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RESUMO

ROCHA, Adriana Coutinho. Avaliacao da Microbiota em Linha de Processamento de
Suco de Manga Envasado Assepticamente. Seropédica: UFRRJ, 2002. 60 p.
(Dissertagao, Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Instituto de Tecnologia).

A realizacdo do levantamento da microbiota presente em linha de suco de manga,
deve-se ao fato que, dentre os sucos de fruta pasteurizados comercializados pelas
industrias de alimentos e bebidas, o suco de manga apresenta grande importancia devido
ao crescimento global de sua comercializagdo, na ordem de 10% nos ultimos 8, anos no
mercado nacional e internacional. Este trabalho teve como objetivo principal, fazer
levantamentos da contaminacdo microbiologica por Fungos Filamentosos
Termoresistentes, em linha de processamento térmico e envasamento asséptico de suco
de manga “esterilizado comercialmente”, objetivando fazer ainda levantamentos da
contaminag¢@o microbiologica por Bactérias lacticas, Aliciclobacillus sp., Escherichia coli
0157:H7, coliformes totais ¢ fecais, bolores ndo termoresistentes e leveduras.
Enumeracdo efetuada em diversos pontos e materiais da linha de processo de uma
Industria Processadora de Sucos Tropicais Assépticos, localizada em Minas Gerais —
matéria-prima, suco formulado ndo tratado termicamente, produto final embalado,
produto final armazenado por trés meses, agua de formulagado, efluente do “Cleaning in
place”, agua de lavagem — em 06 diferentes lotes de producgdo, indicaram contagens
significativas para Fungos Filamentosos Termoresistentes nos lotes 1, 2 e 3, detectados
pelo método de plaqueamento, inclusive nos produtos processados e envasados, bem
como na matéria-prima e agua de formulagdo, com niimero de unidades formadoras de
colonia superiores a 10°/ml. Onze isolados de fungos termoresistentes provenientes dos
sucos processados e embalados dos diferentes lotes foram isolados, codificados e
esporulados. Os esporos de cada isolado com um més de idade foram submetidos a
diferentes choques térmicos para selecionar a linhagem de fungo mais termoresistente,
tendo esse a partir da caracterizacdo de sua termoresisténcia, resistido a 90°C/01 minuto
e identificado como do género Penicillium.

Para a determinagdo da resisténcia térmica, foram utilizadas cinco temperaturas,
80, 85, 88, 90 e 92°C, utilizando o método do tubo TDT com ascdsporos em suco de
manga 14°Brix, pH4,2.

O célculo dos parametros cinéticos, foi obtido baseado no método de linearizagao
de ALDERTON & SNELL (1970), obtendo-se os valores de “D” iguais a 1049, 117, 28,
12.5 e 5.1 segundos para 80, 85, 88, 90 e 92°C, respectivamente. Com os valores de “D”
e as temperaturas correspondentes, foi possivel calcular o valor z* para o isolado mais
termoresistente que resultou em 4,79°C.

Palavras chave: Fungos termoresistentes, resisténcia térmica, contaminagdo
microbiologica



ABSTRACT

ROCHA, Adriana Coutinho. Evaluation of Microbiological Contamination in Line of
Processing of Mango Juice Aseptic Packaged. Seropédica: UFRRJ, 2002. 60 p.
(Dissertation, Master’s Degree in Science and Technology of Foods, Institute of
Technology).

Among the pasteurized fruit juices marketed by the industries of foods and drinks,
the mango juice presents an important role due to its growins consumption in the national
and international market. This work had as main objective, to study microbiological
contamination by Heat Resistant Filamentous Molds, of an industrial line “commercially
thermal sterilision” and aseptic packaging of mango juice. The study also aimed at
evaluating the microbiological contamination by lactic bacteria, Alicyclobacillus sp.,
Escherichia coli O157:H7, total and fecal coliformes, no heat resistant molds and yeasts.
Enumeration made in materials originated from several points of the process line,
including raw material, formulated but not thermal treated juice, final treated packaged
product, final packaged product stored for three months, formulation water, water for
Cleaning in place, water for washing the fruits and other equipments in 06 different
production lots, indicated significant countings of Heat Resistant Filamentous Molds in
lots 1, 2 e 3, detected by plating method . Besides packaged and heat processed products,
the contamination by heat and resistant filamentous molds was also verified in the raw
material and formulation water, with the number of forming units being superior to
10°/ml. Eleven heat resistant molds isolates, originated from the packaged heat processed
juice of the different lots were isolated, codified and esporulated. The spores of each
isolate after sporulation were submitted to different thermal shocks to select the most heat
resistant lineage of molds, being the most heat resistant, survived up to 90°C/01 minute.
The eleven lineages of heat resistant mold were then isolated, esporulated in Roux Bottles
(Half Extract of Malt Agar) at 30°C for 30 days.

For the determination of the thermal resistance, five temperatures were used, 80,
85, 88, 90 and 92°C, using the method of the TDT tube in mango juice 14°Brix, pH4,2,
inoculated with ascospores.

