da
curva de crescimento, estando mais concentrados durantes as fases lag e
estacionaria. Entretanto, analisando-se o coeficiente de correlacdo do ajuste,
fornecido pela Equacao 4.3, verifica-se que o modelo apresentou um bom ajuste
(r* = 0,92)
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Tabela 4.10 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C
Obtidos Graficamente

PARAMETROS DE CRESCIMENTO

A (h) p(h) A
Repeticao 1 25,00 0.23 4,99
Repeticao 2 29,50 0.26 5,21
Repeticao 3 34,00 0.34 3,26
Repeticéo 4 35,00 0.21 3,82
Repeticdo 5 34,00 0.26 3,91
Repeticao 6 20,00 0.23 421
Repeticao 7 35,00 0.29 3,65
Valor Médio 30,36 (+4,34) 0,26 (+0,03) 4,15 (+0,53)

“Intervalo de confianca.

A equacédo resultante do ajuste do Modelo de Gomperz Modificado € a

seguinte:

0,25 * exp(1)

log (N/N,) = (3,9) * exp(-exp(—="_ 2

)*(36,4 -t)+1) 4.3)

r’=0,92
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Figura 4.5 — Determinagcao dos Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de
Abacaxi a 30°C, pelo Método Grafico (A - Repeticao 1, B - Repeticao 2, C - Repeticdo
3, D - Repeticao 4) (Continua)
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Figura 4.5 — (Continuacao) Determinagao dos Parametros de Crescimento de B. nivea
em Suco de Abacaxi a 30°C, pelo Método Grafico (E - Repeticdo 5, F - Repeticao 6,

G - Repeticao 7)
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Figura 4.6 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de
B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C

Na Tabela 4.11 estdo os parametros de crescimento estimados pelo Modelo

de Gompertz Modificado.

Tabela 4.11 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C,
Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETROS
A (h) w (h7) A
Valor estimado 36,40 0,25 3,90
Erro padrao 1,80 0,05 0,07

Os valores de log (N/Ng) observados e preditos pelo Modelo de Gompertz
Modificado, bem como o erro calculado entre eles, sdo fornecidos pela Tabela 4.12.
Nota-se que, durante a fase lag, como ja observado anteriormente, os erros
calculados entre os valores preditos e observados sao maiores do que nas demais
fases de crescimento, devido a diminuicdo da contagem microbiana observada. Nas

demais fases, um bom ajuste do modelo aos dados experimentais é observado.
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Tabela 4.12 - Comparagao entre os Valores de log (N/N,) de B. nivea em Suco de
Abacaxi a 30°C Preditos pelo Modelo e Observados Experimentalmente

log (N/No)
TEMPO (horas) OBSERVADOS PREDITOS ERRO (%)

0,00 0,00 0,00 0,00

9,40 0,22 0,00 100,00
20,50 0,18 0,00 100,00
34,50 0,82 0,22 73,14
46,70 2,10 2,49 18,39
50,70 3,22 3,03 5,78
68,10 3,89 3,76 3,42
73,00 4,39 3,79 13,62
78,30 3,10 3,80 22,84
95,20 3,41 3,82 11,83
117,90 3,82 3,82 0,20
123,10 3,37 3,82 13,10
140,20 4,22 3,82 9,60
147,10 3,87 3,82 1,27
163,50 3,44 3,82 10,82
166,90 3,82 3,82 0,20
192,00 5,06 3,82 24,59
239,30 4,60 3,82 17,07
311,80 2,52 3,82 51,27
335,30 3,82 3,82 0,20
385,50 3,82 3,82 0,20

A Tabela 4.13 apresenta uma comparagao entre os valores dos parametros
de crescimento de B. nivea obtidos pelo método grafico e pelo Modelo de Gompertz
Modificado, bem como o erro percentual calculado entre eles. Verifica-se que
praticamente nao houve diferenca entre os valores da velocidade especifica maxima
de crescimento, p (h™") e que a diferenga no aumento logaritmico da populagéo foi
pequena. A duracéo da fase lag foi o pardmetro estimado com maior erro percentual
(19,89%).
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Tabela 4.13 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C
Obtidos Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETRO METODO GRAFICO MODELO GOMPERTZ MOD. ERRO (%)

A (h) 30,36 36,40 19,89
u(h™) 0,26 0,25 3,85
A 4,15 3,90 6,02

4.3 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
B. nivea EM SUCO DE MARACUJA A 20°C

Para a determinagdo dos parametros biolégicos de B. nivea, a 20°C, em
suco de maracuja, foram realizadas duas repetigdes da curva de crescimento. A
estimativa dos parametros de crescimento, como nos casos anteriores, realizada
pelo método grafico foi feita para cada repeticdo da curva de crescimento,
separadamente. Ja o ajuste do Modelo de Gompertz Modificado foi feito em uma
unica curva de crescimento contendo todos os pontos observados nos dois
experimentos. A Figura 4.7 apresenta as duas repeticbes da curva de crescimento,

juntamente com a equagdo da reta que representa a fase de crescimento

exponencial.
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Figura 4.7 — Determinagao dos Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de
Maracuja a 20°C, pelo Método Grafico (A - Repeticdo 1, B - Repeticao 2)
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Os parametros obtidos graficamente sado apresentados na Tabela 4.14,

juntamente com os seus valores médios e os respectivos intervalos de confiancga.

Tabela 4.14- Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C
Obtidos Graficamente

PARAMETROS
A (h) p(h™) A
Repeticao 1 90,00 0,06 3,26
Repeticao 2 80,00 0,05 3,47
Valor medio 85,0 (+ 9,80) 0,06 (+ 0,01) 3,37 (£ 0,21)

“Intervalo de confianca

A Figura 4.8 mostra o ajuste do Modelo de Gompertz Modificado as curvas

de crescimento de B. nivea em suco de maracuja a 20°C.

log (N/N)

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Tempo (horas)

Figura 4.8 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de
B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C
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Observa-se uma boa reprodutibilidade dos pontos experimentais, entre as
duas curvas de crescimento realizadas, bem como um bom ajuste do modelo em

todas as fases de crescimento do fungo.

Os valores dos parametros de crescimento estimados pelo Modelo de
Gompertz Modificado e os respectivos valores de erro padrao, sdo apresentados na

Tabela 4.15. Observa-se que os valores dos erros sao baixos.

A Equacéao 4.4 representa o ajuste do Modelo de Gompertz Modificado aos

dados experimentais. O coeficiente de correlagao (r2) obtido foi de 0,99.

log (N/N,) = (3,25) * exp(—exp(%) *(97,33 - t) + 1) (4.4)

Tabela 4.15 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETROS
A (h) p (h7) A
Valor estimado 97,33 0,05 3,25
Erro padréao 4,46 0,01 0,08

A comparagédo entre os valores observados e os preditos pelo Modelo de
Gompertz Modificado se encontra na Tabela 4.16. Verifica-se uma pequena

diferenca entre os valores de A (h) e p (h™") observados e estimados pelo modelo.

Tabela 4.16 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C
Obtidos Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETRO METODO GRAFICO MODELO GOMPERTZ MOD. ERRO %
A (h) 85,00 97,33 14,51
u (b 0,06 0,05 16,67

A 3,37 3,25 3,56
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A Tabela 4.17 mostra a comparagao entre os valores de log (N/Np)
experimentais e os preditos pelo Modelo de Gompertz Modificado, através do calculo
do erro percentual, para cada tempo. Nota-se, apesar do bom ajuste do modelo
(r* =0,99), 0 mesmo comportamento observado no estudo do crescimento de B.
nivea em suco de abacaxi, onde os erros percentuais entre os valores de log (N/No)
observados e preditos pelo modelo permanecem altos (100%) até o final da fase lag;

nas demais fases as diferengas sdo menores, sendo em alguns pontos despreziveis.

