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RESUMO

O aumento na preocupacgdo da populacdo com a satde e com a
qualidade de vida, fez com que houvesse um acréscimo no consumo de
sucos a base de frutas naturais e sem adi¢do de conservantes. Os fungos
filamentosos termorresistentes, entre eles Byssochlamys nivea e
Neosartorya fischeri, sio um dos principais contaminantes de frutas e
produtos de frutas processados termicamente. Os ascOsporos destes
fungos podem sobreviver a pasteurizagdo comercial usualmente aplicada
a produtos a base de frutas podendo deteriorar os mesmos pela
germinacdo e conseqilente crescimento sob condi¢des reduzidas de
oxigénio, comprometendo a vida de prateleira do produto, gerando
grandes perdas econdmicas. Estes fungos sdo também produtores de
enzimas e micotoxinas que degradam os alimentos e prejudicam a saide
humana. Este trabalho teve como objetivo avaliar o crescimento de
Byssochlamys nivea e Neosartorya fischeri em sucos de abacaxi e
mamao, utilizando o método de medida do crescimento radial das
colonias (mm/h). Foi analisado o crescimento em diferentes atividades
de dgua (ay) (0,99, 0,96, 0,95, 0,93 e 0,90) e em diferentes idades de
formacdo dos esporos (I) (30, 51, 60, 69 e 90 dias). A temperatura de
incubacdo utilizada nos experimentos foi de 30°C, sendo esta a
temperatura 6tima de crescimento dos fungos estudados. A inoculagio
dos fungos foi na concentracdo de aproximadamente um esporo por
mililitro de suco. O didmetro das col6nias foi acompanhado por medi¢do
com régua graduada e com auxilio de uma lanterna de uso doméstico a
cada 12 horas ou em intervalos menores de tempo dependendo do
crescimento do microrganismo. Desta forma foram geradas as curvas de
crescimento dos fungos estudados expressas pela variagdo do diametro
da coldnia (mm) em funcdo do tempo (h). Os pardmetros de
crescimento, duracdo da fase de adaptagdo (A), velocidade especifica
maxima de crescimento (Up,x) € didmetro mdximo atingido pela
coldnia (A), foram obtidos através do ajuste dos dados experimentais
aos modelos primdrio de crescimento de Gompertz Modificado e
Logistico. Um planejamento Polinomial completo foi selecionado para
estudar os efeitos dos fatores (I e a,) nos pardmetros de crescimento (A ,
Umax € A). O desempenho dos modelos foi avaliado pela comparacdo dos
indices estatisticos, coeficiente de regressdo (RZ), erro  médio
quadratico (MSE), Fator Bias e Fator de Exatiddo, levando a escolha do
modelo com melhor ajuste aos dados experimentais (Gompertz
Modificado). As andlises estatisticas foram feitas utilizando o software



Statistica 6.0 com andlise de varidncia de p <0,1 para o célculo dos
efeitos. O resultado mostrou que a idade ndo influencia o crescimento
em praticamente nenhuma das condi¢des testadas e que o fator ay, foi
estatisticamente significativo na grande maioria dos casos. Nos
resultados obtidos para B. nivea em suco de mamao, o maior A foi de
263,5 (h) para a,, de 0,90 e idade de 60 dias, e o menor A foi de 20,4 (h)
para a,, de 0,99 e idade de 60 dias. Para B. nivea em suco de abacaxi, o
maior A foi de 322,5 (h) para a,, de 0,93 e idade de 69 dias, € 0 menor A
foi de 43,2 (h) para a,, de 0,96 e idade de 51 dias. Para N. fischeri em
suco de mamao, o maior A foi de 267,4 (h) para a,, de 0,90 e idade de 60
dias, e o menor A foi de 18,1 (h) para a,, de 0,99 e idade de 60 dias. Para
N. fischeri em suco de abacaxi, o maior A foi de 184,3 (h) para a,, de
0,90 e idade de 60 dias e o menor A foi de 68,2 (h) para a, de 0,96 e
idade de 69 dias. Estes dados mostraram que ao aumentar a a,, dos sucos
de abacaxi e mamdo de 0,90 para 0,99, o A tende a diminuir para ambos
os fungos. Estes dados sdo tuteis para estabelecer a vida de prateleira de
sucos prontos para beber, estocados a temperatura ambiente.



ABSTRACT

The consumption of natural fruit juice without preservative addition has
risen due to the concern with health and quality of life. Heat-resistant
fungi, such as Byssochlamys nivea and Neosartorya fischeri, are
responsible for spoilage and degradation of fruits and heat-processed
fruit products. Ascospores of these species can survive the thermal
process normally applied to fruit products. They also can germinate
during the storage and growth under reduced oxygen conditions,
decreasing the product shelf life and causing economic losses. These
moulds are able to produce mycotoxines, what may be a public health
concern. The aim of this work is to analyze the Byssochlamys nivea and
Neosartorya fischeri growth in pineapple and papaya juice, measuring
the radial growth of the colonies (mm/h). The growth was carried out
under different conditions of water activity (ay) (0.99, 0.96, 0.95, 0.93
and 0.90) and ascospores age (I) (30, 51, 60, 69 and 90 days). The best
growth temperature for these moulds was used (30°C). Juices were
inoculated within a concentration of one spore per milliliter of juice.
Colony diameter was measured with a graduated ruler and a flashlight,
at a time interval of 12 hours or less, depending on the microorganism
growth. Therefore, growth curves were plotted by variation of colony
diameter (mm) versus time (h). Growth parameters: lag phase (A),
maximum specific growth rate (Um,x) and maximum colony diameter
(A), were obtained by the fit of Modified Gompertz model and Logistic
model to experimental data. To compare the prediction of the models,
the correlation coefficient (Rz), the mean square error (MSE), Bias
Factor and Accuracy Factor were calculated. The Modified Gompertz
model presented a slightly better performance than Logistic model and it
was used to determine the growth parameters. A Complete Polynomial
Rotational Design (CPRD) was elaborated in order to study the effect of
the factors (I and ay) in the growth parameters (A, Um.x and A). The
software Statistica 6.0 was used for statistic analysis with significance
level of p < 0.1. The results showed that the molds growth was affected
more by water activity than by ascospores age in almost all situations.
For the growth of B. nivea in papaya juice, the highest A was 263.5 (h)
for a,, of 0.90 and 60 days of ascospores age, and the lowest A was
20.4 (h) for a,, of 0.99 and 60 days of ascospores age. For the B. nivea in
pineapple juice, the highest A was 322.5 (h) for a,, of 0.93 and 69 days of
ascospores age, and the lowest A was 43.2 (h) for a,, of 0.96 and 51 days
of ascospores age. For the M. fischeri in papaya juice, the highest A



was 267.4 (h) for a, of 0.90 and 60 days of ascospores age, and the
lowest A was 18.1 (h) for a,, of 0.99 and 60 days of ascospores age. For
the N. fischeri in pineapple juice, the highest A was 184.3 (h) for ay, of
0.90 and 60 days of ascospores age, and the lowest A was 68.2 (h) for a
of 0.96 and 69 days of ascospores age. These data have shown that by
increasing the a,, of the pineapple and papaya juices from 0.90 to 0.99,
the A value tends to decrease for both moulds. The results are useful to
establish the shelf life of the ready to drink juices stored at room
temperature.
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1. INTRODUCAO

E crescente, nos dltimos anos, a demanda por produtos a base de
frutas com caracteristicas mais préximas possiveis dos produtos in
natura, ¢ de melhor qualidade nutricional, sendo os sucos de frutas os
produtos mais comercializados.

Ocupando um papel importante na industria agricola, a produgéo
de sucos de frutas é um dos mais promissores negécios do mundo se
tratando de comércio internacional, com grande participagcdo dos paises
em desenvolvimento. De acordo com a Associacdo Brasileira das
Industrias de Refrigerantes e Bebidas Nao-Alcodlicas (ABIR), no ano
de 2006, o volume de sucos prontos produzidos no pais foi de 388.4
milhdes de litros, o que representou um crescimento de 16,5% em
relac@o ao ano anterior.

O aumento da demanda por consumo de produtos a base de frutas
e a preocupagdo cada vez maior com a seguranca alimentar, t€m levado
as industrias a buscarem processos capazes de preservar os produtos
contra agentes deteriorantes como bactérias e fungos, sem ocasionar
grandes perdas na qualidade do produto final.

Os métodos de preservacdo destes produtos mais frequentemente
utilizados sdo a pasteurizagdo e o processo UHT, sendo pouco frequente
0 uso de conservantes quimicos.

Os fungos filamentosos, na sua maioria, apresentam limitada
resisténcia ao calor. Entretanto, os fungos filamentosos termorresistentes
sdo capazes de sobreviver a temperatura de pasteurizacdo devido a sua
caracteristica de produzir ascésporos. O uso de altas temperaturas ativa
os ascosporos dormentes, que germinam e crescem no produto final,
ocasionando a sua deterioragcdo durante o periodo de estocagem e,
consequentemente, resultando em grandes perdas econdmicas.

As espécies reportadas como deteriorantes de produtos a base de
frutas sdo: Byssochlamys nivea e Byssochlamys fulva, Neosartorya
fischeri, Talaromyces sp. e Eupenicillium sp.. Os géneros Byssochlamys
sp. e Neosartorya fischeri sdo ainda relatados como produtores de
micotoxinas.

A distribui¢do mundial de fungos filamentosos termorresistentes
€ reconhecida atualmente e sua ocorréncia tem sido frequentemente
detectada em linhas de processamento de sucos. Muitos trabalhos vém
sendo realizados com o objetivo de esclarecer suas fontes de
contaminagdo, ocorréncia, crescimento, deteriora¢do, inativacdo e
producio de toxinas.
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A microbiologia preditiva se apresenta como uma ferramenta
importante para avaliacdo do crescimento de fungos termorresistentes
em diferentes produtos a base de frutas, sendo possivel saber o quanto
poderdo interferir na vida de prateleira dos mesmos. Esta andlise pode
ser feita através de modelos matemdticos que descrevem o0
comportamento dos microrganismos sob diferentes condi¢des de
temperatura, pH, atividade de dgua, entre outros fatores. Estes modelos
podem predizer a seguranca microbioldgica ou a vida de prateleira dos
produtos sob condi¢des comerciais, fundamentando-se na cinética de
crescimento microbiano. O uso destes modelos preditivos pode reduzir a
necessidade de andlises laboratoriais dispendiosas.

Este trabalho, que faz parte do Projeto Prodetab em parceria com
EMBRAPA, UNICAMP e UFSC “Melhoria da qualidade de sucos
mediante o uso de alta pressdo e controle microbiolégico”, teve como
objetivo estudar a influéncia da idade de formagdo dos esporos (I) de
Byssochlamys nivea e Neosartorya fischeri, e a influéncia da atividade
de 4gua (ay) no crescimento dos mesmos em sucos de abacaxi e mamao.
J4 se sabe que a idade de formacdo dos esporos influencia na resisténcia
térmica de N. fischeri (SLONGO, 2004), mas ndo se encontram estudos
que esclarecem se este fator influencia no crescimento dos fungos. Os
modelos de Gompetz Modificado e Logistico foram ajustados as curvas
de crescimento e permitiram o cdlculo dos pardmetros de crescimento:
duracdo da fase de adaptacdo (A), velocidade especifica mdxima de
crescimento ([y,) € didmetro maximo atingido pela coldnia (A). A
influéncia dos fatores I e a,, sobre os parametros de crescimento foi
analisada utilizando-se um Delineamento Composto Central Rotacional
(DCCR) com triplicata no ponto central. O efeito dos fatores foi
avaliado por andlise de variancia (p <0,1).
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1. FUNGOS FILAMENTOSOS TERMORRESISTENTES

Os fungos filamentosos, na sua maioria, possuem limitada
resisténcia térmica, sendo seus conidios e hifas destruidos facilmente
pelo calor. A fase assexuada (conidial) dos géneros mais comuns como
Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhyzopus, entre outros, sdo destruidos,
em média, apés 5 minutos a 60°C (TOURNAS, 1994).

Entretanto, algumas espécies que produzem ascésporos sdo
capazes de resistir a altas temperaturas (HOCKING & PITT, 1985).
Estes ascosporos sdo esporos produzidos pelos representantes do sub-
reino Ascomiceto. O tamanho, a forma e a ornamentacdo destes
ascOsporos variam com o tipo, espécie e linhagem de microrganismos,
bem como as condi¢cdes dos meios nos quais os esporos sdo formados
(PITT & HOCKING, 1985).

Outra caracteristica destes fungos é a formacdo do asco, que é
uma estrutura em forma de saco ou bolsa. Quando amadurecem, os
ascos sofrem uma ruptura por onde sdo liberados os ascosporos. Estes
possuem parede e geralmente sdo ornamentados e refrateis. Os ascos de
alguns destes fungos sdo recobertos por um grande corpo de
frutificac@o, o ascocarpo (PITT & HOCKING, 1985).

Os fungos filamentosos termorresistentes mais comumente
estudados pertencem aos géneros Byssochlamys, Neosartorya,
Talaromyces e Eupenicillium. Eles t&ém sido reportados devido as suas
habilidades em sobreviver as temperaturas normalmente empregadas
nos tratamentos de pasteurizacao de alimentos dcidos como frutas e seus
derivados (HOCKING & PITT, 1985; SPLITTSTOESSER et al., 1970;
TOURNAS, 1994). Devido a esta resisténcia, podem crescer e
contaminar produtos durante a estocagem a temperatura ambiente, o que
decorre em grandes perdas econdmicas (TOURNAS, 1994).

Segundo CHAPMAN et al. (2007) e VALIK & PIECKOVA
(2001), o solo é a principal fonte de contaminacdo por fungos
termorresistentes, sendo as frutas que estdo em contato direto com o
solo as mais susceptiveis por estes microrganismos. As demais frutas
sdo contaminadas por respingos de chuva ou pelo transporte de esporos
através do vento.

Os primeiros sinais da presenca de fungos termorresistentes nas
frutas € um ligeiro amolecimento das mesmas, podendo aparecer um
odor desagraddvel e um sabor rancoso, e em seguida, hd uma total
desintegracdo da fruta (PITT & HOCKING, 1999).
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1.1. PRINCIPAIS ESPECIES

Os géneros mais termorresistentes reportados na literatura sdo o
Byssochlamys e o Neosartorya (KOTZEKIDOU, 1997; SLONGO &
ARAGAO, 2006; TOURNAS & TRAXLER, 1994).

1.1.1. Byssochlamys

Os fungos do género Byssochlamys (B. nivea e B. fulva) sdo
caracterizados pela auséncia de ascocarpo (cleistotécio, gymnotécio ou
qualquer outro corpo que envolva os ascos) durante o desenvolvimento
ou maturagdo. Os ascos sdo produzidos em cachos abertos, irregulares,
contendo oitos ascOsporos em associagdo com fragmentos de hifas, mas
nao envolvidos por elas (BEUCHAT & RICE, 1979; PITT &
HOCKING, 1999). Os ascos permanecem inalterados a menos que
sejam submetidos a um tratamento mecanico (SPLITTSTOESSER,
1991).

Os ascésporos sdo estruturas transparentes, habitualmente ovais e
lisas, com dimensdes que variam de 2,8-4,0 x 3,4-5,6 um. As fases
anamorfas ou imperfeitas do B. fulva e B. nivea sdo Paecilomyces fulvus
e Paecilomyces niveus, respectivamente. As colonias de B. nivea
geralmente sdo brancas em Agar Extrato de Malte (MEA) ou Czapeck
Agar Extrato de Levedura (CYA), sendo seus ascos de dimensdes
maiores que os de B. fulva. As colonias deste tultimo sdo marrons
amareladas nestes mesmos meios (BEUCHAT & RICE, 1979).

A temperatura 6tima de crescimento de B. nivea esta entre 30°C e
37°C (TOURNAS, 1994; PITT & HOCKING, 1999); sendo que
nenhum crescimento foi observado a 8°C (HULL, 1939; PITT &
HOCKING, 1999). A minima atividade de dgua (ay,) para o crescimento
de B. nivea foi 0,89 a 30°C e 0,87 a 37°C (ROLAND & BEUCHAT,
1984).

1.1.2. Neosartorya fischeri

Os fungos desta espécie apresentam ascos recobertos por
cleistotécio, dando a col6nia uma aparéncia granular. Estes ascos podem
sofrer ruptura instantdnea de modo que sé os ascésporos livres sdao
observados. A tnica espécie deteriorante de alimentos reportada é
Neosartorya fischeri, que possui trés variedades: N. fischeri var.
fischeri, N. fischeri var. glabra e N. fischeri var. spinosa, sendo cada

uma distinta na ornamentagdo de seus ascOsporos, tipos de toxinas e
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metabdlitos secunddrios produzidos. Somente as variedades glabra e
spinosa tém sido isoladas de produtos processados a base de frutas,
enquanto que a fischeri é predominante no solo (NIELSEN, 1991;
KAVANAGH et al., 1963; UGWUANYI & OBETA, 1991).

As colonias em MEA sdo branca-creme e o reverso varia de
amarelo a rosa-palido ou marrom. O micélio é branco e hd grande
producio de cleistotécio. Os ascosporos sdo elipsoidais ou ovais, de 7 a
8 um de comprimento e apresentam duas cristas longitudinais. A fase
anamorfa é conhecida por Aspergillus fischeri, entretanto o estado
teleomorfico € o mais encontrado (PITT & HOCKING, 1999;
TOURNAS, 1994).

PITT & HOCKING (1999), constataram que a temperatura 6tima
de crescimento de N. fischeri estd na faixa de 25 a 37°C, ndo
apresentando crescimento a 5°C. A atividade de dgua minima para
crescimento de N. fischeri é de 0,915 (BAGLIONI, 1998).

1.2. PRODUCAO DE ENZIMAS E MICOTOXINAS POR FUNGOS
TERMORRESISTENTES

Os fungos filamentosos termorresistentes produzem vdrias
enzimas, sendo as pectinases, as amilases e as proteinases as mais
abundantes (TOURNAS, 1994). OLIVER & RENDLE (1934) relataram
a primeira producdo de enzimas pectinoliticas por Byssochlamys.

UGWUANYI & OBETA (1999) relataram a atividade de
enzimas celuloliticas e pectinoliticas produzidas por Byssochlamys
nivea, Neosartorya spp. e Paecilomyces varioti em meio contendo
pectina, em tecido de manga. Estes autores também avaliaram o efeito
da desintegracdo causada por estas enzimas, em meios artificiais
contendo tecidos de manga. Houve producdo de liases, pectinases e
hidrolases em todos os meios analisados. Para B. nivea, foi observada
uma grande atividade de celulases. Foi verificado que os isolados
causaram uma consideravel desintegracdo dos meios.

Muitos fungos sdo indesejdveis nos alimentos, por produzirem
uma grande variedade de enzimas que provocam a deteriora¢do dos
mesmos. Além disso, muitos fungos podem produzir metabdlitos
secunddrios téxicos quando estdo se multiplicando. Estes metabdlitos
sdo denominados “micotoxinas” e, quando ingeridos, podem causar
alteragdes bioldgicas prejudiciais tanto ao homem, quanto aos animais.

Dentre os géneros de fungos termorresistentes, o de maior
interesse na producdo de micotoxinas é o Byssochlamys, produzindo
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metabdlitos como a patulina, dcido byssochlamico, byssotoxina A,
asymetrina e variotina (BEUCHAT & RICE, 1979).

Algumas linhagens de Neosartorya fischeri sdo capazes de
produzir toxinas como as fumitremorginas (A, B e C), verruculogena,
fischerina e terrina (TOURNAS, 1994; HOIRE & YAMAZAKI, et al.,
1979; PATTERSON et al., 1981). Estes compostos sdo capazes de atuar
no sistema nervoso central e causar tremores, convulsdes e morte em
animais (TOURNAS, 1994; YAMAZAKI et al., 1971; PERERA et al.,
1982). A verruculogena € a mais toxica, causando tremores em ovelhas
e suinos em concentracio de 5 a 10mg/kg de peso corporal,
administrado por meio intravenoso (PERERA, et al., 1982).

NIELSEN et al. (1988), em estudo realizado para verificar a
producdo de micotoxinas por N. fischeri em varios meios, observaram
que a adi¢do de glicose, frutose e sacarose aumentavam a producio de
fumitremorgina. A verruculogena foi produzida em todos os meios
testados, em maior quantidade que as demais, seguida da
fumitremorgina A e C. Os autores também estudaram as temperaturas
6timas para a producdo de verruculogena e fumitremorginas A e C, em
CYA a pH 7,0. Os resultados obtidos foram 25°C, 30°C e 37°C,
respectivamente. A producdo de fumitremorgina foi retardada a
temperatura de 15°C, mas aumentando o periodo de incubacdo
observou-se uma concentra¢do aproximadamente igual a observada a
25°C. O uso de luz aumentou a producdo de fumitremorgina, mas nio
tdo acentuadamente como quando foi adicionada glicose, frutose ou
sacarose ao meio (CYA, pH 3.5, 25°C). A produgdo desta micotoxina
foi maior a atividade de dgua de 0,98 em CYA suplementado com
glicose ou frutose e a atividade de 0,99 em CYA suplementado com
sacarose. A producdo de fumitremorgina foi observada em atividades de
dgua tdo baixas quanto 0,92 em CYA suplementado com glicose, mas
ndo em atividades de dgua menores que 0,97 em CYA suplementado
com sacarose.

