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RESUMO

O consumo de bebida de uva pasteurizada, pronta para beber, vem
aumentando nos ultimos anos no Brasil. No ano de 2001, o consumo nacional foi
de 11 milhdes de litros, enquanto que nos primeiros 9 meses de 2002 este valor ja
ultrapassou 17 milhdes, segundo Tetra Pak (2002). Com intuito de melhorar a
qualidade microbioldgica do produto, desde o inicio de sua producao até o final da
linha de processo, foi realizada esta pesquisa, com base na investigacao da
presencga de bolores termoresistentes e ndo termoresistentes em bebida com pH:

3,0 e ? Brix: 14, produzida a partir das variedades Ceiber e Concordia.

As analises realizadas incluiram desde a matéria-prima até o produto final,
além da verificacdo da microbiota fungica apés 3 meses de vida util do produto, a
fim de se obter um produto microbiologicamente estavel sob condicdes de

armazenamento e, portanto, seguro para o consumidor.

A amostragem foi realizada num total de 9 pontos, da linha de
processamento, em cada uma das 6 coletas. No periodo de 27/01/2002 a
03/03/2002, foram feitas andlises de 6 lotes do produto.

A metodologia empregada para quantificacdo de bolores termoresistentes
foi a descrita por Beuchat & Pitt (1992) com modificagbes preconizadas por
Baglioni (1998); ja para bolores e leveduras comuns foram utilizadas as anélises
preconizadas pelo Compendium of Methods for the Microbiological Examination of
Foods (A.P.H.A.) e Splittstoesser et al (1993).

Durante as andlises dos 6 lotes amostrados, foram isoladas 25 linhagens
fungicas dentre as quais 24 apresentaram comportamento totalmente distinto,
vindo posteriormente a confirmar sua termoresisténcia, apds aplicacdao de choques
térmicos seletivos. Os lotes 2 e 3 mostraram maior nivel de contaminagao por

bolores termoresistentes apresentando 4,8 e 3,5 esporos /100ml, respectivamente,
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mesmo assim, a incidéncia foi baixa em geral menor que 5 esporos/100ml em
todos os lotes. O lote 1 foi o responsavel pela maior parte dos isolados

termoresistentes, com 48% de cepas, representando 12 fungos diferentes.

A incidéncia de leveduras em todos os lotes, foi alta e semelhante entre

lotes, apresentando média de 7,55 x 10° UFC/ml, na matéria prima.

Com intuito de demonstrar maior capacidade de resisténcia térmica de
esporos mais velhos, foram utilizados esporos com idade de 1 més e 3 meses.
Todos os isolados, de ambas as idades, foram submetidos a choques térmicos
programados que variaram de 85°C/15 min a 115°C/15 min. O isolado mais
termoresistente, com 1 més de idade, sobreviveu a 100°C/55 min, e foi identificado
como Neosartorya fischeri, com parametros de Dgs°c= 1,66 min e Z= 11,98° C. Ja
o isolado de idade de 3 meses sobreviveu a 110°C/10 min e foi identificado
também como Neosartorya fischeri, com parametros de Dgs’c= 1,96 min e Z=
16,29° C. Os parametros cinéticos foram obtidos por linearizagdo de Alderton &

Snell (1970) devido ao comportamento ndo logaritmico de ambos os fungos.

O processamento foi capaz de eliminar a contaminacao fungica no produto
final e nao se detectou bolores em produto final e produto final apds 90 dias de
vida util. Existe, porém, a possibilidade de que bolores como Neosartorya fischeri
sejam capazes de permanecer viaveis apds o processo de pasteurizacao utilizado
pela maioria das industrias processadoras de bebida de uva, que aplicam
bindbmios que variam entre 90-92°C/30 seg, devido a sua grande capacidade de

termoresisténcia.
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ABSTRACT

In Brazil the consuption of ready to drink pasteurized grape juice has
increased in the last few years. In 2001, the national consumption was 11 million
liters, however, in the first nine months of 2002, this number exceeded 17 million
liters (Tetra Pak, 2002). The aim of this study was to quantify the incidence of heat-
resistant and non heat-resistant molds in the production line of juice formulated
from Ceiber and Concordia grapes (pH: 3,0 and 14°Brix).

The analysis was carried out from the raw material up to the final product,
and after 3 months of shelf-life to obtain the microbiological security of the product.

Nine (9) points from the processing line were sampled for each batch. Six
(6) production batches were analyzed from January 27", 2002 to March 3", 2002.

The method of Beuchat and Pitt (1992) was used to quantify the heat-
resistant molds with the modifications suggested by Baglioni (1998). Common
molds and yeast were anayzed according to the Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods (A.P.H.A.) (1992), and Splittstoesser et al
(1993).

Twenty-five (25) mold strains were isolated from the 6 batches, of which 24
showed completely different bahavior. Heat-resistance was confirmed in all of the
24 strains, after selective heat shocks. Batches 2 and 3 showed greater
contamination with heat-resistant molds, showing 4,8 and 3,5 spores/100ml
respectively in the raw material, however in general the contamination level with
heat-resistant strains was low, normally less than 5 spores/100ml. Batch 1 was
responsible for the greatest variety of strains, 48% of the total, equivalent to 12

different molds.
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The highest incidence of yeasts was observed in the raw material, with
levels of up to 10° CFU/m.

To confirm the greater heat-resistance of older spores when compared with
younger spores, the heat-resistance test was carried out with 1 month and 3
months old spores. All the isolates, of both ages, were submitted to programmed
heat shocks from 85°C/15 min up to 115°C/15 min. The most heat-resistant 1
month old mold spore survived 100°C/55 min and was identified as Neosartorya
fischeri with Dgs°c= 1,66 min and Z= 11,98° C. The most heat-resistant 3 months
old mold survived 110°C/10min and was also identified as Neosartorya fischeri with
Dos’c= 1,96 min e Z= 16,29° C. The kinects parameters were realized using
Alderton & Snell (1970) methodology becouse both molds present non logaritmical
behavior.

The process used was able to eliminate the mold contamination and its
presence was not detected in the final product or in the final product after 3 months
of shelf life. Nevertheless, molds like Neosartorya fischeri may survive the juice
pasteurization process of 90-92°C/30 seconds commonly used in industry,

because of the high heat-resistance of this mold.
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1- INTRODUCAO

Os sucos de frutas vém sendo consumidos ja ha alguns séculos pela
populagdo mundial. Até o século XIX, a fermentagdo e conversdo de suco em
vinhos e cidras era a unica maneira de atingir a preservagdo. No entanto, em
1869, uma industria de sucos americana, conseguiu inserir no mercado o primeiro
suco de frutas ndo fermentado, sendo este um suco de uvas. A partir disto,

introduziu-se o conceito de pasteurizacao para preservacao de sucos de frutas.

Antigamente, o consumo de suco de frutas era restrito a ocasides especiais.
Com o incremento das técnicas de preservacao, esta bebida popularizou-se e hoje
seu consumo ainda continua atingindo altos indices quando relacionado com o
aumento de pessoas que procuram um estilo de vida saudavel, buscando

principalmente nos sucos integrais um suplemento vitaminico ou nutricional.

Os sucos citricos sdo consumidos em larga escala e atingem 50% do
comércio internacional. Outros sucos muito populares sdo o de macga seguido pelo
de uva e abacaxi. Uma grande variedade de outros tipos de suco sdo produzidos,

mas seu volume é relativamente pequeno quando comparado aos demais.

Apesar do surgimento de novas técnicas de conservacao, 0s sucos ainda
sdo um dos itens alimentares de grande perecibilidade, pois dependem de fatores
como manipulagdo correta na colheita dos frutos, boas técnicas de selegédo e
processamento, armazenagem adequada, correto procedimento adequado de
sanitizagdo dos equipamentos envolvidos no processo, além de outros cuidados
que devem ser tomados para que haja diminuicdo da carga microbioldgica do
produto. Isto é um fator preocupante para o consumidor com relagdo a qualidade
do produto, como também para as industrias que fabricam o alimento, afinal as
uvas de melhor qualidade sdo destinadas para produgéo de vinhos, enquanto que,

as de qualidade inferior vao para producéao de sucos.



Os microrganismos envolvidos na deterioragéo de sucos de frutas séo os
que conseguem manter suas caracteristicas de reproducao inalteradas, quando
em contato com pHs relativamente baixos (igual ou inferiores a 3) como os
encontrados em sucos de frutas. Entre estes incluem-se leveduras, mofos,
bactérias lacticas e acéticas. No caso de sucos que sofreram tratamento térmico
como pasteurizagcdo ou outros, os microrganismos de maior relevancia sao os

fungos termoresistentes (Branen, 1993).

Os fungos remanescentes do tratamento térmico poderdo causar problemas
nos sucos pela capacidade de alterar as caracteristicas organolépticas como
mudancas de cor, sabor, odor e até a producdo de “off-flavor” (formacéo de

sabores estranhos nos alimentos) (Tournas, 1994).

No entanto, o aspecto de maior relevancia na deterioracdo fungica é a
formagédo de micotoxinas. Hoje ja se conhecem mais de 400 tipos de micotoxinas
e este numero cresce a cada dia. Os principais efeitos toxicos causados pela
exposicao as micotoxinas sdo os problemas com imunossupressao e a formagao

de diferentes tipos de canceres (Frisvad & Samson, 1991).

Um outro aspecto a ser considerado é o aumento progressivo de producao
e consumo de bebida de uva pronto para beber no pais. A titulo de ilustracéo,
segundo Tetra Pak (2002), o consumo nacional em 2001 atingiu o volume de 11
milhdes de litros, e nos primeiros 9 meses do ano de 2002, o montante foi
ultrapassado excedendo 17 milhdes de litros. E importante ressaltar que a uva é

uma fruta produzida em larga escala nas regiées Sul e Sudeste do pais.

Com base nesta discussao, nota-se a importancia de analisar este tipo de
produto, principalmente os que passaram por algum tratamento térmico, para
garantir que o nivel de contaminacao esteja dentro de parametros permitidos pela
legislagdo. Também, ressalta-se, a necessidade de identificar a incidéncia de

fungos termoresistentes e, dentre eles 0s que apresentam maior resisténcia



térmica, priorizando-se assim a qualidade do produto final e evitando que,

futuramente, este tipo de fungo possa contaminar uma planta industrial.

Um ultimo fator a ser considerado é a escassez de estudos deste tipo de
suco no Brasil. Outros paises ja desenvolvem pesquisas nesta area com alguns
avangos, enquanto que, em nosso pais ndao se encontram publicacdes de

relevancia sobre o assunto.

Assim, vale ressaltar que este trabalho teve como principais objetivos o
isolamento de linhagens fungicas termoresistentes em linha de processo e no
produto final, bem como a identificacdo da cepa mais termoresistente com o

estabelecimento dos pardmetros cinéticos de resisténcia térmica da mesma.

O presente trabalho fez parte de um projeto maior de Seguranca
Microbiolégica de Sucos e Drinques, envolvendo a EMBRAPA, PRODETAB,
UNICAMP (Laboratério de Termobacteriologia) e as Industrias Processadoras de
Sucos, responsavel pela avaliagdo da microbidta de sucos principalmente os
microrganismos patogénicos e deteriorantes e em conjunto com estabelecimento
de programas de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC).



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1- Importancia de Fungos Comuns e Leveduras em Alimentos

Os fungos e leveduras constituem um grande grupo de microrganismos
que, em sua maioria, podem ser encontrados no solo e no ar (Eiroa, 1985). Devido
a sua capacidade de adaptacao a diferentes condigdes, os fungos e leveduras séo
freqUentemente encontrados como contaminantes em alimentos, equipamentos de
processo sanitizados de maneira inadequada, assim como em alimentos

subprocessados (Mislivecet al. 2001).

Malletroit et. al. (1990) demonstraram que suco de uva, ndo pasteurizados,
possuem contaminagdo de 10° a 10’ UFC/ml, dependendo da época do ano,
normalmente o periodo de safra do produto costuma ser mais contaminado do que

na entressafra.

As leveduras sao raramente envolvidas em casos de deterioracdo de sucos
pasteurizados, devido a sua baixa resisténcia térmica. Estes microrganismos
podem estar relacionados com o0 processo deteriorante na recontaminacao pés
processo ou em casos de processos térmicos deficientes. Os principais produtos
da fermentagdo, causada pelas leveduras, sdo o CO2 e o etanol e sua maior
conseqliiéncia esta relacionada com o estufamento de embalagens (Porreta,
1992).

Diferentemente das bactérias, os fungos e leveduras podem iniciar seu
crescimento em pHs acidos, crescendo numa faixa de 2 a 11 (Tournas, 1994).
Com relagdo a temperatura, a faixa de crescimento é bastante ampla variando de
5 a 35°C, com espécies podendo crescer abaixo e acima destes valores (Mislivec
et al. 2001).



Ainda segundo Mislivec et al. (2001) as leveduras e os fungos podem
causar diferentes niveis de decomposicdo que variam conforme o grau de
invasdo. O crescimento de fungos e leveduras pode ser manifestado por pontos
de podridao, formagédo de crostas, secrecao limosa, micélio branco ou de cores
variadas, bem como, presenca de esporos. O fato de ndo se observar crescimento
visual, ndo significa que o produto ndo esteja contaminado por estes

microrganismos.

As metodologias utilizadas para deteccdo de fungos comuns e leveduras
nao variam muito de autor para autor, sendo bastante semelhantes. Mislivec,
Beuchat and Cousin, (2001), preconizam um método considerado, reconhecido e
indicado nos padrées da ANVISA (2001).

Splittstoesser et al (1993) em suas pesquisas comprovaram a obtencéo da
mesma recuperacdo de esporos e células, comparando os métodos de
plagueamento em profundidade com o de plaqueamento em superficie,

demostrando que a utilizagdo do método profundidade é perfeitamente viavel.

2.2- Fungos Termoresistentes em Alimentos

A maior parte dos fungos sdo pouco termoresistentes a exposi¢ao ao calor.
Algumas espécies com maior resisténcia térmica produzem ascosporos que
posteriormente provocardo a deterioracdo do alimento processado. (Tournas
1994; Baglioni 1998). A pasteurizagdo, normalmente aplicada a produtos vegetais
acidos, ativa ascOsporos dormentes, que iniciardao o processo de germinacao,

causando deterioragdo no produto final (Enigl et al. 1993).

A caracteristica dos bolores termoresistentes é a formacéao de ascésporos
(grupo dos Ascomicetos) resistentes, sendo que a forma e disposi¢cdo destes

esporos podem variar com o tipo, as espécies e linhagens de microrganismos



(Tournas, 1994). Os géneros de interesse na area de alimentos normalmente
produzem ascos e ascdsporos, sendo que estes podem estar dentro de um corpo
esférico de parede lisa, denominado cleistotécio (géneros Eupenicillium spp e
Neosartorya spp), ou em corpos de paredes formadas por hifas entrelagadas,

gimnotécio (género Talaromyces spp) (Pitt & Hocking, 1985).

Sendo assim, a ocorréncia de deterioracdo pela formagdo de ascosporos
termoresistentes sdo comuns aos géneros Byssochlamys, Neosartorya,
Talaromyces e Eupenicillium (Tournas 1994 e Rajashekhara et al 2000).

Segundo Suresh et al. (1996), a espécie Neosartorya fischeri é de extrema
importancia, pela sua freqiéncia de detec¢do, em suco de uva. Estes autores
encontraram uma cepa capaz de resistir 100°C/12 minutos, sendo que os valores
Dgo°c e Z foram 46,6 minutos e 6,9°C, respectivamente. Ja para King et al. (1979)
as espécies de maior relevancia em suco de uva sado os fungos Byssochlamys
fulva e Byssochlamys nivea. Desta maneira, os autores fizeram uso destas duas
cepas para controle de pardmetros cinéticos relacionados com conservantes em

suas pesquisas.

Os fungos acima mencionados fazem parte do sub-reino Ascomicotina e
sdo chamados Ascomicetos. Como caracteristicas, estes fungos apresentam um
micélio vegetativo septado e hapléide, suas estruturas reprodutivas sexuais sdo os
ascomatas, que abrigam ascos de formato globoso a subgloboso, que por sua vez
podem ser ornamentados com 8 ascésporos originando o significado do nome

Ascomiceto recebido pelo grupo (Samson & van Reenen-Hoekstra, 1988).

Os mesmos autores acima referenciados mencionaram que o estado
formador de ascos, mais conhecido como estado teleomérfico (fungo perfeito),
esta sempre acompanhado de um ou mais estados reprodutivos assexuados
denominado estado anamorfico. Desta maneira, a maioria dos Deuteromicetos

(fungos imperfeitos), sdo o ciclo de vida anamorfico dos Ascomicetos. Assim, as



espécies anamérficas (Deuteromicetos) representativas dos Ascosmicetos sao
encontradas como Penicillium, Paecilomyces, Basipetospora, e Aspergillus.

2.1- Byssochlamys e Paecilomyces (estado anamérfico)

Os fungos deste género sao caracterizados pela auséncia de cleistotécio,
gimnotécio ou qualquer outro corpo que envolva o0s ascos durante o
desenvolvimento. Os ascos de Byssochlamys sao produzidos em cachos
irregulares e abertos, contendo geralmente oito ascdsporos em associagdo por
fragmentos de hifas brancas. Para formagao de ascésporos, os fungos devem ser
incubados a uma temperatura préxima a 30° C (Pitt & Hocking, 1985).

A incidéncia de Byssochlamys em frutas e posteriormente nos seus
derivados foi detectada por Splittstoesser et al. (1970) e Beuchat & Rice (1979).
Segundo estes pesquisadores, isto se da pelo contato direto das frutas com o
solo. Ascésporos de Byssochlamys podem permanecer no solo em estado latente,
e durante o periodo de frutificagcdo, contaminarem os frutos, conseguindo assim
penetrar no ambiente industrial (Eiroa, 1985 e Jesenka et al 1993). Por estas

razées, frutas como a uva podem ser um abrigo para fungos termoresistentes.

Beuchat & Rice (1979) relatam que ascosporos de Byssochlamys sao
capazes de sobreviver em suco de frutas mesmo apos tratamento térmico, e que,
as altas temperaturas utilizadas para inativacdo além de causarem perda da
qualidade do produto ainda ndo sao suficientes para que se obtenha completa
eliminacdo. Segundo Bayne and Michener (1979), ascosporos deste fungo podem

sobreviver a aquecimento térmico de 90°C durante 25 minutos.

Maunder (1969) e Splittstoesser et al. (1970) demonstraram a deterioragao
em sucos e concentrados por Paecilomyces variotii. Maunder (1969) constatou a



presenca do mesmo microrganismo em trés tipos de sucos processados, entre

eles o de uva além dos de maga e ameixa, ambos processados.

Durante as analises de suco de morango pasteurizado e preservado com
benzoato de sodio e sorbato de potassio, Salomao (2002) conseguiu isolar uma
cepa de Byssochlamys fulva demonstrando a resisténcia termoquimica deste

microrganismo.

Recentemente, vem-se atribuindo ao Paecilomyces e também a algumas
espécies de Fusarium a capacidade de sobrevivéncia a choques térmicos de 95°C
por 10 a 20 segundos devido, principalmente, a observacdo de estruturas de
paredes grossas, assim como hifas e clamidosporos. A importancia da resisténcia
térmica destas espécies para a industria de enlatados ainda n&o foi devidamente
investigada, e ja foram encontradas espécies de P. variotti em alimentos em fase
de degradagdo que sofreram pasteurizagdo de 93° C por 5 minutos. Outro fato
importante € o destas espécies também serem sorbato resistente (Pieckova,
2000).

2.2.2- Neosartorya

Os ascésporos deste género de fungo sao produzidos em ascos denotando
a colénia um aspecto granular. A Unica espécie significante na deterioracdo de
alimentos é Neosartorya fischeri (Pitt & Hocking 1985; Baglioni 1998).

Este fungo, quando cultivado em MEA (Agar Extrato de Malte), apresenta
coloracdo branca, variando até creme, aspecto granular devido a grande
concentragdo de ascomatas, com reverso creme. Microscopicamente podem ser
visualizados ascomatas com tamanho de 80-150 um de didmetro, contendo ascos

(8 ascosporos) globosos medindo 8-10 x 10-12 um. Os ascédsporos deste fungo



sao biconvexos (6-7 x 4 um), possuem uma fenda equatorial e caracterizam-se por

sua superficie irregular (Samsom, 1988).

E discutido, na maioria das pesquisas, que o fungo Neosartorya fischeri
possui uma fase anamoérfica do género Aspergillus (A. fischeri), que apresenta
uma resisténcia térmica menor quando comparada com a forma sexuada

caracterisada pela resisténcia térmica da espécie (Tournas 1994).

Devido ao fato dos ascésporos serem termoresistentes, estes sdo capazes
de sobreviver a rotina de pasteurizacao sofrida por produtos derivados de frutas e
assim, podem ocasionar deterioracdo pds-pasteurizacdo com germinagao e
posterior crescimento (Conner and Beuchat 1987). Ascdsporos deste fungo podem
sobreviver a tratamentos térmicos de 100° C por 12 minutos (Pitt & Hocking,
1985). Ja Baglioni (1998) demonstrou em seus estudos que este mesmo fungo
suportou um aquecimento de 100° C por até 25 minutos.

Baglioni (1998) também relatou que os fungos termoresistentes sao
importantes, pois, além de sobreviverem ao tratamento térmico de pasteurizagao
possuem grande relevancia quando se considera a pré-contaminacdo da matéria
prima, pois podem aparecer na planta de processo por falta de procedimentos
adequados de higienizacdo. Ja uma das causas principais de deterioracado € a
recontaminacdo do produto por fungos pds-processo, especialmente no que diz
respeito a contaminagcdo durante o envase. Estes contaminantes podem causar
mudangas organolépticas e favorecer o desenvolvimento de outros
microrganismos por aumentarem o pH do produto, causando um fenémeno
conhecido como metabiosis ja constatado por Gomez et al. (1989). O fungo N.
fischeri € uma das espécies com maior capacidade de elevar o pH dos produtos
favorecendo a producao de toxinas por Clostridium botulinum nas proximidades ou

abaixo do crescimento micelial (Baglioni, 1998).



Durante uma pesquisa de investigacdo de fungos termoresistentes em
frutas, Suresh et al (1996) mostram que uma espécie de fungo isolado de uvas
apresentou-se moderadamente resistente a temperatura, e mais tarde, este

microrganismo foi identificado como sendo Neosartorya fischeri.

Rajashekhara et al (2000) realizaram um estudo com suco de uva e manga
onde analisaram comparativamente as temperaturas de ativagdo de esporos
termoresistentes de fungos como N. fischeri. Estes pesquisadores utilizaram
indculos de 10* esporos/ml e observaram que os ascésporos de N. fischeri podiam
sobreviver por mais de 300 minutos quando expostos a temperaturas de 70, 75 e
80° C. Segundo os mesmos autores, geralmente a porcentagem de inativagdo
térmica de ascosporos em suco de uva é menor do que em suco de manga, e a
natureza protetora de certos constituintes do suco de uva (como os acidos

organicos) € que influenciam este fenbmeno.

Gumerato (1995) isolou o fungo Neosartotya fischeri presente em polpa de
macga, sendo que o mesmo microrganismo foi isolado na matéria prima, e no
concentrado de macga, mesmo depois deste ultimo produto ter passado por efeitos
térmicos da pasteurizacdo e concentracdo, demostrando potencial de resisténcia
térmica do isolado.

Salomao (2002) durante suas pesquisas, em suco de maca, isolou cepas
de Neosartorya fischeri, Byssochlamys fulva e Eupenicillium, sendo que dentre
estes fungos, a cepa de N. fischeri demonstrou ser a mais termoresistente em
comparagao com os demais. Este fungo apresentou valores de Dgo°c 312,5 min,
Dgs°c = 38,61min e Dgp°c = 2,20min, quando se utilizou para os ensaios de
resisténcia suco de maca com pH 4,5.
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2.2.3- Talaromyces

Este género é caracterizado pela producdo de gimnotécios brancos ou
amarelados em associagao com o estado anamérfico caracteristico de Penicillium,
Paecilomyces ou Geosmithia. Gimnotécio € o ascocarpo (sacos onde 0s ascos
sao produzidos) composto por hifas finas entrelagcadas resultando numa estrutura
mais ou menos fechada de tamanho indeterminado. A espécie mais comumente
isolada de alimentos acidos termoprocessados é Talaromyces flavus que
geralmente produz coldnias amarelas em MEA (Agar extrato de malte) devido &
pigmentagao tanto do micélio como dos gimnotécios, entretanto existem linhagens
que desenvolvem coloragdo avermelhada (Pitt & Hocking 1985; Splittstoesser
1991; Baglioni 1998).

Talaromyces é uma variedade de fungo encontrado com facilidade em
frutas e produtos derivados, responsavel pela deterioracdo dos mesmos. Os
ascosporos produzidos por este fungo sdo extremamente resistentes e podem
sobreviver de 5 a 12 minutos a aquecimento de 100° C (Pitt & Hocking 1985;
Tournas 1994).

Salomao (2002) constatou em suas pesquisas que o fungo Talaromyces
spp, € um dos géneros mais comuns encontrados em suco de polpas comerciais
congeladas de morango. Estes resultados estdo de acordo com os obtidos por
Aragao (1989), que considera este fungo filamentoso o0 segundo mais relevante no
levantamento de contaminantes fungicos realizado em polpa de morango,

perdendo somente para Eupenicillium.

2.2.4- Eupenicillium

Tournas (1994) relatou em sua pesquisa o0 isolamento do fungo
Eupenicillium brefeldianum, como principal microrganismo responsavel pela

deterioragdo de sucos na Africa.
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Segundo Pitt & Hocking (1985), o fungo Eupenicillium spp, tem capacidade
de produzir esporos de parede lisa, com formato esférico a ovéide, sendo comum
a visualizagdo de cleistotécio que, posteriormente, liberara no meio ascos
contendo 8 ascoOsporos. Suas caracteristicas de crescimento em CYA (Czapek
Yeast Agar) sdo de crescimento rapido e denso, com micélio amarelo e pouco

exudado sem cor, sendo seu reverso usualmente ambar.

Aragéo (1989) demonstrou em seus estudos em suco de morango que a
espécie de maior incidéncia se tratava de Eupenicillium com capacidade de
resisténcia térmica maior do que citada por outros autores, apresentando Dgy°c=
14,5 minutos.

2.2.5- Leveduras

Outra fonte de contaminacao, encontrada com facilidade em sucos apés a
pasteurizacdo, sdo os ascosporos de leveduras termoresistentes (Splittstoesser et
al,. 1970). Todos estes microrganismos ndo sao exclusivos de sucos podendo
atingir outros alimentos processados derivados de frutas.

2.3- Producao de Micotoxinas por Fungos Termoresistentes

Alteragdes causadas pela deterioracdo proveniente de fungos e leveduras
s&o importantes por promoverem mudancas de natureza sensorial no produto,
além de causarem uma modificacdo de textura dos alimentos seguido da
fermentacdo de agucares, producdo de acidos, gazes e outros (Huis int Veld,
1996) no entanto, o problema realmente relevante € a capacidade de alguns

fungos filamentosos de sintetizarem as micotoxinas.
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As micotoxinas sdo metabdlitos secundarios, produzidos por alguns fungos
filamentosos, que aparecem como resultado do crescimento do microrganismo.
Estas substancias causam respostas téxicas classificadas como micotoxicoses. A
ingestao de micotoxinas por seres humanos se da pelo consumo de alimentos
contaminados, que possuem residuos ou o0 metabdlito presente. (Sweeney &
Dobson, 1998).