Tabela 4.17 — Comparagao entre os Valores de log (N/No) de B. nivea em Suco De
Maracuja a 20°C Preditos pelo Modelo e Observados Experimentalmente

log (N/No)
TEMPO (horas) OBSERVADOS PREDITOS ERRO (%)
0,00 0,00 0,00 0,00
5,50 -0,12 0,00 100,00
21,10 -0,02 0,00 100,00
24,50 -0,22 0,00 100,00
49,10 -0,09 0,00 100,00
50,30 0,24 0,00 100,00
69,10 -0,05 0,00 102,10
93,00 0,15 0,13 15,30
96,10 0,12 0,19 50,20
117,10 0,55 0,91 64,90
120,20 1,22 1,05 13,90
125,30 0,81 1,29 59,10
125,30 1,94 1,29 33,60
141,20 2,07 1,96 5,10
216,80 3,24 3,16 2,40
216,90 3,17 3,16 0,10
283,90 3,30 3,24 1,70
355,10 3,16 3,25 2,90
355,20 3,26 3,25 0,10
450,60 3,32 3,25 2,10

450,70 3,41 3,25 4,80
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4.4 DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO DE
B. nivea EM SUCO DE MARACUJA A 30°C

A avaliagao do crescimento de B. nivea através dos parametros bioldgicos,
n(h-'), A(h) e A, em suco de maracuja a 30°C, foi feita realizando-se duas
repeticoes da curva de crescimento. A estimativa dos parametros de crescimento,
pelo método grafico foi feita para cada repeticdo da curva de crescimento,
separadamente. Ja o ajuste do Modelo de Gompertz Modificado foi feito em uma
unica curva de crescimento contendo todos os pontos observados nas duas

repeticoes.

A Figura 4.9 mostra a determinacéao grafica dos parametros de crescimento

de B. nivea em suco de maracuja a 30°C.

A B
107 10 » & 7Y o
— ’ v v
8 - n 8 .
—6 ] | —
2 =
Z4 y=0,14x- 2,36 Z 4 y=0,10x-0,87
£ ¥ =096 £ 5/ ¥ =0,94
0 T T T 1 O . T T 1
L0 100 200 300 400 oY 200 400 600
Tempo (horas) Tempo (horas)

Figura 4.9 — Determinagcdo dos Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de
Maracuja a 30°C pelo Método Grafico (A - Repeticdao 1, B - Repeticao 2)

Os parametros de crescimento obtidos graficamente, com seus respectivos
valores médios e intervalos de confiancga, estdo na Tabela 4.18, que mostra que os
valores obtidos para o aumento logaritmico da populagédo, para cada repetigéo,
estdo muito proximos, e os valores obtidos para a velocidade especifica de

crescimento sio idénticos.
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Tabela 4.18 - Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C
Obtidos Graficamente

PARAMETROS
A (h) p(h™) A
Repeticao 1 15,00 0,10 3,37
Repeticao 2 8,00 0,10 4,13
Valor médio 11,5 (£ 6,9)’ 0,1(x0,0) 3,37 (£ 0,5)

"Intervalo de Confianca

O ajuste do Modelo de Gompertz Modificado pode ser visto na Figura 4.10.
Observa-se um bom ajuste nas fases lag e exponencial. Entretanto, a partir do final
da fase exponencial, verifica-se uma dispersao dos pontos experimentais, o que
pode comprometer o valor do coeficiente de correlacdo. A fase de crescimento
exponencial foi bem caracterizada, apresentando uma grande quantidade de pontos

experimentais. A equacéo resultante do ajuste do modelo aos dados experimentais é

a seguinte:
log (N/N,) = (3,77) * exp(—exp(w) * (24,24 1)+ 1) (4.5)
?=0,97
55
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(o] [e] (o) fo) [e]
[o) o]

3,5 ° o ° o o ©
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Figura 4.10 - Modelo de Gompertz Modificado Ajustado as Curvas de Crescimento de
B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C
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Os parametros estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado estao na
Tabela 4.19.

Tabela 4.19 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETROS
A (h) w () A
Valor estimado 24,24 0,09 3,77
Erro padréo 3,75 0,02 0,09

A Tabela 4.20 mostra a comparagao entre os valores de log (N/Np)
observados experimentalmente e os preditos pelo modelo, através dos erros
percentuais, calculados para cada ponto. Apenas dois pontos, pertencentes a fase
lag, apresentaram erros da ordem de 100%. Os valores de log (N/Ng) estimados
durante a fase de crescimento exponencial, apresentaram erros percentuais
bastante baixos, indicando que o valor da velocidade especifica de crescimento, n

(h™), deve estar muito préximo do valor observado experimentalmente.
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Tabela 4.20 - Comparagao entre os Valores de log (N/Ny) de B. nivea em Suco de
Maracuja a 30°C Preditos pelo Modelo e Observados Experimentalmente

log (N/No)

TEMPO (horas) OBSERVADOS PREDITOS ERRO (%)
0,00 0,00 0,00 0,00
15,60 -0,20 0,03 115, 00
18,30 0,10 0,10 0,00
22,40 0,10 0,20 100, 00
37,80 1,50 1,20 20,00
49,10 2,20 2,20 0,00
60,00 2,80 2,90 3,60
86,90 3,90 3,60 7,70
89,20 3,40 3,60 5,90
91,10 3,40 3,60 5,90
114,20 3,70 3,70 0,00
138,00 3,50 3,80 8,60
161,50 3,90 3,80 2,60
186,10 3,50 3,80 8,60
187,60 4,00 3,80 5,00
211,10 4,20 3,80 9,50
279,00 2,80 3,80 35,70
331,70 4,10 3,80 7,30
350,30 2,80 3,80 35,70
378,00 3,70 3,80 2,70
427,00 4,20 3,80 9,50
522,70 4,10 3,80 7,30

A comparagao entre os valores dos parametros estimados graficamente, e
os preditos pelo Modelo de Gompertz Modificado encontra-se na Tabela 4.21, que
confirma as expectativas que surgiram na analise da Tabela 4.20. O valor da
velocidade especifica de crescimento estimado esta préximo do valor observado
(10% menor). O aumento logaritmico da populagédo também foi bem estimado, com

uma diferenca de 11,86%. Entretanto, na estimativa da duragdo da fase lag houve
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uma diferenca de praticamente 111%. Isto significa que o modelo esta estimando
mais que o dobro da duracao da fase lag, apesar da boa distribuicdo dos pontos em

todas as fases de crescimento.

Tabela 4.21 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C
Obtidos Graficamente e Estimados pelo Modelo de Gompertz Modificado

PARAMETRO METODO GRAFICO MODELO GOMPERTZ MOD. ERRO %
A (h) 11,50 24,24 110,78
u (b 0,10 0,09 10,00
A 3,37 3,77 11,86

45 EFEITO DE FATORES AMBIENTAIS NO CRESCIMENTO DE
B. nivea

4.5.1 Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento na Duracdo da
Fase lag

A Tabela 4.22 apresenta o efeito da temperatura e do meio de crescimento

na duragao da fase lag.

Tabela 4.22 - Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento na Duragao da Fase lag,
A (h), de B. nivea em Sucos de Abacaxi e Maracuja

SUCO DE ABACAXI SUCO DE MARACUJA  Diferenca  Diferenca

valores valores
X —— " A (h) gra(;ibct:rj::nte prer?]i;?jzlzelo
TEMPERATURA GRAFICO MODELO GRAFICO MODELO (%) (%)
20°C 65,50 66,46 85,00 97,33 28,70 46,40
30°C 30,36 36,4 11,50 24,24 62,12 33,40

DIFERENCA (%) 53,65 45,23 86,47 75,09
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O aumento da temperatura de 20°C para 30°C resultou na diminuicdo da
fase lag nos dois tipos de suco, entretanto, esta diminuigdo foi mais acentuada no
suco de maracuja. MOLINA & GIANUZZI (1999), estudando o crescimento de
Aspergillus parasiticus em um meio basal contendo extrato de malte, extrato de
levedura e agar, verificaram que a duracéo da fase lag passou de 13 =+ 2,01 h, a

temperatura de 25°C, para 8,10 £ 3,12 h, a temperatura de 30°C.