A patulina, considerada toxica para plantas, microrganismos e
animais, € extremamente nociva a saude humana, é uma micotoxina
produzida por espécies do género Aspergillus (A. clavatus, A. terreus),
Penicillium (P. urticae, P. expansum) e Byssochlamys (B. nivea e B.
fulva); sendo que estes ultimos t€m demonstrado alto potencial para a
producao da mesma (RICE et al., 1977; TOURNAS, 1994).

O controle da patulina em sucos e derivados de frutas pode ser
obtido utilizando-se matéria-prima de boa qualidade e estocagem em
atmosfera controlada. Devem ser retirados tecidos e frutas rompidas ou
danificadas. Também pode ser utilizada filtracdo com carvdo ativado,
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fermentacdo do suco, adicdo de didxido sulfirico, adicdo de dcido
ascorbico, irradiacdo e pasteurizacio (LEGGOT & SHEPHARD, 2001).

1.3. ALIMENTOS SUSCEPTIVEIS A CONTAMINACAO

Frutas e produtos a base de frutas como sucos, polpas,
concentrados e frutas enlatadas sdo os alimentos mais susceptiveis a
deterioracdo por fungos termorresistentes. Dentre os vdrios tipos de
frutas, aquelas que sdo colhidas diretamente do solo, ou que estdo
préximas dele, como morango, ameixa, maracujd, uva, abacaxi, maca,
péssego e mamao papaia sdo as mais afetadas (TORNAS, 1994).

A presenca de fungos termorresistentes nas frutas € influenciada
pela amplitude de exposicdo ao solo, bem como pela prevaléncia do
fungo no solo onde as frutas sdo cultivadas (BEUCHAT & RICE, 1979).
Algumas linhagens de Byssochlamys e Neosartorya fischeri t€m se
tornado um problema industrial, devido a deterioracdo dos produtos e a
producdo de micotoxinas (RICE et al., 1977, PATTERSON et al.,
1981).

Virios trabalhos demonstraram a contaminagdo 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), suco
concentrado de abacaxi e maracuja congelados (TOURNAS &
TRAXLER, 1994) e Byssochlamys de drink de uva termicamente
processado (VAN DER RIET & VAN DER WALT, 1985), suco de
fruta concentrado — 50°Brix (PALOU et al., 1998) e polpa de morango
(ARAGAO, 1989).

JASENKA et al. (1991) constataram o recebimento de conservas
deterioradas por fungos provindos de uma planta de processamento. As
cepas identificadas foram de N. fischeri (49,2%), B. nivea (16,4%) e T.
favus (20,9%).

Em estudo da ocorréncia de fungos termorresistentes durante o
processamento asséptico de polpa de tomate foram encontradas
cinqiienta linhagens, sendo que o isolado mais termorresistente,
identificado como N. fischeri, sobreviveu ao choque térmico de 100°C
por 25 minutos. Também foi constatado que a maior contaminacio por
N. fischeri na linha de processamento se deu na matéria-prima e na dgua
de transporte e de pré-lavagem. Conclui-se que o aparecimento deste
fungo ocorreu devido a falta de matéria-prima de boa qualidade,
sanificacdo adequada, condi¢Oes assépticas das dreas de processamento
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e embalagens e procedimento adequado de higienizacdo (BAGLIONI,
1998).

Vinte culturas de fungos filamentosos termorresistentes foram
isoladas de pasta de tomate enlatada, com o objetivo de estimar a
eficiéncia da pasteurizacdo aplicada em produtos enlatados comerciais.
Dentre as cepas isoladas, foram identificados ascésporos de nove
linhagens, sendo trés de B. fulva, duas de B. nivea e quatro de N. fischeri
(KOTZEKIDOU, 1997).

1.4. PRODUCAO DOS ASCOSPOROS

A producdo de ascésporos € uma caracteristica dos fungos
filamentosos termorresistentes. O tamanho, forma e ornamentacdo dos
mesmos variam com o tipo, espécie, cepa e condicio do meio onde
foram formados. A producdo e a ativacdo destes ascOsporos siao
dependentes tanto da forma de fatores genéticos, como a linhagem do
microrganismo, quanto fatores externos como tempo, temperatura, meio
de crescimento e/ou aquecimento (TOURNAS, 1994).

Ao estudar a esporulagio de um isolado de Byssochlamys
encontrado em bebida de frutas, SPLITTSTOESSER et al. (1969)
reportaram que este fungo formou poucos ascésporos em laboratério.
Ao investigar os fatores que afetaram a esporulacdo desta cepa,
observou-se que a populacdo maxima de ascos estava presente quando
estes cresciam em caldo de extrato de malte a 5%, pH 2,0 e 3,0, por um
periodo de 4 a 14 dias a 30°C. Diferentes sucos de frutas e vegetais
foram testados como substratos para o crescimento destes fungos; os
sucos de ameixa, magd e uva propiciaram a maior producdo de
ascosporos seguidos pelo suco de laranja, coquetel de vegetais e tomate.

O meio PDA (Agar Extrato de Batata) foi utilizado por
RAJASHEKHARA et al. (1996) e SURESH et al. (1996) para a
producdo de ascésporos de N. fischeri isolados, respectivamente, de
mamdo e uva. A temperatura ¢ o tempo de incubagfdo utilizados em
ambos os trabalhos foi de 30°C por 30 dias.

SAMSON & VAN REENEN-HOEKSTRA (1988) reportaram
que o meio MEA tem maior capacidade de produgdo de esporos em
comparagdo com outros meios, pelo fato desse ser mais rico em
nutrientes.
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1.5. ATIVACAO DOS ASCOSPOROS

Uma vez que os ascosporos de fungos termorresistentes sio
formados, estes desenvolvem com o tempo uma dorméncia (estado de
baixa funcdo metabdlica), que pode ser quebrada por um tratamento
sub-letal, usualmente um choque térmico chamado ativacdo. A ativagdo
permite a germinacdo e o crescimento em condigdes favordveis
(BEUCHAT & RICE, 1979; BEUCHAT, 1986; SPLITTSTOESSER et
al., 1993).

GOTTLIEB (1964) citou que germinagdo € o processo pelo qual
o esporo € transformado de um estdgio de dorméncia para um estado de
alta atividade metabdlica. Esta alta atividade € refletida na ativagdo de
processos produtores de energia necessdria na sintese de proteinas e
subseqiiente formac¢do do microrganismo. A ativacdo do processo
produtor de energia, caracterizado por altas taxas de respiracdo, pode ser
iniciada por um choque térmico, por aplicagdes de compostos quimicos,
presenca e auséncia de luz, entre outros.

Em experimentos realizados por BEUCHAT (1986), foi
determinada a d&tima ativacdo dos ascosporos de Byssochlamys,
Neosartorya e Talaromyces em meio especifico de aquecimento. No
experimento foram testadas trés linhagens de T. flavus, trés de N.
fischeri, duas de B. nivea e uma de B. fulva. O tratamento térmico
ocorreu nas temperaturas de 70, 75, 80 e 85°C. Verificou-se que o
tempo e a temperatura 6timos para ativagdo variam com a linhagem do
microrganismo, sendo entdo, especificos para cada cepa testada. As
cepas mais termorresistentes de 7. flavus e N. fischeri apresentaram
ativacdo 6tima em 85°C por 15-30 minutos e 85°C por 15 minutos,
respectivamente. As linhagens de B. fulva e B. nivea testadas exibiram
menor termorresisténcia que as cepas de T. flavus e N. fischeri, que
necessitaram de 70 a 75°C por 30 minutos para ativacao.

RAJASHEKHARA et al. (1996), apds testarem tratamentos de
70, 75, 80, 85 e 90°C para a ativagdo de ascOsporos de N. fischeri,
encontraram o bindmio tempo/temperatura de 80°C por 30 minutos.
Neste mesmo ano, SURESH et al. (1996) encontraram que o tempo de
ativacdo para ascosporos de N. fischeri foi de 15 a 60 minutos na
temperatura de 75°C e 15 minutos a 80°C.

Recentemente, SLONGO & ARAGAO (2006), estudando a
influéncia do meio de aquecimento, temperatura de produgdo e idade
dos ascésporos na ativagdo de esporos de N. fischeri, reportaram que 0s
menores tempos de ativagdo (85°C/5’ para suco de abacaxi e 85°C/10°
para suco de mamao) foram observados com os esporos produzidos a
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25°C e um més de idade. Entretanto, quando os ascésporos foram
produzidos a 35°C por trés meses, foram necessdrios 15 minutos a 85°C
para ativa-los em suco de abacaxi e 20 minutos a mesma temperatura
para ativd-los em suco de mamao.

1.6. FATORES QUE INTERFEREM NO CRESCIMENTO E NA
RESISTENCIA DE FUNGOS FILAMENTOSOS
TERMORRESISTENTES

A conservacdo de produtos a base de frutas baseia-se
principalmente no uso de processamento térmico e na utilizacdo de
conservantes quimicos. Como a deterioragdo destes produtos é devido a
acdo microbioldgica, o tratamento térmico, pasteurizacdo e/ou
esterilizagdo dado ao produto, deve ser adequado para a destrui¢dao da
maioria dos contaminantes, sejam eles bactérias, fungos filamentosos ou
fungos filamentosos termorresistentes; contudo, o tratamento ndo deve
diminuir a qualidade do produto processado. Caso isto néo seja possivel,
medidas preventivas com a finalidade de evitar o desenvolvimento
destes microrganismos e a deterioracdo provocada por eles, devem ser
aplicadas (TOURNAS, 1994).

Industrialmente, sdo vdrios os fatores que contribuem para a
sobrevivéncia e crescimento de fungos termorresistentes em alimentos,
sendo o mais importante a contaminacdo inicial, que deve ser
rigorosamente controlada. Outros fatores importantes que também
devem ser controlados sdo: a,, pH, presenca de 4cidos orgénicos, tipos
de meios de aquecimento, adicdo de conservantes, potencial de 6xido-
reducdo, conteido de nutrientes, idade e temperatura de producio dos
ascosporos, atmosfera (O,, CO,, N,), tensdo de oxigénio na embalagem
e temperatura de estocagem dos produtos (TOURNAS, 1994; JAY,
1992).

Se o grau de contaminacdo inicial for baixo, um tratamento
térmico mais ameno reduzird o ndmero de unidades formadoras de
coldnias (UFC) a niveis aceitdveis, porém se a contaminacio inicial for
alta, serdo necessdrios tempos mais longos e temperaturas mais elevadas
de processamento para que o produto alcance o mesmo nivel de
esterilidade (TOURNAS, 1994). O autor relata ainda que, aquecimentos
excessivos alteram  as caracteristicas  organolépticas e,
consequentemente, alteram a qualidade nutricional do produto. O
tratamento térmico deve destruir a maioria dos fungos termorresistentes,
sem diminuir a qualidade do produto final. Com o objetivo de garantir
esta qualidade final do produto, algumas alternativas, consideradas a
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seguir, podem ser adotadas para controlar o crescimento de fungos
termorresistentes.

1.6.1. Atividade de Agua (ay)

Em alimentos, a dgua é o componente dominante e pode ocorrer
na forma intracelular e/ou extracelular em vegetais e animais. A
influéncia da ay, no crescimento, germinagdo e produg¢do de metabdlicos
dos microorganismos ¢ um fendmeno bem conhecido (COUVERT, et al.
2007).

A a, minima necessdria varia para cada microrganismo e ¢é
influenciada por fatores do meio que a compdem. BAGLIONI (1998)
encontrou que a a,, minima para crescimento de N. fischeri é de 0,91. J4
ROLAND & BEUCHAT (1984) encontraram que a minima a,, para
crescimento de B. nivea foi 0,89 a 30°C e 0,87 a 37°C.

Para que ndo haja a germinagio de ascosporos sobreviventes do
processo de pasteurizacio, produtos com alta a,, devem ser estocados em
temperaturas baixas. A diminui¢do simultanea da a,, e da temperatura de
armazenamento, exerce acio sinergistica na conservacio de alimentos
termo processados (BEUCHAT & RICE, 1979; NIELSEN et al., 1988).

OBETA E UGWUANYI (1997) avaliaram o crescimento de
Neosartorya sp. em dgar contendo sucos de frutas nigerianos (dgar suco
de manga, dgar suco de laranja e dgar suco de abacaxi) contendo varios
niveis de agucar adicionados. A adi¢@o de sacarose nas concentracdes de
10% para o suco de abacaxi, 11,5% para o suco de laranja e 9% para o
suco de manga aumentou o nimero de coldnias. Entretanto, a adicdo de
sacarose nas concentracdes iguais ou superiores a 30 % para suco de
abacaxi, 31,5% para suco de laranja e 29% para suco de manga,
diminuiram o nimero de coldnias produzidas.

1.6.2. Temperatura de Estocagem

A temperatura é um dos fatores extrinsecos mais importantes no
controle do crescimento de microrganismos. Para a destruicdo dos
ascOsporos seria necessario um tratamento térmico tdo severo que
comprometeria a textura, as caracteristicas organolépticas e nutricionais
e a qualidade do produto. Entretanto, outros fatores devem ser aplicados
para controlar o crescimento dos fungos termorresistentes (TOURNAS,
1994).

O efeito da temperatura de estocagem foi o primeiro parametro
estudado na tentativa de prevenir a deterioracdo das frutas processadas.
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OLLIVER & RENDLE (1934) reportaram que a temperatura 6tima para
crescimento de Byssochlamys estava entre 30 e 37°C, e que ao estocar o
produto na faixa entre -12°C e -7°C, o crescimento era inibido, ndo
significando, no entanto, a morte do microrganismo.

Segundo NIELSEN et al. (1988), N fischeri cresceu entre 10°C e
52°C, com uma temperatura 6tima entre 26 e 45°C. PITT & HOCKING
(1999), constataram que a temperatura 6tima de crescimento de N.
fischeri estd na faixa de 25 a 37°C, ndo apresentando crescimento a 5°C.

Estes estudos revelam que o crescimento de Byssochlamys e
Neosartorya pode ser controlado estocando os produtos em
temperaturas reduzidas, mesmo que a inativa¢do dos ascésporos ndo
possa ser assegurada (TOURNAS, 1994).

1.6.3. pH ou Presenca de Acidos Organicos

De acordo com TOURNAS (1989), espécies de Byssochlamys
cresceram em substratos com pH entre 2,0 e 9,0, enquanto Neosartorya
fischeri cresceu entre valores de 3,0 e 7,95. Poucos estudos trazem
informagdes sobre a faixa de pH ou sobre o pH 6timo de crescimento de
fungos termorresistentes, porém sabe-se que estes crescem muito bem
em regides de acidez. No entanto, a manipulacdo do pH para o controle
do crescimento seria impraticdvel, pois seriam necessdrios valores muito
reduzidos, inadequados para produtos alimenticios (TOURNAS, 1994).

Em estudo do efeito do pH do meio de aquecimento na
porcentagem de germinag@o de ascésporos de B. nivea, o pH 6timo dos
meios foi de 3,0 a 5,5 e, apds o choque térmico (75°C/5’), verificou-se a
germinacdo apenas na faixa de pH de 4,0 a 4,5 e acima de pH 5,0
(YATES et al., 1967).

Conforme SLONGO (2004), o efeito dos dcidos orgénicos sobre
a tolerancia de ascésporos de fungos termorresistentes depende
principalmente do tipo de 4cido e do pH do meio de aquecimento.
CONNER & BEUCHAT (1987) estudaram a inativacdo térmica de
ascosporos de N. fischeri utilizando como meios de aquecimento
solucdes de 4cido fumdrico, mdlico e tartdrico(l e 2%) a pH 2,5, 3,0 e
3,5. Os autores verificaram que ocorreu uma diminui¢do da resisténcia
térmica dos ascésporos no meio com &acido fumdrico e um pequeno
aumento da mesma nos meios com os demais dcidos.
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1.6.4. Idade e Temperatura de Producio dos Ascésporos

CONNER & BEUCHAT (1987) avaliaram a resisténcia térmica
de N. fischeri utilizando diferentes idades e temperaturas de producio de
ascosporos. Os ascosporos foram coletados em intervalos de tempo
durante 114 dias. As temperaturas de producgdo foram 18, 21, 25 e 30°C
e o meio de crescimento utilizado foi dgar suco de uva. A resisténcia
térmica foi testada em tratamentos de 70 e 80°C, durante 30 e 60
minutos e o meio de aquecimento utilizado foi uma solug¢do de tampao
fosfato (pH 7,0). Os resultados mostraram uma maior dorméncia e um
aumento da resisténcia térmica com o aumento do tempo de produgdo.
No fim dos 114 dias, observou-se que um tratamento térmico de 85°C
por 60 minutos néo foi suficiente para inativar os ascésporos formados a
21,25 e 30°C.

Em estudo da influéncia da temperatura de producdo de esporos
na resisténcia térmica de B. nivea, ENGEL & TEUBER (1991)
realizaram experimentos com ascosporos em meio MEA por 21 dias nas
temperaturas de 20, 25, 30 e 37°C. Os autores observaram que a
producido a 30°C proporcionou a maior resisténcia térmica.

TOURNAS & TRAXLER (1994) estudaram a influéncia da idade
dos ascdsporos de N. fischeri na sua resisténcia térmica. Os ascOsporos
foram incubados a 30°C durante 1, 2, 3 e 6 meses. Ao final de cada
periodo de producio, realizou-se um tratamento térmico a 88°C por 1
hora em 4gua deionizada. Como resultado obteve-se que o tempo de
producao gerou um aumento da resisténcia térmica do fungo.

1.6.5. Atmosfera (O, e CO,)

TANIWAKI et al. (2001) em estudo realizado para verificar o
crescimento de fungos e producdo de micotoxinas em atmosfera
modificada, observaram que B. nivea foi capaz de crescer em atmosferas
com 20% ou 40% de CO, e menos que 0,5% de O,. YATES et al.
(1967) verificaram que o crescimento de B. nivea era comprometido
quando o mesmo crescia em atmosferas com elevadas concentragdes de
CO,, o que proporcionou a reducdo do crescimento do micélio, onde,
em alguns casos, como para atmosfera de 100% de CO,, este fungo
apresentou um crescimento de apenas 4% em relagdo ao seu crescimento
normal. KING Jr. & WHITEHAND (1990) realizaram estudos de
tolerincia do crescimento de fungos termorresistentes (B. fulva, T.
flavus e N. fischeri) sob baixas tensdes de O, e demonstraram que o



40 Capitulo IT — Revisdo Bibliografica

fungo T. flavus € o menos tolerante a baixos niveis de oxigénio, em
relacdo aos demais.

1.7. BOAS PRATICAS DE FABRICACAO (BPF) E ANALISE DE
PERIGOS E PONTOS CRITICOS DE CONTROLE (APPCC)

As Boas Priticas de Fabricac¢do (BPF) e Andlises de Perigos e
Pontos Criticos de Controle (APPCC) sdo ferramentas de qualidade que
asseguram que os produtos sejam fabricados e controlados com padrdes
de qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo
registro. Como os fungos termorresistentes sdo provenientes do solo,
podendo contaminar as frutas e, posteriormente as linhas de
processamento, esse controle de qualidade se torna indispensavel para a
obtencdo de produtos seguros (SLONGO, 2004).

Em linhas de processamento de sucos, as Boas Priticas de
Fabricacdo consistem em verificar os critérios adequados de lavagem
para remocdo das sujidades das frutas, utilizar cloro para lavagem das
frutas lisas, utilizar um transporte adequado para que nao haja risco de
rompimento, realizar a lavagem e sanificacdo adequadas das caixas de
transporte das frutas, remover residuos provenientes da matéria-prima
antes de chegar a linha de processamento e desprezar sempre a dgua de
lavagem das frutas (GRESSONI, 2002).