The calculation of the kinetic parameters was obtained based on the method of
ALDERTON & SNELL (1970), resulting in “D” values of 1049, 117, 28, 12.5 and 5.1
seconds for 80, 85, 88, 90 and 92°C, respectively. With the values of “D” and the
corresponding temperatures, it was possible to determine the z* value, wich resulted
4,79°C for the most thermal resistant mold isolate.

Key words: Heat Resistant Molds, heat resistance, microbiology contamination



1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a seguranca microbiologica dos alimentos vem aumentando
significativamente a cada ano pois, com o aumento da expansao da popula¢do mundial,
acentua-se ainda mais o consumo de produtos industrializados, e especialmente os de
consumo imediato, como € o caso dos sucos de frutas pronto para beber.

Entretanto, a efetiva qualidade de um produto ndo depende exclusivamente de sua
linha de processamento. Outros fatores assim como equipe especializada, técnicas
especiais de cultivo, preparo de solo, selecdo adequada de matéria-prima, tempo de
colheita, tratamento pos-colheita, processo industrial de conservacao, armazenamento,
embalagem e transporte do fruto e produto final, também sdo apontados como razdes
diretas na qualidade final do produto que chega ao consumidor (PIMENTEL et al., 2000).

Dentre os grandes problemas com sucos de frutas estd a preocupacdo com
contaminagdo dos mesmos por fungos termoresistentes, ocasionando deterioragdo do
produto. Essas espécies de fungos sdo altamente resistentes ao calor e, desta forma,
podem nao ser destruidas pelo processo de pasteurizagdo ou esterilizagao térmica.

Sendo os fungos termoresistentes uma das principais causas de contamina¢do em
sucos, vem se realizando cada vez mais estudos sobre ocorréncia, crescimento, avaliagao
de deterioracdo e producdo de metabolitos destes microrganismos.

Como citado por BAGLIONI (1998), as espécies de fungos termoresistentes mais
comumente envolvidas na deterioragcdo de concentrados de frutas, purés, sucos e drinques
sdo Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Neosartorya fischeri e Talaromyces flavus
(SPLITTSTOESSER 1991; MAGGI et al., 1994; TOURNAS, 1994). O desenvolvimento
do material micelial é caracterizado aonde o fruto sofreu amolecimento devido a agdo de
enzimas pectinases, podendo ocorrer perda de aromas.

Os fungos do género Byssochlamys podem produzir patulina, byssotoxin A ¢ acido
byssochlamico, todos reconhecidamente toxicos para animais. J& os do género
Neosartorya sao conhecidos por produzir fumitremorginas, terreinas e verrucologena.

Estudos mostraram a ocorréncia de Byssochlamys fulva em suco de maracuja
(CARTWRRIGHT & HOCKING, 1984), de Neosartorya fischeri em suco de maca
(SCOTT & BERNARD, 1987) e de Talaromyces flavus e Neosartorya fischeri em suco
de abacaxi (ENIGL et al., 1993).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 - Manga - A fruta

A manga ¢ uma fruta tropical muito importante em funcdo de seu consumo
elevado, sendo que todos os seus cultivares pertencem a espécie, Mangifera indica . O
género Mangifera contém 41 espécies, distribuidas principalmente na regido Indo-
Malaia, Malasia, Ilha de Sunda e Peninsula Oriental (MANICA, 1981).

E seguramente uma das frutas mais importantes dos tropicos, depois da fruta
citrica, da banana e do abacaxi e, possivelmente, a mais saborosa e aromatica. No Brasil,
a mangueira ¢ difundida em todo territorio nacional, excluindo-se apenas as regioes frias
do Extremo Sul ou de grande altitude. O fruto se apresenta de forma carnosa, atrativa e
aromatica. Possui valor energético unitario superior ao da maca e da laranja, assim como
tem maior conteudo de carboidratos, de ferro, de vitaminas em geral. Em comparagdo
com a manga, a laranja se sobressai pelo maior conteudo de proteinas, de célcio, de
fosforo, de vitaminas B1 e C, enquanto a mag¢a leva vantagem com relagdo ao teor de
fosforo. Os agucares da manga oscilam de 6 a 20%, com média de 10 a 12 %, e os 4cidos
(expressos em dacido citrico) entre 0,3 e 2,5 % em média (DONADIO 1993, apud
DONADIO, 1996).

O Quadro 1 apresenta o valor nutritivo de manga, maca e laranja, por 100 grs de
parte utilizavel (DONADIO 1993, apud DONADIO, 1996).

Quadro 1: Valor nutritivo de manga, maca e laranja, por 100 gramas de parte utilizavel

Componente Manga Maca Laranja
Calorias 71 57 36
Agua, g 80,3 84,2 86,6
Carboidratos, g 18,8 15,1 12,0
Fibra, g 0,30 0,90 0,50
Proteinas, g 0,40 0,30 0,90
Extrato etéreo, g 0,20 0,20 0,10
Cinza, g 0,30 0,20 0,40
Calcio, mg 13 3 36
Foésforo 11 13 23
Ferro, mg 0,70 0,30 0,60
Carotenoides totais (pro-vit.A), mg 1,81 0,20 0,02
Tiamina (vit.B1), mg 0,03 0,01 0,07
Riboflavina (vit.B2), mg 0,04 0,01 0,07
Niacina (vit. PP), mg 0,44 0,17 0,26
Acido ascorbico (vit.C), mg 10 9 57

Fonte: (DONADIO 1993, apud DONADIO, 1996).