A 20°C, o crescimento de B. nivea apresentou uma duragdo da fase lag
maior no suco de maracuja, entretanto quando este crescimento foi avaliado a 30°C
a duracao da fase foi menor, para o mesmo suco. Este comportamento indica que ha
uma interacao entre os efeitos do tipo de suco e da temperatura nos parametros de

crescimento.

A influéncia do meio no crescimento de fungos, foi observada por OBETA &
UGWUANYI (1997), que demonstraram que o numero médio de dias necessarios
para o aparecimento de colénias de N. fischeri variou de acordo com o tipo de suco
(adicionado de agar) utilizado como meio de crescimento. Em sucos de abacaxi e
laranja foram necessarios dois dias para as colonias se tornarem distintas e
contaveis, ja em suco de manga foram necessarios seis dias. No presente estudo,
observou-se a turvacdo do suco a partir de dois de incubagdo, em todas as
condigdes estudadas. A temperatura de 20°C, a formacdo da coldnia na superficie

do suco néo foi bem definida.

4.5.2 Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento na Velocidade
Especifica Maxima de Crescimento
Os efeitos da temperatura e do meio de crescimento na velocidade

especifica maxima de crescimento de B. nivea sao apresentados na Tabela 4.23.

Quando o crescimento foi avaliado em suco de abacaxi, observou-se um
aumento de até 300% no valor da velocidade especifica de crescimento, para uma
variagao da temperatura de 20 para 30°C. Para os dois tipos de sucos foi observado
que a 30°C, onde a velocidade de crescimento de fungo é maior, os erros no ajuste

do Modelo de Gompertz Modificado também foram maiores.
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Tabela 4.23 - Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento na Velocidade
Especifica Maxima de Crescimento, p (h”) de B. nivea nos Sucos de Abacaxi e
Maracuja

SUCO DE ABACAXI SUCO DE MARACUJA  Diferenca  Diferenca

valores valores
. u(h™) . u(h™) gra?ibctzi;rjr?:nte pe?ge;i(t)zzlo
TEMPERATURA GRAFICO MODELO GRAFICO MODELO (%) (%)
20°C 0,09 0,06 0,06 0,05 33,30 16,60
30°C 0,26 0,25 0,1 0,09 61,50 64,00

DIFERENCA (%) 188,90 316,60 66,70 80,00

Os resultados apresentados nas Tabelas 4.22 e 4.23, demonstram que o
aumento da temperatura de crescimento ocasionou uma maior aceleragdo do
crescimento de B. nivea em suco de abacaxi, mas a maior diminuigdo da fase lag foi

observada em suco de maracuja.

4.5.3 Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento no Aumento
Logaritmico da Populagao

A Tabela 4.24 apresenta o efeito da temperatura e do meio de crescimento
no aumento logaritmico da populacdo. Os dados apresentados mostram que
contrariamente ao ocorrido nos outros parametros, o aumento da temperatura nao

alterou significativamente (maximo 18,90%) a populagédo maxima atingida (A).

Tabela 4.24 - Efeito da Temperatura e do Meio de Crescimento no Aumento
Logaritmico da Populagao (A) de B. nivea nos Sucos de Abacaxi e Maracuja

SUCO DE ABACAXI SUCO DE MARACUJA Diferenca  Diferenca

valores Valores
A A obtidos preditos
. . graficamente pelo modelo
TEMPERATURA GRAFICO MODELO GRAFICO MODELO (%) (%)
20°C 4,12 3,67 3,37 3,25 18,2 11,4
30°C 4,15 3,90 3,37 3,77 18,90 3,30

DIFERENGCA (%) 7,30 6,30 0,00 16,00
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4.6 METODO RAPIDO PARA DETERMINA(}AO DO CRESCIMENTO
DE B. nivea

O método de determinagdo das curvas de crescimento por diluicdo e
plaqueamento é bastante dispendioso, demorado e laborioso. No caso de bactérias,
o método de medida de absorbancia € bastante utilizado para a avaliagdo do
crescimento. Entretanto, este método ndo pode ser utilizado para fungos

filamentosos que apresentam crescimento micelial.

Com o objetivo de propor um método mais simples, rapido e barato para a
quantificacdo do crescimento do que método usual de diluicdo e plaqueamento,
foram determinadas curvas de crescimento pelo método de filtragdo. Foram
realizadas duas curvas de crescimento pelo método de filtracdo (Anexo V) e,
paralelamente a estas, duas curvas de crescimento pelo método de diluicdo e
plagueamento, para que os parametros obtidos em cada método pudessem ser

comparados.

O Modelo de Gompertz Modificado proposto por ZWIETERING et al. (1990),
uma reparametrizagcdo do Modelo de Gompertz, apresenta a vantagem de fornecer
diretamente os parametros microbioldgicos de crescimento: duragdo da fase lag (1),
velocidade especifica de crescimento (u) e aumento logaritmico da populagao (A).
Apesar de ter se ajustado bem as curvas de crescimento obtidas pelo método de
diluicdo e plagueamento, como foi observado nos itens anteriores, este modelo néo
se ajustou aos dados experimetais obtidos pelo método de filtragdo. Um bom ajuste
para estas curvas foi obtido com o Modelo de Gompertz (GIBSON et al., 1987), e os

parametros bioldgicos calculados pelas Equagdes 2.2, 2.3 e 2.4.

4.6.1 Avaliacado do Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C
pelo Método de Filtragao

A Figura 4.11 mostra o ajuste do Modelo de Gompertz aos dados
experimentais obtidos para o crescimento de B. nivea em suco de abacaxi a 30°C.
Novamente, observa-se que o modelo ndo se ajusta bem a fase lag, devido a

diminuicao da concentragao de biomassa, ja as demais fases foram bem estimadas.
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Figura 4.11 - Ajuste do Modelo de Gompertz as Curvas de Crescimento de B. nivea em
Suco de Abacaxi a 30°C Obtidas por Filtragao

Durante a fase lag, foi observada uma diminuigdo na quantidade de
biomassa. Uma possivel explicagdo para este fato € que as quantidades de
biomassa a serem medidas nesta fase sao muito pequenas, de forma que uma
pequena variagdo pode causar erros muito grandes e, consequentemente, uma

imprecisdo na medida.

A dissolugao de alguns componentes celulares, que sado perdidos no filtrado

poderia ser uma outra explicacao para a diminuicdo da biomassa.

A Equacédo 4.6 representa o modelo de Gompertz, com um coeficiente de
correlagao (r2) de 0,83. Os parametros de crescimento calculados sao apresentados
na Tabela 4.25.

y=(0,89)"exp(-exp((3,66)-(0,05)*x)) (4.6)
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Tabela 4.25 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Abacaxi a 30°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Ajustado as Curvas de Crescimento Obtidas por
Filtracao

PARAMETROS

A (h) A

Valor estimado 53,46 0,04 0,89

4.6.2 Avaliagdo do Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a
20°C pelo Método de Filtragao

O ajuste do Modelo de Gompertz aos dados experimentais do crescimento
de B. nivea em suco de maracuja a 20°C, obtidos por filtragdo, € mostrado na Figura
4.12. A variagdo do comportamento da biomassa durante a fase lag, n&do permitiu
que o modelo fosse ajustado nesta fase, talvez pelos mesmos motivos apresentados
anteriormente para o crescimento em suco de abacaxi. A partir de aproximadamente
150 horas, com o comportamento da curva corresponde as curvas tipicas de
crescimento microbiano, um bom ajuste do modelo foi observado. Esta variacdo da
biomassa durante a fase lag, confirma a dificuldade de se quantificar pequenas

quantidades da mesma, como foi observado no item 4.6.1.

A Equacgdo 4.7 representa o ajuste do Modelo de Gompertz aos dados

experimentais, que obteve um coeficiente de correlagcao de 0,96.

y=(1,20)*exp(-exp((1,97)-(0,01)*x)) (4.7)

Os parametros de crescimento calculados pela, que sao apresentados na
Tabela 4.26.