2. CONSUMO DE BEBIDAS A BASE DE FRUTAS

Os refrigerantes dominaram quase solitdrios a secdo de bebidas
nao alcodlicas dos supermercados durante décadas. Nos dltimos tempos,
foram obrigados a dividir espago com produtos que cada vez mais caem
no gosto dos consumidores. S3o o0s sucos que ndo precisam de
refrigeracdo, os chds e as bebidas a base de frutas. Nos ultimos anos, as
vendas de sucos prontos para consumo mais que dobraram no Brasil,
embalados pela demanda por produtos mais sauddveis. O produto
industrializado que, por melhoria nas técnicas de embalagem e
conservacao, mantém as caracteristicas do suco feito na hora, trouxe um
processo de fabricagdo que, na pratica, resulta em um suco com sabor
mais proximo ao da fruta e “gostinho” de que acabou de ser feito. O
aumento do consumo de sucos € um fendmeno mundial. Ao examinar a
situagdo mundial, descobre-se que o Brasil é um dos mercados mais
atraentes a ser explorado (RAMIRO, 2003).

O Brasil teve uma previsdo de colheita proxima de 18 milhdes de
toneladas de frutas em 2007, sendo o abacaxi, o sexto na lista dos mais
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produzidos, com 1,7 milhdes de frutos (ABIR, 2008). Em pesquisa
realizada por SAVITCI et al. (1995), em 1995, os paises que mais
importaram o suco de abacaxi brasileiro foram os EUA, Holanda,
Inglaterra, Itdlia e Espanha, e em menor escala foram Franga, Canadd,
Alemanha, Portugal, Finlandia e Bélgica.

Os sucos de caixa foram os mais vendidos em 2006,
representando em média 80% do total de sucos vendidos. Apenas nos
primeiros cinco meses de 2007, foram produzidos mais de 190 milhdes
de litros de sucos. No mercado de sucos, o grande fildo que ainda existe
para ser explorado é a tendéncia para o aspecto "vida sauddvel."
Ademais hd grande capacidade de oferta ainda ndo consolidada, mas em
permanente expansdo, de frutas tropicais, onde o Brasil se destaca pela
variedade de sabores (ABIR, 2008).

Segundo a Associacdo Brasileira das Inddstrias de Refrigerantes e
Bebidas Nao-Alcodlicas (ABIR), no ano de 2006 o volume de sucos
prontos produzidos no pais foi de 388,4 milhdes de litros, o que
representou um crescimento de 16,5% em relacdo ao ano anterior
(ABIR, 2008).

3. MICROBIOLOGIA PREDITIVA

Nos anos 20 se iniciaram o uso de modelos preditivos
microbiolégicos em alimentos, com o célculo do tempo de morte
térmica; onde os valores D (tempo necessdrio para reduzir em 90% a
populacdo inicial de microrganismos) e Z (intervalo de temperatura
necessdrio 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 Clostridium botulinum
(McMEEKIN, & ROSS, 2002; WHITING, 1995).

A microbiologia preditiva € uma ferramenta importante para
avaliar o crescimento de fungos termorresistentes em diversos produtos.
Através desta, é possivel prever o quanto o crescimento destes fungos
podera interferir na vida de prateleira dos produtos. Esta andlise pode ser
feita através de modelos matemadticos utilizados para descrever o
comportamento dos microrganismos sob diferentes condicdes de
temperatura, pH, atividade de dgua, entre outros fatores (ZWIETERING
et al., 1991; CHEROUTRE-VIALETE et al., 1998).
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3.1. OBJETIVOS E APLICACOES

De acordo com VAN IMPE (2005), a microbiologia preditiva
oferece modelos matemdticos, com um desenvolvimento preciso e ao
mesmo tempo com versatilidade. Segundo SHIMONI & LABUZA
(2000), a microbiologia preditiva de alimentos é uma drea promissora e
estd em grande desenvolvimento na microbiologia de alimentos. Ela tem
recebido significante aten¢do cientifica nos ultimos anos, fornecendo
base de dados e pacotes de softwares que podem ser ferramentas uteis
na andlise de riscos. A microbiologia preditiva é considerada uma area
multidisciplinar, pois abrange conhecimentos de microbiologia,
engenharia e estatistica para fornecer progndsticos convenientes sobre o
comportamento microbiano em alimentos (SCHAFFNER & LABUZA,
1997). Conforme VALIK et al. (1999), a microbiologia preditiva estuda
o comportamento de microrganismos sob diferentes condi¢des quimicas,
fisicas e fisico-quimicas, tais como temperatura, a,, pH ou compostos
antimicrobianos. Isto pode ajudar a identificar os pontos criticos da
producio e processos de distribui¢do, além da otimizacio da producdo e
distribui¢do em cadeia.

O objetivo da microbiologia preditiva €  descrever
matematicamente o crescimento ou a diminui¢do de microrganismos
presentes em alimentos sob condicdes ambientais especificas
(WHITING, 1995; MEMBRE et al., 2005; McMEEKIN et al., 1997;
ROSS, 1999).

Microbiologistas de alimentos t€m procurado modelos eficientes
para prever o crescimento microbiano e sua conseqiiéncia na estocagem
destes produtos (BARANYI & ROBERTS, 1994). Eles utilizam trés
pardmetros na caracterizacdo da curva de crescimento microbiano: a
duragdo da fase lag (M), a velocidade especifica maxima de crescimento
(Lmax) € a densidade populacional maxima (A); sendo que todos os trés
precisam ser estimados de forma precisa (BATY & DELIGNETTE-
MULLER, 2004).

Segundo DALGAARD & KOUTSOUMANIS (2001), a
estimativa exata dos parametros de crescimento, particularmente a
velocidade especifica maxima de crescimento e a durag¢do da fase lag,
sdo essenciais em muitas dreas da microbiologia. Alguns exemplos sdo a
caracterizagdo de efeitos antimicrobianos, a otimizacdo de meios
microbioldgicos e o desenvolvimento de modelos cinéticos utilizados
nas tecnologias de alimentos e de fermentacdo. A microbiologia
preditiva também tem utilidade na elaborag¢do de planos de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), identificando perigos e
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pontos criticos, especificando limites e a¢des corretivas (McMEEKIN &
ROSS, 2002; VERSYCK et al., 1999; SKINNER et al., 1994).

Modelos que descrevem o crescimento da populacdo de
microrganismos formam a base da estratégia adotada para a seguranga
alimentar. A avaliacio do risco em seguranga alimentar requer
conhecimento da probabilidade para que o tamanho da populagio
microbiana ndo exceda valores definidos. Esta probabilidade geralmente
limita a vida de prateleira de muitos alimentos (SOBOLEVA et al.
2000; KAKIOMENOUR et al., 1995; JACXSENS et al., 2003; CORBO
et al., 2004).

DAVEY (1994), ALAVI et al. (1999) e VAN IMPE et al. (1995),
relataram que o uso de modelos preditivos pode reduzir a necessidade de
andlises laboratoriais dispendiosas e, em longo prazo, poderd ser
considerado um pré-requisito para o controle computacional de
operacdes e otimizacdo de processos. Segundo McCLURE et al. (1994),
as aproximacdes feitas pela microbiologia preditiva estdo sendo
largamente aceitas, sendo que o verdadeiro poder destas aproximacdes é
que, ao contrdrio do processo tradicional de estocagem, os modelos,
uma vez validados, podem ser utilizados para predizer rapidamente e
com seguranga a resposta dos microrganismos sob vdrias condicdes.

3.2. MODELOS PREDITIVOS

Poder-se-ia pensar, hd muitos anos, que os modelos a serem
utilizados para a microbiologia preditiva poderiam ser simplesmente
copiados daqueles elaborados para a biotecnologia e a engenharia
quimica, mas BARANYI & ROBERTS (1994) ressaltam que sdo muitos
0s motivos que para que a microbiologia preditiva construa seus
préprios modelos estatistico-matematicos. Alguns destes motivos sdo
listados a seguir:

e Contrariamente do que ocorre na biotecnologia, que visa a
otimizacdo, o objetivo dos microbiologistas de alimentos é
minimizar ou prevenir o crescimento microbiano, investigando
profundamente os fatores inibitdrios;

e A concentracdo de células de interesse ¢ muito menor do que na
biotecnologia  (maior que 10° ou 10’ células/mL).
Consequentemente, alguns métodos que sdo validados a altas
concentragdes celulares, como a turbidimetria e as medidas de
condutancia, ndo podem ser aplicados diretamente; sendo
necessario estabelecer a relagdo entre o ndmero de células e a
medida na menor concentragdo celular;
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e A fase lag do crescimento microbiano é menos importante em
um biorreator do que na microbiologia de alimentos;

e A quantidade de informacdes sobre a composicdo fisico-
quimica do alimento é menor e menos exata quando comparada

a de um biorreator, consequentemente, os métodos estatistico-

matemadticos aplicados envolvem vdrias simplificacdes e

elementos empiricos.

Os modelos que descrevem o crescimento microbiano formam a
base para a adocdo de estratégias na drea de seguranca alimentar. O
objetivo de um modelo € prever quando e em quais circunstancias, o
nimero microbiano crescerd a um nivel que possa ameagar a sadde
publica (SOBOLEVA et al. 2000).

Os modelos desenvolvidos na microbiologia preditiva podem ser
utilizados para calcular o nlimero de microrganismos presentes em um
alimento, dado a composi¢ao especifica, a linha de producdo e a cadeia
de distribui¢do do mesmo (WIJTZES et al., 1998).

De acordo com STRINGER & DENNIS (2000), o
desenvolvimento de um modelo microbioldégico deve incluir as
seguintes consideragdes:

e Sele¢do e preparacio apropriada do microrganismo alvo;

e Inoculagdo do microrganismo em um meio de cultura
apropriado e com caracteristicas definidas;

e Armazenamento do meio de cultura sob condicdes
controladas;

e Amostragem dos meios de crescimento para o0
microrganismo alvo em intervalos de tempo determinados;

e Construgdo de um modelo que descreva as respostas do
microrganismo alvo;

e Validacdo das predicdes do modelo, tendo como
preferéncia a validagdo do modelo em um alimento para
assegurar que sdo significativas;

e Reparametrizacdo ou melhoramento do modelo.

Os modelos preditivos sdo classificados de acordo com o
comportamento da populacdo que descrevem. Dessa forma, existem
modelos de crescimento, de inativacdo (WHITING, 1995; McMEEKIN
& ROSS, 2002) e de limites ou interfaces de crescimento (Modelos
cresce nao-cresce) (McMEEKIN & ROSS, 2002).

WHITING & BUCHANAN (1993) propuseram uma
classificagio dos modelos matemdticos utilizados na microbiologia
preditiva, onde os modelos sdo divididos em primadrios, secunddrios e
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terciarios. De acordo com WHITING (1995), os modelos primarios e
secunddrios podem ser lineares ou nao lineares; segregados, quando a
populacdo é definida por células heterogéneas, ou nao segregados,
quando a populagdo é definida por uma populagdo média de células;
estruturado, quando é formado por vdrios componentes, ou nio
estruturado, quando é formado por um unico componente.

3.2.1. Modelos Primarios

Os modelos primdrios descrevem mudancas no ndmero de
microrganismos ou nas respostas microbianas (produgdo de toxinas e/ou
enzimas) com o tempo, num ambiente especifico. Estes modelos podem
estimar a quantidade de unidades formadoras de colonias por
mililitros (UFC/mL), formacdo de toxinas, niveis de substrato e
produtos metabdlicos, que sdo medidas diretas de resposta (SWINNEN
et al., 2004; WHITING, 1995). Uma equacdo ou fungdo matemdtica
descreve a mudancga da resposta com o tempo, fornecendo um grupo de
valores dos pardmetros.

Os parametros obtidos pelos modelos primdrios mais conhecidos
sdo: A - duracdo da fase lag (horas), pmax - velocidade especifica
maxima de crescimento (horas’l) e A - aumento logaritmico da
populacdo (UFC/mL). Estes parametros podem ser visualizados na
Figura 2.1.

LogN fase estacionaria

H - fase exponencial fase de morte

~

Log Ng l

A -fase lag

A tempo

Figura 2.1. Curva tipica de crescimento microbiano (VAN IMPE et al.
1995; SWINNEN et al. 2004).
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A curva de crescimento microbiano normalmente apresenta um
comportamento sigmoidal (VAN IMPE et al. 1995). Em condigdes de
crescimento, a fase lag € um periodo nos quais as células microbianas se
modificam ao invés de tirar vantagem do novo ambiente e iniciar o
crescimento exponencial (BUCHANAN & KLAWITTER, 1991).

Exemplos de modelos primérios sdo: o modelo de primeira ordem
de Monod (LABUZA & FU, 1993), o modelo Logistico, o modelo de
Schnute (ZWIETERING et al, 1990), o modelo de Boltzman
(ERKMEN & ALBEN, 2002), o modelo de inativacdo térmica de
primeira ordem (WHITING, 1995) e os modelos mais utilizados na
literatura, que sdo os modelos de BARANYI e ROBERTS (1995) e o de
Gompertz (GIBSON et al., 1987).

3.2.1.1. Modelo de Gompertz

O modelo de Gompertz tem sido amplamente utilizado para
descrever o comportamento microbiano em alimentos (MASSON et al.,
2002; WHITING, 1995). Este foi introduzido na microbiologia de
alimentos por GIBSON et al., em 1987, quando compararam a equagao
logistica e a de Gompertz na parametrizacdo de uma curva de
crescimento de Clostridium botulinum (ROSS & McMEEKIN, 1994,
GIANNUZZI et al., 1998).

O modelo de Gompertz é representado pela Equacdo 2.1
(ERKMEN, 2001).

In y = Axexp{—exp[-B(—M)]} @.1)

Onde y é a densidade da populagdo (logaritmo do nimero de
unidades formadoras de coldnias por mililitros) em um dado tempo t em
horas; A é o aumento logaritmico da populacdo; B é a velocidade
relativa méxima de crescimento (h) no tempo M; e M é o tempo
necessdrio para atingir a velocidade médxima de crescimento (h). Os
parimetros A, B e M, sdo estimados pelo modelo. Estes parametros
estdo relacionados com os pardmetros microbiolégicos de crescimento A
(duracdo da fase lag) e uma (velocidade especifica maxima de
crescimento) pelas Equacdes 2.2 e 2.3.
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p _BxA
P (2.2)
A=M —(LJ 2.3
= B (2.3)

Onde e/ =2,7182

3.2.1.2. Modelo de Gompertz Modificado

Para que os pardmetros estimados pudessem ter um significado
biolégico, ZWIETERING et al. em 1990, modificou o Modelo de
Gompertz. Assim, 0s pardmetros [, (velocidade especifica maxima de
crescimento) e A (duracdo da fase lag) foram introduzidos no modelo; o
que facilitou o encontro de valores iniciais e o cdlculo de intervalos de
confianca durante o ajuste da curva (LABUZA & FU, 1993; VAN
IMPE et al., 1995).

De acordo com ZWIETERING et al. (1990), em quase todos os
casos testados, 0 Modelo de Gompertz Modificado € estatisticamente
suficiente para descrever dados de crescimento e também é o mais
simples de utilizar (VAN IMPE et al., 1995; WHITING, 1995).

Z

O modelo de Gompertz Modificado é apresentado na Equagao
2.4.

In y = Aexps—exp (ﬂ%xxej(l —1)p+1 2.4)

Os valores dos parametros podem ser determinados ajustando-se
o modelo de Gompertz Modificado aos dados experimentais pelo
método iterativo de Gauss-Newton ou qualquer outro método iterativo
de estimacdo, que determine o melhor ajuste de acordo com o critério
dos minimos quadrados (WHITING, 1995).

O modelo de Gompertz quanto o modelo de Gompertz
Modificado tém sido testados em muitas espécies de microrganismos
com 6timos ajustes LABUZA & FU (1993).
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3.2.1.3. Modelo Logistico

As curvas de crescimento microbiano sdo geralmente bem
descritas pelo modelo Logistico (VADASZ et al., 2001). Uma curva de
crescimento obtida por este modelo € sigmoidal em um plano cartesiano
ordinario (FUJIKAWA et al., 2004).

A equacdo utilizada para descrever o modelo Logistico estd
representada na Equacio 2.5, a seguir (ERKMEN, 2000):

Iny= A (2.5)
Y [1 + exp(D - Bt)] '

Onde y é a densidade da populacdo (UFC/mL) em um dado
tempo t em horas; A é o aumento logaritmico da populacido; D € um
parimetro adimensional; e B € o crescimento relativo na metade do
tempo da fase exponencial (h'). Estes parimetros estio relacionados
com os pardmetros microbiolégicos de crescimento A (duragdo da fase
lag) e pmx (velocidade especifica mdxima de crescimento) pelas
Equagdes 2.6 € 2.7.

= E (2.6)
M max A .
A= M 2.7
B

Os parimetros podem ser determinados ajustando-se o modelo
Logistico aos dados experimentais pelo método iterativo de Gauss-
Newton ou qualquer outro método iterativo de estimacio, que determine
o melhor ajuste de acordo com o critério dos minimos quadrados
(WHITING, 1995).

3.2.2. Modelos Secundarios

Os modelos secunddrios descrevem como os parimetros dos
modelos primdrios variam com os fatores ambientais, como
temperatura, pH, atividade de 4gua, entre outros (WHITING, 1995;
SCHAFENER & LABUZA, 1997; SWINNEN ET AL., 2004). Muitos
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modelos secunddrios tém sido propostos na literatura como os
polinomiais ou metodologia de superficie de resposta, equagdo de
Arrhenius, modelo da Raiz Quadrada ou de Ratkowsky (WHITING,
1995; McMEEKIN & ROSS, 2002; DAVEY & DAUGHTRY, 1995).

Além dos modelos da raiz quadrada e de Arrhenius, bastante
utilizados na literatura, CORRADINI & PELEG (2005) tém
demonstrado que modelos empiricos (equacdes ad hoc) podem ser
utilizados para descrever a variacdo dos pardmetros dos modelos
primdrios com a temperatura e outros fatores como atividade de dgua,
pH, concentracdo de sal, entre outros.

A temperatura, o pH e a atividade de dgua sdao considerados os
fatores ambientais mais importantes na determina¢do do crescimento
microbiano em alimentos. De acordo com GIANNUZZI et al. (1998), a
temperatura é, sem duivida, o fator mais importante nas reacdes de
deterioracdo de alimentos, principalmente na deterioracdo microbiana;
uma vez que a velocidade especifica maxima de crescimento e a duracio
da fase lag sdo altamente dependentes deste pardmetro. Nem sempre a
temperatura de refrigeracdo € mantida constante durante a manipulagdo
e o transporte, mesmo estando diretamente ligada a estabilidade
microbiolégica dos alimentos. Dessa forma, os efeitos da temperatura na
estabilidade microbiana tém sido estudados por muitos pesquisadores,
através de modelos computacionais baseados na transferéncia de calor e
estimativas de crescimento (ZWIETERING et al., 1991; McMEEKIN et
al., 1992; BUCHANAN, 1993; ALMONACID-MERINO & TORRES,
1993).

3.2.3. Modelos Computacionais

Os modelos computacionais sdo ferramentas, onde as rotinas dos
softwares computacionais transformam os modelos primérios e os
modelos secunddrios em programas amigdveis (WHITING, 1995).

3.3. DETERMINACAO DO CRESCIMENTO MICROBIANO

Quando o crescimento de um ou mais microrganismos ¢
estudado, uma grande quantidade de dados torna-se necessario, uma vez
que os parametros de crescimento (duragdo da fase lag, velocidade
especifica mdxima de crescimento e aumento logaritmico da populagdo)
sdo obtidos com boa exatiddo quando uma quantidade suficiente de
repeticdes € realizada e, desde que cada repeticdo contenha um ndmero
suficiente e bem distribuido de pontos experimentais em todas as fases.
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Este problema € ainda maior se o crescimento for avaliado em funcdo de
diferentes condi¢es, como temperatura, pH ou atividade de 4gua
(AUGUSTIN et al., 1999; BEGOT et al., 1996).

3.3.1. Determinacio do Crescimento de Fungos

A modelagem preditiva do crescimento de fungos filamentosos
nao tem recebido tanta aten¢do quanto o crescimento bacteriano,
provavelmente devido a complexidade de se quantificar o crescimento
destes fungos (BARANYTI et al., 1996).

A avaliacdo do crescimento de fungos pela medida da taxa de
extensdo das hifas, normalmente chamada de taxa de crescimento radial,
expressa em pm/h, é provavelmente, a medida mais simples e direta,
mas ndo necessariamente representa a verdadeira natureza do
crescimento do fungo (GIBSON & HOCKING, 1997). Contrariamente
as bactérias, que se reproduzem por cissiparidade e cujo crescimento
normalmente ocorre apenas na superficie de meios sélidos ou de forma
homogénea através de um meio liquido, as hifas produzidas pelos
fungos podem penetrar nos alimentos em trés dimensdes
(SAMAPUNDO et al., 2005). Todavia, este método de medida de
diametro da colonia tem sido bastante utilizado para quantificar o
crescimento de fungos. Pode-se citar o estudo realizado por MOLINA &
GIANNUZZI (1999), que avaliaram o efeito da combinagdo de
temperatura e de concentra¢des de dcido propidnico no crescimento de
Aspergillus parasiticus; e o estudo realizado por VALIK & PIECKOVA
(2001) que determinaram o efeito da atividade de dgua no crescimento
de fungos termorresistentes.