Os sucos de uvas sao passiveis como o0s outros alimentos de
contaminagdo, e o microrganismo termoresistente de maior interesse na produgao
de micotoxinas é o género Byssochlamys. Os metabdlitos produzidos por este
fungo sdo: Patulina, Acido Byssochlamico, Byssotoxina A, Asymetrina e Variotina,
como ja constatado nas pesquisas de Beuchat & Rice (1979) e Rice (1980).
Outros fungos como Neosartorya fischeri, bem como Eupenicillium sao capazes
também de produzir toxinas citadas por Tournas (1994) como Fumitremorgina A e
C, Verruculogena, Fischerina além de Eupenifeldina, se mostrando tao
preocupantes quanto as anteriores ja citadas.

Frisvad & Samson (1991) em sua pesquisa mostraram que ja foram
identificadas mais de 400 tipos de micotoxinas diferentes, no entanto as de maior

relevancia para analises em suco de uva sao estas ja citadas.

2.3.1- Patulina

A patulina € uma micotoxina proveniente de Aspergillus (A. clavatus, A.
terreus), Penicillium (P. urtical, P expansum) e Byssochlamys (B. nivea, B. fulva).
A patulina é considerada toxica para microrganismos, plantas e animais, além de

perigosa a saude humana (Tournas, 1994).

Primeiramente, esta micotoxina foi descrita como um antibiético, sendo

posteriormente comprovado seu alto grau de toxicidade para tal fim. Autores como
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Beuchat & Rice (1979) mostraram em suas pesquisas, que espécies de B. fulva e
B. nivea foram capazes de produzir esta micotoxina, quando o fungo se
desenvolveu em produtos armazenados a temperatura ambiente, as frutas mais
atingidas foram maca, abacaxi, uva e morango. Com relagdo aos sucos, 0S
mesmos autores constataram que uma espécie de B. fulva previamente inoculada,

mostrou-se capaz de produzir patulina em 11 das 13 amostras preparadas.

Scott e Somers (1968) estudaram a estabilidade térmica da patulina em
diferentes sucos, utilizando temperaturas variando de 22 a 80°C e constataram
que, em concentragdo de 4 mg/l, apds tratamento térmico de 80°C/10 min e
80°C/20 min, a toxina foi detectada em concentragcbes de 50% e 45%

respectivamente, quando comparada com a inicial.

Lovett e Peeler (1973) constataram em suas pesquisas que a patulina é
estavel a aquecimento de 100°C por 15 minutos, e torna-se mais resistente a
destruicdo na faixa de pH entre 3,5 e 5,5. Ambos os valores D e Z, aumentaram

quando o pH foi reduzido, indicando maior termoestabilidade frente a pHs acidos.

2.3.2- Acido byssochlamico

O acido byssochlamico € um metabdlito secundario produzido por espécies
de Byssochlamys. Em laboratério, a presenca desta toxina foi detectada apos
armazenagem do produto contaminado por 1 a 2 meses. Verificou-se também que
compostos como sacarose, maltose frutose, galactose, acido citrico, acido
glucdnico além do glicerol promovem um aumento da capacidade de formacgéo do

acido byssochlamico (Tournas, 1994).
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2.3.3- Verrucologena

Segundo Perera et al. (1982) algumas espécies de Neosartorya fischeri sao
capazes de produzir toxinas como Fumitremorgina A e C, Verruculogena e
Fischerina, que tém acao no sistema nervoso central causando tremores,
convulsbes e morte. O mesmo autor, considerou em seus estudos, a
verruculogena como sendo a mais toxica e perigosa dentre as toxinas acima
mencionadas por necessitar de concentragdes pequenas (5-10ug/Kg) para

manifestagao dos efeitos neuroldgicos.

2.4- Como Controlar o Desenvolvimento de Bolores
Termoresistentes

Muitos fatores podem influenciar o crescimento de fungos termoresistentes
em alimentos processados. No entanto, os considerados de maior importancia
estdo relacionados com o nivel de contaminagdo inicial, os tipos de
microrganismos contaminantes, composicdo do produto, temperatura de
armazenagem, pH, atividade de agua (aw), tensdo de oxigénio residual,
tratamento térmico e o grau de ascdsporos sobreviventes, além da presenca de
antimicrobidticos, conservantes, ou inibidores do crescimento. Se o grau de
contaminagdo do produto in natura é baixo, um tratamento térmico brando ja
resultara num decréscimo de unidades formadoras de colénias para um nivel
aceitavel. Contudo, contaminacbes altas necessitardo de longos tratamentos
térmicos, e possivelmente altas temperaturas para que seja atingido o mesmo

grau de esterilidade (Tournas 1994).

Tournas (1994) relata que aquecimentos extensivos destroem
caracteristicas organolépticas e diminuem a qualidade nutricional do produto. A
espécie de microrganismo presente afeta a deterioracdo e o tempo de tratamento,

0 que poderd influenciar o crescimento e a capacidade de termoresisténcia dos
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mesmos. O tratamento empregado deve ser adequado para destruicdo da maioria
dos organismos termoresistentes, sem que haja diminuicdo da qualidade do
produto. Se isso ndo for possivel, pode-se considerar algumas alternativas para

controlar o crescimento microbiol6gico como:

2.4.1- Boas praticas de manufatura (BPM)

Segundo Eiroa et al. (1985), o solo dos pomares de uva representam a
maior fonte de contaminagcdo para fruta, podendo carrear bolores
termoresistentes, desta maneira as boas praticas de manufatura se tornam ponto

fundamental na obtengdo de uma produto de qualidade.

As BPMs em linha de sucos consistem basicamente na sugestao de
critérios como a lavagem adequada por aspersao (8 atm), para remocao das
sujidade das frutas; utilizacdo de 100mg/I de cloro para lavagem de frutas lisas;
transporte adequado para que ndo ocorra risco de rompimento das frutas
facilitando a contaminacdo por bolores termoresitentes; lavagem e sanitizacao
adequada das caixas utilizadas para o transporte das frutas; evitar um possivel
contato dos equipamentos da planta de processo com terra ou poeira; os residuos
provenientes da matéria prima devem ser removidos ndo entrando em linha de
producdo, bem como o cuidado a ser tomado com a agua de lavagem de frutas

que devera sempre ser desprezada e jamais recirculada (Gressoni, 2002).

2.4.2- Atividade de agua (a,,)

Todos os microrganismos necessitam de uma certa atividade de agua para
que possam crescer e se reproduzir. Se esta atividade de agua estiver abaixo do
necessario nao havera germinagdo nem crescimento. A atividade de agua minima

varia de microrganismo para microrganismo e é influenciada por outros fatores.
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A atividade de agua minima para germinacao de Byssochlamys é de 0,84
(Beuchat & Rice 1979; Tournas 1994; Baglione 1998), e para Neosartorya fischeri
é 0,915. Uma atividade de agua relativamente baixa em um alimento susceptivel
de contaminagao por fungos termoresistentes aumenta sua preservacao. Produtos
com atividade de agua mais alta devem ser estocados a temperaturas mais baixas
para evitar que ascoOsporos sobreviventes do processo de pasteurizagao
germinem. O abaixamento da atividade de agua e a utilizacdo de temperaturas
mais baixas de armazenagem tém acao sinergistica na conservagao de alimentos

termoprocessados (Beuchat & Rice 1979; Nielsen et al. 1988).

Oliver & Rendle (1934) fizeram uma estimativa da quantidade méaxima de
sacarose tolerada por B. fulva em PDA (Potato Dextrose Agar), CYA (Czapek
Yeast Agar) e solucdo fisioldgica. Encontraram que a maxima concentragio
variava entre 60 e 65% de sacarose na temperatura de incubagdo de 28° C,
obtendo-se resultados semelhantes na troca de sacarose por maltose, glicose e
frutose. Por outro lado, Nielsen et al (1988) verificaram que, a uma dada atividade
de agua, a sacarose produziu um efeito inibitério maior que a glicose ou frutose no
crescimento de N. fischeriem CYA & 25° C.

L’ubomir e Pieckova (2001) utilizaram meio (Agar Sabouraud) acrescido de
diferentes quantidades de sacarose, que proporcionaram atividades de agua
variando entre 0,990 e 0,85 para o teste de capacidade de crescimento de 3
espécies de fungos (Neorartorya fischeri, Talaromyces avellaneus e Byssochlamys
fulva). Como resultado, estes pesquisadores obtiveram que, na atividade de agua
de 0,85, o fungo Neorartorya fischeri teve sua taxa de capacidade de crescimento
reduzida em 77,80%, ja para Talaromyces avellaneus este valor foi de 85,43% e
com relagdo a Byssochlamys fulva a redugéo foi de 95,73%. Os mesmos autores
ainda afirmam que os resultados experimentais obtidos podem ser aplicados para
prevencao de deterioragado fungica em sucos e derivados.
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Tournas & Traxler (1994) demonstraram que os ascésporos de Neosartorya
fischeri aquecidos a 85, 88, 90, 95, e 100C por 1 hora, em suco de abacaxi
concentrado (42,7 Brix), eram mais termoresistente s do que quando aquecidos
em agua deionizada estéril, ou mesmo suco de abacaxi (12,6 Brix), sendo este
efeito protetor bastante perceptivel, provavelmente devido a porcentagem de
solidos soluveis.

Em concordancia com os demais ja citados, King Jr & Whitehand (1990)
comprovaram em seus experimentos, que uma maior quantidade de acgucar no
meio de aquecimento contendo ascosporos de Talaromyces flavus fez com que a

resisténcia dos mesmos aumentasse.

2.4.3- Atmosfera (O,, CO, e N,)

Os fungos séo considerados microrganismos aerobios e a presenga de
diéxido de carbono (COy) é citada como um fator de inibicdo para o crescimento
(Tournas 1994).

Uma pequena quantidade de espécies de fungos é capaz de crescer sob
condicdes anaerdbias, sendo que muitos deles tém a caracteristica de serem
microaeroéfilos (Tournas 1994).

Yates and Ferguson (1963) relatam que espécies de B. nivea podem
crescer sob baixas taxas de oxigénio. Yates et al. (1967), num estudo mais
detalhado, concluiram que estes fungos poderiam crescer em atmosferas com
grande concentracdo de CO, e que, os acréscimos de concentracao deste gas
levaria a um decréscimo linear do crescimento do micélio. Outras conclusdes
relatadas por estes pesquisadores mostram que em atmosferas com 100% de
CO,, B. nivea apresenta 4% do seu crescimento normal (na presenca de ar

atmosférico). Ja em atmosferas com 80% de CO. e 20% de O, 85% do
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crescimento normal foi observado, mas quando sdo combinados 80% de CO» com
20% de ar atmosférico, apenas 16% do crescimento foi visualizado. Esta diferenca
de crescimento nas mesmas concentragdes de CO. poderia ser explicada devido

ao fato do ar comum ter uma taxa de O, menor do que quando se usa Oz puro.

Outros pesquisadores como King et al. (1969) relataram que houve
crescimento de B. fulva em meio sintético sob atmosfera contendo 0,27% de O,

mas ndo em condicdes estritas de anaerobiose.

Nielsen et al., (1989b) avaliaram o crescimento de N. fischeri em
atmosferas com niveis de O, variando entre 0,0095 e 20,9%, usando como meio
CYA ajustado nos pHs 3,5 e 7 e incubado a 25° C no periodo de 38 dias. Os
resultados mostraram que N. fischeri foi capaz de crescer na presenca de
atmosferas com 0,10% de O, isto indica que fungos desta classe poderiam
crescer com facilidade em ambiente apresentado pelas embalagens cartonadas,
que sao as mais comuns para o envase de suco de uva. Nao ocorreu crescimento
em 0,0095% de O, ou mesmo em Nz puro (menos de 10 mg/l de Oy) dentro de 38
dias de incubagéo. Em pH 7, a taxa de crescimento deste fungo foi maior que em
meio com pH 3,5. Estes resultados contrastam com afirmagdes feitas por Pitt &
Hocking (1985) que atribuiram somente ao género Byssochlamys a capacidade de
desenvolvimento em baixas tensées de O, King Jr. & Whitehend (1990)
demonstraram que Talaromyces flavus é menos tolerante a baixos niveis de
oxigénio do que Byssochlamys spp. e N. fischeri Em uma céamara de gas
nitrogénio fluente (presenca de 250 mg/l de O, a 25° C), ndo houve crescimento
de T. flavus ap6s 56 dias, enquanto que Byssochlamys fulva e Neosartorya

fischeri desenvolveram col6nias sob as mesmas condicdes.

Atmosferas com niveis de oxigénio que impedem o desenvolvimento de
fungos termoresistentes ndo sao letais para estes microrganismos, um vez que, se

forem expostos ao ar apds, estarem submetidos ao oxigénio limitado durante certo
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tempo, desenvolvem colénias normalmente (Nielsen et al. 1988; King Jr. &
Whitehand 1990).

2.4.4- Temperatura

A influéncia da temperatura sob o desenvolvimento de fungos
termoresistentes vem sendo investigada a tempos Olliver and Rendle (1934)
relataram que a temperatura 6tima para o crescimento de Byssochlamys estava
entre 30 e 37° C, em concordancia com Roland et al. (1984) e Roland and
Beauchat (1984).

Verificou-se também que a estocagem a baixas temperaturas (-12 a -7° C)
inibe o crescimento, mas ndo inativa o fungo Byssochlamys. Sobre o
comportamento de ascésporos de B. nivea em sucos e néctares suplementados
de sacarose, Beuchat & Toledo (1977) sugeriram que as temperaturas testadas de
7 e =30° C tiveram efeito letal sobre os ascdsporos de B. nivea, no entanto a
adicao de sacarose nestes produtos de fruta tende a proteger ascosporos da

morte.

Um outro aspecto abordado nas pesquisas de King Jr & Whitehand (1990),
tratou da temperatura de crescimento do fungo que, segundo estes
pesquisadores, € de suma importancia quando relacionado com sua capacidade
de resisténcia ao calor. O fungo Talaromyces flavus foi incubado as temperaturas
de 20, 25, 30 e 35C. Os autores encontraram produc a0 abundante de ascésporos
nas temperaturas de 25, 30 e 35T e limitada a 20C . A resisténcia térmica foi
maior para os ascosporos produzidos em temperaturas extremas, ou seja, 20 e
35T, sendo 1/k (segundo Baglioni (1998), 1/k € um parametro equivalente a D) de
52 e 4,8 min, respectivamente, j4& para o0s ascésporos produzidos em
temperaturas de 25 e 30C foram obtidos valores de 1/k de 3,0 e 4,1 min

respectivamente.
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2.4.5- Emprego de antimicrobianos

Desde a pré-historia, os homens tentam preservar os alimentos para utiliza-
los mais tarde. Tradicionalmente, eram utilizados o frio, calor, secagem e
fermentacéo para se obter essa preservacédo. Hoje em dia, com a necessidade de
que os alimentos sejam transportados por longas distancias ou que possuam
longa vida de prateleira, passou-se a utilizar aditivos quimicos como conservantes
(Branen 1993). A variedade de aditivos disponiveis para utilizacdo é bastante
grande, mas em sucos 0s mais utilizados sdo os sorbatos, benzoatos e o didxido

de enxofre.

Quanto a utilizacao de benzoato de sddio sabe-se que, devido a quantidade
de acido benzdico ou benzoato de sédio nao dissociado diminui com o aumento
do pH, bem como para os sorbatos, o uso destes conservantes em alimentos é
limitado a produtos que sejam naturalmente &cidos. Estes compostos sao
antimicoéticos e atuam inibindo o crescimento de fungos e leveduras (Chipley
1993).

Com relacdo aos sorbatos, a atuacao primordial ¢é verificada
preferencialmente para fungos e leveduras (Sofos & Busta 1993). Roland et al.
(1984) relatam que, em seus experimentos, a concentragcdo de sorbatos (até 50
ug/ml) e a temperatura de 21°C, foram capazes de inibir o crescimento de B. nivea
em suco de uva por até 15 dias, e apds este periodo, a quantidade de biomassa

produzida ficou em nivel bem menor do que nas temperaturas de 30 e 36° C.

N. fischeri € um fungo termoresistente facilmente isolado de sucos depois
de processados. Por isso, Nielsen et al. (1989a) utilizaram pequenas quantidades
de conservantes, ou seja, cerca de 75 mg/l de sorbato de potassio ou benzoato de
s6dio, para conseguir inibir completamente a germinacao de ascosporos.
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Segundo Roland et al. (1984), o fungo B. nivea necessita de quantidades
altas de benzoato de so6dio para que se consiga a inibicdo. Os valores
encontrados para completa inibicdo deste fungo em suco de uva foram de 500

ug/ml para qualquer uma das temperaturas aplicadas (21, 30 e 36° C).

Com relagao ao diéxido de enxofre (SO), sabe-se que seu uso para o
controle de fungos e leveduras ja € praticado ha muitos anos. Roland et al., 1984)
mostram que concentra¢des de 100 pg/ml de SO, foram necessérias para reprimir
o crescimento de B. nivea e que esta concentracdo atrasou o crescimento de 17
para 21 dias a uma temperatura de 30° C. Comparativamente, o SO, tem um
efeito mais significante no retardamento de producdo de biomassa por B. nivea
seguido pelo sorbato de potassio e benzoato de sodio respectivamente.

Atualmente, estd sendo testada a utilizagdo de quitosano como anti-séptico
em alimentos. O quitosano é um derivado diacetilado da quitina obtido por
tratamento com A&lcalis. Estudos realizados por Roller & Covill (1999) mostraram
que, das sete espécies de fungos testadas, apenas os Zigomicetos como M.
racemosus e 0s Ascomicetos como Byssochlamys spp podem ser inibidos com
facilidade pelo quitosano na concentracao de 1-5 g/l. Ja os Deuteromicetos como
Aspergillus flavus sao resistentes a concentragdes superiores a 10 g/l de
quitosano. Com relagao ao crescimento de leveduras, o quitosano obteve 6timos
resultados necessitando de baixas concentracdes para a inibicdo da maioria das

leveduras relacionadas com deterioragdo em alimentos.

O Dimetildicarbonato (DMDC) € um antimicrobiano que vem sendo utilizado
no controle da deterioracdo de bebidas, em particular suco de frutas. Esta
substancia € ativa contra varios tipos de microrganismos incluindo bactérias,
fungos e leveduras, sendo que possui uma alta reatividade quimica com a agua
apresentando tracos de metanol e de diéxido de carbono na sua decomposicao.
Segundo Van der Riet e Pinches (1991), as formas vegetativas sdo mais sensiveis
a baixas concentragbes deste produto (25 mg/l) do que as formas esporuladas que
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suportam até 1000 mg/l. Para pesquisa com uso intermitente de DMDC estes
pesquisadores utilizaram inoculos de cinco cepas diferentes de B. fulva isoladas
de produtos comerciais com suspensdo estimada de 10* esporos /ml em meio
contendo PDA (Agar de Batata Dextrose). Os resultados mostram que houve um
controle melhor do crescimento quando a temperatura de exposicao esteve em
torno de 25° C e 30°C. Ja em temperaturas de 20°C, o controle foi menor e, isto se
explica pelo efeito destrutivo do DMDC a baixas temperaturas. Quando se utilizou
processo de tindalizagao e uso intermitente de DMDC, a maioria dos ascosporos
foram eliminados ap6s 24 hs de contato a temperaturas de 25 ou 30°C.

2.4.6- Tratamento termoquimico

A faixa de pH que um fungo pode crescer em determinado meio é bastante
ampla. Fungos do género Byssochlamys crescem em substratos nutrientes com
pH variando de 2 a 9, sendo que o pH 6timo para o crescimento esta proximo de
3. Neosartorya fischeri cresce bem em pHs entre 3 e 7,95. Portanto, a
manipulacdo do pH como medida de inibir o crescimento destes fungos nos
produtos alimenticios seria inviavel, pois s6 em valores extremos de pH (ndo

adequado para alimentos) isto ocorre (Tournas 1994).

Enquanto varios estudos tém sido conduzidos para determinar a agéo
fungistatica de conservantes como benzoato de sodio e sorbato de potassio,
relativamente pouca atencdo tem sido dada a possibilidade dos microrganismos
poderem ser expostos, simultaneamente, ao calor e aos conservantes (Beuchat,
1981b). Esta seria uma forma de aumentar o efeito dos conservantes, devido ao
efeito sinergistico, com possibilidade de uma reducao dos binbmios de tempo e
temperatura de pasteurizagédo, requeridos por certos produtos acidos, mesmo os
que possuem altos teores de sacarose, aumentando a possibilidade de manter as
qualidades sensoriais e nutricionais do produto (Beuchat, 1981b).
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Bayne and Michener (1979) mostram em seus experimentos que, apés um
tratamento de 90° C por 25 minutos, variedades de ascésporos de Byssochlamys
plagueados em meio com pH 5 apresentaram maior capacidade de crescimento e
sobrevivéncia do que os plagueados em meio com pH 3,6.

Beuchat (1976) estudou o efeito sinergistico da aplicagdo de calor (70°C/1
hora), combinado com a adicdo de sorbato de potassio ou benzoato de sddio,
sobre ascésporos de B. nivea, em suco de uva. Os resultados demonstraram que
concentragdes de 50 e 100mg/l de sorbato de potdssio acrescidos antes do
processo térmico, parecem ter um efeito estimulante da ativacdo de dos
ascosporos do fungo em questdo, enquanto concentragbes maiores apresentam
um efeito inibitério, sendo que 1000mg/l do conservante resultou numa reducéo de
1,7 ciclos logaritmicos na populacdo. O benzoato de so6dio foi mais efetivo na
destruicdo, que o sorbato de potédssio, promovendo uma reducao de 2,5 ciclos
logaritmicos na concentracao de 1000mg/l.

Beuchat (1981a), entretanto, ndo observou diferenca entre a acdo dos
conservantes sorbato de potassio e benzoato de sédio, sobre os ascosporos de B.
nivea, quando adicionados em tampao fosfato pH 4,5 e aquecidos a 80°C. Os
conservantes reduziram o valor de D, porém nao apresentaram efeito diferenciado
entre eles, quando utilizados nas mesmas concentragbes. Em experimento
adicional com conservantes, em presenca de sacarose sob aquecimento, 0S
autores observaram que o efeito sinergistico (conservante/calor) parece ser

retardado pelo aumento da concentracao de sacarose.

Beuchat (1988) estudou o efeito do acidulante acido fumarico como
sensibilizador de ascosporos de Talaromyces flavus, comparando-o a agao dos
conservantes benzoato de sédio e sorbato de potéssio, sob aquecimento a 80°C.
o autor observou que o &cido fumarico foi mais efetivo do que os outros dois na
sensibilizacao doa ascésporos. Em solucéo 0,5% de &cido fumarico, com pH entre
2,5 a 3,0, os ascésporos foram inativados apds 20 minutos de aquecimento. Para
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obtencdo do mesmo resultado com &cido sérbico ou benzbico, foram necessarias
concentragbes de 1% nas mesmas condicdes. Na mesma pesquisa foi
determinado o efeito do sorbato e benzoato sobre a viabilidade dos ascésporos de
duas linhagens de Talaromyces flavus, presentes em derivados de frutas
(blueberry). Sob aquecimento a 75 e 85°C, observou-se uma redugdo na
resisténcia térmica destas linhagens, sendo o benzoato mais efetivo do que o
sorbato. A inativacdo dos ascédsporos da linhagem menos resistente ocorreu a
75°C/60 min, em presenga de 1000mg/l de benzoato. Nenhum dos conservantes
foi capaz de inativar a segunda linhagem, mesmo sob o aquecimento de 85°C.

O efeito sensibilizador do acido fumarico também foi observado por
Splittstoesser & Splittstoesser (1977), quando estudavam o efeito de varios &cidos
organicos sobre ascoésporos de B. fulva, aquecidos a 85°C por 120 minutos. Os
autores observaram que o aquecimento em presencga de acido acético, succinico,
latico e fumarico aumentava a sensibilidade dos ascosporos, sendo o Ultimo mais
efetivo do que os demais. Ainda, foi constatado um efeito protetor do acido
tartarico e malico sobre os ascésporos de B. fulva. J& para Neosartorya fischeri,
nao foram observadas alteragcbes no numero de sobreviventes, quando
comparado o aquecimento dos ascosporos em solucdes de 0,05M dos &cidos
citrico, fumarico, malico e tartarico, pH 3,5. os resultados indicaram que a
resisténcia dos ascosporos de N. fischeri nao variaram frente a presenca dos

acidos como o ocorrido com B. fulva.

Em contraste com os resultados de Splittstoesser & Splittstoesser (1977),
os dados obtidos por Conner & Beuchat (1987) demonstraram que os &cidos
fumarico, citrico, acético e tartarico aumentam a inativacdo térmica dos
ascosporos de N. fischeri quando aquecidos a 82°C. O &cido fumarico em solugéo
0,5% (p/v) e pH 3 mostrou-se mais eficiente, observando-se ainda que a acao
sinergistica dos acidos organicos com o calor varia com o pH, com o tipo de 4cido

e com a quantidade adicionada ao meio de aquecimento.
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Rajashekhara et al. (1998) demonstraram que ascésporos de N. fischeri e
B. fulva tém uma menor inativacdo na presencga de acido tartarico, do que quando
na utilizagdo de outros acidos organicos. Estes pesquisadores mostraram que em
suco de manga a populacédo ascosporos de N. fischeri demorou mais tempo para
sofrer reducdes logaritmicas na presenca de acido tartarico do que se estivesse
sem esta substancia. Resultados semelhantes foram obtidos com ascésporos de
B. fulva, demonstrando a protecdo causada por este acido nos ascoOsporos.
Entretanto King & Whitehand (1990) ndao encontraram diferenca na resisténcia
térmica de T. flavus quando exposto a diferentes acidos organicos como citrico,

tartarico, malico e lactico.

Os estudos de Rajashekhara et al. (1998) concluiram que o aquecimento
térmico prolongado é essencial para completa eliminacao de ascésporos em suco
de frutas. Entretanto, esta pratica ndo € desejavel para produgcédo comercial, pois
causa efeitos adversos na qualidade sensorial e nutricional. O uso de acidulantes
e preservantes quimicos pode aumentar a vida de prateleira de produtos de frutas

termicamente processados.

Salomao (2002) constatou grande diferenca entre parametros de resisténcia
térmica aplicados em néctar de maca com pH 4,5 e 2,5. Os valores de Dgy°c 2,20
min para pH 4,5, enquanto que, para o pH 2,5 na mesma temperatura encontrou-
se Dgo°c 0,94 min, o que representa uma queda de 42,72% na capacidade de

termoresisténcia.