Tabela 4.26 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 20°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Ajustado as Curvas de Crescimento Obtidas por
Filtracao

PARAMETROS

A (h) p (9.97.h") A
Valor estimado 84,26 0,01 1,21
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Figura 4.12 - Ajuste do Modelo de Gompertz as Curvas de Crescimento de B. nivea em
Suco de Maracuja a 20°C Obtidas por Filtragao

4.6.3 Avaliagado do Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a
30°C pelo Método de Filtragao

A Figura 4.13 apresenta o ajuste do Modelo de Gompertz as curvas de
crescimento de B. nivea, obtidas pelo método de filtracdo. Como observado
anteriormente houve uma variagdo da biomassa durante a fase lag. O restante da
curva apresenta um comportamento tipico de uma curva de crescimento microbiano,
0 que permitiu um bom ajuste do modelo (Equagédo 4.8), com um coeficiente de

correlacao de 0,94

y=(0,98)*exp(-exp((2,77)-(0,03)*x)) (4.8)
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Figura 4.13 - Ajuste do Modelo de Gompertz as Curvas de Crescimento de B. nivea em
Suco de Maracuja a 30°C Obtidas por Filtragao

Os parametros de crescimento calculados sédo apresentados na Tabela 4.27

Tabela 4.27 — Parametros de Crescimento de B. nivea em Suco de Maracuja a 30°C
Estimados pelo Modelo de Gompertz Ajustado as Curvas de Crescimento Obtidas por
Filtracao

Parametros

A (h) p (g.9".h7") A
Valor estimado 52,24 0,03 0,98
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4.6.4 Comparacado entre os Parametros Biolégicos de Crescimento de
B. nivea

A Tabela 4.28 apresenta os valores dos parametros biolégicos de

crescimento de B. nivea, obtidos pelos dois métodos de avaliagao.

Tabela 4.28 — Parametros Biolégicos de Crescimento de B. nivea em Sucos Tropicais
Obtidos por Dois Diferentes Métodos de Avaliagao do Crescimento

CONTAGEM FILTRAGAO
Ac'(h) pe’ Al u*(h) pe  AS
Suco de abacaxi a 30°C 36,40 0,25 3,90 53,46 0,04 0,89
Suco de maracuja a 20°C 97,33 0,05 3,25 84,26 0,01 1,21
Suco de maracuja a 30° 24,24 0,09 3,77 52,24 0,03 0,98

"\ =fase lag para o método de contagem

2 u ¢ = velocidade de crescimento exponencial para o método de contagem [ufc.ufc'1.h'1]
A .= aumento logaritmico da populagéo para o método de contagem

*2 = fase lag para o método de filtragao

° u¢= velocidade de crescimento exponencial para o método de filtragao [g.g'1.h'1]
Ar = aumento logaritmico da populagéo para o método de filtracdo

As unidades de medida de u e A, demonstram que estes parametros nao
podem ser comparados. Estudos posteriores devem ser conduzidos para obtencao

de uma relagéo entre a concentragao e o peso da biomassa.

Analisando-se os parametros de crescimento de B. nivea em suco de
maracuja obtidos pelo método de filtracdo, observa-se que apesar de nao poderem
ser comparados aos obtidos pelo método de contagem, apresentam o
comportamento esperado, ou seja, quando a temperatura é menor, observa-se que

a duracao da fase lag € maior e a velocidade especifica maxima menor.

A literatura fornece valores de p determinados por outros métodos que nao
o de contagem, como fez VALIK & PIECKOVA (2001), que estudaram o efeito da
atividade de agua no crescimento de Byssochlamys fulva, Neosartorya fischeri e

Taloromyces avellaneus , através de medidas de diametro da colbnia. Os valores de
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n (mm.d™), estimados pelo modelo de Baranyi (BARANY!| & ROBERTS, 1994), foram
12,6 (ay 0,986), 13,2 (ay 0,985) e 20,2 (ay 0,99), respectivamente.

O unico parametro que pode ser comparado é a fase lag. Com excegédo do
valor estimado em suco de maracuja a 20°C, os valores obtidos pelo método de
filtracdo sdo maiores que os obtidos pelo método de contagem. Estes resultados
indicam que o método de filtracdo ndao pode ser utilizado para prever a vida de
prateleira de sucos de abacaxi e maracuja contaminados por fungos
termorresistentes, nas temperaturas estudadas, a menos que uma correlagao entre
os resultados obtidos nos métodos de diluicdo e plaqueamento e filtracdo seja

encontrada.

ERKMEN & ALBEN (2002) estimaram os parametros de crescimento p, A e
A de Aspergillus niger , pelo método de filtracdo, utilizando o Modelo de Gompertz
Modificado. Entretanto, nenhuma correlagdo com os parametros obtidos pelo método

de contagem por diluicdo e plaqueamento foi proposta.

4.6.5 Determinagcdo da Correlacdo entre os Métodos de Contagem e
Filtracao

Como o crescimento de B. nivea foi avaliado paralelamente por filtragao e
por contagem, foi investigada a existéncia de uma correlagao entre estes métodos,
ou seja a existéncia de uma equagao que tranformasse os dados de aumento de

peso em valores de aumento de populacao.

Para esta investigagao foram selecionadas as curvas de crescimento de B.
nivea em suco de maracuja a 30°C. Devido as variagdes existentes durante a fase
lag, foram utilizados apenas os dados da fase de crescimento exponencial.
Inicialmente foram testados modelos lineares e na sequéncia modelos logaritmicos,
que apresentaram um bom ajuste. Foi também investigado o ajuste do Modelo n&o

linear de Gompertz., que por também apresentar um bom ajuste, foi selecionado.

A Figura 4.14 apresenta o ajuste do Modelo de Gompertz ao dados de

log(N/Np) x log (B/By), que resultou em um coeficiente de correlagao de 0,89.
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Figura 4.14 - Ajuste do Modelo de Gompertz aos Dados de log(N/N0) X log (B/By)

A relagao existente entre o aumento da populagcdo e o aumento da biomassa

€ representada pela Equacéao 4.9

log (N/No)=(3,92)*exp(-exp((0,62)-(6,93)*log (B/By))) (4.9)

A Equagdo 4.9 foi utilizada para converter os valores de log(B/By)
observados, ao longo de toda a curva de crescimento, em log(N/Np)

correspondentes. O resultado obtido € apresentado na Tabela 4.29.

A Figura 4.15 apresenta uma comparagdo entre os valores de log(N/No)
obtidos experimentalmente, pelo método contagem de colbnias por diluicdo e
plagueamento, com os valores de log(N/Ny) obtidos pela conversdo, ou seja
calculados, ao longo do tempo. Pode-se perceber que os valores obtidos na
correlacdo apresentaram a mesma tendéncia dos valores experimentais, estando

mais dispersos somente durante a fase de crescimento exponencial.
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Tabela 4.29 — Valores de log (B/B,) Transformados em log(N/No)

log (B/By) log (N/No) log (B/By) log (N/No)
0,00 1,36 0,62 3,83
0,31 2,99 0,82 4,07
-0,25 0,23 0,92 4,14
0,00 1,39 0,72 3,97
-0,37 0,05 0,93 4,14
-0,35 0,06 0,91 4,13
-0,20 0,37 1,02 4,19
0,15 2,19 0,85 4,09
0,28 2,84 1,01 4,18
0,01 1,40 0,91 4,13
0,40 3,30 0,90 4,12
0,34 3,11 1,19 4,24
0,50 3,60 1,03 4,19
5,0 4
’ZB 3,0 e ; ¢ X X
Z 20 *
o o o X o
2 1,0-
0,0 x¥s ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
y ,00—0 100,0 200,0 300,0 400,0 500,0 600,0
Tempo (h)
X log (N/NO) observados e log (N/NO) predito
Figura 4.15 - Comparacao entre os Valores de log (N/N;) Observados e Preditos,

Contra o Tempo



Capitulo IV: Resultados e Discussao 99

Os valores obtidos pela correlagao foram entdo utilizados para descrever uma
nova curva de crescimento de log (N/No) preditos contra o tempo. O Modelo de
Gompertz Modificado foi utilizado mais uma vez para que os parametros de
crescimento fossem estimados. A Equagao 4.10 (r* = 0,75) é resultante do ajuste do

modelo

y = (4,00)*exp(-exp(((0,05)*exp(1)/(4,00))*((15,98)-x)+1)) (4.10)

A Tabela 4.30 apresenta os parametros estimados e os valores obtidos pelo
método de contagem de colénias, bem como o erro entre eles, considerando-se o
método de contagem como o padrao. Observou-se um erro relativamente grande na
estimativa dos parametros pelos dados convertidos, entretanto pode-se ter uma idéia

do valor aproximado destes.