Os trabalhos publicados sobre o efeito de fatores ambientais,
como atividade de d4gua, pH, temperatura, tensdo de oxigénio,
luminosidade, conservantes e dcidos orginicos no crescimento de
fungos termorresistentes sao poucos; sendo que estes dados poderiam
ser modelados matematicamente (VALIK & PIECKOVA, 2001).
VALIK et al. (1999) estudaram o efeito da atividade de 4gua no
crescimento de Penicillium roqueforti através das técnicas da
microbiologia preditiva. Pela medi¢do do didmetro, o crescimento da
coldnia foi modelado por uma funcéo quadratica ajustada aos valores de
atividade de dgua.

O crescimento de fungos filamentosos, em cultura liquida, pode
ser medido através do aumento do peso seco em experimentos
realizados em frascos de erlenmeyer de 500 mL, estaciondrios ou
agitados. LANGVAD (1999), observou que houve uma relacdo linear
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similar para diferentes fungos entre absorbancia (lida a 630 nm) e o peso
seco, com um coeficiente angular de 4,2 mg/mL de peso seco por
unidade de absorbancia.

O efeito de extratos de pimenta associados ao efeito do calor no
crescimento de Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Rhizopus
stolonifer foi estudado por AKPOMEDAYE & EJECHI (1998). A
inibicdo do crescimento foi medida pela quantificacido da biomassa, que
foi filtrada e seca até peso constante.

A medida de ergosterol vem sendo usada no monitoramento do
crescimento vegetativo de diversos fungos. Este esterol é predominante
nos fungos e o principal componente das membranas (WANG et al.,
1995). O ergosterol é o mais sensivel marcador, mesmo com reduzidas
quantidades de biomassa, podendo ser detectado apds sete dias de
incubacdio (MATCHAM et al., 1985). Pesquisas tém mostrado que as
concentragdes de ergosterol aumentam em paralelo com o crescimento
dos fungos (STAHL & PARKIN, 1996). A determinacio do ergosterol
na biomassa fingica pode ser realizada por espectrofotometria
ultravioleta e infravermelha, associadas a métodos cromatograficos
como camada delgada, liquida de alta eficiéncia (REGNER et al., 1994)
e gasosa (EVERSCHED et al., 1988). A anélise de ergosterol serve para
avaliar a populagdo total de fungos em alimentos, embora esta
determinagdo possa ser entediante e lenta. Em um estudo cinético prévio
com Penicillium expansum, a determinacdo de ergosterol apresentou
menor repetibilidade e sensibilidade que a medida de didmetro da
colonia (MARIN et al., 2006).



CAPITULO 111

MATERIAL E METODOS
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1. FUNGOS FILAMENTOSOS TERMORRESISTENTES

Foram avaliados os crescimentos de Neosartorya fischeri e
Byssochlamys nivea. O fungo Neosartorya fischeri foi isolado e
identificado no laboratério de Engenharia Bioquimica da Universidade
Federal de Santa Catarina por SALOMAO (2002) em amostras retiradas
da linha de processamento de néctar de maca. O fungo Byssochlamys
nivea foi isolado por ARAGAO (1989), em experimentos realizados no
Laboratério de Termobacteriologia da Faculdade de Engenharia de
Alimentos da UNICAMP.

A partir das suspensdes de esporos (suspensdes mae) estocadas a
4°C, foram preparadas novas suspensdes em temperaturas pré-definidas,
para utilizagdo nos experimentos.

1.1. PRE-PREPARACAO DAS SUSPENSOES DE ASCOSPOROS

Antes de serem inoculadas em garrafas de Roux, as suspensdes
mae de N. fischeri e B. nivea, foram plaqueadas em PDA por 7 dias a
30°C, apds serem previamente preparadas. Decorrido o tempo de
incubacfo, as colonias foram ressuspendidas com 2 mL/placa de 4dgua
destilada estéril. Esta suspensdo foi transferida para um frasco de
erlenmeyer estéril para, em seguida, ser inoculado em garrafas de Roux
previamente preparadas.

1.2. PREPARACAO DAS SUSPENSOES DE ASCOSPOROS

As suspensdes pré-preparadas de N. fischeri e B. nivea, foram
transferidas para garrafas de Roux, de acordo com a metodologia
descrita por SALOMAO (2002). Garrafas de Roux contendo 180 mL de
MEA (pH 5.4, formulado conforme PITT & HOCKING, 1985) foram
inoculados com pipeta estéril e com 0,5 mL da suspensdo previamente
preparada, descrita no item 1.1.

Este procedimento foi realizado em aproximadamente 75 garrafas
para cada uma das cepas isoladas, e a incubagdo procedeu-se a 30°C por
30, 51, 60, 69 e 90 dias, para permitir a esporulacdo e desenvolvimento
das estruturas de resisténcia dos fungos.

1.3. COLETA DOS ASCOSPOROS DAS GARRAFAS DE ROUX

Apos os tempos de incubagdo, a coleta dos ascosporos foi
realizada segundo metodologia descrita por SALOMAO (2002).
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Transcorridos cada idade desejada para o amadurecimento dos esporos,
vinte e cinco mililitros de dgua destilada estéril foram transferidos para
cada garrafa, e a superficie do meio contendo as coldnias foi raspada
levemente com o auxilio de pérolas de vidro e uma bagueta de vidro
estéreis. A suspensdo resultante foi filtrada através de camadas de gaze
estéril, para remover os fragmentos de hifas e centrifugada a 4000 rpm
por 15 minutos. Posteriormente, foi realizada a lavagem do precipitado
com dgua estéril, seguida de outra centrifugacdo e lavagem por mais
duas vezes. A suspensdo final foi preparada ressuspendendo o
precipitado em um volume de 4gua minimo, suficiente para se obter
uma suspensdo bastante concentrada (na ordem de 10° a 10°
esporos/mL). A suspensdo foi estocada sob refrigeracdo (4°C) em
recipientes estéreis contendo pérolas de vidro, para facilitar a
homogeneizagdo antecedente ao uso.

1.4. QUANTIFICACAO DA SUSPENSAO DE ESPOROS

Para a verificacdo do nuimero de esporos nas suspensdes
preparadas (conforme item 1.3), expresso em esporos/mL, foi feita, de
forma asséptica, uma dilui¢do de cada uma das suspensdes de esporos
de Byssochlamys nivea e Neosartorya fischeri. Para este procedimento
utilizaram-se tubos de diluicio com rosca de 16X100 mm contendo
4,5 mL de dgua destilada estéril e 0,5 mL de cada suspensdo de esporos.
Em seguida, estes tubos (diluicdo 10’1) foram ativados em banho
termostdtico (Tecnal-TE-184), ajustado previamente a temperatura de
80°C, por 30 minutos (RAJASHEKHARA et al., 1996). Transcorrido
este tempo, os tubos foram colocados imediatamente em banho de gelo
(SALOMAO, 2002). A ativagio térmica teve por finalidade interromper
o estado de dorméncia dos esporos pela aplicacdo do choque térmico.
Ap6s a ativagdo, foram feitas diluicdes seriais em ordem crescente (10
até 107), em cAmara de fluxo laminar, com o objetivo de quantificar os
ascosporos ativados.

A vpartir das diluicdes, foram realizados plaqueamentos por
profundidade em meio PDA acrescido de solugdo de 4cido tartdrico 10%
(m/v) até pH 3.5 e 1 mL/L de solugdo de rosa de bengala 5% (m/v), para
evitar dispersdo das coldnias e inibir outras formas microbianas
(BAGLIONI, 1998). As placas foram incubadas a 30°C, envolvidas por
um filme pldstico para evitar ressecamento. A leitura das placas para
determinar o nimero de col6nias formadas foi realizada no terceiro dia
apés o plaqueamento e confirmada no quinto dia. A contagem foi
expressa em UFC/mL.
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2. MEIOS DE CRESCIMENTO

Como meios de crescimento para a realizacdo dos experimentos,
foram utilizados suco de abacaxi comercial (pH 3,69 e 12,3°Brix
originais) e suco de mamao comercial (pH 3,53 e 12,3°Brix originais),
embalados em embalagens Tetra Brik® de 1000 mL, com selagem de
topo e lateral intacta. As caixas de suco foram adquiridas diretamente de
um distribuidor local, sendo todas do mesmo fabricante e do mesmo lote
de producio.

2.1. PADRONIZACAO DOS SUCOS - AJUSTE DA ay

Para o ajuste dos valores de a, dos sucos foram utilizadas
sacarose e dgua destilada. A sacarose foi utilizada para diminuir os
valores da a, e a dgua destilada para aumentar os seus valores. As
leituras para o ajuste da quantidade necessdria de sacarose e agua
destilada, para cada valor determinado na pesquisa, foram realizadas no
medidor de a,, modelo Aqua Lab Models Series 3TE.

3. AVALIACAO DO CRESCIMENTO DOS FUNGOS

A avaliacdo do crescimento dos fungos Byssochlamys nivea e
Neosartorya fischeri foi realizada utilizando o método de medida do
crescimento radial.

A metodologia utilizada foi baseada na citada por PENA et al.
(2004), VALIK & PIECKOVA (2001) e GIBSON et al. (1994). O
método consistiu em medicdes, com auxilio de uma lanterna de uso
doméstico, como estd demonstrado na Figura 3.1. As medidas foram
realizadas a cada 12 horas, ou em periodos menores de tempo para
condi¢des onde os fungos se desenvolvem com maior velocidade, do
maior didmetro da colonia formada, sendo na superficie para o suco de
abacaxi e profundidade para o suco de mamao. A mudanca do tamanho
do didmetro é considerada a expressao do crescimento do fungo.
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Figura 3.1. Medida de didmetro da coldonia com auxilio de uma lanterna
de uso doméstico.

O didmetro minimo das col6nias foi considerado no tempo em
que estas atingissem 2 mm, sendo que este foi o tamanho minimo
possivel de ser observado a olho nu, ou seja, 0 menor tempo para
visualizagdo da colonia (fase lag). Segundo GIBSON et al. (1994), o
tamanho minimo para visualizag¢do das coldnias é de 3 mm, sendo este o
tamanho necessdrio para o produto ser rejeitado pelo consumidor.

Para o preparo do ensaio e melhor visualizacdo das colOnias
formadas, os sucos inoculados foram acondicionados em embalagens de
PET (polietileno tereftalato) com capacidade de 250 mL. Cada garrafa
foi preenchida, assepticamente, com 200 mL de suco, previamente
pasteurizado a 110°C por 15 minutos, para garantir que ndo cresceriam
microrganismos diferentes dos estudados. As garrafas, previamente
sanitizadas, foram inoculadas com a suspensao de esporos na quantidade
necessdria para que se obtivesse um esporo/mL de meio, ativados a
80°C por 30 minutos.

As embalagens eram previamente sanitizadas com dcido
peracético P3 Oxonia ativo 150 da Ecolab em solu¢do aquosa na
concentra¢do de 0,3%, por um tempo de contato de 30 minutos. As
tampas também eram sanitizadas pelo uso do mesmo produto,
permanecendo pelo mesmo tempo de contato, entretanto a uma
concentracdo de 0,05%. Apos este tempo, cada garrafa era enxaguada
duas vezes com 4dgua destilada estéril, sendo que para as tampas foi
utilizado o mesmo procedimento das garrafas (SILVA, 2006).
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As garrafas inoculadas foram estocadas a 30°C em estufa e
inclinadas em suporte com angulo de 45°, para aumentar a drea
superficial e facilitar a leitura do didmetro.

A Figura 3.2 apresenta as garrafas PET, com suco de abacaxi
inoculado, em suporte inclinado a 45°.

Figura 3.2. Garrafas de PET contendo suco de abacaxi, em suporte
inclinado a 45°.

4. EFEITO COMBINADO DA Ay, E DA IDADE DE FORMACAO
DOS ESPOROS NO CRESCIMENTO DE N. FISCHERI E B.
NIVEA EM SUCO DE ABACAXI E SUCO DE MAMAO
(DELINEAMENTO COMPOSTO CENTRAL ROTACIONAL)

Com o objetivo de estudar o efeito combinado da a,, e da idade de
formagdo dos esporos no crescimento de N. fischeri e B. nivea em suco
de abacaxi e suco de mamao, foi elaborado um Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR), com triplicata no ponto central. Os fatores
analisados foram: idade de produg@o dos esporos e a, dos meios
utilizados.

A Tabela 3.1 apresenta os niveis do DCCR e a Tabela 3.2
apresenta 0 DCCR para os sucos de abacaxi € mamao.
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Tabela 3.1. Niveis do DCCR para os sucos de abacaxi e mamao.

Niveis
Fatores 2 -1 0 1 +\2
Idade dos esporos
(dias) (x,) 30 51 60 69 90

a,, do suco (X,) 0,90 0,93 0,95 0,96 0,99

Tabela 3.2. DCCR para avaliacdo da influéncia dos fatores: idade de
formacdo dos esporos (I) e atividade de 4dgua (ay,), sendo x; os valores
codificados para I e x, os valores codificados para a,,.

Ensaio Xy X, | a,
1 -1 -1 51 0,93
2 1 -1 69 0,93
3 -1 1 51 0,96
4 1 1 69 0,96
5 0 +1\2 60 0,99
6 +\2 0 90 0,95
7 0 2 60 0,90
8 2 0 30 0,95
9 0 0 60 0,95
10 0 0 60 0,95
1 0 0 60 0,95

Na revisdo bibliografica realizada ndo foram encontrados estudos
da influéncia da idade dos esporos no crescimento dos fungos. Optou-se
por idades de até 90 dias porque para maiores que esta, 0 tempo gasto
nos experimentos seria muito grande e ndo seria vidvel a sua realizagdo
durante este estudo.

Os valores de a,, foram escolhidos de acordo com a faixa de a,,
que os fungos analisados crescem, sendo reportado na literatura a,,
minima de 0,915 para Neosartorya fischeri (BAGLIONI, 1998) e 0,89 a
30°C para Byssochlamys nivea (ROLAND & BEUCHAT, 1984).
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5. DETERMINACAO DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO
DOS FUNGOS

Os modelos de Gompertz Modificado e Logistico foram ajustados
as curvas de crescimento obtidas para obtenc¢do dos parametros cinéticos
de crescimento:

e Velocidade especifica maxima de crescimento (Up,,) — em
milimetros/hora;

e Diametro maximo atingido pela colonia (A) — assintota
superior, em milimetros;

e Duracgdo da fase de adaptagdo (L) — em horas.

5.1. ESTIMATIVA DOS PARAMETROS DE CRESCIMENTO

Os modelos primdrios de Gompertz Modificado (Equacdo 2.4) e
Logistico (Equacdo 2.5) foram ajustados aos dados experimentais
utilizando o software Statistica 6.0.

O Modelo de Gompertz Modificado foi reparametrizado a partir
do modelo de Gompertz (Equagdo 2.1) por ZWIETERING et al. (1990)
para se obter diretamente os parametros estudados A, Uy, € A.

Para estudo do efeito da a,, no pardmetro A de crescimento, foram
utilizados modelos secundérios empiricos (CORRADINI & PELEG
2005), da superficie de resposta, calculados pelo software Statistica 6.0,
e da poténcia, calculado através da planilha Excel.

A equacdo da superficie de resposta para um modelo quadratico é
apresentada na Equacdo 3.1.

y=b,+bx, +b,x, +b11x12 +bsz22 +b,x,x, (3.1

Onde: by, b, e b, sdo estimadores dos pardmetros do modelo e; x;
e X, sdo os fatores.

A equagdo da poténcia utilizada para o modelo secundirio é
apresentada na Equacdo 3.2.

y= cxt 3.2)

Onde: ¢ e b sdo constantes.
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6. ANALISE ESTATISTICA DOS MODELOS

Para comparagcdo dos modelos foram calculados os parametros
estatisticos: coeficiente de  correlagio (Rz), Erro  Médio
Quadratico (MSE), Fator Bias e Fator de Exatiddao (SAMAPUNDO et
al., 2005).

O coeficiente de correlagio (R?) descreve o ajuste do modelo em
toda a extensdo da curva. Quanto mais préximo de 1, melhor o ajuste do
modelo.

O Erro Médio Quadritico (MSE) é dado pela Equacdo 3.5 e
apresenta o erro do modelo em relagdo aos dados, ou seja, o quanto os
valores preditos sdo préximos dos valores observados. Portanto, quanto
mais préximo de zero, melhor o ajuste.

RSS _ Z(Vobsermdo - Vpredito)2
n n

MSE =

(3.3)

Sendo, Vgpservado O Valor experimental; Vpredito 0 Valor predito pelo
modelo; e n o niimero de dados menos os pardmetros do modelo.

Para o Fator Bias, que estd apresentado na Equacdo 3.6, quanto
mais préximo de 1, melhor o modelo.

Bias — 10(210g(\/vbservadv/ Vpredito)/n) (34)

Sendo, Vobservado © Valor experimental; Vpreqito © valor predito pelo
modelo; e n o niimero de dados menos os pardmetros do modelo.

O Fator de Exatiddo é o parimetro estatistico mais idoneo e
rigoroso, pois usa os valores preditos e os observados, avaliando a
porcentagem de erro na predi¢cdo. Este fator s leva em conta os valores
absolutos. Quanto mais préximo de 1, menor a porcentagem de erro. O
célculo do Fator de Exatiddo foi realizado aplicando a Equagao 3.7.

0 Z‘ log (Vohxervado / Vpredito )‘ / n

Exatiddo =1 (3.5)

Sendo, Vgpservado O Valor experimental; Vpegio O Valor predito pelo
modelo; e n o niimero de dados menos os pardmetros do modelo.
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7. ANALISE ESTATISTICA DOS PARAMETROS DE
CRESCIMENTO OBTIDOS ATRAVES DE MODELAGEM
MATEMATICA

Uma vez definido o modelo que melhor se ajustou aos dados
experimentais, os parametros de crescimento obtidos através da
modelagem matemadtica foram submetidos a andlise de varidncia
(ANOVA) e a estimativa dos efeitos. Devido a variabilidade encontrada
nos dados experimentais por se tratar de fungos, foi definido para este
trabalho nivel de confianga de 90% e, consequentemente, nivel de
significancia o = 0,1. A andlise estatistica foi realizada com o auxilio do

software Statistica 6.0.

8. MODELAGEM SECUNDARI~A DOS PARAMETROS DE
CRESCIMENTO EM FUNCAO DOS FATORES DE
CRESCIMENTO

Os pardmetros de crescimento (A, HUmx € A) de um
microrganismo, em um mesmo suco, foram submetidos a modelagem
secunddria em fungdo dos fatores de crescimento (a, e I). Através de
modelos empiricos e com o auxilio do software Excel foram obtidas
curvas e equacdes matemdticas que descreviam a relacdo entre os
parimetros e os fatores analisados.
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1. INFLUENCIA DA VARIACAO DA ATIVIDADE DE AGUA
(ay) E DA IDADE DOS ESPOROS NO CRESCIMENTO DE
Byssochlamys nivea E Neosartorya fischeri EM SUCOS DE
FRUTAS — ANALISE COMPLETA

Foi realizada uma andlise completa do crescimento de B. nivea e
N. fischeri em sucos de mamao e abacaxi pelo método de crescimento
radial (mm/h). Para cada a,, foram testadas todas as idades de
esporulacdo de cada fungo estudado, bem como para ambos 0s sucos
analisados.

Foram realizadas quatro repeticdes das curvas de crescimento
para cada ensaio, sendo realizadas duas a duas em datas diferentes. Para
andlise, foram escolhidas as duas curvas que apresentaram o menor
tempo de duragdo da fase lag e o maior Ly, sendo estas de maior risco
para a indudstria e para o consumidor. Também foram escolhidas as
condi¢des extremas e a média para analisar a a,, e idade, sendo as a,, de
0,99, 0,95 e 0,90 e as idades de 30, 60 e 90 dias. As demais curvas
obtidas encontram-se no Apéndice L.

1.1. CRESCIMENTO DE Byssochlamys nivea EM SUCO DE MAMAO

Os ajustes dos modelos de Gompertz Modificado e Logistico aos
dados experimentais de crescimento, obtidos através da medida de
diametro da colonia, de Byssochlamys nivea em suco de mamao sio
apresentados a seguir.

1.1.1. Variacdo da Idade nas diferentes a, analisadas de
Byssochlamys nivea em suco de mamao

A Figura 4.1 apresenta as curvas de crescimento de Byssochlamys
nivea em suco de mamdo nas diferentes a,, analisadas para idade de 30
dias.
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Figura 4.1. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamao para

todas as a,, estudadas na idade de 30 dias. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

As curvas de crescimento de Byssochlamys nivea em suco de
mamdo nas diferentes a, analisados para idade de 60 dias sdo

apresentadas na Figura 4.2.