2.4.7- Métodos nao térmicos de inativacao de bolores

Os sucos de frutas sdo em geral bastante apreciados pela populagao
mundial. Entretanto, propriedades como cor, aroma e sabor sdo susceptiveis a
reacbes desfavoraveis quando o suco € submetido a tratamento térmico,

resultando em producao de “off-flavor” e escurecimento. Para evitarem estes tipos
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de problemas, métodos nado térmicos de combate aos microrganismos, tém sido

sugeridos no intuito de melhorar a qualidade dos sucos.

2.4.7.1- Emissao de pulso elétrico

A Emissao de Pulso Elétrico € um método nao térmico de preservacao
alimenticia, que visa a inativacdo dos microrganismos e enzimas, sem perda
significativa do sabor, aroma, nutrientes e cor dos produtos. Este método envolve
a aplicagcao de altas voltagens em alimentos situados entre dois eletrodos. Assim,
a corrente elétrica de alta voltagem é descarregada, provocando um fluxo elétrico
através dos alimentos liquidos, que por sua vez sdo bons condutores por
possuirem ions na sua constituicdo. O tempo de descarga elétrica varia na casa
dos microsegundos, fazendo com que o aquecimento que poderia ser provocado
pela corrente seja insignificante. Quando comparado com 0 processo térmico
convencional, a Emissdo de Pulso Elétrico possui a vantagem de diminuir a
desnaturacdo protéica, além de preservar as porcentagens de vitamina C
disponiveis no suco fresco (Heins et al., 2002).

Yeom et al. (2000) utilizaram este método em suco de laranja com
contaminagao inicial de bolores e leveduras de 10” UFC/ml. Estes pesquisadores
concluiram que a Emissdo de Pulso Elétrico se mostrou efetiva no controle
microbiolégico e enzimatico no suco analisado. O tratamento de 35 hv/cm por
59us, foi capaz de reduzir a populacdo de microrganismos, dentre estes bolores e
leveduras, em 7 ciclos logaritmicos e inativar a enzima pectinametilesterase em
90%, o suco ainda mostrou extensa vida de prateleira nas temperaturas de 4, 22,
37°C durante 112 dias, comprovando a eficiéncia do método. Durante o periodo
de prateleira ndo foram detectados bolores de nenhuma espécie, o que indica que
maiores pesquisas relacionadas com bolores termoresistentes utilizando-se desta
técnica podem ser feitas para comprovar a letalidade dos mesmos frente a

Emissao de Pulsos Elétricos.

27



2.4.7.2- Altas pressoes

Ogawa et al. (1990) utilizaram o método de inativagdo microbiana por alta
pressao, dentre 0s microrganismos testados, os autores utilizaram uma cepa
termoresistente, nado especificada, de levedura, onde aplicaram tratamento
variando de 2500-4000 bars, durante 5 a 30 minutos, e concomitantemente um
tratamento térmico nas temperaturas de 53, 58, 60 e 62°C, pelos mesmos
periodos de tempo. Os autores concluiram que a espécie isolada de uma industria

de suco, foi capaz de resistir a ambos os tratamentos aplicados.

Os autores citados acima, também testaram duas cepas, consideradas nas
suas pesquisas como termoresistentes, compostas por Aspergillus awamori e
Mucor plumbeos. A técnica utilizada para tratamento térmico e de pressao foram
as mesmas mencionadas anteriormente para leveduras. Ogawa et al. (1990)
mencionaram que o0s fungos termoresistentes sao claramente capazes de
sobreviver ao tratamento por altas pressdes, afirmando que pressdées de 4000
bars/5 minutos ndo sao suficientes para inativagdo dos esporos presentes em

SuUcCosS.

Maggi et al. (1994) estudaram o efeito do tratamento por altas pressées em
ascoésporos termoresistentes de bolores como Byssochlamys nivea, Byssochlamys
fulva, Neosartorya fischeri e Talaromyces flavus em néctar de damasco, assim
como em agua destilada. Em néctar de damascos na temperatura de 20°C, um
tratamento de 9000bars/20minutos foi suficiente para inativar todos os ascésporos
de Talaromyces flavus e conseguir uma reducéo de dois ciclos logaritmicos nos
ascosporos de Neosartorya fischeri. No entanto, ndo se conseguiu nenhuma
reducado mensuravel no que se diz respeito aos ascdsporos de B. nivea e B. fulva.
Tratamentos realizados em néctar de damasco pré-aquecidos a 50 e 60°C
utilizando-se  bindbmios de 8000bars/1-4minutos e  7000bars/1-2minutos
respectivamente, mostraram-se capazes de inativar completamente os ascosporos
da quatro linhagens estudadas. Um outro dado importante apresentado pelos

autores, foi a maior capacidade de resisténcia a alta pressdo dos ascésporos
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quando inoculados em néctar de damasco, do que quando em testes realizados

em 4agua destilada.

Butz et al. (1995) testaram o tratamento combinado de alta pressao e
temperatura em formas vegetativas e termoresistentes de fungos como
Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Eurotium, Eupenicillium spp e
Paecilomyces spp, utilizando como meio de inoculagdo suco de uva. Os autores
demonstraram que todas as formas vegetativas foram destruidas com bindmio de
300Mpa/25°C utilizando pogos minutos. As cepas de Eupenicillium e
Paecilomyces se mostraram mais sensiveis a pressao quando comparadas com
Byssochlamys e Eurotium, apesar deste fato a cepa de B. nivea se mostrou mais
resistente que as demais necessitando de 60 minutos de tratamento a
700Mpa/70°C para que se obtivesse uma reducéo de 99,9%.

2.4.7.3- Radiacao ionizante

Pelo fato de que os ascésporos de Byssochlamys podem muitas vezes
sobreviver a temperaturas superiores a 100°C por periodos maiores do que o0s
normalmente utilizados no processo de pasteurizacdo, Partsh & Altmann (1970)
buscaram no método de radiacdo ionizante uma forma de poder inativar os
ascoésporos sem influenciar sobremaneira o sabor e a aparéncia dos sucos. Estes
autores demonstraram que sucos de maca, uva e laranja inoculados com 10°
esporos/ml de Byssochlamys, ap0s exposicao a irradiacdo em doses de 2.2-2.4
kGy se mantiveram estaveis por um periodo de 3 meses. No entanto, o calor
(72°C), quando associado simultaneamente, pode diminuir as doses de irradiagéo
para 1,6 kGy em suco de maca e 1,8 kGy em suco de uva e laranja, mantendo a

eficiéncia de controle, durante o mesmo periodo de estocagem.

J& Van Der Riet te al.(1985) investigando presenca de Byssochlamys fulva
em suco de macd, demonstrou que cepas diferentes do mesmo fungo

necessitavam de diferentes niveis de radiacdo para completa destruicdo dos
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ascosporos. Desta maneira o isolado mais resistente precisou de 7.2 kGy/1h na

temperatura de 25°C, para inativagdo de 10° esporos/ml.

2.5- Idade do Esporo como Fator de Risco

Conner & Beuchat (1987b) constataram que ascosporos de Neosartorya
fischeri com idade de 21 dias eram mais termoresistentes que os de 8 dias. Uma
outra verificagao feita pelos mesmos autores mostrou que ascosporos cultivados
em temperaturas menores (18 e 21<C) tendiam a ser m enos resistentes ao calor

do que ascésporos da mesma idade cultivados a 25 e 30<C.

Segundo Conner & Beuchat (1987a), fatores diversos sdo capazes de
influenciar a resposta de ascosporos de Neosartorya fischeri ao tratamento
térmico e assim causar uma variagdo nos valores D (tempo em minutos
necessario para reduzir uma populagdo em 90%, numa dada temperatura) obtidos
em estudos de tempo de morte térmica (TDT). Desta maneira, para a
padronizacdo dos valores D, os fatores como natureza do meio de aquecimento,
producdo de ascosporos, pH do meio, idade dos esporos e presenca de acidos

organicos devem ser bem definidos, bem como a temperatura de tratamento.

Nos trabalhos com ascésporos de Neosartorya fischeride 1, 2, 3 e 6 meses
de idade, isolados de suco de abacaxi, que posteriormente foram aquecidos a
88T por 1 hora em 4gua deionizada, Tounas e Traxler (1994) constataram que os
ascésporos mais velhos mostraram-se mais resistentes que os mais jovens na

mesma temperatura.

Casella et al. (1990) observaram que ascésporos de Byssochlamys nivea
com 16 semanas mostraram-se mais resistentes ao tratamento térmico do que os
de 8 semanas, porém esse fato sé foi verificado em esporos obtidos a partir de

culturas em meio rico em nutrientes como MEA, nas temperaturas de 25 e 35C.
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No entanto, com relagdo ao PDA, meio considerado menos nutritivo, a idade do
esporo sé demonstrou diferenga significativa nas culturas mantidas a 35T,
enquanto que para a temperatura de 25C este fato nao foi observado,
demostrando que o substrato aliado a temperatura afetou a termoresisténcia dos
ascésporos. Em contradicdo aos resultados obtidos por Casella et al. (1990), os
autores Conner & Beuchat (1987b) em seu trabalho, afirmaram que o tipo de meio
de esporulagdo utilizado ndo afetava a termoresisténcia de ascésporos de N.
fischeri.

Estudando o efeito de alguns desinfetantes sobre fungos normalmente
encontrados em processos de fabricacao de pées e queijos, os autores Nielsen &
Nielsen (1995) investigaram a resisténcia de ascdsporos e conidios de vérias
idades frente ao etanol 70%. As culturas utilizadas para testar a relacéo existente
entre a idade do ascosporo e a resisténcia ao etanol, foram cultivadas em tempos
de 17 a 110 dias. Os autores demonstraram que a resisténcia dos ascésporos dos
fungos Eurotium repens, Monascus ruber e Neosartorya pseudofischeri era
fortemente aumentada pela idade, porém com relacdo aos conidios de alguns
fungos nao foi possivel a observagao da relagdo entre o aumento da idade com o
aumento da resisténcia ao etanol 70%. O aumento da resisténcia observada com
a idade, para ascésporos, pode ser consequéncia de alteracdes estruturais e/ou
bioquimicas ocorrida no ascosporo com o tempo, o que poderia explicar essa

alteracao de resisténcia ao etanol, segundo os autores.

2.6- Meios de Cultura e Identificacao de Fungos Termoresistentes

2.6.1- Meios de crescimento, isolamento e esporulacio de fungos

termoresistentes

Durante experimentos para determinagdo de resisténcia térmica de

ascoésporos de Byssochlamys, Bayner & Michener (1979) necessitavam utilizar um
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meio de cultura que beneficiasse a formacao de ascésporos com maior carater
termoresistente. Desta maneira, os autores observaram que havia uma diferenca
potencial de crescimento por parte das variadas linhagens em meios padrdes
como PDA e MEA, bem como, a formacao de ascosporos por parte das mesmas.
Os autores preconizam que somente culturas crescidas em meios naturais tém a
possibilidade produzir ascosporos de alta resisténcia térmica como os encontrados

em contaminacdes industriais.

Casella et al. (1990), em testes de influéncia do meio de crescimento na
resisténcia térmica de ascésporos, demonstraram que 0s ascésporos de
Byssochlamys nivea provenientes de MEA possuiam uma maior termoresisténcia

do que os obtidos através de PDA.

No que se refere a Bysssochlamys fulva, Splittstoesser et al. (1969)
obtiveram maéaxima produgdo de ascosporos em caldo de extrato de malte,
incubado a 30C no periodo de 7-14 dias com pH 6tim 0 do meio abaixo de 3,0, em
detrimento aos outros meios de comparagdao como caldo de extrato de levedura-

triptona-glucose, bem como em PDA.

Segundo Tournas (1994), o fungo Byssochlamys fulva desenvolve-se
rapidamente em Agar Czapek, assim como em CYA. As colénias apresentadas
em Agar Czapek sdo bastante semelhante as obtidas em PDA e MEA, exceto por
se mostrarem mais funiculosas nestes dois ultimos meios. Com relagédo ao fungo
Byssochlamys nivea, este também apresenta um crescimento rapido em Agar
Czapek incubado a 30C, sendo que o crescimento obtido se mostra similar em
PDA e em MEA, com o diferencial de se mostrar mais acelerado em MEA nos
estagios iniciais. No entanto, segundo o autor, o0 melhor meio de crescimento para
B. nivea é o Agar Saboraud, onde o fungo atinge 45 mm de diametro da colénia

apés 2 dias de incubacao.

32



Os bolores do género Neosartorya, segundo Nielsen & Samsom (1992),
podem ser cultivados em diferentes meios de cultura como AO (Agar Farinha de
Aveia), CYA, MEA e YES (Agar Sacarose Extrato de Levedura), todavia, por
preferéncia dos autores, durante a pesquisa foram utilizados somente ascésporos

coletados em meio AO.

Tournas (1994) utilizou meio CYA para desenvolvimento mais abundante de
cleistotécio pelo fungo Neosartoya fischeri, apesar das colénias em MEA se
mostrarem maiores. J& Conner & Beuchat (1987b), optaram pela utilizacdo de

PDA (pH 5,6) com incubacao a 30<C, para o crescimen to do mesmo fungo.

Em relagdo ao isolamento de Neosartorya fischeri, Jesenska (1991)
analisando amostras de solo, fez uso de Agar Saboraud (pH 6,57) contendo
150mg de rosa de bengala/L. Tournas & Traxler (1994) isolaram o mesmo fungo
de suco de abacaxi concentrado, utilizando-se de Agar Czapek para o crescimento
e esporulagéo do N. fischeri.

King Jr & Whitehand (1990) observaram que o0s ascosporos de
Talaromyces flavus apresentavam maior termoresisténcia quando foi utilizado o
maio MEA para o crescimento do fungo, em detrimento a outro meio de
composicao similar, sem o emprego do agar. Segundo os autores, este dado €
bastante relevante, pois em uma situacao pratica onde um fungo contamine um
produto, sua resisténcia térmica pode ser alterada dependendo da natureza do

produto contaminado.

Segundo King Jr & Halbrook (1987), para Talaromyces flavus o meio de
cultura MEA se mostrou mais eficiente, pois, proporcionou um maior crescimento
deste bolor do que quando comparado com PDA. Em concordancia com estes
relatos, Tournas (1994) complementou a pesquisa demonstrando que o fungo tem
crescimento bastante semelhante em CYA e em MEA, porém neste ultimo, ocorre
abundante formagao de gimnotécio.
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2.6.2- Identificacao de Fungos Termoresistentes

Pitt & Hocking (1985) padronizaram uma metodologia de identificagdo
baseada em chaves primariamente descritas. Segundo os autores, a cepa a ser
identificada deve ser transferida para 3 diferentes meios, sendo estes MEA, CYA e
G25N (Agar Nitrato com Glicerol 25%), por inoculagdo com agulha (3 pontos por
placa), cultivados durante 7 dias, utilizando-se para isto 3 temperaturas (5, 25,
37C).

Depois do prazo de incubacdo, os mesmos autores preconizam o exame
macroscopico das culturas, onde parametros como didmetro da col6énia em
milimetros, cor apresentada na superficie e reverso da placa, bem como, a
aparéncia da colénia, devem ser anotadas para posterior comparacdo com as
chaves de identificacdo. Ja, com relacdo as analises microscopicas, 0
procedimento adotado baseia-se na preparagdo de laminas de montagem Uumida
para observacao de estruturas (ascésporos, formagcdo de hifas, septos, metula,
fialides, entre outras) que podem fazer parte da chave de pesquisa.

Samsom (1988) nao adota a utilizacdo de meios especificos para
identificacdo de fungos, o autor s6 recomenda que sejam usados 0s meios mais
comuns como MEA, CYA e outros. A incubagdo preconizada é sempre a 25°C,
enquanto que o periodo ndo € rigorosamente definido podendo variar de 5-10
dias. A observacao macroscopica seguida da microscépica € indicada, porém este
autor sugere a utilizacdo de dois tipos de preparo de laminas, sendo estas de

montagem Umida e de fixagdo com fita transparente adesiva.

Apds visualizagao das estruturas fungicas de interesse, a chave de consulta
deve ser seguida para identificagao.

Uma outra metodologia de identificacao foi proposta por Gumerato (1995),
mediante 0 uso de um programa computacional FUNG HOM para a identificagcao
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fungica de Aspergillus e Penicillium, baseados em 63 caracteristicas
macroscépicas e microscopicas, obtidas através de verificagées realizadas no

isolado a ser identificado inseridas no programa.

2.7- Deteccao e Enumeracao de Fungos Termoresistentes em

Alimentos

Devido a baixa incidéncia de fungos termoresistentes em alimentos os
métodos descritos sugerem sempre a utilizagdo de grandes amostras (em torno de
100g) durante as andlises, Beuchat & Pitt (1992), assim como Tournas (1994),
padronizaram um choque térmico no qual as estruturas fungicas vegetativas e as
demais formas termosensiveis sdo prontamente destruidas e os ascdsporos

(interesse da pesquisa) sofrem uma ativagao.

Pitt & Hocking (1984) e Pitt & Hocking (1985) descreveram uma
metodologia que consiste na utilizacdo de duas amostras de 50ml cada colocadas
em tubos de 200x30mm, sendo aquecidas 80°C/30 minutos, somado ao tempo de
subida térmica. Apos este choque as amostras séo resfriadas em banho de gelo
rapidamente até atingirem temperatura ambiente. O conteudo deve ser plaqueado
depois de homogeneizado com meio de PDA (concentracdo de 1,5). As placas
devem ser colocadas em saco plastico e posteriormente incubadas invertidas em
estufa regulada a 30°C, sendo que a verificagdo de crescimento deve ser feita

semanalmente.

Anos mais tarde uma variagdo do método foi proposta por Beuchat & Pitt
(1992), onde 100g/ml do produto, divididas em duas por¢des, sofrem aquecimento
de 80°C/30 minutos, sendo resfriados posteriormente e transferidos na proporgéo
de 1:1 com PDA ou outro agar nutriente em concentracdo dupla, que devem ser
distribuidos em placas de Petri. As mesmas ficam em estufa a 30°C por 7 dias e,
caso nao tenha ocorrido crescimento a verificacdo podera ser feita ap6s 30 dias.
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Os métodos acima descritos podem apresentar problemas relacionados
com contaminagdo aérea. Desta maneira ndo € raro o aparecimento de colénias
de cor verde ou preta comuns aos géneros Penicillium e Aspergillus
respectivamente. Estas colonias quando identificadas devem ser ignoradas, nao
sendo incluidas na enumeracdo final. Para diminuir este problema,
preferencialmente o procedimento deve ser realizado em camara de fluxo laminar
(Pitt & Hocking 1984; Pitt & Hocking 1985; Beuchat & Pitt 1992).

Os mesmos autores sugerem a adi¢cdo de antibiéticos aos meios de culturas
utilizados a fim de evitar a germinagdo e o desenvolvimento indesejavel de
esporos bacterianos. Substancias como cloranfenicol a 100 mg/l, acidificacao do
meio com &cido tartarico 10% p/v (1,2ml para cada 100ml de meio) e utilizagcao de
rosa de bengala sao suficientes para evitar o crescimento destas bactérias.

2.8- Parametros de Resisténcia Térmica

Conner & Beuchat (1987) utilizaram binémios de ativagéo, para ascosporos
de Neosartorya fischeri, compostos pela temperatura de 84°C por 30, 60 e 90
minutos utilizando como meio de aquecimento suco de uva, maga e tampao
fosfato. ApGs analise de resultados, os autores verificaram que ao utilizarem
tempos de 30 e 60 minutos s6 ocorriam ativagbes sendo que a morte de
ascoésporos nao foi visualizada. Esta somente comecgou a ocorrer apds o tempo de
90 minutos a 84°C. Outro detalhe importante é que em todos os tempos utilizados
0 suco de uva foi o que mostrou melhor recuperacdo dos ascésporos, seguido
pelo suco de maga, sendo que o tampao fosfato ndo demostrou resultados
expressivos.

Rajashekhara (1998) em seus experimentos com suco de manga e uva
demonstrou que ascésporos de Neosartorya fischeri foram capazes de sobreviver
por mais de 6 horas quando aquecidos a 75°C, 5 horas a 80°C e a 85°C de 3 a 4
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horas. Na temperatura de 85°C os valores de D encontrados para suco de manga
e uva foram respectivamente 63, 51 e 69,27 minutos, a temperatura ndo foi
elevada acima deste valor para que as caracteristicas organolépticas fossem
preservadas.

Durante ensaios de ativacdo de ascoOsporos de Byssochlamys fulva,
Splittstoesser et al. (1972) verificaram que este processo era influenciado pela
temperatura e pelo meio nos quais os ascésporos estavam presentes. Os autores
demonstraram que, em pH 1, apds aquecimento a 60°C durante 120 minutos, o
namero de esporos ativados foi maior do que quando comparando as mesmas
condicbes somente aumentando o pH para 1,4. Neste pH houve uma diminuicao

de 90% no numero de ascésporos ativados.

2.9- Cinética de Inativacao Térmica

Segundo King Jr et al. (1979), grande parte dos microrganismos apresenta
um comportamento logaritmico frente a inativacdo térmica, desta maneira uma
linha reta é obtida quando se constréi uma curva de morte plotando o logaritmo do
namero de sobreviventes versus tempo de aquecimento a uma dada temperatura.
Os fungos termoresistentes, quando analisados através deste tipo de gréfico
mostram uma curva de inativacdo térmica nado logaritmica, onde € possivel a
visualizacao de um “ombro” inicial, representando uma maior lentiddo de morte por
parte dos esporos, seguido de uma taxa de morte acelerada, que da a curva um
aspecto logaritmico e por fim apresentando uma “calda” (tailing) onde os
ascOsporos mais resistentes passam a demorar mais tempo para apresentar
completa inativacdo. Este comportamento segundo teorias pode se dar por
substancias protetoras (acucares, acidos) (Splittstoesser & Splittstoesser, 1977),
ou por conformacdo de proteinas, com presenca ou nao de certos peptideos
capazes de fornecer termoresisténcia (Conner & Beuchat, 1987). Conforme a

temperatura aplicada para inativagdo aumenta, o comportamento da curva na
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parte relativa ao “ombro” diminui, tornando-a semelhante a uma reta (King Jr et
al.,1979; Bayne e Michener, 1979; King & Halbrook, 1987; Kotzekido, 1997;
Baglioni, (1998) e Delgado (2001).

A cinética de inativagao térmica de microrganismos que possuem uma taxa
de morte logaritmica é feita pela determinagéo dos parametros D (tempo requerido
a uma dada temperatura necessario para inativar 90% da populacdo de
microrganismos em um meio de aquecimento definido) e Z (graus de temperatura
requeridos para ocasionar uma variagdo de 10 vezes no valor de D) que podem
ser obtidos a partir regressdo dos dados da propria curva de sobreviventes.
Entretanto, em microrganismos que nao apresentam este tipo de comportamento
existe a necessidade de se fazer uma linearizagdo da curva para que os valores
de D e Z seja mais proximos do real, ndo considerando apenas a parte linear da
curva para estimativa destes parametros. Desta forma, Bayner & Michener (1979),
Aragao (1989), Kotzekidou (1997), Baglioni (1998), Delgado (2001), Pacheco
(2001) e Gressoni (2002) verificaram que os tempos de aquecimento, a uma dada
temperatura, necessarios para que haja um determinado nimero de reducoes
decimais sdao mais préximos dos valores experimentais quando o método de
Alderton & Snell (1970), para linearizacao da curva, foi empregado para obtencao

dos parametros cinéticos.

Gumerato (1995) ao tratar dos parametros cinéticos para N. fischeri,
selecionado como bolor mais termoresistente em polpa de macga, encontrou na
temperatura de 93°C valor D=0,4 minutos e Z= 5,28°C. Ja Baglioni (1998),
também trabalhando com N, fischeri, porém isolado de polpa de tomate, constatou
que o valor Dgy°c= 6,14 minutos para ascésporos com 1 més de idade, todavia os
ascésporos com 3 meses de idade apresentaram valor D superior (Dgp°c= 6,14
minutos), comprovando que o fator idade do esporo é bastante relevante.
Segundo o mesmo autor o valor de Z para idade de 1 més foi de 10,8, enquanto

que para 3 meses o encontrado foi 11,6.
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Para linearizacdo da curva de sobreviventes pelo método de Alderton &

Snell (1970), utiliza-se a seguinte equacao:

(logN — logN0)* =kt + C (equacéo 1)

onde:
NO: Populacao inicial (esporos/ml)

N: Populacao sobrevivente apdés um tempo t de tratamento térmico a uma dada
temperatura (esporos/ml)

a: expoente de linearizagao
k: Constante de taxa de morte (coeficiente angular da curva linearizada)
C: Constante e intercepto da curva linearizada

t: tempo (minutos)

O valor representado pela letra “a” € o inverso do coeficiente angular da
curva log (log NO — log N) versus log t, sendo calculado para o menor tratamento
térmico, pois este teoricamente, representa a pior condicdo de morte, ou seja, a
curva onde se observa um “ombro” mais acentuado e desta maneira seu valor

pode ser aplicado para as demais curvas.

Se a taxa de morte segue a equagdo 1 e se ndo ocorrem erros
experimentais, “C” seria igual a zero. Sendo assim, o valor de “1/k” é derivado da
equacao 2:

39



1/k = t/ (log NO — log N)* (equacdo 2)

A equacao 2 é similar a equagéo da curva logaritmica, quando a = 1

D =t/ (log NO —log N)

(equacéo 3)

Por analogia das equacgbes 2 e 3, “1/k” é um parametro equivalente a “D”
(Baglioni, 1998).

2.10- Métodos Utilizados na Producao, Ativacao e Avaliacao de
Resisténcia Térmica de Fungos

2.10.1- Producio e coleta de esporos

Suresh (1996) fez uso de placas contendo meio de cultura PDA, para
producdo de ascésporos de N. fischeri isolado de uvas. O mesmo meio foi
utilizado também por Rajashekhara (1996). No entanto, neste caso o fungo foi
isolado de maméao em estado de deterioracdo. Autores como Aragao (1989) e
Casella et al. (1990) preferiram a utilizacdo de dois meios de cultura, sendo estes
PDA e MEA para obtencao de ascésporos, porém Baglioni (1998) utilizou somente
MEA para bolores isolados de suco de tomate processados assepticamente. Para
producdo de ascésporos dos fungos Talaromyces flavus e N. fischeri isolados de
suco de abacaxi, maga e “grapefruit”, Scott & Bernard (1987) utilizaram MA (Agar
Malte). Ja King Jr & Whitehand (1990) deram preferéncia a MEA, acrescido de 7,5
mg/l de rosa de bengala incubados a 25°C durante 30 dias, na producdo de
ascoésporos de T. favus isolado de suco de frutas deteriorados. Ja Samson & van
Reneen-Hoekstra (1988) preconizam que o meio MEA tem maior capacidade de
recuperacao de esporos pois este se mostra mais rico em nutrientes do que os

demais.
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Segundo Casella et al. (1990), houve um forte aumento nos valores D com
o aumento da idade dos ascOsporos de Byssochlamys nivea crescidos em meio
de cultura MEA. Este aumento foi menos pronunciado em ascésporos cultivados
em PDA. O meio MEA é por sua composicdo mais nutritivo que o PDA e desta
maneira os ascosporos formados no primeiro meio se mostraram mais resistentes

a temperatura.