4,5

I°g (N/Nl)calc

-0,5
0 100 200 300 400 500

Tempo (horas)

Figura 4.16 — Ajuste do Modelo de Gompertz Modificado aos Novos Dados de
Aumento da Populagao
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Tabela 4.30 — Comparacao entre os Parametros Obtidos Experimentalmente pelo
Método de Contagem e os Obtidos pela Correlagao

Parametros Contagem Correlagao Erro (%)
% (h) 24,24 15,98 34,08
n (h-1) 0,09 0,05 44,44
A 3,37 4,00 18,69

O gréfico de log(N/Np) calculados pela correlagao contra log(N/No) obtidos por
contagem (Figura 4.17) revela que os pontos estdo proximos da linha de 45°
somente a partir de um aumento de dois ciclos logaritmicos, ou seja, quando o
crescimento ja se aproxima do final da fase lag. Isto descartaria a possobilidade de
utilizagdo destes valores para assegurar qualquer tempo de vida de prateleira de

alimentos.

Iog (NINO)contagem

0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0

Iog (NINO)correlagéo

Figura 4.17 — Valores de log (N/N,) Preditos versu Valores de log (N/N,) Observados

Estes resultados entretanto, permitem que se tenha uma idéia do
comportamento da curva de cresciemento bem como dos valores dos parametros
bioldgicos. Estudos posteriores serdo realizados para a determinagéo da correlagao
entre os métodos de diluicdo e plaqueamento com o método de filtracdo para as

demais situagdes estudadas.
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CONCLUSAO

O Modelo de Gompertz Modificado, amplamente aceito na estimativa dos
parametros de crescimento de bactérias, foi utilizado com sucesso na avaliagao do
crescimento dos fungos filamentosos termorresistentes N. fischeri e B. nivea em
sucos de frutas tropicais, a diferentes temperaturas. Os altos valores dos
coeficientes de correlagdo, r?, obtidos no ajuste do modelo as curvas de crescimento

(obtidas por diluicao e plagueamento) demonstram a eficiéncia do modelo.

A dispersao dos pontos experimentais obtidos na avaliacdo do crescimento
de N. fischeri fez com o ajuste do Modelo de Gompertz Modificado estimasse a
velocidade especifica maxima de crescimento com um erro de 20% em relagéo ao

método grafico, apesar de ter apresentado um coeficiente de correlagéo de 0,90.

O crescimento de N. fischeri, em suco de abacaxi a 30°C, apresentou o
menor aumento logaritmico da populagdo (2,0) quando comparada a curva de

crescimento de B. nivea (3,9), nas mesmas condigdes.

As curvas de crescimento de N. fischeri e B. nivea, apresentaram uma
diminuicdo da populagcdo durante a fase lag, ou fase de adaptagdo. Este
comportamento dificulta o ajuste do Modelo de Gompertz Modificado que, como
todos os outros modelos primarios, ndo prevé esta diminui¢do da populagdo durante
a fase lag. Em suco de abacaxi, a diminuicdo da populagdo durante esta fase foi

bem mais acentuada do que em suco de maracuja.

Na avaliagao do crescimento de B. nivea, a duragao da fase lag foi estimada
com maiores erros percentuais em relagao aos valores obtidos graficamente a 30°C,
para os dois tipos de suco, enquanto que a velocidade especifica maxima de

crescimento apresentou maiores erros percentuais a 20°C.

A velocidade especifica maxima de crescimento de B. nivea em suco de
abacaxi foi estimada com um erro de 33,33%, a 20°C, enquanto que a duracéo da
fase lag apresentou um erro de apenas 1,47%. Quando o crescimento foi avaliado a

30°C, com um maior numero de experimentos, o erro na estimativa do valor de p foi
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de apenas 3,85%, enquanto que o erro na estimativa no valor da duragdo da fase
lag aumentou para aproximadamente 20%. Estes resultados demonstram que o
comportamento do fungo apresentou uma variagao durante a fase lag para os varios

experimentos realizados, dificultando a caracterizacao desta fase.

Quando o crescimento de B. nivea foi avaliado em suco de maracuja a 30°C,
os erros na estimativa da velocidade especifica maxima de crescimento foram
baixos nas duas temperaturas estudadas, enquanto que a duragao da fase lag foi
estimada com um erro de 110,78%, apesar do modelo ter apresentado um

coeficiente de correlacéo (%) de 0,97.

Apesar do alto valor do coeficiente de correlagao, verificou-se que este nao
deve utilizado como um unico critério de ajuste do modelo, uma vez que um dos
parametros pode apresentar erros muito grandes. Este comportamento justificaria o

uso de um modelo matematico diferente para cada parametro a ser estimado.

O aumento logaritmico da populacdo de B. nivea foi o parédmetro de

crescimento menos afetado pala variacdo da temperatura e do meio de crescimento.

Para que os parametros de microbiolégicos pu e A possam ser estimados com
uma maior precisao, € necessario que a curva de crescimento contenha um numero
de pontos experimentais suficientemente grande para que cada fase seja bem

caracterizada.

Quando o crescimento de B. nivea foi avaliado pelo método de filtragao,
verificou-se uma grande dispersao dos pontos experimentais no inicio da curva, o
que compromete a estimativa da duragdo da fase lag. Esta variagdo, no inicio da
curva de crescimento, pode ser devido as pequenas quantidades de biomassa a
serem medidas neste periodo, ou devido a fase de germinagdo, onde ha a

dissolucao de alguns componentes celulares.

A duracédo da fase lag € o unico parametro microbiolégico que pode ser
comparado entre os dois métodos de avaliagdo do crescimento, pois os valores de
velocidade especifica maxima de crescimento e de aumento logaritmico da

populacdo sdo estimados em unidades diferentes.
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O Modelo de Gompertz também foi utilizado para a obtengcdo de uma
correlagdo entre os métodos de filtragdo e de contagem por diluicdo e
plagueamento. Novos valores de log (N/Ng) foram calculados com a correlagao
encontrada, e o Modelo de Gompertz Modificado foi entdo ajustado para estimar os
parametros de crescimento. Nestas condi¢des, a velocidade especifica maxima de

crescimento foi o parametro que apresentou maior erro percentual.

Verificou-se que se sucos tropicais como os de abacaxi e maracuja
estiverem contaminados com N. fischeri e B. nivea, a deterioragdo dos mesmos sera
iniciada em, no maximo, um dia e meio se a temperatura de estocagem for 30°C. Se
a temperatura de estocagem for diminuida para 20°C, a vida de prateleira podera ser
estendida para aproximadamente 3 dias para suco de abacaxi ou para 4 dias se o

suco for de maracuja.