In Diametro
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¢« 090 = 093 a 095 e
Figura 4.2. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de maméao para
todas as a,, estudadas na idade de 60 dias. A linha continua representa o
ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos

dados experimentais.

A Figura 4.3 apresenta as curvas de crescimento de Byssochlamys
nivea em suco de mamdo nas diferentes a,, analisadas para idade de 90

dias.
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In Diametro
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Figura 4.3. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamao para

todas as a,, estudadas na idade de 90 dias. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

Visualizando as Figuras 4.1, 4.2 e 4.3, é possivel observar que o fator a,,
teve efeito sobre o crescimento de B. nivea em suco de mamao. Quanto
maior a a, maior a velocidade de crescimento e menor a fase lag.

1.1.2. Variacdo da a, nas diferentes Idades analisadas de
Byssochlamys nivea em suco de mamao

As curvas de crescimento de Byssochlamys nivea em suco de
mamio nas diferentes idades analisadas para a, de 0,95 sdo
apresentadas na Figura 4.4.
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Figura 4.4. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamao para

todas as idades estudadas na a,, de 0,95. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

Analisando a Figura 4.4 é possivel observar que, embora os
parAmetros de crescimento ndo apresentem similaridade nas diferentes
condi¢des apresentadas, o aumento do fator idade ndo implica no
aumento ou diminuicdo dos mesmos, ou seja, ndo hd tendéncia no
comportamento de B. nivea em suco de mamao, dentro destas condic¢des
analisadas.

A Figura 4.5 apresenta as curvas de crescimento de Byssochlamys
nivea em suco de mamao nas diferentes idades analisadas para a,, de
0,99.
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Figura 4.5. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamio para

todas as idades estudadas na a,, de 0,99. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

Na Figura 4.6 estdo apresentadas as curvas de crescimento de
Byssochlamys nivea em suco de mamao nas diferentes idades analisadas

para a,, de 0,90.
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Figura 4.6. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamao para

todas as idades estudadas na a,, de 0,90. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

Visualizando as Figuras 4.5 e 4.6 é possivel observar que o fator I
ndo apresentou influéncia sobre o crescimento de B. nivea em suco de
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mamdo. As curvas apresentaram similaridade nos parametros de
crescimento para as todas as idades analisadas nas condi¢des de a,, 0,99
e 0,90.

1.2. CRESCIMENTO DE Byssochlamys nivea EM SUCO DE
ABACAXI

Os ajustes dos modelos de Gompertz Modificado e Logistico aos
dados experimentais de crescimento, obtidos através da medida de
diametro da coldnia de Byssochlamys nivea em suco de abacaxi sdo
apresentados a seguir.

1.2.1. Variacdo da Idade nas diferentes a, analisadas de
Byssochlamys nivea em suco de abacaxi

A Figura 4.7 apresenta as curvas de crescimento de Byssochlamys
nivea em suco de abacaxi nas diferentes a,, analisadas para idade de 30
dias.
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Figura 4.7. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para

todas as a,, estudadas na idade de 30 dias. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

As curvas de crescimento de Byssochlamys nivea em suco de
abacaxi nas diferentes a, analisadas para idade de 60 dias sdo
apresentadas na Figura 4.8.



Capitulo IV — Resultados e Discussio 69

In Diametro
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Figura 4.8. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para
todas as a,, estudadas na idade de 60 dias. A linha continua representa o
ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos

dados experimentais.

Na Figura 4.9 estdo apresentadas as curva de crescimento de

Byssochlamys nivea em suco de abacaxi nas diferentes a,, analisadas

para idade de 90 dias.
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Figura 4.9. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para

todas as a,, estudadas na idade de 90 dias. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

Visualizando as Figuras 4.7, 4.8 e 4.9, é possivel observar que o
fator a,, teve efeito sobre o crescimento de B. nivea em suco de abacaxi.
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Quanto maior a a,, maior a velocidade de crescimento e menor a fase
lag.

1.2.2. Variacio da a,, nas diferentes Idades analisadas de
Byssochlamys nivea em suco de abacaxi

A Figura 4.10 apresenta as curvas de crescimento de
Byssochlamys nivea em suco de abacaxi nas diferentes idades analisadas
para ay, de 0,99.
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Figura 4.10. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para
todas as idades estudadas na a,, de 0,99. A linha continua representa o
ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos

dados experimentais.

As curvas de crescimento de Byssochlamys nivea em suco de
abacaxi nas diferentes idades analisadas para a, de 0,95 sdo
apresentadas na Figura 4.11.
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In Diametro
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Figura 4.11. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para
todas as idades estudadas na a,, de 0,95. A linha continua representa o
ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos

dados experimentais.

Na Figura 4.12 estdo apresentadas as curvas de crescimento de
Byssochlamys nivea em suco de abacaxi nas diferentes idades analisadas

para a,, de 0,90.

2,
01,5 1
©
<§ 14
2
50!5,

O!IIIIIIIIIIIIIIIIII

0 100 200 300 400 500
Tempo (h)
¢ 30 = 51 A 60 e 69 x 90 — Predito GM ——Predito L

Figura 4.12. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para
todas as idades estudadas na a,, de 0,90. A linha continua representa o
ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos

dados experimentais.

Visualizando as Figuras 4.10, 4.11 e 4.12, é possivel observar que
o fator I ndo apresentou influéncia sobre o crescimento de B. nivea em
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suco de abacaxi. As curvas apresentaram similaridade nos parametros de
crescimento para as todas as idades analisadas.

1.3. CRESCIMENTO DE Neosartorya fischeri EM SUCO DE
MAMAO

Os ajustes dos modelos de Gompertz Modificado e Logistico aos
dados experimentais de crescimento, obtidos através da medida de
diametro da colonia de Neosartorya fischeri em suco de mamao sdo
apresentados a seguir.

1.3.1. Variacao da Idade nas diferentes a,, analisadas de Neosartorya
fischeri em suco de mamao

A Figura 4.13 apresenta as curvas de crescimento de Neosartorya
fischeri em suco de mamao nas diferentes a,, analisadas para idade de 30
dias.
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Figura 4.13. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as a,, estudadas na idade de 30 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

As curvas de crescimento de Neosartorya fischeri em suco de
mamdo nas diferentes a, analisadas para idade de 60 dias sdo
apresentadas na Figura 4.14.
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In Diametro
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Figura 4.14. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as a,, estudadas na idade de 60 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

Na Figura 4.15 estdo apresentadas as curvas de crescimento de
Neosartorya fischeri em suco de mamao nas diferentes a,, analisadas

para idade de 90 dias.
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Figura 4.15. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as a,, estudadas na idade de 90 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

Visualizando as Figuras 4.13, 4.14 e 4.15, € possivel observar que
o fator a,, teve efeito sobre o crescimento de N. fischeri em suco de
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mamao. Quanto maior a a,,, maior a velocidade de crescimento e menor
a fase lag.

1.3.2. Variacio da a,, nas diferentes Idades analisadas de
Neosartorya fischeri em suco de mamao

A Figura 4.16 apresenta as curvas de crescimento de Neosartorya
fischeri em suco de mamio nas diferentes idades analisadas para a,, de

0,99.
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Figura 4.16. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as idades estudadas na a,, de 0,99. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

A curva de crescimento de Neosartorya fischeri em suco de
mamdo nas diferentes idades analisadas para a,, de 0,95 é apresentada na
Figura 4.17.
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In Diametro
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Figura 4.17. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as idades estudadas na a,, de 0,95. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

Na Figura 4.18 estdo apresentadas as curvas de crescimento de
Neosartorya fischeri em suco de mamao nas diferentes idades analisadas

para a,, de 0,90.
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Figura 4.18. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as idades estudadas na a,, de 0,90. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

Visualizando as Figuras 4.16, 4.17 e 4.18, € possivel observar que
o fator I ndo apresentou influéncia sobre o crescimento de N. fischeri em
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suco de mamao. As curvas apresentaram similaridade nos parametros de
crescimento para as todas as idades analisadas.

1.4. CRESCIMENTO DE Neosartorya fischeri EM SUCO DE
ABACAXI

Os ajustes dos modelos de Gompertz Modificado e Logistico aos
dados experimentais de crescimento, obtidos através da medida de
diametro da colonia de Neosartorya fischeri em suco de abacaxi sio
apresentados a seguir.

1.4.1. Variacao da Idade nas diferentes a,, analisadas de Neosartorya
fischeri em suco de abacaxi

A Figura 4.19 apresenta as curvas de crescimento de Neosartorya
fischeri em suco de abacaxi nas diferentes a,, analisadas para idade de
30 dias.
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Figura 4.19. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as a,, estudadas na idade de 30 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

As curvas de crescimento de Neosartorya fischeri em suco de
abacaxi nas diferentes a, analisadas para idade de 60 dias sdo
apresentadas na Figura 4.20.
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In Diametro

0 50 100 150 200 250 300 350
Tempo (h)
A 095 < 0,96 x 0,99 — Predito GM — Predito L

« 090 = 0,93
Figura 4.20. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as a,, estudadas na idade de 60 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

Na Figura 4.21 estdo apresentadas as curvas de crescimento de
Neosartorya fischeri em suco de abacaxi nas diferentes a,, analisadas

para idade de 90 dias.
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Figura 4.21. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as a,, estudadas na idade de 90 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

Visualizando as Figuras 4.19, 4.20 e 4.21, € possivel observar que
o fator a,, teve efeito sobre o crescimento de N. fischeri em suco de
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abacaxi somente para o parametro de crescimento A. Quanto maior a ay,
maior o didmetro maximo atingido pela colonia.

1.4.2. Variacio da a,, nas diferentes Idades analisadas de
Neosartorya fischeri em suco de abacaxi

A Figura 4.22 apresenta as curvas de crescimento de Neosartorya
fischeri em suco de abacaxi nas diferentes idades analisadas para a,, de

0,99.
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Figura 4.22. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as idades estudadas na a,, de 0,99. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

As curvas de crescimento de Neosartorya fischeri em suco de
abacaxi nas diferentes idades analisadas para a, de 0,95 sdo
apresentadas na Figura 4.23.
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Figura 4.23. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as idades estudadas na a,, de 0,95. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

Na Figura 4.24 estdo apresentadas as curvas de crescimento de
Neosartorya fischeri em suco de abacaxi nas diferentes idades
analisadas para a,, de 0,90.
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Figura 4.24. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as idades estudadas na a,, de 0,90. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

Visualizando as Figuras 4.22, 4.23 e 4.24, é possivel observar que
o fator I ndo apresentou influéncia sobre o crescimento de N. fischeri em
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suco de abacaxi. As curvas apresentaram similaridade nos parametros de
crescimento para as todas as idades analisadas.

2. INFLUENCIA DA VARIACAO DA ATIVIDADE DE AGUA
(ay) E DA IDADE DOS ESPOROS NO CRESCIMENTO DE
Byssochlamys nivea E Neosartorya fischeri EM SUCOS DE
FRUTAS - PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

Os crescimentos de B. nivea e N. fischeri em sucos de mamao e
abacaxi foram avaliados pelo método de crescimento radial (mm/h) e os
parametros de crescimento foram obtidos pelos ajustes dos modelos de
Gompertz Modificado e Logistico.

Foram realizadas quatro repeticdes das curvas de crescimento
para cada ensaio do planejamento experimental, sendo realizadas duas a
duas em diferentes datas. Para andlise, foram escolhidas as duas curvas
que apresentaram o menor tempo de duracdo da fase lag (A), e maior
Mmax, S€Ndo estas de maior risco para a industria e para o consumidor.

2.1. MODELAGEM DE CRESCIMENTO DE Byssochlamys nivea EM
SUCO DE MAMAO

Os modelos de Gompertz Modificado e Logistico foram ajustados
aos dados experimentais de crescimento ao longo do tempo, obtidos
através da medida de didmetro da col6nia de Byssochlamys nivea em
suco de mamao, para cada experimento estabelecido no planejamento
experimental, conforme Tabela 3.2. Exemplos dos ajustes obtidos com
ambos os modelos as médias adquiridas nas duplicatas sdo apresentados
nas Figuras 4.25 para idade (I) de 60 dias e a,, de 0,99 e na Figura 4.26
paralde 51 dias e a,, de 0,93.



Capitulo IV — Resultados e Discussio 81

2,5
L S— S
2
o
? 15
£
«©
a 1
£
0,5
04 & : : : : : ‘
0 20 40 60 80 100 120 140
Tempo (h)
¢ Meédia Observado = —— Predito GM  —— Predito L

Figura 4.25. Ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) a média das duplicatas dos dados de crescimento de B.
nivea em suco de mamao para idade (I) de 60 dias e a,, de 0,99.
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Figura 4.26. Ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) a média das duplicatas dos dados de crescimento de B.

nivea em suco de mamao para idade (I) de 51 dias e a, de 0,93. As

barras representam o desvio padrio das duplicatas em cada ponto.

As condicdes de crescimento representadas nas Figuras 4.25 e
4.26 foram escolhidas aleatoriamente para mostrar que ambos oS
modelos de Gompertz Modificado e Logistico se ajustaram bem aos
dados experimentais. Contudo, o modelo de Gompertz Modificado
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apresentou melhor ajuste aos dados experimentais na transicdo da fase
lag para a fase exponencial, comparado ao modelo Logistico.

Os parametros estatisticos que permitem comparar os modelos de
Gompertz Modificado e Logistico no crescimento de N. nivea em suco
de mamao sdo apresentados na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Parametros estatisticos para validar o emprego dos modelos
de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) no crescimento de B.
nivea em suco de mamao.

Fator Fator

Ensaio Modelo MSE R?
Bias Exatidao
1 GM 0,0390 1,0031 1,0030 0,9956
L 0,0359 0,9982 1,0018 0,9951
2 GM 0,0310 1,0023 1,0021 0,9940
L 0,0444 1,0044 1,0005 0,9916
3 GM 0,0354 1,0022 1,0003 0,9925
L 0,0189 0,9903 1,0081 0,9903
4 GM 0,0340 1,0016 1,0007 0,9964
L 0,0254 0,9974 1,0019 0,9936
5 GM 0,0666 1,0005 1,0048 0,9973
L 0,0625 1,0000 1,0000 0,9948
6 GM 0,0288 1,0023 1,0023 0,9926
L 0,0449 0,9897 1,0069 0,9898
7 GM 0,0288 1,0023 1,0023 0,9871
L 0,0279 1,0016 1,0012 0,9903
8 GM 0,0313 0,9997 1,0058 0,9944
L 0,0202 0,9962 1,0040 0,9913
9 GM 0,0146 1,0021 1,0059 0,9952
L 0,0266 0,9993 1,0009 0,9923
10 GM 0,0432 1,0033 1,0023 0,9960
L 0,0367 0,9999 1,0006 0,9946
11 GM 0,0219 0,9906 1,0069 0,9910

L 0,0216 0,9978 1,0040 0,9864
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Analisando a Tabela 4.1, pode-se concluir que ambos os modelos
apresentaram bom ajuste aos dados experimentais, uma vez que o MSE
foi préximo de 0, o Fator Bias e Fator de Exatiddo préximos a 1 e o R
proximo de 1. Embora os modelos tenham apresentado parametros
estatisticos muito préximos, o modelo de Gompertz Modificado (GM)
apresentou melhor ajuste através da andlise de R* (dados em negrito na
Tabela 4.1).

A partir da andlise visual das Figuras 4.25 e 4.26 e do parametro
estatistico R” da Tabela 4.1, decidiu-se utilizar apenas os parametros de
crescimento obtidos através do ajuste com o modelo de GM.

Os valores dos parametros de crescimento de B. nivea em suco de
mamdo para cada ensaio do planejamento experimental, obtidos pelo
ajuste do modelo de Gompertz Modificado, sdo mostrados na Tabela
4.2.

Tabela 4.2. Parametros de crescimento de B. nivea em suco de mamao
obtidos pelo ajuste do modelo de Gompertz Modificado, no DCCR.

Ensaio Idade a, A (h) Mmax mm/h) A (mm)

1 51 0,93 113,4 0,024 8,2

2 69 0,93 124,0 0,015 12,3
3 51 0,96 91,0 0,027 11,4
4 69 0,96 89,5 0,026 15,2
5 60 0,99 20,4 0,045 10,4
6 90 0,95 149,9 0,024 11,1
7 60 0,9 263,5 0,020 6,6

8 30 0,95 76,4 0,032 12,5
9 60 0,95 49,8 0,040 13,6
10 60 0,95 99,0 0,029 11,8
11 60 0,95 52,7 0,020 11,5

Analisando a Tabela 4.2, observa-se através dos valores em
destaque que no ensaio 7 houve o maior tempo de adaptacdo
(263,5 horas) na condi¢do de a,, 0,90 e idade de 60 dias. Ao contrario,
no ensaio 5, houve o menor tempo de adaptacdo (20,4 horas) na
condicdo de a,, 0,99 e idade de 60 dias. Nestes ensaios, com idades
iguais a 60 dias, o A aumentou mais de 10 vezes quando houve variacio
de a,, da condi¢do minima para a condicdo maxima estudada. De acordo
com estes resultados, se o suco de mamao estivesse contaminado com B.
nivea e fosse armazenado a 30°C em a, de 0,99, o produto seria
rejeitado no primeiro dia de vida de prateleira porque, nestas condigdes,
a colonia do fungo se tornaria visivel em aproximadamente 20 horas.
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Para 0 Uy, O maior valor foi observado no ensaio 5
(0,045 mm/h) sendo nas condicdes de a,, 0,99 e idade de 60 dias, e o
menor valor foi para o ensaio 2 (0,015 mm/h) sendo nas condicdes de a,,
0,93 e idade 69 dias.

Para o parimetro A (didmetro médximo atingido pela colonia), o
ensaio 4 apresentou maior valor (15,2 mm), sendo nas condic¢des de ay
0,96 e idade de 69 dias, e o ensaio 7 o menor valor (6,6 mm), sendo a,,
de 0,90 e idade de 60 dias.

Os resultados da Tabela 4.2 foram submetidos a analise estatistica
com a finalidade de esclarecer quais dos fatores estudados, a,, e idade,
afetaram significativamente os pardmetros de crescimento de B. nivea
em suco de mamdo. Os fatores foram considerados estatisticamente
significativos quando p < 0,1. A andlise de varidncia e de estimativa dos
efeitos foi calculada através do software Statistica 6.0 e sdo
apresentados a seguir.

2.1.1. Analise de variancia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro A no crescimento de B. nivea em suco de mamao

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes,
lineares e quadrdticos, em A sd3o mostrados na Tabela 4.3. Os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,1.

Tabela 4.3. Efeitos dos fatores estimados sobre o pardmetro A no
crescimento de B. nivea em suco de mamao.

Fator Efeito  Erro Padrio t(5) p-valor  IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) 28,282 37,440 0,755 0,484 -47,162 103,726
Idade(Q) 34,439 44,563 0,773 0,475 -55,358 124,235

a, (L) -100,192 37,440 -2,676 0,044 -175,636 -24,748

a,(Q) 63,235 44,563 1,419 0,215 -26,561 153,032
Interagdo -6,020 52,949 -0,114 0,914 -112,715 100,674

*IC = Intervalo de Confianga

Observando a varidvel resposta A (duracdo da fase de adaptagao),
nota-se que o fator a,, teve efeito significativo dentro da faixa estudada,
quando este fator passa de um nivel inferior (a, 0,90) para um nivel
superior (ay 0,99).

A Tabela 4.4 apresenta a ANOVA com a significancia dos fatores
ay e idade ao nivel de 90% de confianca.
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Tabela 4.4. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a varidvel A de B.
nivea em suco de mamao.

Soma Graus Quadrado
ANOVA Quadrados Liberdade Médio Fa p-valor
Idade (L)| 1599,75 1 1599,75 0,571 0,484
Idade (Q)| 1674,40 1 1674,40 0,597 0,475
a, (L)| 20076,83 1 20076,83 7,161 0,044
a, (Q)] 564520 1 5645,20 2,014 0,215
Interacdo 36,25 1 36,25 0,013 0,914

A curva de nivel e a superficie de resposta obtida para os fatores
ay versus idade para o pardmetro de crescimento A sdo apresentadas na
Figura 4.27.
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Figura 4.27. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,,
versus idade sobre o pardmetro de crescimento A de B. nivea em suco de
mamao.

Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.27) é possivel identificar a influéncia da a,, no fator de crescimento 2,
independente da varia¢do da idade dos esporos. Por exemplo, os pontos
de maximo para A sdo encontrados na condi¢cdo de menor a, tanto na
maior quanto na menor condi¢do de idade. Ainda analisando a curva de
nivel da Figura 4.3, uma faixa de minimo valor de A pode ser localizada
entre as condi¢des de a,, de 0,95 a 0,96. Nesta regido, o microrganismo
precisa de menos tempo para se adaptar ao meio, ou seja, estas sdo as
condi¢des de a,, que devem ser evitadas pela industria.
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Considerando apenas o fator significativo para a varidvel resposta
A, a Equacdo 4.1 apresenta o modelo da superficie de resposta obtido.