O tempo de incubagéo de 4 a 6 semanas foi utilizado como pardmetro nas
pesquisas de Scott & Bernard (1987) e Aragao (1989). A coleta dos ascdsporos foi
feita por raspagem do micélio, seguindo-se de uma filtracdo e estoque em garrafa
contendo pérolas de vidro a 4°C até sua utilizagao.

Baglioni (1998) utilizou bagueta de vidro estéril para raspagem do micélio,
sendo que a suspensado resultante da filtragem foi centrifugada 3 vezes para
limpeza (11962,6 x g/15 minutos a 4°C). Suresh et al. (1996) e Rajashekhara el al.
(1996) fizeram a coleta de ascosporos utilizando agua destilada estéril contendo

0,1% de Tween 80, para evitar formacao de agregados de esporos.

2.10.2- Ativacao de esporos

King Jr et al. (1979) utilizaram tubos TDT selados para ativagcdo a 80°C/20
minutos de ascosporos de Byssochlamys fulva.

Gressoni (2002) utilizou tubos de 16 x 150mm, acrescidos do atraso
térmico, com meio de aquecimento de suco de laranja, para ativacao de
Byssochlamys nivea, sendo que dentre os bindmios pesquisados o de 75°C por 30

minutos foi capaz da maior ativacao dos ascOsporos.

No que se trata da ativacdo de ascosporos de Neosartorya fischeri,

Gumerato (1995), trabalhando com isolado de polpa de macga, conseguiu 0 melhor
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bindmio de ativagéo utilizando 85°C/5 minutos. Ja Baglioni (1998), ao pesquisar
polpa de tomate 8°Brix, fez uso de bindémios de 85°C por 10 e 20 minutos para
ativagcao de bolores de N. fischeri de 1 més e 3 meses respectivamente. Mais
recentemente, Salomao (2002), trabalhando com o mesmo fungo, isolado de
néctar de macé encontrou valores de 85°C/10 minutos como melhor binémio de
ativagcao, estando em concordancia com os valores apresentados por Baglioni

(1998) relatados anteriormente.

2.10.3- Determinacao de resisténcia térmica

Normalmente, os métodos utilizados para avaliagdo de resisténcia térmica
de esporos de microrganismos sao basicamente de 4 diferentes tipos: método do
frasco de 3 bocas, tubos TDT selados ou nao, tubo capilar e lata TDT, sendo que
todos tomam como base o aquecimento do microrganismo nas temperaturas de
estudo desejadas e verificacao posterior da sobrevivéncia do mesmo. Nos ensaios
para esta avaliagdo os parametros temperatura e tempo de processo devem ser
rigorosamente controlados (Stumbo, 1973).

O método do frasco de 3 bocas foi utilizado por Rajashekhara et al. (1996) e
Suresh et al. (1996) para determinar a resisténcia térmica de ascésporos de

Neosartorya fischeri.

Splittstoesser & Splittstoesser (1977) realizaram o processo de resisténcia
térmica com esporos previamente ativados utilizando tubos de rosca de 16 x
150mm. Apéds aquecimento por tempo requerido os tubos foram transferidos para

banho de gelo até as suspensdes serem plagueadas.

Casella et al. (1990) fizeram uso de bolsa de aluminio estéreis seladas com
dispositivo especial para os testes de resisténcia térmica, sendo que, a suspensao
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de esporos nas bolsas, atingiam a temperatura do teste em menos de 15

segundos, ap6s imersado no banho de agua pré-aquecido.

O método do tubo TDT selado foi utilizado por King Jr & Halbrook (1987),
dispondo de meio glicose-tartarato (5 mg/ml) 16°Brix como meio de aguecimento
para determinar a resisténcia térmica de T. flavus. A curva de morte obtida era ndo
logaritmica, no entanto se aproximava das curvas logaritmicas a temperaturas

altas.

King Jr. et al. (1979) utilizaram tubos TDT, selados em magarico, para
ensaios de resisténcia dos ascésporos de B. fulva. Os tempos de aquecimento
foram corrigidos utilizando 1,7 minutos como tempo de subida da temperatura
(lag). Este método foi utilizado por diversos outros pesquisadores como Scott &
Bernard (1987), Kotzekidou (1997), King Jr & Whitehand (1990). Pacheco (2001)
fez uso desta técnica para determinacdo de resisténcia de ascésporos de
Neosartorya fischeri em polpa de tomate. Ja Gressoni (2002) testou resisténcia de
ascoésporos de B. nivea pela mesma metodologia em suco de laranja.

2.11- Meios para Recuperacao de Ascosporos Apos Ensaio de

Resisténcia Térmica

Tournas & Traxler (1994) fizeram uso de Agar Czapek para recuperagéo de
ascosporos de Neosartorya fischeri que sofrerem tratamento térmico de 85, 88,
90, 95 ou 100°C por 1 hora. Os ascésporos foram plagueados e incubados a 30°C

por 10 dias. O mesmo meio foi utilizado para crescimento e esporulagao.

Também se tratando de recuperacdo de ascOsporos de N. fischeri,
Gumerato (1995) utilizou meio MEA em profundidade para contagem de numero
de sobreviventes do fungo isolado de suco de maga, apds tratamento de 85, 88,

90 e 93°C. Pacheco (2001) utilizou o mesmo meio para recuperagdo de
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ascosporos de N. fischeri, no entanto suas temperaturas de resisténcia térmica
foram de 100, 105, 107 e 109°C.

Splittstoesser & Churey (1991), Splittstoesser et al. (1993) assim como
Beuchat (1992) utilizaram meio PDA para recuperagao de ascosporos apds serem
submetidos ao tratamento térmico. Aragao (1989) também fez uso de PDA, no

entanto com adi¢&o de rosa de bengala e incubagéo a 30°C.

A recuperacdo de ascésporos de Byssochlamys, segundo Bayner &
Michener (1979) e Splittstoesser & Splittstoesser (1977), pode ser feita com a
utilizagdo de PDA. Opinides diversas sobre o assunto sdo encontradas na
literatura, assim, Banner et al. (1979) utilizaram meio Agar Extrato de Levedura
com triptona e glucose, acrescido de 8,3 ug/ml de rosa de bengala para estimativa
de ascdsporos sobreviventes de B. fulva, apés tratamento de 85°C por 15,30,90 e
120 minutos. Gressoni (2002) empregou MEA como meio de cultura de escolha
para recuperagéo de ascosporos de B. nivea, apds tratamento de 85, 90 e 97°C.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- Material Utilizado

Bebida de uva obtida a partir das variedades Ceiber e Concordia com pH:
3,0 e 14°Brix. As amostras foram obtidas diretamente de uma linha de
processamento asséptico de bebida de uva de uma industria localizada no interior
do Rio Grande do Sul.

3.2- Amostragem

3.2.1- Numero e obtencao das amostras

No periodo de janeiro a margo de 2002, foram feitas 6 amostragens
(correspondendo 3 ao pico de safra e 3 de entressafra). A quantidade coletada foi
de 300ml por amostra em cada ponto, sendo que todas foram mantidas sob

refrigeracédo a 4°C, com excec¢ao do produto final, até o momento das andlises.

3.2.2- Pontos analisados na linha de processo

Para determinacao dos pontos criticos de controle dentro da empresa, nos
quais se procederiam as analises de deteccao de bolores comuns e leveduras, e
de bolores termoresistentes, foi realizado um estudo prévio do fluxograma de
processamento de suco de uva. Os pontos selecionados dos 6 lotes e utilizados
em todas as amostragens, assim como sua importancia estao representadas nas
figuras 1 e 2.
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» Tanque Pulmao (TQ): sua importancia € relativa a possibilidade da
quantificacdo da contaminagdo inicial da matéria prima, ou seja, o quao
contaminado esta o produto quando entra na industria, sendo considerado um
ponto critico (Carmo, 2002);

» Pasteurizacao 1 (TP1): estabelecida a contaminagcao da matéria prima, pode-
se avaliar a eficiéncia do processo de pasteurizacao inicial que funciona como
um branqueamento, além de reduzir a carga microbiolégica do produto inicial

sendo considerado um ponto critico (Carmo, 2002);

» Tanque Pulmao (TCA): este ponto foi escolhido para fornecimento de
informagbes microbioldégicas do produto, depois deste passar por variadas
etapas (tratamento enzimatico, prensagem, despectinizacdo, centrifugacao,
clarificagdo e filtragem sob pressdo) podendo-se saber, se o nivel de

contaminagado aumentou ou permaneceu inalterado;

= Armazenagem (TAA): a importancia deste ponto esta no fato de que, durante a
armazenagem ocorre um processo de decantacdo do bitartarato de sédio
(composto presente no suco de uva responsavel por sua turbidez), sendo que
para isso sao necessarios de 18 a 45 dias, o tanque de decantacdo € mantido
em refrigeracdo de 4°C e 0 suco presente no tanque esta concentrado a 68-
69°Brix.

= Desenvase (TT): para deteccdo de possivel contaminacao do produto no ato
do tamboramento, ou depois de tamborado, enquanto aguarda na expedicao.

» Formulacao (TF): este ponto pode carrear para o produto, uma carga
microbiolégica que ndo existia anteriormente, devido a adicdo de agua, xarope,
aromas e acidos para correcao de pH.
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» Pasteurizacao 3 (TP3): este processo de pasteurizacado é importante por ser o
ultimo ponto de reducdo de carga microbioldégica no produto final antes do

envase, por isso considerado também um ponto critico (Carmo, 2002).

» Envase (TPF): durante o envase podem existir riscos de contaminacao poés-
processo e perda da hermeticidade da embalagem, considerando-se este mais

um ponto critico (Carmo, 2002) e necessitando da analise do produto final.

* Produto apds 90 dias de vida util (TPF90): a anadlise feita ap6s 90 dias de
prateleira foi importante para definicio do comportamento microbioldégico do

produto depois de envasado e submetido a condigbes ambientes.

De cada um dos pontos, foram coletadas sempre 4 amostras por lote, para
que as analises fossem consideradas estatisticamente representativas. Somente
nos dois ultimos pontos (TPF e TPF90), é que se coletaram 5 amostras por se
tratar do produto final com baixo nivel de contaminagao.

Foram analisados sempre os mesmos pontos tanto no pico de safra de uva
de se da num intervalo de trés meses e acontece de janeiro a margo com coleta
dos trés primeiros lotes (1, 2 e 3) no dia 27/01/2002, como entressafra, com
coleta dos trés ultimos lotes (4, 5 e 6) no dia 03/03/2002.
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Figura 1: Fluxograma de produc¢ao de suco de uva concentrado
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3.3- Quantificacao de Bolores Comuns e Leveduras

A contagem de fungos filamentosos e leveduras comuns em suco de uva in-
natura e processado tem por objetivo verificar a presenca de bolores e leveduras
no suco processado, e/ou se houve uma selecao pobre das frutas, observando se
houveram falhas durante o processamento. Para realizagcdo das andlises foi
utilizada a metodologia de Mislivecet al. (2001).

De posse das amostras, foram realizadas diluigbes necessarias de acordo
com o ponto de andlise utilizando agua peptonada estéril (0,10%). Foram
plaqueadas em profundidade 1 ml destas diluigcbes, em duplicatas, com meio de
PDA (Agar de Batata Dextrose) acidificado com &cido tartarico 10% (p/V) (pH final
3,2), fornecendo um pH mais adequado para o crescimento de leveduras além de
se evitar o crescimento de bactérias, que poderiam estar presentes nas amostras.
Apesar de fungos comuns e leveduras se desenvolverem em ambientes aerébios,
a técnica de profundidade foi utilizada, pois Splittstoesser et al (1993), em suas
pesquisas demonstrou a obtencdo da mesma recuperacdo de esporos em
plagueamento de profundidade quando comparado com o plaqueamento em

superficie, justificando a utilizagao da técnica.

As placas foram invertidas e incubadas a 30° C por 3 a 5 dias. A verificagdo
das placas se deu com 3 dias de incubagéo, onde foi feita uma contagem prévia
de microrganismos para prevenir a perda das placas por espalhamento total das
colénias. Depois disto, as placas voltaram a ser incubadas e o procedimento de

contagem foi feito novamente com 5 dias de incubagao.

O resultado final foi expresso em numero de unidades formadoras de
colénia por ml do produto (UFC/ml).
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3.4- Bolores Termoresistentes

3.4.1- Procedimento de quantificacdo de bolores termoresistentes

Cem gramas (ml) de amostra foram transferidas assepticamente para dois
tubos de 25x200 mm, com tampa rosqueavel (50 ml em cada tubo) que
posteriormente foram submetidos a um choque térmico em banho termostéatico
(HAAKE, precisdo de + 0,1°C) regulado a 80° C. Quando a amostra atingiu 80° C
(tempo de subida previamente determinado com termopar), iniciou-se a contagem
do tempo de choque térmico (80 minutos) (Beuchat & Pitt, 1992). Terminado o
tempo de choque térmico, resfriou-se os tubos até 45-50° C e o contetido dos
mesmos (100 ml), foi transferido para um erlenmeyer contendo 100ml de &gar
batata dextrose (PDA) com 1 ml de solucao de rosa de bengala (preparada com
0,084g do sal em 100ml de agua, esterilizado a 121° C por 10 minutos) e 4 g/l de
cloranfenicol, com intuito de inibir bactérias, em especial as gram positivas, (meio
em concentragao dupla) (Aragéao, 1989). Acidificou-se o conteudo resultante com
solugdo de acido tartarico 10% p/v (pH final = 3,5), promovendo a
homogeneizagéo e distribuindo a mistura em oito placas de Petri de 90 mm de
didmetro. Todo este procedimento foi realizado em camara de fluxo laminar. Apos
solidificacdo da mistura nas placas, estas foram envolvidas por um saco plastico

(para evitar ressecamento) e incubadas invertidas a 30°C por um més.

Apesar da incubacdo das placas ser de 30 dias, a contagem das mesmas
foi feita em periodos de 15 dias até 30 dias, processo este que facilita a contagem.

3.4.2- Determinacio do tempo de subida da temperatura (tempo de atraso

térmico)

Os tubos com tampa de rosqueavel 25 x 200mm foram preenchidos com a

quantidade de amostra (50ml), e acoplado a estes foi inserido um termopar flexivel
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(tipo T) de cobre/constantam, o qual foi mantido na posi¢cdo central do volume
ocupado pela amostra, o termopar foi ligado a um registrador de temperatura. Os
tubos assim montados foram colocados em um banho termostatico ajustado a
80°C e um cronémetro foi acionado ao mesmo tempo. Quando a temperatura da
amostra atingiu 80°C, o tempo marcado pelo crondémetro foi registrado (tempo de
subida), este valor sempre foi acrescido ao tempo de choque térmico aplicado aos
tubos.

3.4.3- Isolamento e codificacio dos bolores termoresistentes

Cada colbnia de fungo que se desenvolveu nas placas de enumeragao
apds tempo de incubacao, foi devidamente isolada em placas contendo 25 ml de
PDA. Com o auxilio de uma algca em “L”, transferiu-se um fragmento da colénia
original para o centro das placas com o meio de isolamento (PDA), em duplicata.
As culturas puras (verificacdo visual) diferentes entre si dentro de cada lote

receberam um codigo, como ilustrado abaixo:

118FL1ACT

[18: Isolado nimero 18

F: fungo termoresistente (apds choque de 80° C por 30 minutos) isolado em PDA
acidificado com &cido tartarico 10%, cloranfenicol e rosa de bengala.

Fc: fungo isolado sem choque térmico em PDA acidificado com acido tartarico
10%.

L1: fungo pertencente as andlises feitas no lote1
ACT: ponto de amostragem

3.4.4- Estocagem das culturas isoladas

Os fungos isolados e codificados foram estocados em silica gel de acordo
com a metodologia descrita por Gumerato (1995), Baglioni (1998), Delgado (2001)
e Pacheco (2001). A prévia preparagdo do material utilizado consistiu em: 1-
Preencher frascos de penicilina (10 ml) até cerca de metade do seu volume com
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silica-gel (particulas de 4-8 mm), estes foram tampados com algodao e colocados
em um recipiente metalico sendo esterilizados em calor seco (180° C/4 horas).
Apés este periodo de esterilizagdo, o material foi resfriado naturalmente até
temperatura ambiente e acondicionado sob refrigeracao; 2- uma solucao de leite
desnatado 5% p/v foi preparada e esterilizada por 121° C/10 minutos; 3- tampas
de borracha para serem utilizadas no fechamento dos frascos tipo penicilina foram

esterilizadas (121° C/15 minutos).

O processo de estocagem seguiu basicamente os seguintes passos
(operacao foi realizada em camara fluxo laminar): 1- 8 ml de uma solugéo de leite
desnatado 5% p/v estéril foi transferida para a placa contendo o fungo cultivado; 2-
Os esporos foram retirados levemente da superficie do fungo com auxilio de uma
bagueta estéril; 3- Gradualmente transferiu-se para o frasco tipo penicilina 1,0 ml
da suspensado de esporos resultante contida na placa (transferéncia gota a gota).
Agitou-se o frasco para que a absorcdo da suspensao pela silica-gel fosse a mais
uniforme possivel; 4- retirou-se uma pedra de silica-gel e esta foi repassada para
uma placa contendo meio MEA, ja solidificado para comprovacao da viabilidade
dos esporos armazenados; 5- apds esta operacao o frasco foi colocado em banho
de gelo por 5 minutos; 6- Fechou-se o frasco com borracha estéril e lacrou-se o

mesmo com selo de aluminio.

3.4.5- Producao de esporos

A preparagao da suspensao para inoculagdo das Garrafas de Roux, foi feita
com auxilio de uma alga em “L” estéril, onde um fragmento do fungo foi transferido
para um tubo de 16x150 mm com tampa rosqueavel contendo 2ml de solugao
0,05% de tween 80 (para dispersar os esporos), seguido de agitacdo. Na
seqUéncia 0,5-1,0ml da suspensao foi transferida para cada garrafa de Roux
contendo 200ml de agar extrato de malte (MEA, formulado segundo Pitt 1979). O
procedimento de inoculacdo das garrafas foi feito em duplicata para cada isolado
de fungo termoresistente codificado. As garrafas foram incubadas a temperatura
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de 30° C por um més e trés meses para permitir a esporulagdo e desenvolvimento
de resisténcia dos ascdsporos e uma comparagao entre as idades dos mesmos

verificando diferengcas em potencial de resisténcia térmica.

3.4.6- Coleta de esporos

Apds o periodo de incubagdo de um més e trés meses, 25 ml de agua
estéril foram transferidos para cada garrafa contendo os fungos cultivados, o
procedimento foi repetido trés vezes para completa retirada dos esporos. A
superficie do fungo foi raspada delicadamente com uma bagueta estéril obtendo-
se uma suspensado, que foi filtrada através de camadas de gaze estéril para a

retencdo de hifas e resto de meio de cultura.

Ap6s a coleta de esporos, a suspensao obtida foi submetida a uma
centrifugacao a 4° C por 15 minutos a 11.962,6 x g (Tournas & Traxler, 1994) e o
precipitado foi entdo lavado em duas centrifugacbes com agua estéril. Apds a
segunda centrifugacéo, transferiu-se a suspensao para um frasco de 25 x 200mm,
previamente autoclavado, com capacidade de 165 ml, contendo aproximadamente
30 pérolas de vidro (Delgado 2001).

Ap6s cada coleta de esporos, realizou-se observagdes sob microscopio
optico (aumento de 400 vezes), para certificar-se que a suspensao obtida continha
o minimo possivel de hifas. Para observacdo de bolores ao microscépio foi
utilizada coloragdo de lactofucsina descrita por Pitt & Hocking (1985). As
suspensoes foram estocadas em geladeira a 4° C (Delgado, 2001).
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3.4.7 Contagem das suspensoes de esporos dos bolores isolados

3.4.7.1- Contagem em Camara de Neubauer

Para realizacao deste tipo de contagem se utiliza uma camara denominada
Céamara de Neubauer, onde uma gota da suspensao a ser verificada é colocada
na canula da camara, sendo coberta com uma laminula. Apds este procedimento,
a camara é observada em microscépio no aumento de 400 vezes, onde contam-se
0S campos, obtendo-se no final um valor aproximado do numero de esporos por
mililitros contidos na suspensdo, o valor é dado como aproximado pois nesta
metodologia sdo contados todos 0s esporos considerados viaveis € ndo viaveis
por ndo se conseguir distinguir cada um deles. Por este motivo, normalmente
quando comparada com a contagem por diluicdo e plaqueamento, a contagem em
camara de Neubauer apresenta cerca de 1 ciclo logaritmico a mais. Para obtengao

da concentragdo da solugao a ser analisada utiliza-se a férmula:

NXFx1 ()
o= NFx] 0

equacao 4
0.25xnx16 quag

onde:

No: Concentracao da solugdo analisada (esporos/ml)
N: Numero total de esporos contados

F: fator de diluicao utilizado

0,25: constante da férmula

n: numero de quadrados da camara contados

16: nimero de divisérias de cada quadrado

3.4.7.2- Contagem por diluicao e plaqueamento

Este método é bastante simples e consiste em utilizar-se a solugéo que se
deseja saber a concentracdo, aplicado a mesma diluicbes decimais seriadas
(tubos contendo 9ml de agua estéril), sendo que a cada diluicao feita toma-se 1 ml
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para plaqueamento, que deverd ser feito em duplicata. Nas placas os meios MEA
e PDA podem ser utilizados, no entanto, o primeiro tende a recuperar mais
esporos que por ventura estejam injuriados. Apds o plaqueamento, incubam-se as
placas por 7 dias a 30°C e realiza-se a contagem das mesmas, fazendo-se a

média das duas placas, e multiplicando-se pelo fator de diluigao utilizado.

3.4.8- Aplicacio de choques térmicos para selecao do isolado mais

termoresistente

Para cada fungo, foram utilizados tubos com tampa rosqueavel (16 x
150mm) com 9ml de bebida de uva estéril (meio de aquecimento), sendo que cada
tubo foi inoculado com 1ml de suspensdo de esporos calibrada para 10°
esporos/ml, apds este processo seguiu-se a homogeneizagdo da mistura
resultante. Os choque planejados sao apresentados na tabela 1, sendo todos

mais vigorosos que o inicial de 80°C/30minutos.

As suspensobes de esporos com 1 més de idade e 3 meses, de idade de
cada um dos isolados fungicos codificados, foram submetidas a diferentes
bindmios de tempo x temperatura, que variaram de 85°C por 15 minutos até 121°C
por 1 minuto, quando necessario, até que fosse definido o isolado mais
termoresistente para suspensdes de 1 més de idade assim como para as de 3
meses de idade

Utilizando um banho termostatico (Polystat ®, precisdo de +/- 0,1°C), foi
aplicado o choque térmico aos tubos com tampa rosquedvel contendo bebida de
uva (pH 3,0 e Brix 14) inoculada, de acordo com o binémio pré estabelecido,
sendo que o tempo de choque foi contado depois de aplicado o tempo de atraso,
ja descrito anteriormente. Apdés o choque térmico, os tubos foram resfriados

imediatamente, até temperatura ambiente.
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Na sequéncia, o conteudo de cada tubo foi transferido para um outro
contendo 10ml de meio de cultura PDA dupla concentragcédo (Baglioni, 1998), esta
solugdo final foi homogeneizada e transferida para placas de Petri. Apos
solidificagéo, as placas foram incubadas a 30°C por até 7 dias. O crescimento do

fungo neste periodo € um indicativo de sua capacidade de resisténcia térmica.

Tabela 1: Binbmios de choques térmicos aplicados as suspensdes fungicas
isoladas nas duas idades 1 més e 3 meses conforme necessidade de selegao.

Temperatura (°C) Tempo (minutos)

85 15
90 5
95 5
10
15
100 5
10
15
25
30
35
40
45
50
55
60
105

110

— ) —h
cooo@PRMNDOO AN

115
15
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3.3.8- Identificacao dos isolados mais termoresistentes

A identificagdo dos isolados mais termoresistentes, referentes ao tempo de
incubacdo de 1més e 3 meses, foi realizada segundo metodologia proposta por
Pitt & Hocking (1985) e Samson & van Reenen-Hoekstra (1988).

Cada fungo a ser identificado foi incubado em 3 diferentes meios, sendo
estes MEA, CYA e G25N (Agar Nitrato com Glicerol 25%), cultivados durante 7
dias. Para tanto, utilizou-se 3 temperaturas (5, 25, 37<C), segundo Pitt & Hocking
(1985). A incubacgio a temperatura de 30°C também foi utilizada, pois Samson &
van Reenen-Hoekstra (1988), que também descreveram o comportamento dos

fungos nesta temperatura.

Depois do prazo de incubagéo, foi realizado o exame macroscopico das
culturas, onde parametros como didmetro da colénia em milimetros, cor
apresentada pelo fungo na superficie e reverso da placa, bem como, a aparéncia
da colénia, foram anotados e comparados com as chaves de identificacdo. Ja,
com relacdo as analises microscépicas, o procedimento adotado foi a preparagéao
de laminas de montagem Uumida utilizando corante lactofucnina indicado por Pitt &
Hocking (1985) e a de preparacdo com fita adesiva transparente (Samson & van
Reenen-Hoekstra, 1988). Por fim, todas as caracteristicas macroscépicas e
microscoépicas como presenca de hifas septadas ou néo, asco, ascomata, fialides,
metulas, ascésporos e seu formato, conidios, assim como o tamanho apresentado

por cada estrutura, foram corridas em chaves proposta por ambos autores.
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3.4- Resisténcia térmica dos isolados mais termoresistentes

A resisténcia térmica dos bolores foi determinada utilizando-se tubos TDT
estéreis preenchidos com 1,8 ml de bebida de uva previamente esterilizada e
inoculados com 0,2 ml de suspensdo de esporos calibrada em 10’ esporos/ml,
seguido de homogeneizacdo (Stumbo, 1973). Os tubos foram selados com
magcarico e colocados em banho termostatico (Polystat® com +/- 0,1°C de
precisdo) previamente ajustado as temperatura de 90, 95 e 98°C.

O tempo de subida até a temperatura desejada foi determinado
previamente, utilizando um termopar flexivel para monitorar a temperatura em tubo
TDT preenchido com 1,8ml de bebida de uva e 0,2ml de agua, posteriormente
selado. Em cada tempo de aquecimento definido, os tubos foram retirados do

banho e resfriados imediatamente em banho de gelo, até temperatura ambiente.

Os tubos foram abertos assepticamente, em seguida foram feitas diluicdes
decimais sucessivas, sendo semeadas aliquotas de 1ml em profundidade com
meio de cultura MEA, em duplicata. As placas foram incubadas invertidas a 30°C
por 7 dias e a leitura das colénias formadas foi feita a partir do terceiro até o
sétimo dia de incubacdo (Delgado, 2001). A contagem foi expressa em UFC/ml.
Sabendo-se o numero de sobreviventes e o tempo de aquecimento respectivo,
foram construidas curvas de sobrevivéncia. Como o comportamento cinético de
inativacao foi ndo logaritmico nas temperaturas empregadas, utilizou-se o método
de linearizagdo de Alderton & Snell (1979) determinado-se o0s parametros

equivalentes a “D” (1/k) e Z.

59



3.5- Analises fisico-quimicas

3.5.1-Medicao de valores de pH

Os valores de pH de cada uma das amostras dos 6 lotes analisado foi
realizada com auxilio de um aparelho potenciométrico previamente calibrado com

tampbespH 4 e 7.