Os resultados evidenciam a importancia da prevencdo da contaminacao da
matéria-prima de sucos de frutas por fungos filamentosos termorresistentes, uma
vez que estes sobrevivem ao processo de pasteurizagdo. O uso da refrigeracéo ou
de outra forma de controle é essencial para manter os sucos de frutas pasteurizados
estaveis durante o armazenamento, pois, a vida de prateleira destes produtos pode
ser drasticamente diminuida se estiverem contaminados por esporos

termorresistentes.
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SUGESTOES

e Aumentar a populagcdo do indculo e testar outros tipos de membranas na
avaliacdo do crescimento de fungos filamentosos termorresistentes pelo
método de filtragdo, ja que este € um método mais simples e rapido que o de

contagem de coldnias por diluigdo e plaqueamento;

e Avaliar o crescimento de fungos filamentosos termorresistentes pelo
acompanhamento do aumento radial da coldnia, uma vez que este método
também tem sido descrito na literatura para avaliagdo do crescimento de

fungos;

e Estimar os parametros microbioldégicos de crescimento utilizando outros
modelos matematicos e testar a eficiéncia destes modelos na estimativa de

cada parametro separadamente;

e Verificar se ha interacdo entre os efeitos da temperatura e do meio de
crescimento nos parametros de crescimento de fungos filamentosos

termorresistentes através da realizagado de um planejamento experimental.
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Tabela I.1 — Contagens Obtidas para N. fischeri Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,
12°Brix, pH 3,5) (Repeticao 1)

REPETIGAO 1
Tempo (h) N N/No log (N/No)

0,00 1500 1,00 0,00
24,00 650 0,40 -0,40
48,00 100 0,10 -1,20
72,00 4400 2,90 0,50
96,00 4950 3,30 0,50
120,00 10250 6,80 0,80
192,00 115000 76,70 1,90
288,00 63000 42,00 1,60
360,00 65000 43,30 1,60
480,00 45000 30,00 1,50
600,00 52500 35,00 1,50

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL

Tabela I.2 — Contagens Obtidas para N. fischeri Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,
12°Brix, pH 3,5) (Repeticao 2)

REPETIGAO 2
Tempo (h) N N/No log (N/No)

0,00 1500 1,00 0,00
24,00 2500 1,70 0,20
48,00 700 0,50 -0,30
72,00 16500 11,00 1,00
120,00 91000 60,70 1,80
192,00 170000 113,30 2,10
240,00 135000 90,00 2,00
288,00 175000 116,70 2,10
360,00 50000 33,3 1,50

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
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Tabela Il.1 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (20°C,

12°Brix, pH 3,5) (Repetigao 1)

REPETIGAO 1
Tempo (h) N N/N, log (N/No)

0,00 7,50E+02 1,00 0,00

6,00 1,00E+03 1,33 0,12
22,30 8,00E+02 1,07 0,03
28,00 1,05E+03 1,40 0,15
45,45 7,50E+02 1,00 0,00
50,25 1,65E+03 2,36 0,37
52,35 8,00E+02 1,07 0,03
70,15 3,50E+02 0,47 -0,33
77,45 5,00E+02 0,67 -0,18
94,02 4,40E+04 58,67 1,77
100,00 4,45E+04 59,33 1,77
117,40 4,15E+05 553,33 2,74
125,30 2,15E+05 286,67 2,46
141,00 4,60E+05 613,33 2,79
142,90 9,00E+05 1285,71 3,11
148,40 3,95E+05 526,67 2,72
190,66 2,50E+06 3571,43 3,55
216,66 3,50E+06 5000,00 3,70
283,74 6,50E+06 9285,71 3,97
354,98 3,50E+06 5000,00 3,70
450,31 1,00E+06 1428,57 3,15
594,31 4,50E+06 6428,57 3,81

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
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Tabela II.2 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (20°C,

12°Brix, pH 3,5) (Repeticao 2)

REPETICAO 2
Tempo (h) N N/N, log (N/No)

0,00 1,15E+03 1,00 0,00

6,00 9,50E+02 0,83 -0,08
22,30 7,50E+02 0,65 0,19
28,00 5,00E+02 0,43 0,36
45,45 6,00E+02 0,52 0,28
49,16 5,50E+02 0,65 0,19
52,35 6,00E+02 0,52 0,28
70,15 2,50E+02 0,22 -0,66
77,45 6,50E+02 0,57 -0,25
93,41 1,65E+05 194,12 2,29
94,02 4,25E+04 36,96 1,57
100,00 5,50E+04 47,83 1,68
117,40 5,75E+05 500,00 2,70
125,30 4,25E+05 369,57 2,57
138,07 1,90E+06 2235,29 3,35
141,00 3,15E+05 273,91 2,44
148,40 4,00E+05 347,83 2,54
163,57 1,55E+06 1823,53 3,26
213,49 1,70E+07 20000,00 4,30
307,49 8,50E+06 10000,00 4,00
353,60 5,50E+06 6470,59 3,81
402,60 6,00E+06 7058,82 3,85
498,43 7,00E+06 8235,29 3,92

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
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Tabela II.3 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,
12°Brix, pH 3,5) (Repetigcao 1)

REPETIGAO 1
Tempo (h) N N/N, log (N/No)

0,00 1,5E+02 1,00 0,00

9,40 2,5E+02 1,67 0,22
23,25 5,0E+01 0,33 -0,48
34,48 1,0E+03 6,67 0,82
51,44 4,2E+05 2800,00 3,45
73,00 3,7E+06 24333,33 4,39
95,50 1,4E+07 93333,33 4,97
121,17 1,4E+07 93333,33 4,97
143,84 9,0E+06 60000,00 4,78
168,19 7,0E+06 46666,67 4,67
191,62 6,0E+06 40000,00 4,60
239,92 2,0E+06 13333,33 412
335,34 1,0E+06 6666,67 3,82
385,50 1,0E+06 6666,67 3,82

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL

Tabela Il.4 — Contagens Obtidas Para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,
12°Brix, pH 3,5) (Repeticao 2)

REPETICAO 2
Tempo (h) N N/Ng log (N/No)

0, 00 1,0E+02 1,00 0,00
9,42 1,5E+02 1,50 0,18
20,51 1,5E+02 1,50 0,18
33,71 1,0E+02 1,00 0,00
50,71 1,7E+05 1650,00 3,22
72,37 3,3E+06 32500,00 4,51
94,87 2,5E+06 24500,00 4,39
120,35 1,9E+07 190000,00 5,28
143,28 8,0E+06 80000,00 4,90
167,7 6,0E+06 60000,00 4,78
192,03 1,2E+07 115000,00 5,06
239,28 4,0E+06 40000,00 4,60
334,69 3,5E+06 35000,00 4,54
384,86 2,5E+06 25000,00 4,40

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
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Tabela II.5 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,

12°Brix, pH 3,5) (Repeti¢ao 3)

REPETICAO 3
Tempo (h) N N/Ng log (N/No)

0,00 6,0E+02 1,00 0,00
9,93 4,5E+02 0,75 -0,12
24,19 4 5E+02 0,75 -0,12
32,715 1,6E+02 0,25 -0,60
46,78 3,1E+05 508,33 2,71
57,53 6,0E+05 1000,00 3,00
71,43 1,3E+06 2166,67 3,34
78,28 7,5E+05 1250,00 3,10
98,58 8,5E+05 1416,67 3,15
168,86 5,0E+05 833,33 2,92
195,66 2,0E+05 333,33 2,52
238,01 2,0E+05 333,33 2,52
311,78 2,0E+05 333,33 2,52

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL

Tabela II.6 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,

12°Brix, pH 3,5) (Repeticao 4)

REPETICAO 4
Tempo (h) N N/No log (N/No)

0,00 1,6E+03 1,00 0,00
8,55 2,1E+03 1,35 0,13
23,08 1,6E+03 1,00 0,00
32,76 2,0E+02 0,13 -0,89
46,69 2,0E+05 125,81 2,10
78,74 6,5E+06 4193,55 3,62
95,16 4,0E+06 2580,65 3,41
117,79 1,1E+07 6774,19 3,83
146,83 9,5E+06 6129,03 3,79
166,71 1,2E+07 7741,94 3,89
190,57 9,0E+06 5806,45 3,76
238,66 1,1E+07 6774,19 3,83
315,49 7,5E+06 4838,71 3,68
336,99 7,5E+06 4838,71 3,68