A=6717-5233.q (4.1)

2.1.2. Analise de variancia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro L, no crescimento de B. nivea em suco de mamao

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes,
lineares e quadréticos, em U, sd0 mostrados na Tabela 4.5. Os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,1.

Tabela 4.5. Efeitos dos fatores estimados sobre o parAmetro U ,x no
crescimento de B. nivea em suco de mamao.

Fatores Efeito  Erro Padrao t(5) p-valor IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) -0,008 0,005 -1,561 0,179 -0,022 0,005
Idade(Q) -0,006 0,006 -0,997 0,364 -0,023 0,010
ay(L) 0,014 0,005 2,588 0,049 0,000 0,027
a,(Q) 0,001 0,006 0,093 0,930 -0,016 0,017
Interacdo 0,001 0,008 0,082 0,938 -0,019 0,020

*IC = Intervalo de Confianca

Observando a varidvel resposta [m., nota-se que o fator a,, teve
efeito significativo dentro da faixa estudada, quando este fator passa de
um nivel inferior (a,, 0,90) para um nivel superior (ay, 0,99). A  Tabela
4.6 apresenta a ANOVA com a significancia dos fatores a,, e idade ao
nivel de 90% de confianga.

Tabela 4.6. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a varidvel ., de B.
nivea em suco de mamao.

ANOVA Soma .Graus Qua(}r:jldo F., p-valor
Quadrados __Liberdade Médio

Idade (L) | 0,0001379 1 0,0001379 2,436 0,179

Idade (Q) | 0,0000563 1 0,0000563 0,994 0,364

a, (L) 0,0003792 1 0,0003792 6,697 0,049

a, Q) 0,0000005 1 0,0000005 0,009 0,930

Interacdo 0,0000004 1 0,0000004 0,007 0,938

A curva de nivel e a superficie de resposta obtida para os fatores
ay, versus idade para o pardmetro de crescimento U,x sd0 apresentadas
na Figura 4.28.
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Figura 4.28. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,,
versus idade sobre o parametro de crescimento [, de B. nivea em suco
de mam3o.

Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.28) € possivel identificar a grande influéncia da a,, no pardmetro de
crescimento My,x. Um ponto de méaximo valor de p. pode ser
visualizado na condi¢do de maior ay,.

Considerando apenas o fator significativo para a varidvel resposta
Umax. @ Equagdo 4.2 apresenta o modelo da superficie de resposta obtido.

M. =0,0297 +0,0069. 4.2)

2.1.3. Analise de variancia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro A no crescimento de B. nivea em suco de mamao

A Tabela 4.7 apresenta os efeitos estimados para cada um dos
fatores independentes, lineares e quadriticos, em A. Os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,1.

Tabela 4.7. Efeitos dos fatores estimados sobre o pardmetro A no
crescimento de B. nivea em suco de mamao.

Fator Efeito  Erro Padrio t(5) p-valor IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) 2,639 1,094 2,411 0,061 -0,174 5,452
Idade(Q) 0,998 1,302 0,766 0,478 -2,350 4,346

a,(L) 2,447 1,094 2,236 0,076 -0,366 5,260

a,(Q) -3,467 1,302 -2,662 0,045 -6,815 -0,119
Interacio 0,583 1,548 0,376 0,722 -3,396 4,561

*IC = Intervalo de Confianca
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Observando a varidvel resposta A (tamanho méaximo atingido
pela coldnia), nota-se que os fatores a,, linear e quadritico e o fator
Idade linear tiveram efeito significativo dentro da faixa estudada,
quando estes fatores passaram de um nivel inferior (a,, 0,90) para um
nivel superior (ay, 0,99).

A Tabela 4.8 apresenta a ANOVA com a significancia dos fatores
ay e idade ao nivel de 90% de confianca. A influéncia significativa do
fator idade sobre um parametro de crescimento foi observada somente
para este microrganismo neste suco e quando analisado o parimetro A.

Tabela 4.8. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a varidvel A de B.
nivea em suco de mamao.

Soma Graus Quadrado
ANOVA Quadrados Liberdade Médio Fea p-valor
Idade (L) 13,925 1 13,925 5,814 0,061
Idade (Q) 1,407 1 1,407 0,587 0,478
a, (L) 11,977 1 11,977 5,001 0,076
a, (Q 16,971 1 16,971 7,086 0,045
Interacdo 0,339 1 0,339 0,142 0,722

A curva de nivel e a superficie de resposta obtida para os fatores
ay versus idade para o parametro de crescimento A sio apresentadas na
Figura 4.29.
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Figura 4.29. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,,
versus idade sobre o pardmetro de crescimento A de B. nivea em suco de
mamao.
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Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.29), a faixa de mdximo valor de A pode ser identificada nas condi¢des
de maior idade e de a, entre 0,95 e 0,96. O fator idade foi
estatisticamente significativo somente para este microrganismo neste
suco e quando analisado o parametro A. Este foi um caso isolado dentro
de todo o estudo desenvolvido e pode ser justificado devido a erros
experimentais e variabilidade bioldgica dos dados.

Considerando apenas os fatores significativos para a varidvel
resposta A, a Equagdo 4.3 apresenta o modelo da superficie de resposta
obtido.

A=1229+1321+122.q ~173.4° (4.3)

Analisando-se a influéncia dos fatores independentes a,, e idade
sobre os pardmetros de crescimento A, Uy« € A, observa-se que a idade
foi estatisticamente significativa somente para o parametro A e que a a,
foi significativa em todos os pardmetros de crescimento estudados para
B. nivea em suco de mamio a p < 0,1, dentro da faixa estudada.

2.2. MODELAGEM DE CRESCIMENTO DE Byssochlamys nivea EM
SUCO DE ABACAXI

Os modelos de Gompertz Modificado e Logistico foram ajustados
aos dados experimentais de crescimento ao longo do tempo, obtidos
através da medida de didmetro da coldnia de Byssochlamys nivea em
suco de abacaxi, para cada experimento estabelecido no planejamento
experimental, conforme Tabela 3.2. Exemplos dos ajustes obtidos com
ambos os modelos as médias adquiridas nas duplicatas sdo apresentados
nas Figuras 4.30 para idade (I) de 60 dias e a,, de 0,95 e na Figura 4.31
para I de 60 dias e a,, de 0,99.
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Figura 4.30. Ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) a média das duplicatas dos dados de crescimento de B.
nivea em suco de abacaxi para idade (I) de 60 dias e a,, de 0,95. As

barras representam o desvio padrio das duplicatas em cada ponto.
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Figura 4.31. Ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) a média das duplicatas dos dados de crescimento de B.
nivea em suco de abacaxi para idade (I) de 60 dias e a,, de 0,99. As

barras representam o desvio padrao das duplicatas em cada ponto.

As condicdes de crescimento representadas nas Figuras 4.30 e
4.31 foram escolhidas aleatoriamente para mostrar que ambos o0s
modelos de Gompertz Modificado e Logistico se ajustaram bem aos
dados experimentais. Contudo, o modelo de Gompertz Modificado
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apresentou melhor ajuste aos dados experimentais na transicdo da fase
lag para a fase exponencial, comparado ao modelo Logistico.

Os parametros estatisticos que permitem comparar os modelos de
Gompertz Modificado e Logistico no crescimento de N. nivea em suco
de abacaxi sdo apresentados na Tabela 4.9.

Tabela 4.9. Parametros estatisticos para validar o emprego dos modelos
de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) na modelagem do
crescimento de B. nivea em suco de abacaxi.

Fator Fator
Ensaio Modelo  MSE R’
Bias Exatidao

1 GM 0,0403 1,0032 1,0032 0,8924
L 0,0391 1,0022 1,0015 0,9371

2 GM 0,0295 1,0023 1,0023 0,9677
L 0,0295 1,0023 1,0023 0,9684

3 GM 0,0674 1,0043 1,0022 0,9955
L 0,0534 1,0000 1,0000 0,9939

4 GM 0,0493 1,0003 1,0086 0,9927
L 0,0362 0,9963 1,0028 0,9915

5 GM 0,0578 0,9865 1,0092 0,9927
L 0,0538 1,2019 1,0000 0,9913

6 GM 0,0336 1,0026 1,0026 0,9885
L 0,0422 1,0032 1,0006 0,9877

7 GM 0,0303 1,0024 1,0024 0,9834
L 0,0301 1,0023 1,0022 0,9830

8 GM 0,0448 1,0035 1,0035 0,9883
L 0,0302 1,0009 1,0015 0,9878

9 GM 0,0367 1,0029 1,0029 0,9903
L 0,0356 1,0026 1,0044 0,9890

10 GM 0,0318 1,0025 1,0025 0,9902
L 0,0301 0,9996 1,0034 0,9897

11 GM 0,0356 1,0028 1,0028 0,9932

L 0,0412 1,0086 1,0022 0,9916
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Analisando a Tabela 4.9, pode-se concluir que ambos os modelos
apresentaram bom ajuste aos dados experimentais, uma vez que o MSE
foi préximo de 0, o Fator Bias e Fator de Exatiddo préximos a 1 e o R
proximo de 1. Embora os modelos tenham apresentado parametros
estatisticos muito préximos, o modelo de Gompertz Modificado (GM)
apresentou melhor ajuste através da andlise de R* (dados em negrito na
Tabela 4.9).

A partir da andlise visual das Figuras 4.30 e 4.31 e do parametro
estatistico R* da Tabela 4.9, decidiu-se utilizar apenas os parametros de
crescimento obtidos através do ajuste com o modelo de GM.

Os valores dos parametros de crescimento de B. nivea em suco de
abacaxi para cada ensaio do planejamento experimental, obtidos pelo
ajuste do modelo de Gompertz Modificado, sdo mostrados na Tabela
4.10.

Tabela 4.10. Parametros de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi
obtidos pelo ajuste do modelo de Gompertz Modificado, no DCCR.

Ensaio Idade aw A (h) pmax (mm/h, A (mm)
1 51 0,93 251,5 0,015 2,3
2 69 0,93 322,5 0,016 33
3 51 0,96 43,2 0,043 7,4
4 69 0,96 74,8 0,030 6,5
5 60 0,99 64,8 0,046 7,1
6 90 0,95 134,9 0,014 6,6
7 60 0,90 291,6 0,021 4,9
8 30 0,95 110,7 0,025 6,8
9 60 0,95 162,2 0,022 6,1
10 60 0,95 152.4 0,018 7,1
11 60 0,95 174,7 0,036 8,4

Analisando a Tabela 4.10, observa-se através dos valores em
destaque que no ensaio 2, houve o maior tempo de adaptacdo (322,5
horas) na condi¢do de a, 0,93 e idade de 69 dias. Ao contrario, no
ensaio 3, houve o menor tempo de adaptacio (43,2 horas) na condigdo
de a,, 0,96 e idade de 51 dias. De acordo com estes resultados, se o suco
de abacaxi estivesse contaminado com B. nivea ¢ fosse armazenado a
30°C em a,, de 0,96, o produto seria rejeitado no segundo dia de vida de
prateleira porque, nestas condicdes, a coldnia do fungo se tornaria
visivel em aproximadamente 43 horas.

Para o Py, O maior valor foi observado no ensaio 5
(0,046 mm/h) sendo nas condicdes de a,, 0,99 e idade de 60 dias, e o
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menor valor foi para o ensaio 6 (0,014 mm/h) sendo nas condicdes de a,,
0,95 e idade 90 dias.

No pardmetro A, o ensaio 11 que apresentou maior valor de
diametro (8,4 mm), sendo a,, de 0,95 e idade de 60 dias, e o ensaio 1
com o menor valor (2,3 mm), sendo a,, de 0,93 e idade de 51 dias.

Os resultados da Tabela 4.10 foram submetidos a andlise
estatistica com a finalidade de esclarecer quais dos fatores estudados, a
e idade, afetaram significativamente os parametros de crescimento de B.
nivea em suco de abacaxi. Os fatores foram considerados
estatisticamente significativos quando p < 0,1. A anélise de varidncia e
de estimativa dos efeitos foi calculada através do software Statistica 6.0
e sdo apresentados nas Tabelas 4.11 e 4.12.

2.2.1. Analise de variincia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro A no crescimento de B. nivea em suco de abacaxi

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes,
lineares e quadraticos, em A sdo mostrados na Tabela 4.11. Os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,1.

Tabela 4.11. Efeitos dos fatores estimados sobre o pardmetro A no
crescimento de B. nivea em suco de abacaxi.

Fator Efeito  Erro Padrao t(5) p-valor IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) 34,194 20,321 1,683 0,153 -18,042 86,430
Idade(Q) -29,054 24,186 -1,201 0,283 -91,227 33,119

a,(L) -194,194 20,321 -9,556 0,000 -246,430 -141,957

a,(Q) 26,361 24,186 1,090 0,325 -35,812 88,535
Interagao -19,770 28,738 -0,688 0,522 -93,643 54,103

*IC = Intervalo de Confianca

Analisando a varidvel resposta A, nota-se que o fator a, teve
efeito significativo dentro da faixa estudada, verifica-se uma estimativa
de queda do A de B. nivea, quando este fator passa de um nivel inferior
(aw 0,90) para um nivel superior (ay 0,99).

A Tabela 4.12 apresenta a ANOVA com a significincia dos
fatores a,, e idade ao nivel de 90% de confianca.
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Tabela 4.12. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a varidvel A de B.
nivea em suco de abacaxi.
ANOVA Soma Graus Quadrado F.,

Quadrados Liberdade Médio p-valor
Idade (L) 2338,45 1 2338,45 2,832 0,153
Idade (Q) 1191,72 1 1191,72 1,443 0,283
a, (L) 75422,24 1 75422,24 91,326 0,000
a, (Q 981,06 1 981,06 1,188 0,325
Interacdo 390,87 1 390,87 0,473 0,522

A Figura 4.32 apresenta a curva de nivel e a superficie de
resposta obtida para os fatores a, versus idade para o parametro de
crescimento A.
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Figura 4.32. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,,
versus idade sobre o pardmetro de crescimento A de B. nivea em suco de
abacaxi.

Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.32) é possivel identificar a influéncia da a,, no fator de crescimento 2,
independente da varia¢do da idade dos esporos. Por exemplo, os pontos
de maximo para A sdo encontrados na condi¢do de menor a,, tanto na
maior quanto na menor condi¢do de idade. Nestas condi¢cdes de a,, 0
microrganismo precisa de mais tempo para se adaptar ao meio, ou seja,
estas s@o as condicdes, que seria interessante que fossem aplicadas pela
industria, sempre que possivel.
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Considerando apenas o fator significativo para a variavel resposta
A, a Equacgdo 4.4 apresenta o modelo da superficie de resposta obtido.

A=16311-9710.q (4.4)

2.2.2. Analise de variancia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro p,,,; no crescimento de B. nivea em suco de abacaxi

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes em
Hmax SA0 apresentados na Tabela 4.13. Os valores foram considerados
estatisticamente significativos quando p < 0,1.

Tabela 4.13. Efeitos dos fatores estimados sobre 0 parametro W, no
crescimento de B. nivea em suco de abacaxi.

Fatores Efeito  Erro Padrao t(5) p-valor  IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) -0,007 0,004 -1,620 0,166 -0,019 0,004
Idade(Q) -0,006 0,005 -1,183 0,290 -0,020 0,007
a, (L) 0,020 0,004 4,399 0,007 0,008 0,031
a,(Q) 0,008 0,005 1,485 0,198 -0,006 0,021
Interagio -0,007 0,006 -1,165 0,297 -0,024 0,009

*IC = Intervalo de Confianga

Observando a varidvel resposta U, (velocidade especifica
maxima de crescimento), nota-se que o fator a,, teve efeito significativo
dentro da faixa estudada, quando este fator passa de um nivel inferior
(aw 0,90) para um nivel superior (ay 0,99).

A Tabela 4.14 apresenta a ANOVA com a significAncia dos
fatores a,, e idade ao nivel de 90% de confianca.

Tabela 4.14. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a varidvel p,, de B.
nivea em suco de abacaxi.

ANOVA Soma 'Graus Qua(!ra.ldo F., p-valor
Quadrados Liberdade Médio

Idade (L) 0,0001 1 0,0001 2,6236 0,1662

Idade (Q) 0,0001 0,0001 1,3990 0,2901

a, (L) 0,0008
a, (Q 0,0001
Interacdo 0,0001

0,0008 19,3487 0,0070
0,0001 2,2057 0,1976
0,0001 1,3576 0,2965

[ Y




96 Capitulo IV — Resultados e Discussdo

A curva de nivel e a superficie de resposta obtida para os fatores
ay versus idade para o pardmetro de crescimento ., 30 apresentadas
na Figura 4.33.

Figura 4.33. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,
versus idade sobre o parametro de crescimento [, para B. nivea em
suco de abacaxi.

Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.33) é possivel identificar a grande influéncia da a, no fator de
crescimento Upm.x. Um ponto de médximo valor de g, pode ser
visualizado na condi¢do de maior ay,.

Considerando apena o fator significativo para a varidvel resposta
Mmax» @ Equacdo 4.5 apresenta o modelo da superficie de resposta obtido.

H =0,02+0,01. 4.5)

2.2.3. Analise de variincia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro A no crescimento de B. nivea em suco de abacaxi

A Tabela 4.15 apresenta os efeitos estimados para cada um dos
fatores independentes, lineares e quadraticos, em A (didmetro maximo
atingido pela col6nia). Os valores foram considerados estatisticamente
significativos quando p < 0,1.
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Tabela 4.15. Efeitos dos fatores estimados sobre o pardmetro A no
crescimento de B. nivea em suco de abacaxi.

Fator Efeito  Erro Padrao t(5) p-valor IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) -0,002 1,013 -0,002 0,999 -2,605 2,602
Idade(Q) -1,247 1,206 -1,034 0,348 -4,346 1,852

ay(L) 2,848 1,013 2,812 0,037 0,245 5,452

a,(Q) -1,938 1,206 -1,607 0,169 -5,037 1,161
Interacio -0,973 1,433 -0,679 0,527 -4,655 2,709

*IC = Intervalo de Confianca

Analisando a varidvel resposta A, onde o fator a, teve efeito
significativo dentro da faixa estudada, verifica-se uma estimativa de
aumento no valor de A de B. nivea, quando este fator passa de um nivel
inferior (ay 0,90) para um nivel superior (a,, 0,99).

A Tabela 4.16 apresenta a ANOVA com a significncia dos
fatores a,, e idade ao nivel de 90% de confianca.

Tabela 4.16. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a variavel A de B.
nivea em suco de abacaxi.
Soma Graus Quadrado

ANOVA Quadrados Liberdade  Médio Fea p-valor
Idade (L) 0,00001 1 0,00001 0,000003 0,998788
Idade (Q) 2,19512 1 2,19512 1,069677 0,348425

a, (L) 16,22759 1 16,22759 7,907665 0,037457

a, (Q 5,30155 1 5,30155 2,583432 0,168898

Interacdo 0,94679 1 0,94679 0,461367 0,527150

A Figura 4.34 apresenta a curva de nivel e a superficie de
resposta obtida para os fatores a, versus idade para o parametro de
crescimento A.
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Figura 4.34. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,,
versus idade sobre o parametro de crescimento A para B. nivea em suco
de abacaxi.

Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.34), a faixa de maximo valor de A pode ser identificada nas condi¢des
de a,, entre 0,95 ¢ 0,99.

Considerando apenas o fator significativo para a varidvel resposta
A, a Equacdo 4.6 apresenta o modelo da superficie de resposta obtido.

A=720+142.q (4.6)

Analisando-se a influéncia dos fatores independentes a,, e idade
sobre os pardmetros de crescimento A, [n.x € A, observa-se que a a,, foi
estatisticamente significativa para todos os parametros de crescimento e
que a I néo foi significativa em nenhum dos parametros de crescimento
estudados para B. nivea em suco de abacaxi a p <0,1, dentro da faixa
estudada.