3.5.2- Medicao de valores de °Brix

Os valores de 2Brix de cada uma das amostras dos 6 lotes analisados foi
realizada com auxilio de um refratémetro (ATAGO N-50E®) previamente calibrado

com agua para posteriormente se fazer as leituras das amostras.

3.6- Pesquisa de niveis de sulfitos no produto final

Os niveis de sulfitos presentes no produto final foram detectados por
método de sulfidimetria preconizada por Vogel (1992). Para realizacdo deste
método utiliza-se 25ml de uma solugao de iodo padronizada 0,05 N, acrescida de
50ml de agua destilada, 5ml de &cido cloridrico 0,1N, 5ml solugdo de oxalato de
céalcio 0,1N, 5 ml da amostra a ser analisada e acetona P.A. Apds a mistura de
todos os reagentes, deve-se esperar cerca de 10 min para que o iodo consiga
oxidar o sulfito da amostra. A titulacdo da solucao é feita com tiossulfato de sodio
padronizado 0,05N. A diminuicdo dos valores apresentados nas titulacbes com e
sem a amostra indicara a concentracado de sulfito no produto final. Desta maneira,
a proporgcado que se tem é que cada 1ml de solugcdo de iodo 0,05N, obtidas da
diminuicdo das duas titulagdes € capaz de oxidar 0,16015 mg de SO,. Assim, o
resultado é expresso em miligramas de sulfitos em 5ml da amostra, para se obter

a concentracao em mg/l basta multiplicar por 200 o numero obtido.
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3.7- Analise estatistica

Foram realizadas andlise de variancia (ANOVA) e técnicas de contrastes

com auxilio dos softwares Statistica e Minitab ao nivel de significancia de 0,05%.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Particularidade dos Fluxogramas

Um ponto muito importante a ser ressaltado no fluxograma apresentado na
figuras 1, é a presenca de um processo de “blendagem”, que ocorre na linha de
producado de suco concentrado de uva, apresentado na figura como padronizagao.
Segundo Beaven (1949), o processo de blendagem é utilizado normalmente para
padronizar aromas, acidez e quantidades de agucares, além de minimizar as
diferencas que possam haver entre 0s sucos produzidos no periodo de safra e
entressafra, ou até mesmo como opg¢ao para criar novos sabores de sucos,

provenientes da mistura de diferentes frutas.

Na “blendagem” realizada pela empresa, misturam-se porcentagens de
suco concentrado de diferentes lotes, com intuito de se alcancar um padrao pré-
determinado, exigido por compradores como, por exemplo: quantidade de sélidos

sollveis, acidez, cor, concentracao de sélidos insoluveis, além de outros.

Desta maneira, o produto que sai do “blend” para o restante da linha de
producao, ndo corresponde mais ao produto inicial, pois, afinal houve uma mistura
de lotes. Assim, este produto é considerado um produto novo e distinto dos
anteriores e que tera seguimento no processo na linha de producao de bebida de
uva. Isto dificulta a comparacdo da carga microbiolégica entre os pontos
posteriores a blendagem.

As comparagdes de contaminagéo lote a lote, bem como, a eficiéncia do
processamento térmico, devem ser discutidas dentro da linha de processo, nao

cabendo extrapolac¢des para o outro fluxograma.
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Um outro ponto de grande relevancia € observado na figura 1, onde o
fluxograma apresenta uma via secunddria de producéo, que € a inclusédo de mosto
comprado de terceiros na producdo de bebida de uva. Este mosto € um
subproduto da producdo de vinho e apresenta-se sulfitado, carreando este

conservante para linha de processamento.

Cabe ressaltar ainda que as uvas utilizadas na producdo de sucos sao as
que ndo foram aproveitadas para consumo como uva de mesa, nem mesmo para
producado de vinhos, onde se da preferéncia para uvas selecionadas, visando um
vinho de qualidade.

4.2- Bolores Comuns e Leveduras

Os 6 lotes de bebida de uva foram analisados conforme o previsto, e para
melhor compreensdo dos resultados viu-se a necessidade de uma comparagao
lote a lote, ponto a ponto, pois a partir disto tornou-se mais facil a visualizagdo do
efeito do processo nos bolores e leveduras. Abaixo, encontra-se a figuras 3,
referente a evolugcdo da média de contagem por lote, representativa de cada um
dos lotes e a contaminacao do produto por bolores comuns e leveduras em cada
ponto de coleta e para cada lote analisado, sendo que sé foram graficados os

pontos onde houveram contagens.

Todos os dados utilizados na confec¢cdo das figuras 3, encontram-se
detalhados nas tabelas presentes no ANEXO I.
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UFC/ml

1,00E+08

1,00E+07 -

1,00E+06 -

1,00E+05 -

1,00E+04 -

1,00E+03 -
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1,00E+01 -

1,00E+00 - I
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—
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TP3 TPF TPF90
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Figura 3: Nivel médio de bolores comuns e leveduras por lote para cada ponto de
amostragem

4.2.1. Ponto tanque pulmao (TQ) — comparacoes entre lotes

Entre todos os pontos submetidos a pesquisa de bolores e leveduras
comuns, apenas 0s denominados: tanque pulmao recebimento (TQ), apos
pasteurizagao 1 (TP1), tanque pulmao antes do concentrador (AC) e formulagao
(TF), apresentaram contagem (figura 3), no entanto, o0s microrganismos
encontrados foram exclusivamente leveduras, ndo evidenciando a presenca de

bolores comuns.

Analisando a figura 3, apresentadas acima, pode-se verificar que, para o

ponto denominado TQ os lotes 1, 2 e 3 obtiveram contaminagdo média de 9,53 x
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10® UFC/ml de leveduras, enquanto os demais apresentaram contaminacdo média
de 5,55 x 10° UFC/ml. Desta maneira, nota-se que a concentracdo de leveduras
encontrados em todos os lotes para o ponto TQ, referente a matéria prima, €

bastante similar, em torno de 10°.

Malletroit et. al. (1991) demonstraram que sucos de uva, ndo pasteurizados,
possuem contaminagdo de 10° a 10" UFC/ml de leveduras dependendo da época
do ano, sendo que normalmente, o produto no periodo de safra costuma ser mais
contaminado do que na entressafra. Estes resultados, em termos de concentragao
de contaminacao, demonstrados pelos pesquisadores, estdo em conformidade
com os valores encontrados nas analises do ponto TQ, desta pesquisa, no
entanto, ndo houve diferenca significativa na detecgdo de leveduras entre os
periodos de safra e entressafra.

Cabe ressaltar que a presente pesquisa se propds a identificar o fungo

isolado de maior termoresisténcia nao cabendo entdo identificacoes de leveduras.

4.2.2. Ponto apos pasteurizacao 1 (TP1) — comparacoes entre lotes

Nas analises dos seis lotes, a primeira pasteurizacao aplicada, se mostrou
eficiente por conseguir reduzir, em todos os lotes, de 4 a 5 ciclos logaritmicos,
assim, a contaminacdo média dos lotes que era de 7,54 x 10° UFC/ml na matéria
prima, foi reduzida, apds o processo, para uma contaminagdo média de 8,8 x10?
UFC/mI. Desta maneira, o processo de pasteurizacao se torna indispensavel para
reducao da carga microbioldgica do produto e ajudar na fixagéo da cor.

Estudos realizados por Beaven (1949) mostraram que, os fungos, leveduras
e bactérias quando presentes nos sucos produzem substancias quimicas de
degradacao, desta maneira deve-se proceder, um processo de pasteurizagao,

para eliminacdo destes microrganismos. As células de leveduras sao mais
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susceptiveis ao processamento térmico do que seus esporos e o0s fungos
(Splittstoesser, 1986).

4.2.3. Ponto antes do concentrador (AC) — comparacao entre lotes

Durante todo percurso até chegar ao tanque pulmao, antes do concentrador
(AC), o produto apresenta uma leve queda da carga microbiol6gica, com média
dos seis lotes de 3,72 x 102 UFC/ml.

As analises destes resultados através do fluxograma apresentado na figura
1 mostram que 0s processos que antecedem a concentragcao, Sao 0s responsaveis
diretos pela reducao de meio ciclo logaritmico da contaminacao, tais processos
consistem em: prensagem com separacdo de bagaco, despectinizacdo com
separagao de borra, filtragdo, centrifugacéo, clarificagdo, além de uma ultima
filtracdo com terra diatomacea realizada sob pressao, antes da chegada ao tanque
pulmé&o para posterior concentragdo. Desta maneira, os processo de retirada de
bagaco, borra e residuos do filtro, acabam por promover a leve diminuicdo da
carga microbiolégica do produto neste ponto. Esta diminuicdo foi constatada
principalmente nos lotes 3, 5 e 6.

Nos lotes 1 e 2 o desvio padrdo médio foi de 1,14 x 10°® UFC/ml, causando

um desvio padrao médio de todos os lotes, que pode ser visualizado na figura 4.

4.2.4. Ponto formulacao (TF) — comparacao entre lotes

Este ponto de amostragem apresentou um comportamento atipico durante
as andlises dos lotes. Nos lotes 3, 4 e 6 ndao foram encontradas unidades
formadoras de colénia em nenhuma das amostras, ja no lote 5 foi detectada
presenca de leveduras num nivel médio de 8,77 x 10" UFC/ml, esta ocorréncia
pode estar relacionada a espera que pode chegar a até 5 horas em temperatura
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ambiente, sendo este um tempo hébil para reproducédo de microrganismos que por

ventura estejam presentes.

No entanto, os lotes 1 e 2 apresentaram um comportamento bastante
diferenciado dos quatro ultimos lotes j& descritos. No lote 1, durante as analises,
foi constatado que, em uma das quatro repeticdes realizadas, as diluicdes 10" e
102, possuiam maior nimero de células de leveduras do que as placas
procedentes da diluicdo 10°, alcangando contagem que podem ser visualizadas na
tabela 2. Com relacdo ao lote 2, o0 mesmo comportamento foi observado, no

entanto para duas das quatro repeticdes realizadas.

Tabela 2: Médias de contagem em placas para as 3 diluicdes realizadas no ponto
TF paraoslotes1e 2.

Diluicbes Lote 1 (amostral) Lote 2 (amostras 1 e 2)
Utilizadas

Média da Contagem (UFC/ml) Média da Contagem (UFC/ml)
10° 1 <1
10’ 112,5 0
102 30 31,25

Este tipo de comportamento das leveduras com maior contagem nas
diluicbes menores, evidencia uma possivel presenca de um agente inibidor na
bebida cuja concentracdo é reduzida a medida que as diluicdes sao feitas com
conseqliente aparecimento das leveduras, sendo este fato o indicativo da

necessidade de pesquisa de SO, no produto formulado final.

Analisando o fluxograma de produgdo de suco concentrado de uva
apresentado na figura 1, pode-se constatar que a empresa costuma comprar
mosto de terceiros durante o periodo de safra e entressafra, sendo que este
mosto, normalmente, apresenta-se sulfitado. A concentracdo de sulfitos se

encontra em cerca de 1300mg/I (segundo a empresa), valor que posteriormente

67



serd diminuido para cerca de 100mg/I no dessulfitador através de processo de

concentragao.

A inclusdo de mosto de terceiros na manufatura de bebida de uva pode
conferir ao produto inimeros problemas. O mosto, subproduto da fabricacdo de
vinho, é advindo de trocas constantes realizadas durante o processo fermentativo
do vinho, sua inclusdo na producdo de sucos carreia para linha de produgéo
microrganismos (leveduras), que por ventura, possam ter sofrido mutacdes,
tornando-se por exemplo resistentes ao processo térmico, ou tolerantes a

presenca de sulfitos.

Baseados na suspeita da presenca de sulfitos nos lotes analisados, foi
realizada analise para quantificagdo deste conservante, para confirmagdo da
presenca e quantidade apresentadas na bebida de uva (produto final), com intuito
maior de verificar se os teores estavam dentro do permitido pela legislacdo vigente
(40mg/l, ANVISA, 1999). Os resultados obtidos nas analises estdo expressos na
tabela 3.

Tabela 3: Teor de sulfito presente no produto final, andlise realizadas para os 6
lotes de amostragem.

Lote 1 Lote2 Lote3 Loted4 Lote5 Lote6

Teor de Sulfitos (mg/l) 48,04 48,04 172,96 172,96 137,72 137,72

Considerando os dados apresentados na tabela 3, verifica-se que
justamente os lotes 1 e 2 onde foram constatados problemas, apresentaram indice
de sulfitos mais baixos (no entanto, todos os lotes apresentaram indices
superiores a 40mg/l permitido por lei), explicando desta maneira, o porque do
desenvolvimento de leveduras nas placas conforme diluigbes decimais eram
realizadas. O processo de diluicao foi responsavel por diminuir a concentracao de
sulfitos, e assim, as células de leveduras anteriormente inibidas tornaram-se
viaveis. Nos outros lotes, como a concentracao de sulfitos se mostrava 3,60 (lotes
3 e 4) e 2,86 (lotes 5 e 6) vezes maiores, provavelmente as diluigcdes realizadas
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nao foram suficientemente eficazes para fazer com que as células voltassem a ter
capacidade de se reproduzirem. Uma segunda explicacdo, € que os lote de 4 a 6

tivessem um nivel de contamina¢cao menor que o incidente nos lotes 1 e 2.

Rizzon e Miele (1995) pesquisando caracteristicas analiticas de sucos de
uva fabricados no Rio Grande do Sul, encontraram que, 0s principais sucos
produzidos na regido continham niveis sempre inferiores a 150mg/l de sulfitos,
obtendo-se um valor geral médio de 62,1mg/l. Estes valores ndo condizem com os
resultados encontrados nas andlises das amostras dos 6 lotes, pois, a
concentracdo média detectada foi de 119,57mg/l, ja que 4 lotes possuiam
quantidades superiores a 150mg/l, como apresentado na tabela 3.

Estudos realizados por Roland and Beuchat (1984), mostraram que 75mg/I
de sulfito sdo suficientes para retardar a reproducéo de células dos contaminantes
(fungos e leveduras), deixando-as assim num estado estacionario. Sucos
contaminados com 10* UFC/ml e que possuiam 50mg/l de sulfito, quando
incubados a 21° C e 30° C demoraram 15 e 7 dias respectivamente, para

apresentarem crescimento.

Ja Malletroit (1991), em suas pesquisas, verificaram que pequenas
concentragdes de sulfitos, seguido de processo de pasteurizacdo, sdo capazes de
destruir as leveduras presentes em suco de uva. Estes autores testaram teores de
50 e 25mg/l, sendo que, em ambos o0s casos, apds a pasteurizacdo, nao foi
detectado crescimento microbiol6gico, nem mesmo altera¢cdes como estufamento

de embalagens.
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Como resultado final destas anélises, o que pode ser visualizado em termos
graficos € um grande desvio padrdo no ponto em questdo. Este desvio padrao
esta bastante evidente na figura 4.

Uva - Bolores nao Termoresistentes e leveduras por ponto de amostragem

, i T S

| | | |
TQ TP TAC TF

Log(Bolores ndo Termoresistentes e leveduras)
N

Ponto

Figura 4: Média do logaritmo de microrganismos (UFC/ml) acrescidos do limite
superior do intervalo de confianga, baseados nos 6 lotes de analise do produto.

4.2.5- Ponto produto final apés 90 de vida de prateleira (TPF90)

E importante ressaltar que este ponto ndo apresentou contaminacdo em
nenhum dos lotes analisados, mostrando-se microbiologicamente seguro, apés 90
dias de vida de prateleira.
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4.2.6- Analise estatistica dos resultados das contagens de bolores comuns e

leveduras em linha de processo

Ocorreram diferencas significativas, a 95% de confianga, entre os lotes e
entre os pontos de amostragem para os bolores comuns e leveduras (tabela 4).
No ponto TQ referente a matéria prima (fruta), os lotes de safra e entressafra nao
mostram diferencas significativas ao nivel de 95% de confianca, pois como ja
citado no itém 4.2.1 a diferenca entre estes periédos foi de meio ciclo logaritmico.
No entanto, ao serem considerado os demais pontos dentro do processo industrial
fica clara a diferenca entre periodos de safra e entressafra.

Tabela 4: Analise de variancia/ p-value para efeitos principais e interagdo entre
bolores comuns e leveduras e bolores termoresistentes em suco de uva.

Variavel Lote Ponto de coleta Interacao
Bolores termoresistentes < 0,0001 0,003 0,005
Bolores comuns e leveduras (log) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001

Nos lotes de entressafra ndo ocorreram contagens nos pontos posteriores a
TAC, com excecdo do lote 5 que teve contagem média de 8,76x10" UFC/ml em
duas amostras no ponto TF. Nos lotes de safra ocorreu 0 mesmo: 0s pontos
iniciais TQ, TP1, TAC e TF apresentaram contagens. O lote 1 se mostrou atipico,
por ser o Unico a apresentar contagens (<10 UFC/mI) em todas as amostras do
ponto TP3, embora nado apresente contagem apods esse ponto. O lote 3 nao
apresenta contagem ja a partir do ponto TP1. Para o ponto TF, analisando bolores
nao termoresistentes e leveduras, observou-se contagens semelhantes as do
ponto TAC. Um fato importante é que apds o ponto TF as contagens zeraram em
todos os lotes.

Analisando a diferengca das médias de contagem obtidas entre a matéria
prima e a primeira pasteurizacao, pode-se verificar que na passagem do ponto TQ
para TP1 houve uma queda na ordem de 3,9 ciclos logaritmicos para os bolores
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nao termoresistentes e leveduras como apresentado na tabela 5. O produto final e
o estocado durante 90 dias ndo apresentaram contagens para 0s microrganismos
analisados. As andlises estatisticas para bolores nao termoresistentes e leveduras
se concentraram nos pontos: TQ, TP1, TAC e TF como evidenciado na figura 4. O
ponto TP3 nao foi analisado, uma vez que apenas o primeiro lote apresentou
contagem, sugerindo desvio no processo, regularizado nos lotes seguintes. O
contraste nao foi significativo entre os pontos antes da concentragdo e apo6s a

pasteurizagéo 1.

Tabela 5: Contraste entre média dos logaritmos e entre pontos de coleta
consecutivos estatisticamente significativos para bolores e leveduras comuns em
bebida de uva

Contraste Bolores comuns e leveduras (log)
TP1-TQ -3,90
TAC-TP1 N&o significativo

4.3- Bolores Termoresistentes

4.3.1- Contagem de bolores termoresistentes

A contaminag&o por bolores termoresistentes foi baixa e significativamente
diferente entre lotes de safra e entressafra sendo inferior a 10 esporos/100ml em
todos os lotes pesquisados (tabela 6). Uma quantidade de 4,8 esporos/ml foi
encontrada no ponto TQ do lote 2, referente a safra, sendo este o ponto mais
contaminado do lote.

Tabela 6: Bolores Termoresistentes (UFC/ml) - médias +/- Desvio Padrao por
ponto/tipo de lote

Ponto Safra Entresafra
TQ 3,67 +/- 1,23 0,500 +/- 0,673
TP1 2,58 +/- 0,52 0,083 +/- 0,288
TAC 2,33 +/- 0,78 0
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A contaminagdo mais alta encontrada para os lotes de entressafra foi de 0,8
esporos/ml, correspondente ao lote 5, ponto TQ, o que denota uma diminuicdo de
83,33% na taxa de contaminagao por bolores termoresistentes, apenas variando-
se os periodos de safra e entressafra. O efeito sazonal fica evidente quando se
considera que a entressafra se da nos meses de outono onde as temperaturas
ambientais sdo menores. E importante salientar que apés o processo de
concentracdo, ou seja apos o ponto TAC, ndo foram mais encontrados bolores
termoresistentes em nenhum dos lotes analisados (ver figura 5).Este dados,
condizem com os estudos de Malletroit et al. (1991) que demonstraram que os
periodos de safra sao responsaveis por apresentarem maiores niveis de
contaminacao, em detrimento aos periodos de entressafra do mesmo produto.

1.00E+01

1.00E+00 -

Esporos/100ml de bebida de uva

1.00E-01 -

TQ TP1 TAC TAA T TF TP3 TPF TPFO0

Ponto de Coleta

OLote 1 mLote 2 mLote 3 @Lote 4 @mLote 5 WLote 6

Figura 5: .Concentracao ponto a ponto de bolores termoresistentes nos 6 lotes de
analise
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4.3.2- Anadlise estatistica dos resultados das contagens de bolores

termoresistentes em linha de processo

Com relacdo aos bolores termoresistentes, os Ultimos trés lotes
(entressafra) apresentaram contagens minimas (1 ou 2 UFC/100ml) em parte das
amostras do ponto TQ e nenhuma contagem nos demais pontos ( a exceg¢ao do
lote 5 que também apresentou 1 UFC/100m| em uma das amostras do ponto TP1).
Os lotes de safra apresentaram contagens menores que 10 esporos/100ml em
todas as amostras dos trés primeiros pontos (TQ, TP1 e TAC) e nenhuma
contagem nos demais pontos. Considerado o processo como um todo, apds a
concentracdo nenhum dos lotes apresentou contagem de bolores
termoresistentes. A Andlise estatistica se restringiu aos pontos onde ocorreram
contagens: TQ, TP1 e TAC (ver figura 6).

2,5 —

2,0 —

1,5 —

Bolores Termoresistentes (UFC/ml)

| | |
TQ TP1 TAC

Ponto

Figura 6: Numero de microrganismos (esporos/100ml), apresentados com média
e acrescidos do limite superior do intervalo de confianga, baseados nos 6 lotes de
analise do produto.

Ocorrem quedas de contagem do ponto TQ para TP1 no valor de 0,37
reducdes esporos100ml como apresentados na tabela 7.
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Tabela 7: Contraste entre médias dos logaritmos e entre pontos de coleta
consecutivos estatisticamente significativas para bolores termoresistentes em
bebida de uva.

Contraste Bolores Termoresistentes
TP1-TQ -0,37
TAC-TP1 /

O produto final e o estocado durante 90 dias nao apresentaram contagens

para 0s microrganismos analisados.

Ocorre variabilidade significativa entre os lotes, entre os pontos de coleta e
suas interacbes ao nivel de 95% de confiangca, no caso dos bolores
termoresistentes. Os lotes de safra apresentam contagens superiores aos lotes de
entressafra, considerados tanto os pontos nos quais as contagens ocorreram em
todos os lotes quanto aqueles pontos nos quais as contagens foram obtidas em
apenas alguns dos lotes.

Ocorreu variabilidade entre os lotes no caso dos bolores termoresistentes.
Os lotes de safra apresentam contagens superiores aos lotes de entressafra,
considerados tanto os pontos nos quais as contagens ocorreram em todos os lotes
quanto aqueles pontos nos quais as contagens foram obtidas em apenas alguns
dos lotes (p< 0,0001). O ponto TAC revela a diferenca mais significativa entre os
lotes de safra e entressafra. Nesses Ultimos a contagem ndo ocorreu para esse

ponto (ver tabela 6).

4.3.3- Isolamento e Codificacao

A analise dos 6 lotes de bebida de uva resultou na obtencéo de 25 isolados
termoresistentes que estdo representados na tabela 8 com seus codigos, local
proveniente e nimero de contagem da suspensdo de esporos em Camara de
Neubauer e contagem por método de diluicdo e plagueamento. Cada um deles
recebeu uma descricdo morfolégica macroscépica e microscopica, sendo que a

descricao foi feita de maneira parcial, somente para diferenciacdo de um fungo do
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outro, ja que o presente estudo visou identificar somente o isolado mais

termoresistente.

O sistema de codificagao apresentado abaixo seguiu 0 mesmo padrao, ja

descrito anteriormente em materiais e métodos.

Tabela 8: Cédigos dos fungos isolados, local proveniente na planta de processo,
contagem da suspensdo de esporos em Camara de Neubauer e contagem em
placa por diluicdo para idades de 1 e 3 meses.

Cddigo do Esporos/ml Neubauer Esporos/ml plaqueamento
Isolado 1 més 3 meses 1 més 3 meses
MFL1TP1 1,69 x 10° 1,08 x 10° 3,80 x 10° 2,10 x 10°
I2FL1TP1 3,15x 108 280 x 108 230 x 108 2,10 x 10’
I3FL1TP1 1,10 x 10° 1,50 x 10° 8,00 x 10® 3,50 x 10®
I4FL1TQ 8,70 x 107 3,30 x 10® 3,00 x 107 2,00 x 107
ISFL1TQ 9,60 x 10® 1,17 x 10° 1,50 x 10’ 8,0x 108
I6FL3TQ 1,65 x 108 7,80 x 10® 9,80 x 10’ 1,30 x 108
IZFL1TQ 3,25 x 108 2.85x 108 1,05 x 108 1,10 x 108
ISFL2TP1 220 x 108 6,85 x 10° 1,50 x 10’ 2,30 x 10’
IOFL2TP1 1,00 x 10° 6,55 x 108 410 x 108 2,80 x 107
11OFL3TP1 3,95 x 108 6,00 x 108 1,70 x 10’ 1,00 x 107
112FL3AC 4,40 x 108 1,42 x 10° 4,40 x 107 2,40 x 108
M13FL1AC 525 x 108 9,20 x 108 2,09 x 108 7,10 x 107
14FL1AC 215x 108 3,45 x 10® 3,45 x 10’ 3,40 x 10’
115FL2TP1 3,20 x 108 220 x 108 9,80 x 107 4,10 x 107
116FL2TQ 4,65 x 10® 2,30 x 10® 1,50 x 108 7,00 x 10’
H7FL1TQ 2,30 x 108 1,79 x 10° 1,00 x 108 255x 108
18FL1AC 9,80 x 108 6,35 x 108 1,08 x 10® 9,00 x 107
H9FL1TP1 9,00 x 108 1,20 x 10° 3,11 x 108 3,20 x 108
I20FL1TP1 9,70 x 108 3,90 x 108 3,35x 108 3,40 x 107
I21FL4TQ 8,75 x 108 5,55 x 108 3,08 x 108 8,75 x 10’
I122FL5TQ 1,06 x 10® 1,50 x 108 1,50 x 107 2,00 x 107
I123FL5TQ 5,80 x 108 1,20 x 108 1,40 x 107 1,30 x 107
I24FL6TQ 6,40 x 108 1,00 x 10° 1,30 x 107 2,80 x 108
I125FL5TQ 9,10 x 108 410 x 108 1,90 x 10® 4,00 x 107

IHFL1TP1: Caracteristicas do fungo: branco, nao cotonoso em MEA e
levemente cotonoso em PDA, sem exudado e com reverso creme em PDA e

ligeiramente mais escuro em MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato
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elipsoidal, com tamanho de 3,2 a 3,5um. Apéds 5 dias de incubacdo a 30C, o
fungo apresentou crescimento de 7,0 cm de diametro em PDA e em MEA um
crescimento que tomou toda extensao da placa.

I2FL1TP1: Caracteristicas do fungo: marrom esverdeado (ocre), nao
cotonoso, sem exudado bem esporulado nos dois meios e com reverso caramelo
em MEA e verde amarronzado (camurga) em PDA. Seus conidios apresentam
parede lisa, formato elipsoidal, com tamanho de 2,5 a 4um. Apds 5 dias de
incubacdo a 30T, o fungo apresentou crescimento de 5,0 cm de didmetro em
PDA e 6,0 cm em MEA.