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
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Tabela II.7 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi
(12°Brix, pH 3,5) Incubado a 30°C (Repeticao 5)

REPETICAO 5
Tempo (h) N N/N, log (N/No)

0,00 1,5E+03 1,00 0,00
8,52 2,1E+03 1,37 0,14
23,20 1,0E+03 0,67 -0,18
32,76 1,5E+02 0,10 -1,00
46,86 6,0E+05 400,00 2,60
57,78 5,5E+05 366,67 2,56
70,86 6,5E+06 4333,33 3,64
78,75 1,5E+06 1000,00 3,00
95,23 7,5E+06 5000,00 3,70
117,85 1,0E+07 6666,67 3,82
147,05 1,1E+07 7333,33 3,87
166,88 1,0E+07 6666,67 3,82
190,71 9,5E+06 6333,33 3,80
238,87 2,5E+06 1666,67 3,22
315,70 3,5E+06 2333,33 3,37
385,03 5,0E+05 333,33 2,52

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = NUumero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL

Tabela 11.8 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi
(12°Brix, Ph 3,5) Incubado a 30°C (Repeticao 6)

REPETICAO 6
Tempo (h) N N/No log (N/No)

0,00 9,0E+02 1,00 0,00

6,00 1,5E+03 1,67 0,22
21,08 9,5E+02 1,06 0,02
48,33 1,6E+06 1777,78 3,25
56,12 1,6E+06 1722,22 3,24
68,12 7,0E+06 7777,78 3,89
75,95 6,5E+06 7222,22 3,86
95,53 8,5E+06 9444 .44 3,98
121,03 1,4E+07 15555,56 4,19
140,16 1,5E+07 16666,67 4,22
163,53 2,5E+06 2777,78 3,44
240,53 2,5E+06 2777,78 3,44

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL
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Tabela I1.9 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,
12°Brix, pH 3,5) (Repeti¢ao 7)

REPETICAO 7
Tempo (h) N N/Ng log (N/No)

0,00 1,9E+03 1,00 0,00
7,00 1,5E+03 0,79 -0,10
22,16 1,6E+03 0,82 -0,09
34,16 2,0E+02 0,11 -0,98
49,16 1,7E+06 868,42 2,94
57,23 2,4E+06 1236,84 3,09
70,23 8,0E+06 4210,53 3,62
77,98 8,5E+06 4473,68 3,65
97,73 3,0E+06 1578,95 3,20
123,06 4,5E+06 2368,42 3,37
142,23 7,0E+06 3684,21 3,57
165,64 6,5E+06 3421,05 3,53
242,64 3,5E+06 1842,11 3,27

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL



ANEXO il

AVALIACAO DO CRESCIMENTO DE Byssochlamys nivea,
PELO METODO DE CONTAGEM, EM SUCO DE MARACUJA



Anexo Il

128

Tabela lll.1 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Maracuja (20°C,

10°Brix, pH 3,5) (Repeticao 1)

REPETICAO 1
Tempo (horas) N N/N, log (N/No)

0,00 1,40E+03 1,00 0,00
5,50 1,05E+03 0,75 -0,12
21,10 1,35E+03 0,96 -0,02
24,45 1,15E+03 0,82 -0,09
28,10 1,20E+03 0,86 -0,07
44 37 1,50E+03 1,07 0,03
49,05 1,15E+03 0,82 -0,09
50,25 8,50E+02 0,74 -0,13
54,25 1,10E+03 0,79 -0,10
69,05 1,25E+03 0,89 -0,05
93,00 2,00E+03 1,43 0,15
96,08 2,50E+03 2,17 0,34
117,10 5,00E+03 3,57 0,55
120,20 2,00E+03 1,43 0,15
125,30 9,00E+03 6,43 0,81
141,20 1,65E+05 117,86 2,07
190,91 4,00E+05 347,83 2,54
216,81 2,00E+06 1739,13 3,24
283,86 2,30E+06 2000,00 3,30
355,08 1,65E+06 1434,78 3,16
450,58 2,40E+06 2086,96 3,32

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
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Tabela lll.2 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Maracuja (20°C,

10°Brix, pH 3,5) (Repeticao 2)

REPETICAO 2
Tempo (horas) N N/N, log (N/No)

0,00 1,50E+03 1,00 0,00

5,50 1,35E+03 0,90 -0,05
21,10 1,45E+03 0,97 -0,01
24,45 9,00E+02 0,60 -0,22
28,10 7,00E+02 0,47 -0,33
44 37 1,45E+03 0,97 -0,01
49,05 1,10E+03 0,73 -0,13
50,25 1,30E+03 1,73 0,24
54,25 8,50E+02 0,57 -0,25
69,05 1,30E+03 0,87 -0,06
77,50 1,50E+03 1,00 0,00
96,08 1,00E+03 1,33 0,12
104,50 2,00E+03 1,33 0,12
117,10 5,00E+03 3,33 0,52
120,20 2,50E+04 16,67 1,22
125,30 1,30E+05 86,67 1,94
191,00 2,00E+05 266,67 2,43
216,90 1,10E+06 1466,67 3,17
283,92 3,35E+06 4466,67 3,65
355,16 1,35E+06 1800,00 3,26
450,66 1,95E+06 2600,00 3,41

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
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Tabela Ill.3 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Maracuja (30°C,
10°Brix, pH 3,5) (Repeticao 1)

REPETICAO 1
Tempo (h) N N/No log (N/No)

0,00 1,50E+03 1,00 0,00
15,60 1,00E+03 0,67 -0,18
21,80 1,50E+03 1,00 0,00
37,80 5,20E+04 34,67 1,54
47,30 2,10E+05 140,00 2,15
60,00 1,00E+06 666,67 2,82
69,90 7,00E+06 4666,67 3,67
86,90 1,10E+07 7333,33 3,87
91,10 4,20E+06 2800,00 3,45
114,20 7,00E+06 4666,67 3,67
138,00 4,50E+06 3000,00 3,48
161,50 1,15E+07 7666,67 3,88
186,10 5,00E+06 3333,33 3,52
279,00 1,00E+06 666,67 2,82
350,30 1,00E+06 666,67 2,82

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL

Tabela lll.4 — Contagens Obtidas para B. nivea Inoculado em Suco de Maracuja (30°C,
10°Brix, pH 3,5) (Repeticao 2)

REPETICAO 2
Tempo (h) N N/No log (N/No)

0,00 6,00E+02 1,00 0,00
18,30 8,50E+02 1,42 0,15
22,40 8,50E+02 1,42 0,15
43,50 2,20E+04 36,67 1,56
49,10 9,00E+04 150,00 2,18
68,00 6,50E+05 1083,33 3,03
89,20 1,70E+06 2833,33 3,45
117,30 9,00E+06 15000,00 418
162,00 9,50E+06 15833,33 4,20
187,60 5,50E+06 9166,67 3,96
211,10 9,00E+06 15000,00 4,18
331,70 7,50E+06 12500,00 4,10
378,00 3,00E+06 5000,00 3,70
427,00 9,50E+06 15833,33 4,20
522,70 8,00E+06 13333,33 4,12

N = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
No = Numero de unidades formadoras de colénias (UFC)/mL
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Tabela IV.1 — Peso da Biomassa de B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,
12°Brix, pH 3,5) (Repeticao 1)

REPETIGAO 1
Tempo (h) PF(g) PF+PB(g) PB(g/20mL) PB (g/L) PB/PB, log(PB/PB)

0,00 0,1555 0,1790 0,0235 1,175 1,00 0,00
6,00 0,1548 0,1630 0,0082 0,410 0,35 -0,45
21,73 0,1556 0,1620 0,0064 0,320 0,27 -0,56
33,53 0,1546 0,1570 0,0024 0,120 0,10 -0,99
49,95 0,156 0,1810 0,025 1,250 1,06 0,02
56,5 0,1571 0,1880 0,0309 1,545 1,31 0,12
69,03 0,1500 0,1980 0,048 2,400 2,04 0,31
76,26 0,1553 0,2060 0,0507 2,535 2,15 0,33
97,88 0,1527 0,2360 0,0833 4,165 3,54 0,55
121,85 0,1500 0,4084 0,2584 12,920 10,99 1,04
165,35 0,1500 0,2991 0,1491 7,455 6,34 0,80
188,35 0,1438 0,2650 0,1212 6,060 5,15 0,71