2.3. MODELAGEM DE CRESCIMENTO DE Neosartorya fischeri EM
SUCO DE MAMAO

Os modelos de Gompertz Modificado e Logistico foram ajustados
aos dados experimentais de crescimento ao longo do tempo, obtidos
através da medida de didmetro da colonia de Neosartorya fischeri em
suco de mamado, para cada experimento estabelecido no planejamento
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experimental, conforme Tabela 3.2. Exemplos dos ajustes obtidos com
ambos os modelos as médias adquiridas nas duplicatas sdo apresentados
nas Figuras 4.35 para idade (I) de 60 dias e a,, de 0,99 e na Figura 4.36
para I de 60 dias e a,, de 0,90.
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¢ Média Observado = ——Predito GM  —— Predito L \

Figura 4.35. Ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e

Logistico (L) a média das duplicatas dos dados de crescimento de N

fischeri em suco de mamao na idade (I) de 60 dias e a,, de 0,99. As
barras representam o desvio padrao das duplicatas em cada ponto.
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Figura 4.36. Ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) a média das duplicatas dos dados de crescimento de N.
fischeri em suco de mamao na idade (I) de 60 dias e a,, de 0,90. As

barras representam o desvio padrao das duplicatas em cada ponto.
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As condi¢des de crescimento representadas nas Figuras 4.35 e
4.36 foram escolhidas aleatoriamente para mostrar que ambos o0s
modelos de Gompertz Modificado e Logistico se ajustaram bem aos
dados experimentais. Contudo, o modelo de Gompertz Modificado
apresentou melhor ajuste aos dados experimentais na transicdo da fase
lag para a fase exponencial, comparado ao modelo Logistico.

Os parametros estatisticos que permitem comparar os modelos de
Gompertz Modificado e Logistico no crescimento de N. fischeri em suco
de mamao sdo apresentados na Tabela 4.17.
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Tabela 4.17. Parametros estatisticos para validar o emprego dos modelos
de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) no crescimento de N.
fischeri em suco de mamao.

Fator Fator

Ensaio  Modelo MSE Bias Exatidso R?
1 GM 0,0504 1,0040 1,0038 0,9952
L 0,0399 1,0016 1,0032 0,9955
2 GM 0,0526 1,0041 1,0021 0,9954
L 0,0388 1,0028 1,0023 0,9937
3 GM 0,0233 1,0005 1,0068 0,9907
L 0,0471 1,0030 1,0019 0,9867
4 GM 0,0273 1,0068 1,0021 0,9926
L 0,0378 0,9997 1,0028 0,9906
5 GM 0,0581 0,9996 1,0045 0,9952
L 0,0659 1,0000 1,0000 0,9917
6 GM 0,0347 0,9939 1,0038 0,9958
L 0,0332 0,9982 1,0026 0,9935
7 GM 0,0303 1,0024 1,0024 0,9930
L 0,0301 1,0022 1,0020 0,9913
8 GM 0,0394 0,9967 1,0024 0,9933
L 0,0331 0,9998 1,0010 0,9931
9 GM 0,0452 0,9996 1,0099 0,9951
L 0,0350 1,0017 1,0010 0,9934
10 GM 0,0535 1,0005 1,0055 0,9948
L 0,0516 1,0016 1,0005 0,9965
11 GM 0,0441 0,9999 1,0109 0,9896
L 0,0289 0,9980 1,0001 0,9865

Analisando a Tabela 4.17, pode-se concluir que ambos os
modelos apresentaram bom ajuste aos dados experimentais, uma vez
que o MSE foi préximo de 0, o Fator Bias e Fator de Exatidao préximos
aleoR préoximo de 1. Embora os modelos tenham apresentado
parametros estatisticos muito préximos, o modelo de Gompertz
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Modificado (GM) apresentou melhor ajuste através da andlise de R*
(dados em negrito na Tabela 4.17).

A partir da andlise visual das Figuras 4.35 e 4.36 e do parAmetro
estatistico R da Tabela 4.17, decidiu-se utilizar apenas os parimetros de
crescimento fornecidos através do ajuste com o modelo de GM.

Os valores dos parametros de crescimento de N. fischeri em suco
de mamao para cada ensaio do planejamento experimental, obtidos pelo
ajuste do modelo de Gompertz Modificado, sdo mostrados na Tabela
4.18.

Tabela 4.18. Parametros de crescimento de N. fischeri em suco de
mam3o obtidos pelo ajuste do modelo de Gompertz Modificado, no

DCCR.

Ensaio Idade a,, A (h) Hmax (mm/h) A (mm)
1 51 0,93 105,3 0,031 8,5
2 69 0,93 90,4 0,040 7,9
3 51 0,96 49,7 0,037 9,6
4 69 0,96 49,6 0,029 6,9
5 60 0,99 18,1 0,046 10,5
6 90 0,95 64,6 0,028 9,2
7 60 0,90 267,4 0,042 8.4
8 30 0,95 69,9 0,031 10,1
9 60 0,95 74,8 0,034 9,4
10 60 0,95 77,0 0,031 9,5
11 60 0,95 73,9 0,037 7,1

Analisando a Tabela 4.18, observa-se através dos valores em
destaque que no ensaio 7, houve o maior tempo de adaptacio
(267,4 horas) na condigdo de a,, 0,90 e idade de 60 dias. Ao contrdrio,
no ensaio 5, houve o menor tempo de adaptacdo (18,1 horas) na
condicdo de a,, 0,99 e idade de 60 dias. Nestes ensaios, com idades
iguais a 60 dias, o A aumentou mais de 14 vezes quando houve variacio
de a,, da condi¢do minima para a condicdo maxima estudada. De acordo
com estes resultados, se o suco de mamao estivesse contaminado com V.
fischeri e fosse armazenado a 30°C em a, de 0,99, o produto seria
rejeitado no primeiro dia de vida de prateleira porque, nestas condigdes,
a coldnia do fungo se tornaria visivel em aproximadamente 18 horas.

Para 0 Uy, O maior valor foi observado no ensaio 5
(0,046 mm/h) sendo nas condi¢des de a,, 0,99 e idade de 60 dias, e o
menor valor foi para o ensaio 6 (0,028 mm/h) sendo nas condicdes de a,,
0,95 e idade 90 dias.
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Para o parAmetro A (didmetro méaximo atingido pela colonia), o
ensaio 5 que apresentou maior valor para didmetro (10,5 mm), sendo nas
condi¢des de ay, 0,99 e idade de 60 dias, e o ensaio 4 com o menor valor
(6,9 mm), sendo a,, de 0,96 e idade de 69 dias.

Os resultados da Tabela 4.18 foram submetidos a anélise
estatistica com a finalidade de esclarecer quais dos fatores estudados, ay
e idade, afetaram significativamente os pardmetros de crescimento de N.
fischeri em suco de mamdo. Os fatores foram considerados
estatisticamente significativos quando p < 0,1. A andlise de varidncia e
de estimativa dos efeitos foi calculada através do software Statistica 6.0
e sdo apresentados nas Tabelas 4.19 e 4.20.

2.3.1. Analise de variancia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro A no crescimento de N. fischeri em suco de mamao

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes,
lineares e quadrdticos, em A encontram-se na Tabela 4.19. Os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,1.

Tabela 4.19. Efeitos dos fatores estimados sobre o pardmetro A no
crescimento de N. fischeri em suco de mamao.

Fator Efeito  Erro Padrio t(5) p-valor  IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) -5,639 31,904 -0,177 0,867 -87,650 76,372
Idade(Q) -23,634 37,973 -0,622 0,561 -121,247 73,979

a,(L) -112,239 31,904 -3,518 0,017 -194,251 -30,228

a,(Q) 51,920 37,973 1,367 0,230 -45,692 149,533
Interacdo 7,421 45,119 0,164 0,876 -108,560 123,402

*IC = Intervalo de Confianca

Analisando a varidvel resposta A (duracdo da fase de adaptacio),
nota-se que o fator a, teve efeito significativo dentro da faixa estudada.
Verifica-se uma estimativa de queda do A de N. fischeri, quando este
fator passa de um nivel inferior (a,, 0,90) para um nivel superior (ay
0,99).

A Tabela 4.20 apresenta a ANOVA com a significAncia dos
fatores a,, e idade ao nivel de 90% de confianca.
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Tabela 4.20. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a varidvel A de N.
fischeri em suco de mamao.
Soma Graus Quadrado

ANOVA Quadrados Liberdade  Médio Fea p-valor
Idade (L) 63,59 1 63,59 0,031 0,867
Idade (Q) 788,55 1 788,55 0,387 0,561
a, (L) | 25195,39 1 25195,39 12,377 0,017
a, (Q 3805,73 1 3805,73 1,869 0,230
Interacdo 55,07 1 55,07 0,027 0,876

A curva de nivel e a superficie de resposta obtida para os fatores
ay versus idade para o pardmetro de crescimento A sdo apresentadas na
Figura 4.37.

I 250
B 200
1 150
= 00
[ El
Mo

Figura 4.37. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,,
versus idade sobre o pardmetro de crescimento A para N. fischeri em
suco de mamao.

Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.37) é possivel identificar a influéncia da a,, no fator de crescimento A,
independente da varia¢do da idade dos esporos. Por exemplo, os pontos
de maximo para A sdo encontrados na condi¢cdo de menor a, tanto na
maior quanto na menor condi¢do de idade. Nestas condi¢des de a,, 0
microrganismo precisa de mais tempo para se adaptar ao meio, ou seja,
estas sdo as condicdes que devem ser aplicadas pela industria.
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Considerando apenas o fator significativo para a varidvel resposta
A, a Equacgdo 4.7 apresenta o modelo da superficie de resposta obtido.

A=7523-56,12.q (4.7)

2.3.2. Analise de variancia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro p,,,, no crescimento de N. fischeri em suco de mamao

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes,
lineares e quadréticos, em U, S0 mostrados na Tabela 4.21. Os valores
foram considerados estatisticamente significativos quando p < 0,1.

Tabela 4.21. Efeitos dos fatores estimados sobre 0 parametro W, no
crescimento de N. fischeri em suco de mamao.

Fator Efeito  Erro Padrio t(5) p-valor  IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) -0,0008 0,002 -0,345 0,744 -0,007 0,005
Idade(Q) -0,0054 0,003 -1,970 0,106 -0,012 0,002

a, (L) 0,0004 0,002 0,152 0,885 -0,006 0,006

a,(Q) 0,0089 0,003 3,265 0,022 0,002 0,016

Interacio -0,0086 0,003 -2,658 0,045 -0,017 0,000

*IC = Intervalo de Confianga

Observando a varidvel resposta U, (velocidade especifica
maxima de crescimento), nota-se que o fator a, (quadritico) e a
interacdo entre a,, e idade tiveram efeito significativo dentro da faixa
estudada, quando estes fatores passam de um nivel inferior (a,, 0,90 e
idade 30 dias) para um nivel superior (a,, 0,99 e idade 90 dias

A Tabela 4.22 apresenta a ANOVA com a significincia dos
fatores a,, e idade ao nivel de 90% de confianca.

Tabela 4.22. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a varidvel i, de N.
fischeri em suco de mamao.

ANOVA Soma .Graus Qua(?raildo F., p-valor
Quadrados Liberdade Médio

Idade (L) | 0,000001 1 0,000001 0,119 0,744

Idade (Q)| 0,000041 1 0,000041 3,880 0,106

a, (L) | 0,000000 1 0,000000 0,023 0,885

a, (Q) [ 0,000112 1 0,000112 10,660 0,022

Interacdo | 0,000075 1 0,000075 7,066 0,045
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A curva de nivel e a superficie de resposta obtida para os fatores
ay, versus idade para o pardmetro de crescimento U,x sd0 apresentadas
na Figura 4.38.

L

LR R B RN

’-2,0 -1,5 -1,0 05 0,0 0,5 1,0 15 2,0
ldade

Figura 4.38. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,,
versus idade sobre o pardmetro de crescimento Uy, para N. fischeri em
suco de mamao.

Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.38) é possivel identificar a interacdo entre os fatores a,, e idade de
formacdo dos esporos. Este foi um caso isolado dentro de todo o estudo
desenvolvido e, portanto, para as conclusdes gerais do trabalho, a
influéncia da interagdo dos fatores sobre o pardmetro pp,.x para N.
fischeri em suco de mamao ndo serd levada em consideracio.

Considerando apenas os fatores significativos para a varidvel
resposta Umax, @ Bquacdo 4.8 apresenta o modelo da superficie de
resposta obtido.

Hoe =0,03440,0045. 5 *~0,0043.0. ¢ @38)

2.3.3. Analise de variincia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro A no crescimento de N. fischeri em suco de mamao

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes,
lineares e quadraticos em A serd apresentado na Tabela 4.23.
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Tabela 4.23. Efeitos dos fatores estimados sobre o pardmetro A no
crescimento de N. fischeri em suco de mamao.

Fator Efeito  Erro Padrio t(5) p-valor  IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) -1,181 0,923 -1,279 0,257 -3,555 1,193
Idade(Q) 0,343 1,099 0,312 0,768 -2,482 3,168

ay(L) 0,774 0,923 0,838 0,440 -1,600 3,148

a,(Q) 0,133 1,099 0,121 0,908 -2,693 2,958
Interacio -1,026 1,306 -0,785 0,468 -4,383 2,332

*IC = Intervalo de Confianca

Os fatores a,, e idade ndo foram significativos (p <0,1) para o
pardmetro A, nas faixas estudadas.

Analisando-se a influéncia dos fatores independentes a,, e idade
sobre os parametros de crescimento A, Un.x € A, observa-se que a a,, foi
estatisticamente significativa para os parimetros A € . € que a I ndo
foi significativa em nenhum dos parametros de crescimento estudados
para N. fischeri em suco de mamaio a p < 0,1, dentro da faixa estudada.

2.4. MODELAGEM DE CRESCIMENTO DE Neosartorya fischeri EM
SUCO DE ABACAXI

Os modelos de Gompertz Modificado e Logistico foram ajustados
aos dados experimentais de crescimento ao longo do tempo, obtidos
através da medida de didmetro da coldnia de Neosartorya fischeri em
suco de abacaxi, para cada experimento estabelecido no planejamento
experimental, conforme Tabela 3.2. Exemplos dos ajustes obtidos com
ambos os modelos as médias adquiridas nas duplicatas sdo apresentados
nas Figuras 4.39 para idade (I) de 60 dias e a,, de 0,95 e na Figura 4.40
para I de 60 dias e a,, de 0,99.
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Figura 4.39. Ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) & média das duplicatas dos dados de crescimento de N.
fischeri em suco de abacaxi na idade (I) de 60 dias e a,, de 0,95. As

barras representam o desvio padrio das duplicatas em cada ponto.
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Figura 4.40. Ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) a média das duplicatas dos dados de crescimento de N.
fischeri em suco de abacaxi na idade (I) de 60 dias e a,, de 0,99. As

barras representam o desvio padrao das duplicatas em cada ponto.

As condi¢des de crescimento representadas nas Figuras 4.39 e
440 foram escolhidas aleatoriamente para mostrar que ambos o0s
modelos de Gompertz Modificado e Logistico se ajustaram bem aos
dados experimentais. Contudo, o modelo de Gompertz Modificado



Capitulo IV — Resultados e Discussio 109

apresentou melhor ajuste aos dados experimentais na transicdo da fase
lag para a fase exponencial, comparado ao modelo Logistico.

Os parametros estatisticos que permitem comparar os modelos de
Gompertz Modificado e Logistico no crescimento de N. fischeri em suco
de abacaxi sdo apresentados na Tabela 4.24.

Tabela 4.24. Parametros estatisticos para validar o emprego dos modelos
de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) no crescimento de N.
fischeri em suco de abacaxi.

Fator Fator

Ensaio  Modelo MSE Bias Exatidso R?

1 GM 0,0309 1,0015 1,0004 0,9924
L 0,0409 1,0020 1,0005 0,9891

2 GM 0,0270 0,9989 1,0030 0,9772
L 0,0156 0,9932 1,0023 0,9751

3 GM 0,0355 1,0025 1,0006 0,9930
L 0,0231 0,9950 1,0052 0,9899

4 GM 0,0299 0,9949 1,0038 0,9962
L 0,0227 0,9955 1,0044 0,9931

5 GM 0,0344 1,0023 1,0010 0,9950
L 0,0301 0,9978 1,0029 0,9917

6 GM 0,0366 1,0027 1,0020 0,9930
L 0,0298 0,9996 1,0039 0,9900

7 GM 0,0390 1,0031 1,0031 0,9934
L 0,0304 1,0018 1,0011 0,9898

8 GM 0,0297 0,9987 1,0049 0,9921
L 0,0302 0,9977 1,0027 0,9882

9 GM 0,0438 0,9965 1,0133 0,9908
L 0,0326 1,0002 1,0008 0,9878

10 GM 0,0294 1,0006 1,0017 0,9806
L 0,0394 1,0035 1,0000 0,9776

11 GM 0,0365 1,0025 1,0014 0,9960

L 0,0302 0,9994 1,0004 0,9954
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Analisando a Tabela 4.24, pode-se concluir que ambos os
modelos apresentaram bom ajuste aos dados experimentais, uma vez
que o MSE foi préximo de 0, o Fator Bias e Fator de Exatidao préximos
aleoR? préximo de 1. Embora os modelos tenham apresentado
parametros estatisticos muito préximos, o modelo de Gompertz
Modificado (GM) apresentou melhor ajuste através da andlise de R*
(dados em negrito na Tabela 4.24).

A partir da andlise visual das Figuras 4.39 e 4.40 e do pardmetro
estatistico R> da Tabela 4.24, decidiu-se utilizar apenas os parametros de
crescimento obtidos através do ajuste com o modelo de GM.

Os valores dos parametros de crescimento de N. fischeri em suco
de abacaxi para cada ensaio do planejamento experimental, obtidos pelo
ajuste do modelo de Gompertz Modificado, sdo mostrados na Tabela
4.25.

Tabela 4.25. Parametros de crescimento N. fischeri em suco de abacaxi
obtidos pelo ajuste do modelo de Gompertz Modificado, no DCCR.

Ensaio Idade a,, A (h) Hpax (mm/h) A (mm)
1 51 0,93 96,2 0,015 10,3
2 69 0,93 71,7 0,012 13,0
3 51 0,96 91,9 0,034 14,6
4 69 0,96 68,2 0,030 21,0
5 60 0,99 97,7 0,030 21,1
6 90 0,95 102,7 0,024 12,1
7 60 0,90 184,3 0,035 6,8
8 30 0,95 71,0 0,021 17,4
9 60 0,95 69,3 0,028 8,6

10 60 0,95 87,2 0,021 18,2
11 60 0,95 98,1 0,023 11,2

Analisando a Tabela 4.25, observa-se através dos valores em
destaque que no ensaio 7, houve o maior tempo de adaptacdo
(184,3 horas) na condi¢do de ay, 0,90 e idade de 60 dias. Ao contrdrio,
no ensaio 4, houve o menor tempo de adaptacdo (68,2 horas) na
condi¢do de a, 0,96 e idade de 69 dias. De acordo com estes resultados,
se 0 suco de abacaxi estivesse contaminado com N. fischeri e fosse
armazenado a 30°C em a,, de 0,96, o produto seria rejeitado no terceiro
dia de vida de prateleira porque, nestas condigdes, a coldnia do fungo se
tornaria visivel em aproximadamente 68 horas.

Para Y ,x, 0 maior valor foi observado no ensaio 7 (0,035 mm/h)
sendo nas condicdes de a,, 0,90 e idade de 60 dias, e o menor valor foi
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para o ensaio 2 (0,012 mm/h) sendo nas condi¢des de a,, 0,93 e idade 69
dias.

No parametro A (didmetro médximo atingido pela colonia), o
ensaio 5 que apresentou maior valor de diametro (21,1 mm), sendo a,, de
0,99 e idade de 60 dias, e o ensaio 7 com o menor valor (6,8 mm), sendo
a,, de 0,90 e idade de 60 dias.

Os resultados da Tabela 4.25 foram submetidos a andlise
estatistica com a finalidade de esclarecer quais dos fatores estudados, ay
e idade, afetaram significativamente os pardmetros de crescimento de N.
fischeri em suco de abacaxi. Os fatores foram considerados
estatisticamente significativos quando p < 0,1. A andlise de varidncia e
de estimativa dos efeitos foi calculada através do software Statistica 6.0
e sdo apresentados nas Tabelas 4.26 e 4.27.

2.4.1. Analise de variincia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro A no crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes,
lineares e quadraticos, em A sdo mostrados na Tabela 4.26.

Tabela 4.26. Efeitos dos fatores estimados sobre o pardmetro A no
crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi.

Fator Efeito  Erro Padrao t(5) p-valor  IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) -1,455 21,701 -0,067 0,949 -57,239 54,330
Idade(Q) -10,989 25,829 -0,425 0,688 -77,386 55,407

ay(L) -34,047 21,701 -1,569 0,177 -89,832 21,737

a,(Q) 40,149 25,829 1,554 0,181 -26,248 106,545
Interacio -2,626 30,690 -0,086 0,935 -81,517 76,265

*IC = Intervalo de Confianca

Os fatores a,, e idade ndo foram significativos (p <0,1) para o
pardmetro A, nas faixas estudadas.

2.4.2. Analise de variancia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro L., no crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi

Os efeitos estimados para cada um dos fatores independentes,
lineares e quadréticos, em U« s30 apresentados na Tabela 4.27.
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Tabela 4.27. Efeitos dos fatores estimados sobre 0 parametro W, no
crescimento de. fischeri em suco de abacaxi.