IBFL1TP1: Caracteristicas do fungo: branco, ndo cotonoso, sem exudado e
com reverso creme em PDA e ligeiramente mais escuro em MEA. Este fungo
apresenta ascos de formato esférico, medindo de 6,4 a 8um, contendo 8
ascosporos no seu interior. Os ascOsporos por sua vez, possuem parede lisa,
formato esférico, com tamanho de 2,5 a 3,5um. Apés 5 dias de incubagéo a 30C,
o fungo apresentou um crescimento que tomou toda extensdo da placa tanto em
PDA quanto em MEA.

I4FL1TQ: Caracteristicas do fungo: amarelado, tendendo a laranja quando
mais velho, ndo cotonoso, com exudado vermelho, bastante floculado de esporos,
com reverso em PDA marrom claro levemente alaranjado e marrom claro
avermelhado em MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato
arredondado, com tamanho de 3,0 a 3,5um. Apos 5 dias de incubacdo a 30C, o

fungo apresentou crescimento de 5,0 cm de didmetro em PDA e 6,0 cm em MEA.

ISFL1TQ: Caracteristicas do fungo: branco, ndo cotonoso, com exudado
transparente e com reverso verde em PDA e em MEA. Seus conidios apresentam

parede lisa, formato esférico, com tamanho de 3,0 a 4,0um. Apds 5 dias de
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incubacdo a 30T, o fungo apresentou crescimento de 3,5 cm de diametro em
PDA e 4,0 cm em MEA.

IGFL3TQ: Caracteristicas do fungo: marrom queimado, bem esporulado,
néo cotonoso, sem exudado e com reverso chumbo escuro em PDA como em
MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato arredondado, com tamanho
de 4,0 a 5,0um. Apdés 5 dias de incubacdo a 30C, o fungo apresentou
crescimento de 5,5 cm de diametro em PDA e em MEA um crescimento que
tomou toda extensado da placa.

I7ZFL1TQ: Caracteristicas do fungo: marrom camurga, ndo cotonoso, sem
exudado e com reverso cinza amarronzado em PDA e MEA, bem esporulados nos
dois meios, s que com melhor crescimento em MEA. Seus conidios apresentam
parede lisa, formato esférico, com tamanho de 1,5 a 2,5um. Ap6s 5 dias de
incubacdo a 30T o fungo apresentou um crescimento que tomou toda extensao
da placa tanto em PDA quanto em MEA.

IBFL2TP1: Caracteristicas do fungo: branco, ndo cotonoso, sem exudado e
com reverso creme claro em PDA e ligeiramente mais escuro em MEA, possui
crescimento baixo, menos pronunciado em MEA e mais intenso em PDA e com
boa producdo de esporos em ambos. Seus conidios apresentam parede lisa,
formato esférico levemente ovalado, com tamanho de 3,0 a 3,8um. Apéds 5 dias de
incubacdo a 30C, o fungo apresentou crescimento de 7,5 cm de didmetro em
PDA e 6,0 cm em MEA.

I9FL2TP1: Caracteristicas do fungo: branco, ndo cotonoso, sem exudado e
com reverso creme em PDA e MEA, crescimento baixo, mais evidente em MEA.
Seus conidios apresentam parede lisa, formato ovalado tendendo a esférico, com

tamanho de 2,3 a 3,5um. Apés 5 dias de incubacao a 30C, o fungo apresen tou
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um crescimento que tomou toda extensdo da placa tanto em PDA quanto em
MEA.

IMOFL3TP1: Caracteristicas do fungo branco levemente amarelado, nao
cotonoso, sem exudado, bastante granulado e com reverso creme em PDA e
ligeiramente mais escuro em MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato
esférico, com tamanho de 3,2 a 4,5um. Apos 5 dias de incubagéao a 30T, o fungo
apresentou crescimento de 6,5 cm de didmetro em PDA e o mesmo valor em
MEA. Fungo Oa I11FL2TP1.

I11FL2TP1: Caracteristicas do fungo: branco levemente amarelado, nao
cotonoso, sem exudado, bastante granulado e com reverso creme em PDA e
ligeiramente mais escuro em MEA. Caracteristicas similares ao isolado 110, por

este motivo foi inoculado somente anterior.

I12FL3AC: Caracteristicas do fungo: verde ocre, ndao cotonoso, sem
exudado, bastante esporulado com crescimento baixo e com reverso marrom claro
(doce de leite) em PDA e MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato
elipsoidal, com tamanho de 3,2 a 4,8um. Apéds 5 dias de incubacdo a 30C, o
fungo apresentou crescimento de 5,0 cm de diametro em PDA e 5,5 cm MEA.

IH3FL1AC: Caracteristicas do fungo: branco levemente amarelado (branco
encardido), ndo cotonoso, sem exudado, bastante granulado e com reverso creme
amarelado em PDA e MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato
elipsoidal, com tamanho de 3,2 a 4,8um. Apéds 5 dias de incubacdo a 30C, o
fungo apresentou um crescimento que tomou toda extensdo da placa tanto em
PDA quanto em MEA.

I14FL1AC: Caracteristicas do fungo: verde ocre, ndo cotonoso, sem

exudado, bastante esporulado e com reverso esverdeado em PDA e caramelo em
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MEA, além de seu crescimento ser mais acentuado neste ultimo meio. Seus
conidios apresentam parede lisa, formato elipsoidal, com tamanho de 3,2 a 4,8um.
Apoés 5 dias de incubacao a 30C, o fungo apresentou crescimento de 6,0 cm de
didametro em PDA e em MEA um crescimento que tomou toda extensao da placa.

I15FL2TP1: Caracteristicas do fungo: marrom camurga, ndo cotonoso, sem
exudado, bastante esporulado e com reverso marrom escuro em PDA e caramelo
em MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato elipsoidal, com tamanho
de 3,2 a 4,8um. Apds 5 dias de incubacdo a 30C, o fungo apresentou
crescimento de 5,5 cm de didmetro em PDA e 6,5 cm em MEA.

I16FL2TQ: Caracteristicas do fungo: marrom camurga, ndo cotonoso, sem
exudado e com reverso marrom (café com leite) em PDA e MEA, com crescimento
mais evidente em MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato elipsoidal,
com tamanho de 4,0 a 5,0um. Apdés 5 dias de incubagdo a 30T, o fungo
apresentou crescimento de 8,0 cm de diametro em PDA e em MEA um
crescimento que tomou toda extensao da placa.

117FL1TQ: Caracteristicas do fungo: marrom camurga, ndo cotonoso, sem
exudado e com reverso marrom escuro em PDA e marrom (café com leite) em
MEA, apresenta crescimento menos pronunciado em PDA e boa esporulagdo nos
dois meios. Seus conidios apresentam parede lisa, formato esférico tendendo a
ovalado, com tamanho de 3,2 a 4,0um. Apds 5 dias de incubacao a 30C, o fungo

apresentou crescimento de 4,0 cm de diametro em PDA e 7,0 cm em MEA.

I18FL1AC: Caracteristicas do fungo: branco, ndo cotonoso, sem exudado e
com reverso creme claro em PDA e MEA. Seus conidios apresentam parede lisa,
formato elipsoidal, com tamanho de 2,4 a 3,2um. Apds 5 dias de incubacgéao a
30C, o fungo apresentou um crescimento que tomou toda extensdo da placa
tanto em PDA quanto em MEA.
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IM9FL1TP1: Caracteristicas do fungo: branco levemente amarelado, nao
cotonoso, sem exudado, bem esporulado e com reverso creme claro em PDA e
MEA. Apresenta melhor crescimento em MEA e em PDA é mais irregular. Seus
conidios apresentam parede lisa, formato ovalado, com tamanho de 1,6 a 3,0um.
Apo6s 5 dias de incubacao a 30C, o fungo apresentou um crescimento que tomou
toda extenséo da placa tanto em PDA quanto em MEA.

I20FL1TP1: Caracteristicas do fungo: branco, ndo cotonoso, sem exudado,
com crescimento mais apreciavel em MEA e mais irregular em PDA. Seu reverso
apresenta-se creme em PDA e ligeiramente mais escuro em MEA. Os conidios
possuem parede lisa, formato ovalado, com tamanho de 2,4 a 4,0um. Apéds 5 dias
de incubacdo a 30T, o fungo apresentou um crescimento que tomou toda
extensao da placa tanto em PDA quanto em MEA.

I21FL4TQ: Caracteristicas do fungo: verde ocre, ndo cotonoso, sem
exudado, bastante esporulado, com crescimento baixo e reverso marrom claro
(doce de leite) em PDA e MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato
elipsoidal, com tamanho de 3,2 a 3,5um. Apds 5 dias de incubacdo a 30C, o
fungo apresentou crescimento de 7,0 cm de diametro em PDA e em MEA um

crescimento que tomou toda extens&o da placa.

I22FL5TQ: Caracteristicas do fungo: branco, ndo cotonoso, sem exudado,
pouco esporulado e com reverso creme claro em PDA e MEA. Apresenta
crescimento com borda irregular MEA e em PDA as colbnias tem caracteristica de
serem levemente sulcadas. Seus conidios apresentam parede lisa, formato
esférico, com tamanho de 4,5 a 6,5um. Apés 5 dias de incubacao a 30C, o fungo
apresentou crescimento de 2,5 cm de diametro em PDA e 4,5 cm em MEA.

I23FL5TQ: Caracteristicas do fungo: marrom claro, ndo cotonoso, sem

exudado, reverso creme claro em PDA e MEA. Apresenta melhor crescimento em
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MEA do que em PDA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato esférico,
com tamanho de 3,0 a 3,5um. Apdés 5 dias de incubacdo a 30C, o fungo

apresentou crescimento de 6,0 cm de diametro em PDA e 6,5 cm em MEA.

I24FL6TQ: Caracteristicas do fungo: marrom claro, com tons de salmao,
nao cotonoso, sem exudado, bastante esporulado, reverso creme claro em PDA e
MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato esférico, com tamanho de
4,5 a 5,5um. Apods 5 dias de incubacdo a 30C, o fungo apresen tou crescimento

de 4,5 cm de diametro tanto em PDA quanto em MEA.

I25FL5TQ: Caracteristicas do fungo: verde ocre, ndao cotonoso, sem
exudado, bastante esporulado, com crescimento baixo e reverso marrom claro em
PDA e MEA. Seus conidios apresentam parede lisa, formato elipsoidal, com
tamanho de 2,5 a 3,5um. Apés 5 dias de incubacao a 30C, o fungo apresen tou

crescimento de 3,5 cm de didmetro em PDA e 5,0 cm em MEA.

Analisando os dados pdde-se verificar que o ponto mais contaminado foi o
Tanque Pulmao de recebimento (TQ) com 44% dos bolores encontrados, a figura
7 apresentada abaixo mostra uma comparagao percentual de contaminagéao ponto
a ponto. No entanto, a contaminacao foi inferior a 100 esporos/ml de bebida.
Através da analise do sistema de cédigos, verificou-se que os pontos de maior
incidéncia de bolores termoresistentes foram os descritos como TQ (Tanque
Pulmao), TP1 (Apos pasteurizacéo 1) e TAC (Antes do Concentrador). No produto
final (TPF) e produto final apdés 3 meses de prateleira (TPF90), ndo foram

encontrados bolores termoresistentes.
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oTQ
ETP1
OTAC

Figura 7: Porcentagem de contaminagéo por bolores termoresistentes por ponto
do processo em todos os lotes analisados.

Com relacdo a contaminacdo dos lotes, os que apresentaram maior
incidéncia de bolores termoresistentes foram os lotes 1 e 2, as porcentagens
podem ser conferidas na figura 8, assim como também, nos dados das
contagens contidas no ANEXO II.

1 2 3 4 5 6

O Porcentagem de contaminagdo

Figura 8: apresenta a porcentagem de contaminagdo por bolores
termoresistentes por lote analisado
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Splittstoesser et al. (1970) relataram em suas pesquisas sobre incidéncia
de bolores termoresistentes em suco de uva, com coletas realizadas em duas
épocas distintas do ano englobando safra e entressafra, que 19 amostras de uvas
integras dentro de 25 coletadas estavam contaminadas, principalmente com
Byssochlamys e Penicillium. J4 18 amostras de uvas, com grdos cortados ou
fissurados, dentro de 20, apresentavam contaminagdo principalmente por
Aspergillus fischeri e Byssochlamys.

4.3.4- Selecao do isolado mais termoresistente para suspensoes de esporos

com idade de 1 més e 3 meses

Durante o levantamento da contaminacdo de bolores termoresistentes em
bebida de uva (pH: 3,0 e 14°Brix), foram obtidos um total de 25 isolados dos quais
24 se mostraram totalmente distintos e foram submetidos a choques térmicos

programados para selegéo do isolado mais termoresistente.

Os esporos de 1 més de idade foram submetidos a choques térmicos
seletivos que variaram de 85°C/15min a 100°C/60min, para que se pudesse

selecionar o isolado com maior termoresisténcia.

Para os esporos de 3 meses de idade, os bindmios tempo x temperatura
aplicados foram mais drasticos, pois ndo se conseguiu o isolamento do bolor mais
termoresistente aplicando somente 100%/60min, necessitando aumentar os valores
de choque até 115%15min. A tabela 9 exibe os dados obtidos durante o processo
dos choques térmicos seletivos para as duas idades de esporos, além dos limites

de sobrevivéncia aos choques térmicos.
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Analisando-se os dados da tabela 9 pdde-se constatar que 45,83% dos
bolores com esporos de 3 meses de idade apresentaram ligeira queda de
termoresisténcia quando comparado com 0os mesmos com idade de 1 més, o que
significa que longos tempos de incubacdo podem tornar 0S esporos menos
resistentes, um dos fatores que podem vir a explicar o ocorrido segundo Conner &
Beuchat (1987) é que alguns fungos como os Deuteromicetos muitas vezes nao
conseguem manter sua rede de proteinas constituintes da camada externa dos
esporos durante longos periodos de incubacao ao contrario dos Ascomicetos onde
esta rede se mantém mais compacta protegendo o esporos dos fatores extrinseco.
Assim pdde-se verificar que 29,16% mantiveram a mesma taxa de resisténcia
térmica, demonstrando pouca ou nenhuma influéncia do tempo de incubacao
sobre a resisténcia dos esporos. No entanto, 25% dos esporos com 3 meses de
idade (marcados em negrito na tabela 9) possuiram uma grande elevagéo da sua
capacidade de resisténcia a temperatura, estes fatos foram evidenciados também
nos estudos de Conner & Beuchat (1987b) que constataram que os ascésporos de
Neosartorya fischeri com idade de 21 dias eram mais termoresistentes que os de 8
dias. O mesmo comportamento foi observado por Tournas e Traxler (1994) em
seus trabalhos com ascosporos de Neosartorya fischeri de 1, 2, 3 e 6 meses de
idade, isolados de suco de abacaxi, posteriormente aquecidos a 88T por 1 hora
em agua deionizada, puderam constatar que os ascOsporos mais velhos
mostraram-se mais resistentes que os mais jovens na mesma temperatura. O que
comprova que os fungos com relevante interesse em contaminagbes industriais
normalmente possuem seu valor de resisténcia aumentado, em relagdo ao tempo
de incubacdo, o que deve ser encarado pelas industrias produtoras de sucos,
como um fator preocupante, caso um destes bolores venham a penetrar na linha

de producao.

Desta maneira, foi possivel selecionar a cepa I122FL5TQ como isolado mais
termoresistente referente aos esporos com 1 més de idade e a cepa I5FL1TQ dos
esporos com 3 meses de idade. Vale ressaltar que ambas as cepas foram

provenientes da matéria prima.
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Tabela 9: Cédigo dos

fungos termoresistentes,
sobrevivéncia para esporos de 1 e 3 meses de idade.

procedéncia e limite

de

Caddigo do Fungo

Sobrevivéncia

1 més de idade

3 meses de idade

MFL1TPA1
I2FL1TP1
IBFL1TP1
14FL1TQ
ISFL1TQ
I6FL3TQ
[7FL1TQ
IBFL2TP1
I9FL2TP1
IHOFL3TP1
[12FL3AC
[13FL1AC
[14FL1AC
[1S5FL2TP1
[16FL2TQ
M7FL1TQ
[18FL1AC
[1OFL1TP1
I20FL1TP1
21FL4TQ
122FL5TQ
I23FL5TQ
124FL6TQ
I25FL5TQ

1002C/5min
1002C/5min
1002C/5min
1002C/5min
1002C/5min
1002C/5min
1002C/5min
1002C/5min
1002C/5min
1002C/5min
95°C/15min
95°C/15min
1002C/5min
95°C/15min
95°C/15min
95°C/15min
95°C/15min
952C/15min
952C/10min
1002C/5min
1002C/55min
1002C/5min
1002C/5min
95°2C/15min

952C/10min
952C/10min
952C/10min
1102C/6min
1102C/10min
959C/15min
952C/10min
1002C/5min
952C/10min
1002C/60min
952C/15min
959C/15min
1002C/5min
952C/10min
952C/15min
902C/5min
959C/15min
952C/10min
952C/10min
952C/15min
1102C/6min
1002C/25min
1002C/40min
95°C/15min

4.3.5- Identificacao dos isolados termoresistentes para idade de 1 més e 3

meses

4.3.5.1- Identificacao do isolado I122FL5TQ

A tabela 10 indica os resultados dos diametros das col6nias do isolado

I22FL5TQ em diferentes meios de culturas e temperaturas obtidos apds o periodo

de incubacéo de 7 dias.
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Tabela 10: Medida dos didametros (cm) das col6nias nos diferentes meios e
temperaturas, para o isolado 122 FL5TQ

Temperatura de MEA CYA G25N
incubacao
5°C SC* SC* SC*
25°C 5,0 3,7 0,5
30°C 6,5 4,5 0,8
37°C 6,0 4,0 0,65

*Sem Crescimento

a) Caracteristicas Macroscopicas:

» MEA: col6nias brancas, com coloracdo levemente bege, ndo cotonosas,
aspecto granuloso, borda irregular, sem presenca de exudado, reverso da

placa creme.

» CYA: colbénias brancas, lisas, ou seja, sem aparéncia granular pronunciada,

aspecto sulcado, borda regular, sem presenga de exudado, reverso ambar.

» G25N: colbénias pequenas, brancas, nao floculosas, aspecto sulcado, sem

presenca de exudado, reverso creme.

b) Caracteristicas Microscopicas: alto indice de ascomatas com diferentes
tamanho e estados de amadurecimento, seu tamanho variou de 72-154 ym
(figuras disponiveis no ANEXO Ill). Inicio de liberacdo de ascos, possuindo
8 ascosporos cada um, o tamanho dos ascos variavam de 8,5-9,6 um.
Presenga de ascésporos com formato biconvexo e fendas equatoriais
bastante pronunciadas, parede de aspecto rugosa, nao regular, tamanho
entre 5,8-6,5 uym. Além de ascosporos pdde-se verificar a incidéncia de
conidios com formato esférico, tamanho similar, sem fendas equatoriais,
estas duas estruturas podem ser visualizadas na figura 9.
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c) Chaves de identificacéo:

» Pitt & Hocking (1985)

1) Colbnias em CYA a 25 e 37°C ultrapassando 35 mm.........ccccceeeviuveennn. 2
2) Colbnias brancas ou coloridas que n&o pretas e CiNzas...........ccccveeeeeenne 3
3) ColOnias brancCas...........ccuueeeeeiiniiieeeee e Neosartorya fischeri

» Samson (1988)

1) Ascomata sem formato difuso, forma anamérfica de Penicillium,

Paecilomyces 0u ASPErgillus.................uuuuummieeeiiieiiieeeeeeeeeeeee 2

2) Ascomata com parede distinta. Forma anamorfica de Aspergillus ou
PENICIHIIUM. ... 3

3) Forma anamérfica de Aspergillus, ascomata com células de Hdlle, ou

formado por hifas trancadas (varias camadas)..........cccccvvreerereeereeeeeeeennn. 4
4) Parede do ascomata ndo circundado por células de Hulle...................... 5

5) Ascomata branco ou creme, com parede formada por hifas trancadas
ou Células achatadas..........cccccceeeviiiiieeiee e Neosartorya fischeri

Este fungo apresentou capacidade de resisténcia térmica de 100°C/55min
durante os choque seletivos. Segundo Samson (1988), na natureza é bastante
comum que um fungo se manifeste em suas duas formas, a anamérfica e
teleomorfica, apresentando assim, estruturas de reproducao assexuada (conidios)

e sexuada (ascdsporos).
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Figura 9: Foto de lamina do isolado 122FL5TQ com presenca de ascosporos de
Neosartorya fischeri com aumento de 1000 vezes.

A provavel explicacdo para que este fungo apresentasse aspecto
macroscopico diferente do isolado I5FL1TQ, cepa mais termoresistente isolada
esporos de 3 meses de idade (identificado também como N. fischeri), e que
pudesse resistir por menos tempo a temperatura de choque térmico do que o
ultimo, esta na presenca acentuada de conidios observada na estrutura micelial
do isolado 122FL5TQ. Sendo os conidios formas reprodutivas mais susceptiveis a
destruicdo térmica quando comparado aos ascésporos, torna-se compreensivel a
maior capacidade de resisténcia do isolado I5FL1TQ, que apresentou somente

ascosporos em sua formacao.
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Figura 10: Foto de placa contendo colénia de Neosartorya fischeri referente ao
isolado 122FL5TQ, cultivado em MEA 30°C durante 7 dias.

4.3.5.2- Identificacao do Isolado ISFL1TQ

A tabela 11 indica os resultados dos didametros das colénias do isolado
ISFL1TQ em diferentes meios de culturas e temperaturas obtidos apds o periodo
de incubacéo de 7 dias.

Tabela 11: Medida dos diametros (cm) das colénias nos diferentes meios e
temperaturas, para o isolado 15 FL1TQ

Temperaturas de MEA CYA G25N
incubacao
5°C SCr SC* SC*
25°C 5,5 4,0 0,6
302C 6,8 4,3 0,95
37°C 6,2 4,2 0,68

SC*: Sem Crescimento
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a) Caracteristicas Macroscopicas:

» MEA: colbnias brancas, com crescimento esparso e levemente radial, ndo
cotonosas, aspecto granuloso, borda regular, sem presenca de exudado,
reverso da placa esverdeado.

» CYA: colbénias brancas, lisas, ou seja, sem aparéncia granular pronunciada,

aspecto sulcado, borda regular, sem presenga de exudado, reverso ambar.

» G25N: colbénias pequenas, brancas, nao floculosas, aspecto sulcado, sem

presenca de exudado, reverso creme.

b) Caracteristicas Microscopicas: alto indice de ascomatas com diferentes
tamanho e estados de amadurecimento, seu tamanho variou de 87-264 ym
(figuras disponiveis no ANEXO Ill). Inicio de liberacdo de ascos, possuindo
8 ascosporos cada um, o tamanho dos ascos variavam de 9,1-9,8 um.
Presenca de ascésporos com formato biconvexo e fendas equatoriais
bastante pronunciadas, parede de aspecto rugosa, nao regular, tamanho

entre 6,2-6,8 um, esta estrutura pode ser visualizada na figura 11.

A chave de identificagdo preconizada por Pitt & Hocking (1985), bem como a
chave utilizada por Samson (1988), foram apresentadas no item anterior nao
havendo necessidade de repeti-las, jA que o isolado ISFL1TQ foi identificado
também como Neosartorya fischeri.
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Figura 11:  Foto de ascésporos em lamina feita a partir do isolado I5FL1TQ com
aumento de 1000 vezes

E importante ressaltar que, o isolamento e selecdo deste fungo como o
mais termoresistente dentre os demais € bastante comum. Pesquisadores
brasileiros como Gumerato (1995), Baglioni (1998) e Salom&o (2002) encontraram
este mesmo bolor como sendo a espécie mais termoresistente nos produtos por
eles analisados, sendo estes puré de macga, polpa de tomate e suco de maca
respectivamente. Desta maneira, verifica-se uma alta incidéncia deste fungo nos
mais variados produtos nacionais, como no caso desta pesquisa em bebida de

uva.

Na figura 12 pode-se visualizar as diferengcas macroscépicas como cor e
textura do micélio, granulagéo, além de sutis linhas radiais apresentadas pelo
isolado ISFL1TQ, que nao sao observadas quando comparada com a figura 10.
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Figura 12: foto de placa contendo colénia de Neosartorya fischeri referente ao
isolado ISFL1TQ, cultivado em MEA 30°C durante 7 dias.

4.3.6- Ativacao dos Ascosporos

Os ascésporos dos ascomicetos, como por exemplo, os de Neosartorya
fischeri (figuras 9 e 11), apresentam dorméncia, sendo que esta pode ser
quebrada com a realizacdo de um tratamento de ativagdo. Os tratamentos para
ativacdo sao variados podendo utilizar-se baixas temperaturas, irradiagcdo, bem
como por outros métodos, porém o método mais utilizado visa a aplicacao de altas
temperaturas (choques térmicos) (Delgado, 2001).

O método de contagem através de Camara de Neubauer (tabela 12) foi
utilizado para que se obtivesse uma idéia geral da populagdo de esporos em
suspensdo, no entanto nesta metodologia sdo contados 0s esporos viaveis e nao
viaveis. Assim, com intuito de conseguir um valor mais aproximado da populacao

de viaveis, em termos de concentracdo (esporos/ml), realizou-se os testes de
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contagem por diluicdo e plagueamento com aplicacdo de choques térmicos de

ativagao.

Tabela 12: Contagem direta de ascésporos (Camara de Neubauer) de
Neosartorya fischeri para os isolados 122FL5TQ e ISFL1TQ

Cddigo do Fungo Ascoésporos/ml de suspensao

1,06 x 10°
1,17 x 10°

122FL5TQ
I5FL1TQ

Apds a aplicagao dos choques térmicos programados foi determinado o
tratamento de ativacao 6tima. Estes dados podem ser visualizados na tabela 13.
As figuras 13 e 14 mostram as curvas obtidas para a ativagdo dos ascésporos de
Neosartorya fischeri dos isolados [22FL5TQ e ISFL1TQ.

Tabela 13: Recuperacdo em MEA (profundidade) dos ascésporos de N. fischeri

para os isolados 122FL5TQ e ISFL1TQ e a porcentagem (%) de ascOsporos
ativados em relacdo a contagem direta em Camara de Neubauer.

Choque Ascosporos/ml de Suspensdao % de Ascosporos Ativados

Térmico I22FL5TQ ISFL1TQ I22FL5TQ ISFL1TQ
Sem Choque 1,06 x 10° 1,17x10° e s

85°C/5min 9,50 x 10° 5,00 x 10’ 8,96 4,27
852C/10min 2,00 x 10’ 7,50 x 10’ 18,86 6,41
85°C/15min 1,00 x 107 1,50 x 108 9,43 12,82
85°C/20min 5,00 x 10° 5,00 x 108 4,71 42,73
852C/25min 3,50 x 10° 8,00 x 108 3,30 68,37
85°C/30min 1,50 x 10° 2,00 x 108 1,41 17,09

Os dados expostos na tabela 12 demonstraram perda de praticamente um
ciclo logaritmico entre a contagem em Camara de Neubauer e a contagem em
placa para o isolado I22FL5TQ. Um provavel fator que explica esta queda é a
presenca, juntamente com ascdésporos, de conidios, pois estes apresentam

estruturas mais frageis quando comparada aos ascésporos.