PF = peso do filtro
PB = peso biomassa
PB, = peso inicial biomassa

Tabela IV.2 - Peso da Biomassa de B. nivea Inoculado em Suco de Abacaxi (30°C,
12°Brix, pH 3,5) (Repeticao 2)

REPETICAO 2
Tempo (h) PF (g) PF +PB (g) PB (g/20mL) PB (g/L) PB/PB, log(PB/PBy)

0 11,6537 11,6685 0,0148 0,740 1,000 0,000
9,483 9,143 9,1482 0,0052 0,260 0,351 -0,454
24,249 11,6823 11,686 0,0037 0,185 0,250 -0,602
46,949 9,741 9,7476 0,0066 0,330 0,446 -0,351
57,032 11,5666 11,5854 0,0188 0,940 1,270 0,104
71,165 11,5777 11,6146 0,0369 1,845 2,493 0,397
78,648 11,5806 11,6257 0,0451 2,255 3,047 0,484
98,264 11,6415 11,694 0,0525 2,625 3,547 0,550
119,664 10,4275 10,5015 0,074 3,700 5,000 0,699
145,697 11,6316 11,7537 0,1221 6,105 8,250 0,916
195,496 11,6586 11,8048 0,1462 7,310 9,878 0,995
237,729 10,886 11,035 0,149 7,450 10,068 1,003

PF = peso do filtro
PB = peso biomassa
PBy = peso inicial biomassa
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Tabela V.3 — Peso da Biomassa de B. nivea Inoculado em Suco de Maracuja (20°C,
10°Brix, pH 3,5) (Repeti¢ao 1)

REPETIGAO 1
Tempo (h) PF(g) PF+PB(g) PB(g/20mL) PB(g/L) PB/PB, log(PB/PB,)

0,0 11,6427 11,65 0,0073 0,37 1,00 0,00
50,8 0,1468 0,1609 0,0141 0,70 1,93 0,29
95,6 0,1483 0,1627 0,0144 0,72 1,97 0,30
118,8 0,1440 0,1570 0,013 0,65 1,78 0,25
142,5 0,1474 0,1562 0,0088 0,44 1,21 0,08
190,5 0,1420 0,1558 0,0138 0,69 1,89 0,28
217,2 0,1460 0,1884 0,0424 2,12 5,81 0,76
2835 0,1507 0,2334 0,0827 4,14 11,33 1,05
306,7 0,1448 0,2211 0,0763 3,82 10,45 1,02
407,3 0,1500 0,2524 0,1024 5,12 14,03 1,15
450,0 0,1500 0,2524 0,1024 5,12 14,03 1,15
520,0 0,1500 0,2524 0,1024 5,12 14,03 1,15
600,0 0,1500 0,2524 0,1024 5,12 14,03 1,15
800,0 0,1500 0,2524 0,1024 5,12 14,03 1,15

PF = peso do filtro
PB = peso biomassa
PB, = peso inicial biomassa

Tabela V.4 — Peso da Biomassa de B. nivea Inoculado em Suco de Maracuja (20°C,
10°Brix, pH 3,5) (Repeticao 2)

REPETICAO 2
Tempo (h) PF(g) PF+PB(g) PB(g/20mL) PB(g/L) PB/PB, log(PB/PBy)

0,0 11,6632 11,6710 0,0078 0,43 1,00 0,00
50,8 0,1500 0,1646 0,0146 0,81 1,87 0,27
95,7 0,1473 0,1610 0,0137 0,76 1,76 0,24
118,8 0,1485 0,1600 0,0115 0,64 1,47 0,17
142,6 0,1525 0,1643 0,0118 0,66 1,51 0,18
190,6 0,1543 0,1757 0,0214 1,19 2,74 0,44
217,2 0,1506 0,2072 0,0566 3,14 7,26 0,86
283,5 0,1543 0,2284 0,0741 4,12 9,50 0,98
354,7 0,1455 0,2357 0,0902 5,01 11,56 1,06
454,9 0,1466 0,2676 0,1210 6,72 15,51 1,19
500,0 0,1466 0,2676 0,1210 6,72 15,51 1,19
550,0 0,1466 0,2676 0,1210 6,72 15,51 1,19
620,0 0,1466 0,2676 0,1210 6,72 15,51 1,19
800,0 0,1466 0,2676 0,1210 6,72 15,51 1,19

PF = peso do filtro
PB = peso biomassa
PB, = peso inicial biomassa
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Tabela V.5 — Peso da Biomassa de B. nivea Inoculado em Suco de Maracuja (30°C,
10°Brix, pH 3,5) (Repeti¢ao 1)

REPETICAO 1
Tempo (h) PF(g) PF+PB(g) PB(g/20mL) PB (g/L) PB/PB, log(PB/PBy)

0 11,5783 11,5900 0,0117 0,585 1,00 0,00
15,5 11,6071 11,6311 0,0240 1,2 2,05 0,31
22,4 0,1522 0,1572 0,0050 0,25 0,43 -0,37
39,6 0,1476 0,1528 0,0052 0,26 0,44 -0,35
50,7 0,1444 0,1624 0,0180 0,9 1,54 0,19
63,7 0,1512 0,1734 0,0222 1,11 1,90 0,28
75,2 0,1480 0,1773 0,0293 1,465 2,50 0,40
91,7 0,1435 0,1809 0,0374 1,87 3,20 0,50
95,7 0,1509 0,2020 0,0511 2,555 4,37 0,64
118,9 0,1460 0,2238 0,0778 3,89 6,65 0,82
142,5 0,1437 0,2410 0,0973 4,865 8,32 0,92
166,1 0,1526 0,2520 0,0994 4,97 8,50 0,93
190,6 0,1520 0,2747 0,1227 6,135 10,49 1,02
283,6 0,1527 0,2722 0,1195 5,975 10,21 1,01
354,8 0,1500 0,2765 0,1265 6,325 10,81 1,03
466,8 0,1436 0,3230 0,1794 8,97 15,33 1,19

PF = peso do filtro
PB = peso biomassa

PBy = peso inicial biomassa

Tabela V.6 — Peso Da Biomassa de B. nivea Inoculado em Suco de Maracuja (30°C,
10°Brix, pH 3,5) (Repeticao 2)

REPETICAO 2
Tempo (h) PF(g) PF+PB(g) PB(g/20mL) PB (g/L) PBI/PB, log(PB/PB,)

0 0,1452 0,1636 0,018 0,92 1,00 0,00
18,3 0,1435 0,1538 0,0103 0,515 0,56 -0,25
22,0 0,1462 0,1648 0,0186 0,93 1,01 0,00
43,3 0,1418 0,1533 0,0115 0,575 0,62 -0,20
49,0 0,1455 0,1712 0,0257 1,285 1,40 0,15
67,8 0,1513 0,1700 0,0187 0,935 1,02 0,01
89,1 0,1463 0,1869 0,0406 2,03 2,21 0,34
1171 0,1478 0,2245 0,0767 3,835 417 0,62
162,3 0,1460 0,2426 0,0966 4,83 5,25 0,72
187,3 0,1514 0,3013 0,1499 7,495 8,15 0,91
215,9 0,1440 0,2750 0,1310 6,55 7,12 0,85
3314 0,1440 0,2935 0,1495 7,475 8,13 0,91
377,4 0,1460 0,2911 0,1451 7,255 7,89 0,90
426,3 0,1440 0,3400 0,1960 9,8 10,65 1,03
5221 0,1448 0,3422 0,1974 9,87 10,73 1,03

PF = peso do filtro
PB = peso biomassa

PB, = peso inicial biomassa