Fator Efeito  Erro Padrao t(5) p-valor  IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) -0,000514  0,005754  -0,089346  0,932275 -0,015305 0,014277
Idade(Q) | -0,003683  0,006848 -0,537740 0,613819  -0,021287 0,013922

a,(L) 0,007441 0,005754 1,293188 0,252468  -0,007350  0,022232

a,(Q) 0,006249 0,006848 0,912492 0,403361  -0,011355  0,023854
Interacdo | -0,000578  0,008137  -0,071035 0,946124  -0,021495  0,020339

*IC = Intervalo de Confianca

Os fatores a,, e idade ndo foram significativos (p <0,1) para o
pardmetro Uy, nas faixas estudadas.

2.4.3. Analise de variincia e estimativa dos efeitos calculados para o
parametro A no crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi

A Tabela 4.28 apresenta os efeitos estimados para cada um dos
fatores independentes, lineares e quadriticos, em A. Os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando p < 0,1.

Tabela 4.28. Efeitos dos fatores estimados sobre o pardmetro A no
crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi.

Fator Efeito  Erro Padrio t(5) p-valor  IC*(-90%) IC*(+90%)
Idade(L) 0,395 3,025 0,131 0,901 -7,381 8,172
Idade(Q) 2,291 3,601 0,636 0,553 -6,964 11,547

a,(L) 8,081 3,025 2,671 0,044 0,304 15,857

a,(Q) 1,483 3,601 0,412 0,697 -1,773 10,739
Interacdo 1,860 4,278 0,435 0,682 -9,137 12,858

*IC = Intervalo de Confianga

Analisando a varidvel resposta A (didmetro mdximo atingido pela
coldnia), nota-se que o fator a,, teve efeito significativo dentro da faixa
estudada. Verifica-se uma estimativa de aumento de A de N. fischeri,
quando este fator passa de um nivel inferior (a, 0,90) para um nivel
superior (ay 0,99).

A Tabela 4.29 apresenta a ANOVA com a significAncia dos
fatores a,, e idade ao nivel de 90% de confianca.
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Tabela 4.29. ANOVA dos efeitos dos fatores sobre a varidvel A de N.
fischeri em suco de abacaxi.

Soma Graus Quadrado
ANOVA Quadrados Liberdade  Médio cal p-valor
Idade (L) 0,313 1 0,313 0,017 0,901
Idade (Q) 7,413 1 7,413 0,405 0,553
a, (L) 130,591 1 130,591 7,135 0,044
a, (Q 3,106 1 3,106 0,170 0,697
Interacdo 3,461 1 3,461 0,189 0,682

A curva de nivel e a superficie de resposta obtida para os fatores
ay versus idade para o parametro de crescimento A sio apresentadas na
Figura 4.41.

1-2,0 ‘ 15 -1,0 0,5 0,0 05 1,0 15 2,0
|[dade =

Figura 4.41. Curva de nivel e superficie de resposta dos fatores a,,
versus idade sobre o parametro de crescimento A para N. fischeri em
suco de abacaxi.

Analisando a curva de nivel e a superficie de resposta (Figura
4.41), a faixa de minimo valor de A pode ser identificada nas condi¢des
de minima a,,.

Considerando apenas o fator significativo para a varidvel resposta
A, a Equacdo 4.9 apresenta o modelo da superficie de resposta obtido.

A=12,65+404.g 4.9)
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Analisando-se a influéncia dos fatores independentes a,, ¢ idade
sobre os parametros de crescimento A, Un.x € A, observa-se que a a,, foi
estatisticamente significativa somente para o pardmetro A e que a [ ndo
foi significativa em nenhum dos parametros de crescimento estudados
para N. fischeri em suco de abacaxi a p < 0,1, dentro da faixa estudada.

3. DISCUSSOES SOBRE A INFLUENCIA DA VARIACAO DA
ATIVIDADE DE AGUA (a,) E DA IDADE DOS ESPOROS NO
CRESCIMENTO DE Byssochlamys nivea E Neosartorya fischeri EM
SUCOS DE FRUTAS

A Tabela 4.30 apresenta os dados estatisticos estimativa dos
efeitos e valores de p que representam a influéncia da variagdo dos
fatores a,, e I sobre os parametros de crescimento A, Um, € A de
Byssochlamys nivea e Neosartorya fischeri em sucos de mamio e
abacaxi.

Tabela 4.30: Estimativa dos efeitos e valores de p que representam a
influéncia da variacdo dos fatores a, e I sobre os parametros de
crescimento A, Umax € A de Byssochlamys nivea e Neosartorya fischeri
em sucos de mamao e abacaxi

Byssochlamys nivea Neosartorya fischeri
Suco Mamao Suco Abacaxi Suco Mamao Suco Abacaxi

Fator Parametro Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor Efeito p-valor

a A 104,670 0,0271 -194,194 10,0002 |-112,239 0,0170 -34,047 0,1775
v Minax 0,014 0,0490 0,020 0,0070 [ 0,008* 0,0223* 0,007 02525
I A 21,187 05587 34,194 0,1533 | -5,639 0,8666 -1,455 0,9492

Mma | -0,008 0,1793 -0,007 0,662 | -0,001 0,7441 -0,001  0,9323

* Valor referente ao fator a,, quadrético

O fator a, apresentou influéncia sobre os pardmetros de
crescimento A € U, de B. nivea para ambos os sucos analisados. Para
N. fischeri, este fator apresentou influéncia sobre os parametros de
crescimento apenas para o suco de mamao. Este fato pode ser associado
ao metabolismo do microrganismo e as diferengas fisico-quimicas do
suco de abacaxi em relagdo ao suco de mamao, como por exemplo, a
acidez. Em estudos anteriores utilizando 0os mesmos sucos comerciais,
Slongo (2004) encontrou valores de percentual de acidez de 0,5 para
suco de abacaxi e 0,28 para suco de mamio.

Gibson et al. (1994) reportaram que o final da vida de prateleira
do produto ocorre quando a coldnia de microrganismo atinge 3 mm,
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pois o consumidor passa a ver a coldonia. Sendo assim, didmetro de
coldonia maior que 3mm tem pouca importincia em termos industriais e
a influéncia do fator a,, e idade sobre o pardmetro de crescimento A nio
parece ser um dado relevante.

De forma similar ao encontrado nesta pesquisa, VALIK &
PIECKOVA (2001), estudaram o efeito da atividade de dgua em meio
de crescimento (Sabouraud Agar), utilizando diferentes concentracdes
de sacarose para ajuste da a,, para vdrios fungos termorresistentes, a
taxa de crescimento radial de Byssochlamys fulva passou de
6,66 mm/dia na a, de 0,90 para 0,86 mm/dia na a, 0,85, e para N.
fischeri a taxa de crescimento radial passou de 8,24 mm/dia na a,, 0,90
para 2,79 mm/dia na a,, 0,85. De acordo com GIBSON et al. (1994), que
estudaram a influéncia da atividade de dgua no crescimento de
Aspergillus flavus, a taxa de crescimento radial passou de 425 um/h na
ay de 0,99 para 70 um/h na a,, de 0,85. Estes dados indicam que a
quantidade de agua livre exerce um efeito importante na taxa de
crescimento dos fungos.

O fator idade ndo apresentou influéncia sobre os pardmetros de
crescimento A € Uy, de B. nivea e N. fischeri para nenhum dos sucos
analisados. Slongo (2004) verificou que o fator idade influencia na
termorresisténcia de N. fischeri em suco de mamao e de abacaxi. Até o
momento ndo foi encontrada nenhuma referéncia na literatura que
descreva a influéncia da idade dos esporos no crescimento de fungos
filamentosos termorresistentes.

4. ANALISE DA VARIACAO DA ATIVIDADE DE AGUA (a,) NO
TEMPO DE ADAPTACAO DO CRESCIMENTO DE
Byssochlamys nivea E Neosartorya fischeri EM SUCOS DE
FRUTAS

Considerando-se que o término da vida de prateleira dos sucos é
0 momento em que a coldnia do fungo torna-se visivel, o parAmetro A é
determinante para definir a vida de prateleira do produto.

Dentre os fatores estudados (ay e I), a a,, foi o fator de maior
influéncia sobre o crescimento dos fungos estudados. Nesta parte do
trabalho, analisou-se apenas a influéncia da a,, sobre o parimetro A para
ambos os fungos nos sucos de mamao e abacaxi, considerando-se todas
as idades estudadas.
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4.1. Byssochlamys nivea EM SUCO DE MAMAO

Conforme discutido anteriormente no planejamento experimental,
a idade dos esporos ndo tem influéncia sobre o pardmetro A, permitindo
que a média dos valores de A obtidos para as 5 condi¢des de idade em
cada condicdo de a, pudesse ser aplicada. A Figura 4.42 apresenta a
média dos valores de A de B. nivea em suco de mamao em funcio da ay,
para as diferentes idades estudadas.

400 -

350 -

*

0 ; ; T T T )
0,88 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 1,00

aw

Figura 4.42. Influéncia da a,, sobre a média dos valores de A de B. nivea
em suco de mamao, nas diferentes idades estudadas. A linha continua
mostra o ajuste de um modelo secunddrio empirico (poténcia) aos dados
obtidos.

Como ja discutido anteriormente, observa-se que a a,, influencia o
parametro A. Com estes dados foi possivel obter um modelo secundério
que descreve unicamente a influéncia da a, sobre o valor de A. Foi
utilizada uma equagio empirica, como modelo secunddrio, conforme
descrito por CORRADINI e PELEG (2005), sendo apresentada na
Equagdo 4.10.

-27,39

A=20,29.q R*=0,8833 (4.10)

‘ 2 .

Através do valor de R” e da Figura 4,42, pode-se observar que o
modelo secundédrio empirico da poténcia se ajustou bem aos dados
experimentais de crescimento.
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4.2. Byssochlamys nivea EM SUCO DE ABACAXI

A Figura 4.43 apresenta a média dos valores de A de B. nivea em
suco de abacaxi em fun¢do da a,, para as diferentes idades estudadas.

400 4
350 4
300 4
250 -

A(h)

200 -
150 -

100 -

0,88 0,90 0,92 0,94 0,96 0,98 1,00
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Figura 4.43. Influéncia da a,, sobre a média dos valores de A de B. nivea
em suco de abacaxi, nas diferentes idades estudadas. A linha continua
mostra o ajuste de um modelo secunddrio empirico (poténcia) aos dados
obtidos.

Como ja discutido anteriormente, observa-se que a a,, influencia o
parimetro A. Foi utilizada uma equacdo empirica, como modelo
secundério, conforme descrito por CORRADINI e PELEG (2005),
sendo apresentada na Equacao 4.11.

-20,49

A=4052.q R*=0,8535 (4.11)

‘ 2 .

Através do valor de R” e da Figura 4,43, pode-se observar que o
modelo secundério empirico da poténcia se ajustou bem aos dados
experimentais de crescimento.

4.3. Neosartorya fischeri EM SUCO DE MAMAO
A Figura 4.44 apresenta a média dos valores de A de N. fischeri

em suco de mamio em funcdo da a,, para as diferentes idades
estudadas.
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Figura 4.44. Influéncia da a,, sobre a média dos valores de A de N.
fischeri em suco de mamao, nas diferentes idades estudadas. A linha
continua mostra o ajuste de um modelo secunddrio empirico (poté€ncia)
aos dados obtidos.

Como ja discutido anteriormente, observa-se que a a,, influencia o
parimetro A. Foi utilizada uma equacdo empirica, como modelo
secunddrio, conforme descrito por CORRADINI e PELEG (2005),
sendo apresentada na Equacgdo 4.12.

-23,89

A=1947.4 R*=0,9925 (4.12)

z 2 .
Através do valor de R” e da Figura 4.44, pode-se observar que o
modelo secunddrio empirico da poténcia se ajustou muito bem aos
dados experimentais de crescimento.

4.4. Neosartorya fischeri EM SUCO DE ABACAXI

A Figura 4.45 apresenta a média dos valores de A de N. nivea em
suco de abacaxi em fun¢do da a,, para as diferentes idades estudadas.
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Figura 4.45. Influéncia da a,, sobre a média dos valores de A de N.
fischeri em suco de abacaxi, nas diferentes idades estudadas. A linha
continua mostra o ajuste de um modelo secunddrio empirico (poténcia)
aos dados obtidos.

Como ja discutido anteriormente, observa-se que a a,, influencia o
pardmetro A. Foi utilizada uma equacdo empirica, como modelo
secunddrio, conforme descrito por CORRADINI e PELEG (2005),
sendo apresentada na Equacgdo 4.13.

-12,89

A=4471.q. R*=0,9676 (4.13)

Através do valor de R* e da Figura 4.45, pode-se observar que o
modelo secundério empirico da poténcia se ajustou bem aos dados
experimentais de crescimento.

O modelo empirico que melhor se ajustou aos dados
experimentais foi o da poténcia, cuja equacdo descreve a relagdo entre A
e a,, que pode ser aplicada dentro da faixa de a,, estudada.



CAPITULO V

CONCLUSOES
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1. CONCLUSOES

A leitura do diametro das col6nias foi realizada por profundidade
em suco de mamao, para os fungos B. nivea e N. fischeri. Isto facilitou a
leitura, pois as col6nias apresentaram-se bem definidas. J4 em suco de
abacaxi, para ambos os fungos este fato ndo ocorreu, pois as coldnias se
apresentaram visiveis de forma dispersa apenas na superficie do suco,
diminuindo a precisdo da leitura.

Ambos os modelos primdrios utilizados, Gompertz Modificado e
Logistico, descreveram bem o crescimento de Byssochlamys nivea e
Neosartorya fischeri em sucos de mamdo e abacaxi. Entretanto, o
modelo de Gompertz Modificado se ajustou ligeiramente melhor do que
o modelo Logistico na fase de adaptacdo para os ensaios realizados, o
que pode ser comprovado através dos indices estatisticos R’, MSE,
Fator Bias e Fator de Exatiddo e da andlise visual das curvas.

A partir do delineamento composto central rotacional (DCCR),
foi possivel verificar a influéncia da a, e da idade de formagdo dos
esporos no crescimento de B. nivea e de N. fischeri em sucos de mamao
e de abacaxi.

Assumindo nivel de confianca de 90%, o fator a, foi
estatisticamente significativo para os pardmetros de crescimento A € U yax
para B. nivea em ambos o0s sucos, e para N. fischeri em suco de mamao.
O mesmo néo foi observado para o crescimento de N. fischeri em suco
de abacaxi. J4 o fator idade, ndo apresentou influéncia estatisticamente
significativa em praticamente todos os ensaios analisados. O Unico caso
onde a influéncia do fator idade ocorreu foi sobre o pardmetro de
crescimento A para B. nivea em suco de mamao.

O parametro de crescimento A foi influenciado pelo fator a,, no
crescimento N. fischeri e B. nivea em suco de abacaxi. J4 no
crescimento de B. nivea em suco de mamdo, o pardmetro A foi
influenciado pela a, e I, e para N. fischeri em suco de mamio, o
parimetro A ndo apresentou influéncia de nenhum dos fatores. Sendo
assim, neste estudo, a influéncia dos fatores a,, e I sobre o parimetro de
crescimento A ndo foi conclusiva.

Ao avaliar o crescimento de B. nivea, pode-se observar que no
suco de mamao o fungo apresentou o menor tempo de adaptacdo (A) e o
maior didmetro maximo atingido pela colonia (A), quando comparado
ao suco de abacaxi.
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Analisando o crescimento de N. fischeri, pode-se observar que no
suco de mamao o tempo de adaptacdo (A) do microrganismo foi menor
do que em suco de abacaxi.

A influéncia da a, sobre o parimetro de crescimento A foi
claramente demonstrada através de modelos matemdticos que podem ser
empregados para ambos os fungos e sucos analisados, independente da
idade do esporo, dentro da faixa de a,, estudada.

Os resultados desta pesquisa mostram que o valor de A variou de
18 a 322 horas (0,75 a 13,4 dias), sendo estes valores muito inferiores a
vida de prateleira pretendida pela indudstria (240 dias). A presenga de
fungos filamentosos termorresistentes que sobreviverem = ao
processamento térmico, aliado a temperatura ambiente normalmente
utilizada durante o armazenamento pode causar uma dréstica reducdo da
vida de prateleira do produto. O uso de refrigeracdo ou de outra forma

de controle € indispensdvel para manter os sucos de frutas estdveis
microbiologicamente durante o armazenamento.



SUGESTOES

Avaliar o crescimento de fungos filamentosos termorresistentes
pelo método de dosagem do ergosterol, uma vez que este método
também tem sido descrito na literatura para avaliacido do crescimento de
fungos;

E fundamental que as inddstrias de processamento de sucos
tenham implantado sistemas de qualidade que assegurem matérias-
primas de boa qualidade, com a realizacio de lavagem, selecdo e
sanitizagcdo adequadas para minimizar a presenca de fungos filamentosos
termorresistentes nas linhas de processamento.

Estudar o crescimento de fungos filamentosos termorresistentes
sob influéncia da a,, relacionada com a temperatura de armazenamento
dos sucos, com o objetivo de verificar a temperatura ideal de
armazenagem dos sucos, evitando o crescimento destes fungos.
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APENDICE I

CURVAS DE CRESCIMENTO DAS COLONIAS DE B. nivea E N.
fischeri EM SUCOS DE MAMAO E BACAXI, NAS a,, DE 0,93 E
0,96 NAS IDADES DE 51 E 69 DIAS.

LA. AJUSTE DOS MODELOS DE GOMPERTZ MODIFICADO E
LOGISTICO AOS DADOS EXPERIMENTAIS DE CRESCIMENTO,
OBTIDOS ATRAVES DA MEDIDA DE DIAMETRO DA COLONIA,
DE B. nivea EM SUCO DE MAMAO.

In Diametro

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Tempo (h)
¢« 090 = 093 a 095 ¢ 096 x 0,99 — Predito GM — Predito L

Figura A.1. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamao para

todas as a,, estudadas na idade de 51 dias. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.
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e 090 = 093 a 0,9 e 0,96 x 0,99—PreditoGM—PreditoL‘

Figura A.2. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamao para

todas as a,, estudadas na idade de 69 dias. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

In Diametro

0 50 100 150 200 250 300 350 400
Tempo (h)
¢ 30 = 51 A 60 e 69 x 90 — Predito GM ——Predito L

Figura A.3. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamao para

todas as idades estudadas na a,, de 0,93. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.
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In Diametro
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Figura A.4. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de mamao para
todas as idades estudadas na a,, de 0,96. A linha continua representa o
ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.

LB. AJUSTE DOS MODELOS DE GOMPERTZ MODIFICADO E
LOGISTICO AOS DADOS EXPERIMENTALIS, OBTIDOS ATRAVES
DA MEDIDA DE DIAMETRO DA COLONIA, DE CRESCIMENTO

DE B. nivea EM SUCO DE ABACAXI.
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Figura B.1. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para

todas as a,, estudadas na idade de 51 dias. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.
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Figura B.2. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para

todas as a,, estudadas na idade de 69 dias. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.
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Figura B.3. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para

todas as idades estudadas na a,, de 0,93. A linha continua representa o

ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos
dados experimentais.
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Figura B.4. Curvas de crescimento de B. nivea em suco de abacaxi para
todas as idades estudadas na a,, de 0,96. A linha continua representa o
ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e Logistico (L) aos

dados experimentais.

L.C. AJUSTE DOS MODELOS DE GOMPERTZ MODIFICADO E
LOGISTICO AOS DADOS EXPERIMENTAIS, OBTIDOS ATRAVES
DA MEDIDA DE DIAMETRO DA COLONIA, DE CRESCIMENTO

DE N. fischeri EM SUCO DE MAMAO.
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Figura C.1. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as a,, estudadas na idade de 51 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.
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Figura C.2. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as a,, estudadas na idade de 69 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.
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Figura C.3. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as idades estudadas na a,, de 0,93. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.
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Figura C.4. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de mamao
para todas as idades estudadas na a,, de 0,96. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.

LD. AJUSTE DOS MODELOS DE GOMPERTZ MODIFICADO E
LOGISTICO AOS DADOS EXPERIMENTAIS, OBTIDOS ATRAVES
DA MEDIDA DE DIAMETRO DA COLONIA, DE CRESCIMENTO
DE N. fischeri EM SUCO DE ABACAXI.
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Figura D.1. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as a,, estudadas na idade de 51 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.
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Figura D.2. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as a,, estudadas na idade de 69 dias. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.
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Figura D.3. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as idades estudadas na a,, de 0,93. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.
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Figura D.4. Curvas de crescimento de N. fischeri em suco de abacaxi
para todas as idades estudadas na a,, de 0,96. A linha continua
representa o ajuste dos modelos de Gompertz Modificado (GM) e
Logistico (L) aos dados experimentais.