Para o isolado I5FL1TQ, houve uma perda de menos de meio ciclo
logaritmico na contagem em placa, mediante o melhor choque de ativacao,
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quando comparada com a contagem direta; por este motivo, a tabela 13
apresenta porcentagens de ativacdo de até 68,34% em detrimento da contagem

em Camara de Neubauer.

Um outro dado interessante apresentado na mesma tabela, sdo os
binbmios de ativacdo encontrados, que para 1 més de idade foi de 85°C/10
minutos e para 3 meses 85°C/25 minutos, este fato sugere que os ascosporos de
Neosartorya fischeri desenvolvem maior dorméncia dependendo do tempo de
incubacgao, estando de acordo com os relatos de Conner & Beuchat (1987c). Este
fato € relevante pois se desconhece o tempo de incubacdo destes esporos na

natureza.

Beuchat (1976) construiu curvas de ativacdo a 85°C (utilizando tampéao
fosfato 0,1M, pH7 como meio de aquecimento) para trés linhagens diferentes de
Neosartorya fischeri (ascdésporos com 64 dias). As trés linhagens mostraram
ativacdo similar, sendo que a faixa de tempo o6tima, considerando as trés
linhagens, esteve entre 15 e 30 minutos. Ja Gumerato (1995), em ensaios
semelhantes para uma linhagem do mesmo fungo (ascosporos 1 més de idade),
obteve ativacdo o6tima a 85°C/5 minuto, utilizando agua destilada como meio de
aquecimento. O mesmo ocorreu com Baglioni (1998) que encontrou ativacado de
85°C/10 minutos e 85°C/20 minutos para ascésporos de N. fischericom 1 més e 3
meses de idade respectivamente. Mais recentemente, Salomao (2002)
trabalhando também com o mesmo fungo (ascésporos com 30 dias), encontrou o
valor de 85°C/10 minutos como melhor binémio de ativagéo, utilizando como meio

de aquecimento néctar de maga.
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Figura 13: Curva de ativacao a 85°C para esporos do Isolado 122FL5TQ
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Figura 14: Curva de ativacao a 85°C para esporos do Isolado I5FL1TQ
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4.3.7- Resisténcia térmica dos isolados I22FL5TQ e ISFL1TQ em bebida
de uva pH: 3,0 e 14°Brix

Nesta fase do trabalho, foram determinadas as resisténcias térmicas para
as duas cepas identificadas como Neosartorya fischeri isoladas dos ensaios para
bolores termoresistentes de 1 e 3 meses de idade, caracterizados pelos cédigos
I22FL5TQ e ISFL1TQ, respectivamente.

Foram obtidas curvas nao logaritmicas apresentadas nas figuras 15 e 19.
Sendo assim, houve a necessidade da aplicacdo da metodologia de Alderton &
Snell (1970), para linearizagdo das mesmas.

4.3.7.1- Isolado 122FL5TQ

Tabela 14: Contagem do numero de sobreviventes com o tempo de
aquecimento, em bebida de uva pH: 3,0 e 14°Brix de ascdsporos de Neosartorya
fischericom 1 més de idade.

Temperatura: 90°C

Tempo de aquecimento (segundos) Numero de sobreviventes (esporos/ml)
0 1,6 x 10°
120 1,0 x 10°
240 3,0x 10°
360 5,0 x 10*
480 5,0 x 10°
600 1,5 x 10°
Temperatura: 95°C
Tempo de aquecimento (segundos) Numero de sobreviventes (esporos/ml)
0 1,5x 10°
60 7,0x10°
120 1,0 x 10°
180 5,0 x 10°
240 2,0x 10
Temperatura: 98°C
Tempo de aquecimento (segundos) Numero de sobreviventes (esporos/ml)
0 1,7 x10°
60 5,0 x 10°
90 4,5x 10"
120 2,0x 10°
150 5,0 x 10'
180 2,0 x 10°
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ascosporos/ml de suco

Os resultados obtidos nos ensaios de resisténcia térmica, nas temperaturas

jA mencionadas se encontram detalhados na tabela 14. E importante ressaltar que

para realizagcdo dos ensaios, como preconizado por

concentragao inicial de esporos é sempre em torno de 10® UFC/ml.

Baglioni

(1998), a

Com base nos dados da tabela 14 foram construidas as curvas

experimentais de morte térmica para o isolado 122FL5TQ.
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Figura 15: Curva experimental de inativagao térmica para isolado 122FL5TQ (1

més de idade) nas temperaturas de 90, 95 e 98°C.
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Analisando-se a figura 15, percebe-se que a curva de inativagao térmica
para o presente bolor comporta-se de maneira nao logaritmica, com ombro nos
tempos iniciais, desta maneira um procedimento de linearizag@o se faz necessario
para melhor visualizagcdo dos parametros cinéticos D e Z. A figura 16 refere-se a
obtencdo do expoente de linearizagcdo “a”, o qual € o inverso do coeficiente
angular da curva log (log No — log N) versus log t, na menor temperatura de
tratamento térmico utilizada (90°C), sendo este expoente aplicado na linearizagéo
das demais curvas. A figura 17 mostra as curvas de linearizacdo obtidas através
do método de Alderton & Snell (1970). Ja a figura 18, onde os eixos apresentam —
log k versus temperatura, referem-se a obtencdo dos pardmetro Z para os

ascoésporos do isolado 122FL5TQ.

1.00E+01
i a=0,544738
o
S 1.00E+00
(=]
o
(=]
[}

1.00E-01 ‘ ‘

0 1 2 3
log t

Figura 16: Determinacgao do valor “a” para o isolado 122FL5TQ (1 més de idade)
na temperatura de 90°C
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O valor do expoente “a” para o isolado 122FL5TQ (1 més de idade) na
temperatura de 90°C foi de 0,544738, com R?= 0,9995.

D
(6]

K3 N
<

(log NO - log N)?

¢ 90C | |
m 95C
98<C

o
O, -
|

0 T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600 700

tempo (seg)

Figura17: Curvas de linearizacdo da inativacdo térmica para o isolado
I22FL5TQ (1 més de idade).

Os valores D, equivalentes a 1/k, encontrados para este isolado, juntamente
com os valores dos coeficientes de correlacéo e o intercepto, estao sintetizados na
tabela 15.

Tabela 15: Valores de resisténcia térmica para o isolado 122FL5TQ (1 més de
idade).

Temperatura K (seg ™) c R? 1/k (seg)  1/k (min)
90°C 0,003533 -0,01253 0,9987 283,28 4,72
95°C 0,010024 -0,09131 0,9943 99,76 1,66
98°C 0,016174 -0,20073 0,9933 61,82 1,03
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Figura 18: Determinacgao do valor Z para o isolado 122FL5TQ (1 més de idade).

4.3.7.2- Isolado ISFL1TQ

Os resultados obtidos nos ensaios de resisténcia térmica, nas temperaturas
ja mencionadas se encontram detalhados na tabela 16.

101



Tabela 16: Contagem do numero de sobreviventes com o tempo de
aquecimento, em bebida de uva pH: 3,0 e 14°Brix de ascésporos de Neosartorya
fischeri com 3 més de idade.

Temperatura: 90°C

Tempo de aquecimento (segundos) Numero de sobreviventes (esporos/ml)
0 6,0 x 10°
120 2,5x 10°
240 4,0 x 10°
360 1,0 x 10
480 2,0 x 10°
600 5,0 x 10°
Temperatura: 95°C
Tempo de aquecimento (segundos) Numero de sobreviventes (esporos/ml)
0 7,0 x 10°
60 1,0 x 10°
120 1,5x 10°
180 1,5x10°
240 5,0 x 10’
300 3,0 x 10°
Temperatura: 98°C
Tempo de aquecimento (segundos) Numero de sobreviventes (esporos/ml)
0 5,0 x 10°
60 3,5x 10°
90 2,0 x 10*
120 5,0 x 10°
150 3,0 x 10’
180 2,0 x 10°

Analisando-se a figura 19, percebe-se que a curva de inativagao térmica o
presente bolor comporta-se também de maneira ndo logaritmica, desta maneira
um procedimento de linearizagdo se faz necessario para melhor visualizagdo dos
parametros cinéticos D e Z. A figura 20 refere-se a obtencdo do expoente de
linearizagdo “a”, através da curva log (log No — log N) versus log t, na menor
temperatura de tratamento térmico utilizada (90°C), sendo este expoente aplicado
na linearizagcado das demais curvas. A figura 21 mostra as curvas de linearizagao
obtidas através do método de Alderton & Snell (1970). Ja a figura 22, onde os
eixos apresentam —log k versus temperatura, referem-se a obtencdo dos

parametro Z para os ascosporos do isolado ISFL1TQ.

102



Com base nos dados da tabela 15 foram construidas as curvas de morte

térmica para o isolado ISFL1TQ.

esporos/ml
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Figura 19: Curvas experimentais de inativacao térmica para isolado I5FL1TQ (3

meses de idade) nas temperaturas de 90, 95 e 98°C.

O valor do expoente “a” para o isolado I5FL1TQ (3 més de idade) na
temperatura de 90°C foi de 0,567503, com R? = 0,996114, como pode ser
visualizado na figura 20.
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Figura 20: Determinagao do valor “a” para o isolado I5SFL1TQ (3 meses de
idade) na temperatura de 90°C
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Figura 21: Curvas de linearizagdo da inativagéao térmica para o isolado ISFL1TQ
(3 meses de idade).
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Os valores D encontrados para este isolado, juntamente com os valores de
coeficientes de correlacéo e intercepto, estao sintetizados na tabela 17.

Tabela 17: Valores de resisténcia térmica para o isolado ISFL1TQ (3 meses de
idade).

Temperatura K (seg ') c R? 1/k (seg)  1/k (min)
90°C 0,004716 0,01934 0,99368 212,04 3,53
95°C 0,008496 0,41689 0,98167 117,7 1,96
98°C 0,014921 0,27884 0,98263 67,02 1,11

3

-log K

Z=16,29°C

89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99
Temperatura (2C)

Figura22: Determinagdo do valor Z para o isolado I5FL1TQ (3 meses de
idade).
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4.3.8- Discussao dos Parametros Cinéticos dos Isolados I22FL5TQ e
ISFL1TQ

Analisando os dados apresentados na tabela 18, observa-se que os valores
D do isolado I5FL1TQ sdo maiores do que os do isolado 122FL5TQ em todos os
casos, com excecao do Dgoc onde o inverso do comportamento é verificado. A
ocorréncia deste fato se deve provavelmente por 90°C ser o tratamento mais
brando aplicado. O isolado 122FL5TQ n&o se apresenta uniforme nesta
temperatura pela presenca das duas estruturas reprodutivas (conidios e
ascésporos), assim, quando temperaturas mais vigorosas sdo aplicadas os
valores D para este isolado, passam a ser menores do que os valores
apresentados pelo I5FL1TQ, pois os conidios sdo mais rapidamente atingidos e

destruidos.

Conner & Beuchat (1987c) encontraram que tipos de proteinas presentes
nos ascosporos de N. fischeri podem estar ligadas a maior termoresisténcia ao
calor, assim como uma maior quantidade de glicerol, manitol e trealose também
podem estar relacionados a resisténcia e fatores estressantes. Estes autores
encontraram que, em ascOsporos jovens e ndo muito resistentes ao calor, as
proteinas presentes eram peptideos pequenos ou aminoacidos e 0s mais

resistentes possuiam proteinas de pesos moleculares maiores.

Tabela 18: Comparagdo dos valores de D a 90, 95 e 98°C para os isolados
122FL5TQ e ISFL1TQ.

Isolado Temperaturas
I22FL5TQ 902C 95°C 982C
Valores D (min) 4,72 1,66 1,03
R? Regressdo 0,998 0,994 0,993
ISFL1TQ
Valores D (min) 3,53 1,96 1,11
R’ Regressio 0,993 0,981 0,982
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Um outro fator importante esta no valor Z, que para o isolado ISFL1TQ,
mostra-se 26,2% mais alto do que para o isolado [22FL5TQ. Isto demonstra que
para o primeiro, o acréscimo da temperatura deve ser maior para que o valor D
seja reduzido a um décimo. Baglioni (1998) também estudando ascdsporos de N.
fischeri com idade de 1 e 3 meses encontrou valores de Z superiores em
ascésporos mais velhos, coincidindo com os resultados demonstrados neste

trabalho.

Ao se comparar as figuras 15 e 19 (numero de sobreviventes versus tempo
de aquecimento para ascosporos de 1 e 3 meses respectivamente) observa-se
que no caso da figura 19 referente a 3 meses de incubagéo a fase lag (ombro) &
ligeiramente mais acentuada principalmente na temperatura de 90°C onde a
temperatura de choque € mais branda, estas constatacbes indicam que a
constituicdo dos ascésporos com maior idade dificultam a penetragédo do calor. De
acordo com Conner & Beuchat (1987b) o processo de maturacao dos ascésporos
de N. fischer continua com o decorrer do tempo de incubacdo podendo ser

relacionado com o0 aumento progressivo da resisténcia térmica.

Outros autores que também obtiveram curvas ndo logaritmicas em suas
analises, utilizaram a metodologia de Alderton & Snell (1970), entre eles, como ja
citado, estdo Bayner & Michener (1979), Aragdo (1989), Baglioni (1998) e
Gressoni (2002). Splittstoesser & Splittstoesser (1977), em especial, trabalhando
com resisténcia térmica de B. fulva em suco de uva 5° Brix, pH: 3,5 também
obtiveram curvas nao logaritmicas. No entanto, os autores concluiram que o fato
deste comportamento nao se deve ao aglomerado de ascésporos, nem ao método
de aquecimento utilizado, pois todos estes parametros foram testados, sendo este
fato atribuido entdo ao efeito protetor de alguns sucos de frutas, causado
principalmente pelos acucares e &acidos organicos que estdo em grandes

quantidades nestes produtos.
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Rajashekhara et al.(2000) estudaram a resisténcia térmica de ascdsporos
Neosartorya fischeri isolada de uvas, em sucos como de manga e uva. Os
ascoésporos deste fungo se mostraram capazes de conseguir sobreviver a mais de
300 minutos em aquecimentos de 70, 75 e 80°C, para completa inativagdo dos
mesmos 0s pesquisadores necessitaram de 120 minutos a 85°C. As temperaturas
ndo foram elevadas acima deste valor pois um dos objetivos do trabalho era
manter a temperatura mais proxima de valores que tivessem menor interferéncia
nas caracteristicas organolépticas. Desta forma, estes pesquisadores
determinaram o valor de Dgs°%c= 46 minutos para o isolado utilizado em suco de
uva. Por calculos de extrapolacao foi possivel demonstrar que o valor de Dgs® para
o isolado mais termoresistente desta pesquisa, I5FL1TQ, foi de 8,05 minutos, o
que comprova que os autores citados acima isolaram uma cepa de N. fischeri 5,7

vezes mais resistente do que a apresentada neste trabalho.

4.3.9- Calculo para F requerido no processo de pasteurizacio de bebida

de uva pH: 3,0 e 14°Brix

Considerando que a média de contaminagéo dos 6 lotes no ponto antes do
concentrador (AC) foi de 1,18 esporos/100ml e que a partir deste ponto nao houve
mais contagem de esporos viaveis nos demais pontos, € possivel afirmar que a
aplicacdo de processos equivalentes a 5D do bolor reconhecidamente mais
resistente viriam a produzir a probabilidade de sobrevivéncia de 10 para este
fungo significando entdo menos de 1 embalagens contaminadas por lote de
produgéo ( em média 240.000 embalagens). O valor de Fgs° seria entdo calculado

utilizando-se a formula:

F=yD p  Fo5® = 5Dgs" sendo y=5

onde:
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F: tempo, em minutos ou equivalente em minutos, requerido para causar
determinada destruicdo de um microrganismo a uma temperatura T;

y: numero de redugdes logaritmicas

D: indice de reducgao decimal do tempo em minutos a uma temperatura constante,

requerido para reduzir a populagdo microbiana a 1/10 de seu valor.

Também foi calculado o valor de Fgg®, estes valores podem ser observados na
tabela 19.

Tabela 19: Valores de F calculados para todas as temperaturas testadas durante
a resisténcia térmica, além do valor de y obtidos pela industria durante o binémio
de pasteurizagdo considerando-se a média contaminagcdo encontrada no ponto
antes do concentrador (AC).

Foo® Fos® Fos® y (obtido pelo tratamento na industria)

ISFL1TQ 17,65 9,80 5,30 0,0259

A tabela 19 demonstra valores de F para todas as temperaturas testadas
durante o processo de resisténcia térmica, assim, utilizando-se como parametro a
temperatura de 95°C, citada por Grice (1993) como temperatura limite utilizada na
pasteurizagdo onde as alteracbes organolépticas ndo sao significativas, obtém-se
um valor de Fg® 9,80 minutos para o isolado ISFL1TQ. Estes tempos de
tratamento apresentados para reducdo de 5 ciclos logaritmicos sdao inumeras
vezes superiores ao bindbmio empregado pela industria, que alcanga somente
0,0259 reducoes referentes ao isolado ISFL1TQ.

Tendo em vista que o tempo estabelecido para 5 redugdes chega prdéximo
aos 10 minutos, pode-se concluir que este processamento seria inviavel, pois as

caracteristicas sensoriais do produto estariam comprometidas.

E nitido que os ascésporos de ambos os isolados sdo perfeitamente

capazes de sobreviver ao processo e permanecerem no produto final, apesar da
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contaminagéao inicial ser considerada baixa (<10 esporos/100ml). Entretanto, os
ascoésporos nao foram evidenciados nas pesquisas, ao serem analisados produto
final e produto final apds 90 dias de prateleira. A grande razéo para explicar tal
fenémeno, estd na concentragao de sulfitos detectado nas amostras, que em 4,
dos 6 lotes analisados atingiram niveis superiores a 130mg/l, tais valores estdo
expressos na tabela 3.

King Jr. et al. (1969) pesquisando conservantes em suco de uva
demonstraram que concentragdes de 250 e 90 mg/l de SO, foram capazes de
reduzir o valor Dg7g® =8.8 minutos, para 1,6 e 4,5 minutos respectivamente, ou
seja, com adicao de 250mg/l de SO, o valor D caiu 5,5 vezes enquanto que com
adicado de 90mg/l a queda foi de 1,95 vezes do valor inicial. Um outro dado
importante levantado pelos mesmos autores foi obtido através da andlise de um
fluxograma padrédo para processamento de suco de uva (idealizado em
laborat6rio), que como no apresentado neste trabalho nas figuras 1 e 2,
apresentam uma filtragdo por terra diatoméacea. Esta filtracdo segundo King Jr. et
al. (1969) pode ser responsavel por eliminar 99,9% dos ascdsporos presentes no
suco (teoricamente) independente da concentracéo inicial, desde que feita com
procedimento correto de vazao pela area total do filiro. Estes valores ndao foram
comprovados em planta comercial, no entanto, pode-se ter a certeza que a
filtracdo em terra é capaz de reduzir uma parcela de esporos contidos no suco de
uva. O processo de filtracao por terra diatoméacea é aplicado rotineiramente na
industria na linha de produgédo de suco de uva concentrado, acompanhado pela

presente pesquisa (ver figura 1)

Beuchat (1976) estudou as propriedades do SO» na inibicdo de ascosporos
de Byssochlamys e constatou que, apés choque de 1 hora a 70°C, utilizando suco
de uva como meio de aquecimento acrescido de 50 e 200 mg/l, os ascdsporos
deste fungo ndo conseguiram se desenvolver, ndo havendo germinacdo em

nenhuma das duas concentragcfes testadas. Desta maneira, percebe-se que o
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tratamento termoquimico aplicado ao suco pode inviabilizar completamente os

ascoésporos presentes, ndo sendo possivel detecta-los no produto final.

4.4- Analises Fisico-Quimicas

A medicao de pH e Brix de cada ponto dos 6 lotes foram realizadas para
obtencdo de um controle maior sobre as amostras, os valores encontrados foram
sintetizados na figura apresentada abaixo, sendo também possivel sua consulta
através das tabelas contidas no ANEXO IV.

4.4.1- Medicao de pH

Analisando a figura 23, pode-se perceber que o estudo do pH sugere que
apenas entre os dois primeiros pontos (TQ e TP1) e entre TAC e TAA néao
ocorreram diferencas significativas, considerados pontos consecutivos. O pH se
mantém constante ou aumenta até o ponto TT, quando entdo, comeca e ter
quedas sucessivas, de menor monta do que os acréscimos anteriores, até o
produto final, caindo um pouco mais durante a estocagem por 90 dias, o que
causa um desvio padrdo significativo, bem maior que os dos demais pontos, que

podem ser observados na figura 24.

Os lotes de safra apresentaram valores de pH inferiores aos dos lotes de
entressafra. O lote que acusa maior variabilidade é o lote 4, principalmente nos
pontos de coleta da segunda data de coleta. O ponto de maior variabilidade é o
ponto TPF90, especialmente por causa do comportamento do lote 4.
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pH

O decréscimo dos niveis de pH no produto final apés 90 dias de prateleira
apresentados pelos lotes 1, 2, 5 e 6 sugerem uma desestabilidade na bebida de
uva que poderia ser causada por microrganismos como leveduras ou até mesmo
alguns tipos bactérias, pois estes microrganismos tém capacidade de acidificar o
meio onde estdo, se permaneceram viaveis apOs pasteurizacdo. Durante as
analises do produto final apds 90 dias de prateleira, a presenca de leveduras nao
foi evidenciada, no entanto, pode ter sido inibida pelo SO, presente nas amostras.
Como os sulfitos sdao volateis a inibicdo causada nas células poderia estar
diminuida apés 90 dias, a temperatura ambiente, provocando alteragdes de pH.

38
36 |
34 |
32 |
30 |
—O— LOTE1
O LOTE?2
281 & LOTE 3
~A- LOTE 4
08 -e- LOTE5
" 1TQ 2TP1  3TAC 4TAA  5TT  6TF  7TP3 8TPF gTPFeo ™ LOTESG

PONTO
Figura 23: Valores de pH em cada ponto de amostragem dos 6 lotes analisados
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Figura 24: Médias e desvios padroes, acrescidos do limite superior do intervalo
de confianca, apresentados nos valores de pH dos pontos analisados em cada um
dos lotes

4.4.2 Medicao de °Brix

A figura 25 apresenta graficamente o comportamento dos pontos em cada
lote referente ao °Brix. Analisando esta figura, percebe-se que os lotes de safra (1,
2 e 3) apresentaram maior variabilidade no que se refere ao °Brix. O lote 1
apresentou a menor média e difere de todos os demais, a excegdo do lote 2, que
se encontra num valor intermediario que tanto pode ser igual ao do lote 1 quanto

dos demais, que se equiparam.

A variabilidade dos dados referentes ao °Brix € muito maior nos primeiros
cinco pontos de amostragem (TQ a TT). No produto final, o comportamento dos
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lotes é bastante semelhante. O lote 3 € o principal responsavel pelas diferengas
registradas entre os lotes, mais evidenciada nos pontos TP1 e TT.

20
18}
16|
14
x
D 121
107 —O- LOTE 1
~0- LOTE 2
sl =0~ LOTE 3
~4— LOTE 4
N . : . . . : . . -e-- LOTE5
TQ TPl TAC TAA TT TF TP3 TPF TPFo ™ LOTES

PONTO

Figura 25: Comportamento dos valores de °Brix durante a producao de bebida
de uva nos varios pontos de amostragem realizado por lote.
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5- CONCLUSOES E SUGESTOES

1.

A contaminacgdo da fruta por leveduras, (7,55 x 10% UFC/ml) ficou préximo ao
limite citado pela literatura (10" UFC/ml), no entanto sua deteccdo em produto

final nao foi evidenciada.

A incidéncia de fungos termoresistentes nas amostras analisadas foi baixa,
<10 esporos/100ml, para todos os lotes. Porém, a diferengca entre a
contaminacao durante o periodo de safra (4,8 esporos/100ml), comparado
com a entressafra (0,8 esporos/100ml), se mostrou bastante clara e
significativa.

Com base nos resultados sobre incidéncia e resisténcia dos fungos, pode-se
dizer que devido a sua elevada resisténcia haveria uma grande probabilidade
dos mesmos serem encontrados no produto final, entretanto, a utilizagcao de
conservantes, a filtracdo por terra diatomacea e o tratamento termoquimico

praticados na industria impediram esta deteccao.

No que se refere a definicdo do isolado mais termoresistente, foi perceptivel
que o isolado 122FL5TQ que possuia as duas formas de desenvolvimento
(anamérfica e teleomorfica), se mostrou menos resistente do que o isolado
ISFL1TQ que possuia somente a forma teleomérfica, mesmo ambos os
isolados sendo identificados como Neosartorya fischeri.
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5. Para os dois bolores identificados como Neosartorya fischeri, a idade do
esporo € um fator determinante para o incremento da resisténcia térmica dos

ascosporos.

6. O uso de matéria prima de boa qualidade, lavagem e selecao adequada da
matéria prima, a sanificacdo e as condigcdes assépticas das areas de
processamento, sdo medidas de controle tanto para fungos termoresistentes
quanto para os demais microrganismos comuns a planta de processamento

de suco de uva concentrado e bebida de uva.

7. O presente trabalho sugere que sejam analisadas substancias ou tratamentos,
capazes de reduzir ou eliminar os microrganismos de interesse (fungos e
leveduras), que sejam alternativos ao uso de SO,, para diminuicdo da sua
concentragao final em bebida de uva.

8. Um outro estudo importante a ser realizado, seria a inclusdo do processo de
lavagem da fruta na recepcdo, pois, provavelmente, esta simples medida
poderia vir a diminuir a quantidade de bolores e leveduras que entrariam na

linha de processamento.
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Anexo |

(Dados das contagens de bolores e leveduras

comuns em bebida de uva)
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Tabela 1: Contagem de bolores e leveduras comuns obtidas nas analises do lote
1, a partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras

Produto: Bebida de uva

Safra - safra 2002

Lote -1 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 21/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 22/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Diluicao Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrdo
-5 110 106 117 110 106 114 11 99
TQ -6 18 17 15 16 17 19 16 14
UFC/mL  1,08E+07 1,14E+07 1,10E+07 1,05E+07 1,09E+7 3,57E+05
-2 47 39 52 43 49 41 44 35
TP1 -3 5 4 5 4 6 4 3 4
UFC/mL 4,3E+03 4,75E+03 4,5E+03 3,95E+03 4,38E+03 3,38E+02
-2 0 1 3 8 31 21 6 4
TAC -3 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  5,00E+01 5,50E+02 2,60E+03 5,00E+04 9,25E+02 1,14E+03
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TAA -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TT -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 1 1 165 206 81 72 tntc 166
TF -1 106 119 10 43 20 34 0 0
UFC/mL 3,0E+03 2,65E+02 2,7E+02 1,66E+02 9,25E+02 1,38E+03
0 1 1 10 3 8 6 1 1
TP3 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  1,00E+00 6,50E+00 7,00E+00 1,00E+00 3,88E+00 3,33E+00
Amost 1 2 4 5
0 0 0 0 o o O O o0 o0 o
TPF -1 0 0 0 o o O O o o0 o
UFC/mL 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
0 0 0 0 o o O O o0 o0 o
TPF90 -1 0 0 0 o o O O o0 o0 o
UFC/mL 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
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Tabela 2: Contagem de bolores e leveduras comuns obtidas nas analises do lote
2, a partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras

Produto: Bebida de uva

Safra - safra 2002

Lote -2 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC)

Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos 21/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 22/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Diluicao Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrdo
-5 103 183 190 107 105 180 117 149
TQ -6 7 20 10 18 9 15 11 14
UFC/mL  1,43E+07 1,49E+07 1,43E+07  1,33E+07 142E+7 6,44E+05
-2 5 6 4 5 6 4 3 6
TP1 -3 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  5,5E+02 4,50E+02 5,00E+02  4,50E+02 4,88E+02 4,79E+01
-2 2 2 1 2 29 19 0 0
TAC -3 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  2,0E+02 1,5E+02 2,40E+03 0,0E+00 6,68E+02 1,14E+01
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TAA -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TT -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 2 0 1 0 5 1 2 0
TF -2 26 20 39 40 0 0 25 0
UFC/mL  2,30E+03 3,95E+03 3,00E+00  1,25E+03 1,88E+03 1,67E+03
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TP3 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
Amost 1 2 3 4 5
0 0 0 o 0 o o0 o o0 0 o
TPF -1 0 0 o 0 o o0 o o0 0 o
UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 O0,0E+00 O0,0E+00 0,0E+00
0 0 0 o 0 o o0 o o0 0 o
TPF90 -1 0 0 o 0 o o0 o o0 o0 o
UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 O0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
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Tabela 3: Contagem de bolores e leveduras comuns obtidas nas analises do lote
3, a partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Safra - safra 2002
Lote -3 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 07/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 08/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Diluicao Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrdo
-5 36 37 32 35 37 36 31 35
TQ -6 3 4 4 3 5 3 2 3
UFC/mL  3,65E+06 3,35E+06 3,65E+06  3,30E+06 3,49E+06 1,89E+05
-2 2 3 3 1 4 2 3 2
TP1 -3 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  2,50E+02 2,00E+02 3,00E+02  2,50E+02 2,50E+02 4,04E+01
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TAC -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TAA -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
-0 0 0 0 0 0 0 0 0
TT -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TF -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TP3 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL.  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
Amost 1 2 3 4 5
0 0 0 o 0 o0 o o o0 0 O
TPF -1 0 0 o 0 o0 o o o0 0 O
UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 O0,0E+00 O0,0E+00 0,0E+00
0 0 0 o 0 o o o0 o0 0 O
TPFO0 -1 0 0 0o 0 o0 o o o0 0 O

UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
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Tabela 4: Contagem de bolores e leveduras comuns obtidas nas analises do lote
4, a partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Entressafra -2002
Lote -4 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 07/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 08/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Diluicao Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrdo
-5 89 51 80 63 75 57 77 50
TQ -6 9 4 8 6 8 7 9 6
UFC/mL  7,00E+06 7,15E+06 6,60E+06  6,35E+06 6,78E+06 3,66E+05
0 83 80 47 30 28 27 118 99
TP1 -1 9 6 2 4 1 5 6 9
UFC/mL  8,15E+01 3,85E+01 2,75E+01 1,09E+02 6,40E+01 3,77E+01
-1 64 54 62 56 60 58 55 62
TAC -2 1 4 3 5 4 2 5 3
UFC/mL  5,90E+02 5,90E+02 5,90E+02  5,85E+02 5,89E+02 2,50E+01
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TAA -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TT -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TF -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TP3 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
Amost 1 2 3 4 5
0 0 0 o 0 o0 o o o0 0 O
TPF -1 0 0 o 0 o0 o o o0 0 O
UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 O0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
0 0 0 o 0 o o o0 o0 0 O
TPF90 -1 0 0 0o 0 o0 o o o0 0 O

UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
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Tabela 5: Contagem de bolores e leveduras comuns obtidas nas analises do lote
5, a partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Entressafra - 2002
Lote -5 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 06/06/02 (TAA,TT,TF, TP3 ,TPF)  07/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Diluicao Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrdo
-5 56 52 54 55 57 50 53 58
TQ -6 1 3 5 6 6 7 4 6
UFC/mL  5,40E+06 5,45E+06 5,35E+06  5,55E+06 5,44E+06 8,54E+04
0 42 46 4 10 29 31 102 104
TP1 -1 4 6 0 1 2 1 10 4
UFC/mL  4,40E+01 7,00E+00 3,00E+01 1,03E+02 4,60E+01 4,09E+01
-1 23 29 22 28 20 31 25 34
TAC -2 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  2,60E+01 2,50E+01 2,55E+01  295E+01 2,65E+01 2,40E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TAA -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TT -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
-1 0 0 0 0 1 0 0 0
TF -2 0 0 0 0 4 3 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 3,50E+00 0,0E+00 8,76E+01 1,75E+02
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TP3 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL.  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
Amost 1 2 3 4 5
0 0 0 o 0 o0 o o o0 0 O
TPF -1 0 0 o 0 o0 o o o0 0 O
UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 O0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
0 0 0 o 0 o o o0 o0 0 O
TPF90 -1 0 0 0o 0 o0 o o o0 0 O

UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
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Tabela 6: Contagem de bolores e leveduras comuns obtidas nas analises do lote
6, a partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Entressafra - 2002
Lote -6 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 06/06/02 (TAA,TT,TF, TP3 ,TPF)  07/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Diluicao Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrdo
-5 53 35 55 40 51 34 49 37
TQ -6 3 3 4 3 3 5 2 5
UFC/mL  4,40E+06 4,75E+06 4,25E+06  4,30E+06 4,43E+06 2,25E+05
0 28 45 156 145 46 51 13 15
TP1 -1 2 1 20 21 4 7 0 1
UFC/mL  3,65E+01 1,51E+02 4,85E+01 1,4A0E+01 6,24E+01 6,05E+01
0 3 6 4 8 3 7 4 7
TAC -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  4,50E+00 6,00E+00 5,00E+00  5,50E+00 5,25E+00 6,45E-01
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TAA -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TT -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
-1 0 0 0 0 0 0 0 0
TF -2 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
0 0 0 0 0 0 0 0 0
TP3 -1 0 0 0 0 0 0 0 0
UFC/mL.  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00  0,0E+00
Amost 1 2 3 4 5
0 0 0 o 0 o0 o o o0 0 O
TPF -1 0 0 o 0 o0 o o o0 0 O
UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 O0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
0 0 0 o 0 o o o0 o0 0 O
TPF90 -1 0 0 0o 0 o0 o o o0 0 O

UFC/mL  0,0E+00  0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00 0,0E+00
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Anexo ll

(Dados da contagem de bolores e
termoresistentes em bebida de uva)
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Tabela 1: Contagem de bolores termoresistentes obtidas nas analises do lote 1, a
partir de bebida de uva

Contagem de Bolores Termoresistentes

Produto: Bebida de uva

Safra - safra

2002

Lote -1 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC)

Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos 21/03/02 (TAA,TT,TF, TP3 ,TPF) 22/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Contagem Amostra Média Desvio
(dias) 1 2 3 4 padrao
15 3 2 3 2 2,8 0,50
TQ 30 3 3 3 2
15 2 2 3 2 2,3 0,50
TP1 30 2 1 3 2
15 2 1 3 2 2,0 0,82
TAC 30 2 1 3 2
15 0 0 0 0 0
TAA 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TT 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TF 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TP3 30 0 0 0 0
Amost 1 2 3 4 5
15 0 0 0 0 0 0
TPF 30 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
TPF90 30 0 0 0 0 0
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Tabela 2: Contagem de bolores termoresistentes obtidas nas analises do lote 2, a
partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Safra - safra 2002
Lote -2 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 21/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 22/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Contagem Amostra Média Desvio
(dias) 1 2 3 4 padrao
15 4 3 4 3 4,40 1,50
TQ 30 4 3 6 6
15 2 3 3 2 2,50 0,58
TP1 30 2 3 3 2
15 3 2 2 2 2,80 0,96
TAC 30 4 2 3 2
15 0 0 0 0 0
TAA 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TT 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TF 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TP3 30 0 0 0 0
Amost 1 2 3 4 5
15 0 0 0 0 0 0
TPF 30 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
TPF90 30 0 0 0 0 0
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Tabela 3: Contagem de bolores termoresistentes obtidas nas analises do lote 3, a
partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Safra - safra 2002
Lote -3 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 07/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 08/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Contagem Amostra Média Desvio
(dias) 1 2 3 4 padrao
15 3 2 4 3 3,50 0,58
TQ 30 3 3 4 4
15 2 3 2 3 3,00 0,00
TP1 30 3 3 3 3
15 1 2 2 2 2,30 0,50
TAC 30 2 2 2 3
15 0 0 0 0 0
TAA 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TT 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TF 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TP3 30 0 0 0 0
Amost 1 2 3 4 5
15 0 0 0 0 0 0
TPF 30 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
TPF90 30 0 0 0 0 0
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Tabela 4: Contagem de bolores termoresistentes obtidas nas analises do lote 4, a
partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Entressafra —2002
Lote -4 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 07/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 08/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Contagem Amostra Média Desvio
(dias) 1 2 3 4 padrao
15 0 1 0 0 0,30 0,50
TQ 30 0 1 0 0
15 0 0 0 0 0
TP1 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TAC 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TAA 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TT 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TF 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TP3 30 0 0 0 0
Amost 1 2 3 4 5
15 0 0 0 0 0 0
TPF 30 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
TPF90 30 0 0 0 0 0
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Tabela 5: Contagem de bolores termoresistentes obtidas nas analises do lote 5, a
partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Entressafra — 2002
Lote -5 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 06/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)  07/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Contagem Amostra Média Desvio
(dias) 1 2 3 4 padrao
15 0 1 1 1 0,80 0,50
TQ 30 0 1 1 1
15 1 0 0 0 0,30 0,50
TP1 30 1 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TAC 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TAA 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TT 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TF 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TP3 30 0 0 0 0
Amost 1 2 3 4 5
15 0 0 0 0 0 0
TPF 30 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
TPF90 30 0 0 0 0 0
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Tabela 6: Contagem de bolores termoresistentes obtidas nas analises do lote 6, a
partir de bebida de uva

Contagem de Bolores comuns e leveduras Produto: Bebida de uva Entressafra — 2002
Lote -6 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos 06/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)  07/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)
Contagem Amostra Média Desvio
(dias) 1 2 3 4 padrao
15 0 1 0 0 0,50 1,00
TQ 30 0 2 0 0
15 0 0 0 0 0
TP1 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TAC 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TAA 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TT 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TF 30 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0
TP3 30 0 0 0 0
Amost 1 2 3 4 5
15 0 0 0 0 0 0
TPF 30 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0 0
TPF90 30 0 0 0 0 0
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Anexo Il

(Fotos de estruturas fungicas macroscopicas
e microscopicas dos Isolados 122FL5TQ e
ISFL1TQ)
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Figura 1: Col6nia do Isolado 122FL5TQ, cultivado em meio MEA, 30°C durante 7
dias

Figura 2: Ascomata do Isolado 122FL5TQ, aumento de 400 vezes.
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Figura 3: Ascosporos de Isolado I122FL5TQ, aumento de 1000 vezes.

Figura 4: Ascésporos mostrando fenda equatorial tipica de N. fischeri,
pertencentes ao Isolado 122FL5TQ aumentado em 1000 vezes
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Figura 5: Ascomata do isolado I5FL1TQ, com aumento de 200 vezes.

Figura 6: Asco do isolado I5FL1TQ em aumento de 1000 vezes.
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Anexo IV

(Dados da medicao de pH em bebida de uva)
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Tabela 1: Medida de pH em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de pH Produto: Bebida de uva Safra - safra 2002

Lote -1 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos  21/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 22/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrao
TQ 2,95 2,95 2,95 2,95 2,95 0
TP1 2,79 2,79 2,79 2,79 2,79 0
TAC 2,93 3,00 2,85 2,88 2,92 0,066
TAA 2,87 2,86 2,87 2,84 2,86 0,014
TT 2,93 2,93 2,94 2,94 2,94 0,006
TF 2,87 2,89 291 2,90 2,89 0,017
TP3 2,88 2,88 2,81 2,89 2,89 0,014
Amost 1 2 3 4 5
TPF 2,92 2,89 2,89 290 2,88 2,90 0,015
TPF90 2,73 2,72 2,72 272 272 2,72 0,004

Tabela 2: Medida de pH em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de pH Produto: Bebida de uva Safra - safra 2002

Lote -2 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos  21/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 22/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrao
TQ 2,90 2,90 2,90 2,90 2,90 0,00
TP1 2,79 2,79 2,79 2,79 2,79 0,00
TAC 2,86 2,91 2,95 2,96 2,92 0,045
TAA 3,12 3,13 3,11 3,11 3,12 0,010
TT 3,04 3,03 3,00 3,00 3,02 0,021
TF 2,89 2,91 2,93 2,90 2,91 0,017
TP3 2,92 2,91 2,94 2,91 2,92 0,014
Amost 1 2 3 4 5
TPF 2,89 2,87 2,89 2,89 2,88 2,88 0,009
TPF90 2,73 2,73 2,73 272 272 2,73 0,004
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Tabela 3: Medida de pH em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de pH Produto: Bebida de uva  Safra - safra 2002

Lote -3 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos 07/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)  08/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio padrao
1 2 3 4

TQ 2,70 2,70 2,70 2,70 2,70 0,00
TP1 2,88 2,88 2,88 2,88 2,88 0,00
TAC 2,97 2,95 2,98 2,99 2,97 0,017
TAA 3,00 2,94 2,95 2,93 2,96 0,031
TT 3,03 3,02 3,04 3,04 3,03 0,010
TF 3,00 2,93 3,06 3,03 3,01 0,056
TP3 2,98 3,00 3,01 3,00 3,00 0,013

Amost 1 2 3 4 5
TPF 2,99 3,00 3,00 3,00 299 3,00 0,005
TPF90 3,56 356 355 356 3,55 3,56 0,005

Tabela 4: Medida de pH em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de pH Produto: Bebida de uva  Entressafra -2002

Lote -4 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos 07/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 08/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio padrao
1 2 3 4

TQ 3,17 3,19 3,16 3,17 3,17 0,013
TP1 3,20 3,19 3,22 3,20 3,20 0,013
TAC 3,25 3,20 3,23 3,26 3,24 0,026
TAA 3,00 2,96 2,98 2,94 2,97 0,026
TT 2,97 3,08 3,01 3,04 3,03 0,047
TF 3,02 2,98 2,97 2,98 2,99 0,022
TP3 2,99 2,99 2,98 3,00 2,99 0,008

Amost 1 2 3 4 5
TPF 3,00 301 298 3,00 299 3,00 0,011
TPF90 3,56 356 356 356 3,56 3,56 0,00
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Tabela 5: Medida de pH em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de pH Produto: Bebida de uva  Entressafra - 2002

Lote -5 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos  06/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) (07/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio padrao
1 2 3 4

TQ 3,15 3,17 3,19 3,16 3,17 0,017
TP1 3,22 3,19 3,20 3,24 3,21 0,022
TAC 3,20 3,23 3,25 3,26 3,24 0,026
TAA 3,28 3,29 3,31 3,32 3,30 0,018
TT 341 341 341 341 341 0,00
TF 341 3,43 3,39 3,38 3,40 0,022
TP3 3,38 3,40 3,37 3,36 3,38 0,017

Amost 1 2 3 4 5
TPF 3,25 327 328 3,26 3,27 3,27 0,011
TPF90 2,75 2,76 2775 2775 2,76 2,75 0,005

Tabela 6: Medida de pH em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de pH Produto: Bebida de uva  Entressafra - 2002

Lote -6 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos  06/06/02 (TAA,TT,TF, TP3 ,TPF) 07/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio padrao
1 2 3 4

TQ 3,19 3,17 3,24 3,19 3,20 0,030
TP1 3,22 3,18 3,24 3,20 3,21 0,026
TAC 3,26 3,21 3,18 3,24 3,22 0,035
TAA 3,32 3,30 3,31 3,32 3,31 0,010
TT 3,42 3,39 341 3,40 341 0,013
TF 3,39 341 3,44 341 341 0,021
TP3 3,36 3,35 3,35 3,36 3,36 0,006

Amost 1 2 3 4 5
TPF 3,26 326 3,25 3,28 3,27 3,26 0,011
TPF90 2,73 2,73 2,74 2775 273 2,74 0,009
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Anexo V

(Dados da medicao de 2Brix em bebida de uva)
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Tabela 1: Medida de °Brix em todos os pontos de amostragem de bebida de uva
Medida de °Brix Produto: Bebida de uva Safra - safra 2002
Lote -1 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos  21/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 22/03/02 (TAA,TT,TE,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio

1 2 3 4 padrao
TQ 8,10 8,10 8,10 8,10 8,10 0,00
TP1 15,30 15,30 15,30 15,30 15,30 0,00
TAC 14,10 14,00 14,50 14,50 14,28 0,263
TAA 11,00 11,00 10,80 11,00 10,95 0,100
TT 11,00 11,00 10,80 11,00 10,95 0,100
TF 14,60 14,20 14,00 14,00 14,20 0,283
TP3 13,80 14,00 13,80 13,80 13,85 0,100

Amost 1 2 3 4 5

TPF 13,60 13,80 13,80 14,00 14,00 13,84 0,167
TPF90 13,80 13,80 14,00 14,00 14,00 13,92 0,110

Tabela 2: Medida de °Brix em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de °Brix Produto: Bebida de uva Safra - safra 2002

Lote -2 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos  21/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 22/03/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio
1 2 3 4 padrao
TQ 13,00 13,00 13,00 13,00 13,00 0,00
TP1 16,70 16,70 16,70 16,70 16,70 0,00
TAC 15,10 14,90 15,10 15,10 15,05 0,100
TAA 11,80 12,00 11,80 11,80 11,85 0,100
TT 11,00 10,80 11,00 11,00 10,95 0,100
TF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TP3 13,80 13,80 13,80 13,80 13,80 0,00
Amost 1 2 3 4 5
TPF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TPF90 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
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Tabela 3: Medida de °Brix em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de °Brix Produto: Bebida de uva Safra — safra
2002

Lote -3 Data: 26/01/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 27/01/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos 07/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)  08/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio padrao

1 2 3 4
TQ 16,80 16,80 16,80 16,80 16,80 0,00
TP1 9,80 9,80 9,80 9,80 9,80 0,00
TAC 15,10 15,10 14,90 15,00 15,03 0,096
TAA 13,80 13,80 13,60 13,80 13,75 0,100
TT 18,00 17,80 18,20 18,00 18,00 0,163
TF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TP3 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
Amost 1 2 3 4 5
TPF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TPF90 14,60 14,40 14,60 14,20 14,40 14,44 0,167

Tabela 4: Medida de °Brix em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de °Brix Produto: Bebida de uva  Entressafra -2002

Lote -4 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos 07/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) 08/05/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio padrao
1 2 3 4
TQ 16,40 16,40 16,20 16,40 16,35 0,100
TP1 16,80 17,00 16,80 16,80 16,85 0,100
TAC 16,20 16,00 16,20 16,00 16,10 0,115
TAA 18,00 17,80 18,20 18,00 18,00 0,163
TT 12,00 11,80 12,00 12,00 11,95 0,100
TF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TP3 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
Amost 1 2 3 4 5
TPF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TPF90 14,80 14,60 14,60 14,80 14,80 14,72 0,110
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Tabela 5: Medida de °Brix em todos os pontos de amostragem de bebida de uva
Medida de °Brix Produto: Bebida de uva Entressafra - 2002

Lote -5 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)
Pontos  06/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF) (07/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio padrao
1 2 3 4

TQ 15,80 15,60 15,80 15,80 15,75 0,100
TP1 17,20 17,00 17,00 17,00 17,05 0,100
TAC 15,80 16,00 15,80 15,80 15,85 0,100
TAA 11,80 11,80 11,80 11,60 11,75 0,100
TT 11,60 11,60 11,60 11,40 11,55 0,100
TF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TP3 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00

Amost 1 2 3 4 5
TPF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TPF90 14,00 1420 14,20 14,20 14,20 14,16 0,089

Tabela 6: Medida de °Brix em todos os pontos de amostragem de bebida de uva

Medida de °Brix Produto: Bebida de uva Entressafra - 2002

Lote -6 Data: 01/03/02 (TQ,TP1,TAC) Data da analise: 02/03/02 (TQ,TP1,ATC)

Pontos  06/06/02 (TAA,TT,TF, TP3 ,TPF) 07/06/02 (TAA,TT,TF,TP3 ,TPF)

Amostra Média Desvio padrao
1 2 3 4

TQ 16,80 16,80 17,00 16,80 16,85 0,100
TP1 17,40 17,20 17,40 17,40 17,35 0,100
TAC 15,80 16,00 15,80 16,00 15,90 0,115
TAA 11,60 12,60 11,80 12,00 12,00 0,432
TT 11,40 11,60 12,00 12,20 11,80 0,365
TF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TP3 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00

Amost 1 2 3 4 5
TPF 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 14,00 0,00
TPF90 14,00 14,20 14,40 14,,00 14,00 14,20 0,179

165



166



Anexo VI

(Meios de Cultura, corantes e solucoes
utilizadas durante as analises
microbiolégicas)
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1) Agua Peptonada
Peptona BacteriolOQiCa. ......oouureeiiee ettt 0.1g
Y U =LY ] =T L T 100ml

Modo de Preparar: pesar a peptona bacteriolégica em balanga analitica, dissolve-
la com agua destilada e esterilizar normalmente a 121°C/15min.

2) Corante Lacto-fucsina 0,1%
Y Te oY T (21T 0.1g
ACIAO LACHCO 85% A PUIEZA. . ..c.vveveeeeeeeeereeerereeeeee e s s s e e, 100ml

Modo de Preparar: dissolver o acido fucsinico em acido lactico com grau de
pureza de 85% ou superior a isso. Este corante é utilizado na coloragcdo de

estruturas fungicas e nao ha necessidade de esterilizagao.

3) Concentrado Czapek

=1 [ T PP URRPRI 30g
K e 59
IMOSO4.7H2O . ... 59
FESO4.7H20 ...t 0.1g
AQUA DESHIATA. ..., 100ml

Modo de Preparar: pesar todos os reagentes e homogeneizar bem. Guardar em
garrafa bem tampada, este produto podera ser estocado indefinidamente sem
esterilizacao.
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4) Meio CYA (ldentificacao de fungos)

KEHP O 4. ettt 1.0g
(07,2210 1=] 1 qeT0] g 07T | 1= Lo [0 JHA P PRPRTPRRPPR 10ml
Extrato de Levedura €M PO......cuu ittt 59
T L7 L0 1T USSP 30g
AQUA AESHIATA. ...t 1litro
AQGar BaCteriOIOGICO. ......vvveeeeeeeeeeeeeeiees e ee s enen st eneneneneneneeens 15¢

Modo de Preparar: pesar todos os produtos, acrescentar agua, fazer prévio

aquecimento para dissolu¢ao do Agar, levar a autoclave 121°C/15min.

5) Meio G25N (ldentificagdo de fungos)

KOHP O ettt et et e e nne e ene e e nneeenes 0759
CzZapek CONCENTIAGO. ... .eeeieeiiiei ettt e e e 7.5ml
Extrato de Levedura €M PO...... .ot 3.7¢9
Glicerol ( Grau ANalitiCO)......ceee e i e e 250ml
AQGar BaGteriOlOGICO. .......v.vveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e en s en s en e 129
AQUA DESHIATA ..ot 750ml

Modo de Preparar: pesar todos os produtos, por ultimo adicionar agua destilada.
Esterilizar em autoclave 121°C/15min.
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6) Agar Extrato de Malte (MEA)

EXIrato de Malte..........eeeeeiieeee e 69
GlICOSE .ttt ettt e et e e e e e e e e e e e et e e e e e e nnenes 69
AQAr BaCErIOIOGICO «...v.eeeeeeeeeeeeeeeeeeteeeeee e se e nes s s en st neneens 69
Peptona BacteriolOQiCa .....oouuveeiiee et 0.39
AQUA DESHIATA ...ttt 300ml

Modo de Preparo: pesar todos os produtos e por ultimo adicionar a 4gua destilada,
nao dissolver previamente o agar. Esterilizar em autoclave 121°C/15min.

7) Agar Batata Dextrose (PDA) (OXOIDE)
Agar Batata DEXIIOSE ....ccovviiiiiiiie i 3.99
AQUA DESHIATA ...t 100ml

Modo de Preparar: pesar o produto, adicionar agua destilada Esterilizar em
autoclave 121°C/15min.

8) Agar Batata Dextrose Dupla Concentragéo

Agar Batata DEXIIOSE .....ccuviiiiiiiie it 3.99
AQGar BACLEHOIOGICO ......o.eeeececeeeeeeieeeeeeeeeeeseeeeeeeee e e eesen s ssseeaeeeeseeeesenennnaeseeesaes 1.5¢9
AQUA DESHIAA ...t 100ml

Modo de Preparar: pesar todos os produtos, por ultimo adicionar dgua destilada.

Esterilizar em autoclave 1212C/15min.
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9) Agar Batata Dextrose Dupla Concentragdo com Cloranfenicol

Agar Batata DEXIIOSE .....cceviiiiiiiiiiiie e 3.99
AQGAr BaCEIIOIOGICO «...veeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ee e st enes s s e s eeneeens 1.59
ClOranfENICOL ..o 0.4g
AQUA DESHIAA ...t 100ml

Modo de Preparar: pesar todos os produtos, por ultimo adicionar dgua destilada.
Esterilizar em autoclave 121°C/15min.

10)Solucéo de Acido Tartarico 10% (p/v)
Y Te T I3 =V et TR 10g
AQUA DESHIATA ...t 100ml

Modo de Preparar: pesar todos os produtos, por ultimo adicionar dgua destilada.
Esterilizar em autoclave 121°C/15min.

11)Solucéo de Leite Desnatado 5% (p/v)
Leite DeSNATAAO ......ueiiiiiiiiie et 59
AQUA DESHIATA ... ..ot en s 100ml

Modo de Preparar: pesar todos os produtos, por ultimo adicionar 4gua destilada.
Esterilizar em autoclave 121°C/10min para que se evite uma possivel
caramelizacao do leite.
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12)Solugao de Tween 80
TWEEN B0 .. e e e e e e e e e 0.05¢g
AQUA DESHIAA ...t 100ml

Modo de Preparar: pesar o produto, adicionar agua destilada. Esterilizar em
autoclave 121°C/15min.

13)Solucao de Rosa de Bengala
Rosa de Bengala.........coooiiiiiii e 0.0849
AQUA DESHIATA ...t 100ml

Modo de Preparar: pesar o produto, adicionar agua destilada. Esterilizar em
autoclave 121°C/10min, assim que for retirado da autoclave cobrir com papel
aluminio para que o sal ndo seja oxidado na presenca da luz, manter sob
refrigeragéao.
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