2.2 - Variedades Nacionais

De acordo com as avaliagdes das colegdes de variedades da Faculdade de Ciéncias
Agrarias e Veterinarias, da UNESP de Jaboticabal, e do Instituto Agronémico de
Campinas (DONADIO, 1996), existem 54 variedades descritas no nosso pais com o
objetivo de serem utilizadas no plantio, bem como na melhoria de outras variedades,
sejam nacionais ou estrangeiras. Apesar do pequeno nimero de variedades de manga
descritas, pode-se considerar que existe um rico germoplasma desta frutifera, pelas
diferentes caracteristicas bioldgicas e resisténcia a pragas ¢ doencas.
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Aspectos de composi¢do e rendimento no processo industrial de diferentes
cultivares, sao mostrados nos Quadros 2 e 3 respectivamente.

Quadro 2: Avaliacdo de variedades de manga para processamento, em Sao Paulo

. Peso do oDt Acidez Acucares Polpa

Cultivares fruto (g) Brix (%) (%) (%)
Foice 554 15,2 1,44 10,32 55,14
Primor-de-Amoreira 398 13,2 0,86 10,07 59,53
Amarelinha 344 11,5 0,51 8,41 60,84
Princesa 376 14,5 1,25 10,33 82,27

Surpresa 217 14,4 0,22 11,87 57,6
Santa Cruz 567 14,4 0,16 12,14 62,24
Extrema 381 17,2 0,42 13,24 63,00
Maca 423 14,6 0,35 12,25 62,64

Fonte: (DONADIO 1993, apud DONADIO, 1996)

Quadro 3: Rendimento no processamento de manga (%)
Manga para Polpa de

Variedades Casca Semente
enlatamento Manga
Foice 17,12 55,14 5,65 16,61
Primor-de-Amoreira 14,79 59,53 11,62 11,62
Amarelinha 15,38 60,84 8,74 15,04
Princesa 7,50 82,27 4,92 5,31

Surpresa 17,31 57,69 11,92 13,08
Santa Cruz 15,06 62,24 9,00 11,85
Extrema 15,67 63,00 10,66 10,66
Magca 16,23 62,62 9,81 11,32

Fonte: (DONADIO 1993, apud DONADIO, 1996).

2.3 — Producio e Consumo de Manga

Do conjunto de frutas atualmente comercializado, a manga ¢ uma das mais
populares do mundo, em fun¢ao do seu amplo consumo nos paises asiaticos e da América
Latina.

Ocupando em 1999 uma érea de 2,74 milhdes de hectares e uma producao de
23,85 milhdes de toneladas, a manga ¢ cultivada em 85 paises, sendo a India o principal
produtor com 50,3% do total (FAO, 2000, apud PIMENTEL et al., 2000). A China ¢ o
segundo produtor com 9,0%, seguida do México com 6,4% e da Tailandia com 5,2%.

O Brasil, com uma produgado de 600 mil toneladas e uma area plantada de 62 mil
hectares, ¢ 0 nono produtor, apesar do bom nivel tecnolégico adotado em algumas regides,
como no vale do rio Sao Francisco (Petrolina/PE-Juazeiro-BA) e no Pélo Agricola
Mossord-Acu (RN), representando um rendimento médio de 9,67 tilia (PIMENTEL et al.,
2000).

O comércio externo de manga ¢ pouco significativo quando comparado a
producao. De acordo com as estatisticas disponiveis para exportacao, referentes ao ano
de 1998, o volume exportado pelo Brasil foi de 510 mil toneladas, para uma produgado de
23,8 milhdes de toneladas, ou seja, apenas 2,1% da manga produzida no Brasil ¢
comercializada internacionalmente.

O Meéxico ¢ o principal exportador responsavel, em 1998, por 41,1% das
exportagdes mundiais, que atingiram 510 milhdes de toneladas, seguido das Filipinas com
10,3%; Brasil com 7,7%; India, com 5,3% e Holanda, com 3,4%. Os trés principais
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produtores vém tendo uma participagdo cada vez maior nos ultimos anos (PIMENTEL et
al., 2000).

Para qualquer produto agricola, os precos sao um reflexo da oferta. Em geral, uma
elevagdo na oferta acarreta reducdo nos precos. No caso da manga, os pregcos obtidos
pelos paises exportadores elevaram-se 29% entre 1990 e 1994 e reduziram-se em 16%
entre 1994 e 1998, o que representou um aumento global de cerca de 10% no periodo. Os
pregos de importagdo, por sua vez, decresceram em 24% no mesmo periodo. Tal situacdo
reflete um aumento de oferta inferior ao da demanda. Para conter a redu¢@o nos pregos
no mercado internacional, os paises produtores necessitam controlar a expansdo da oferta
nos meses de alta estagdo, estimulando o consumo interno e/ou ofertando produtos
derivados de manga, como ¢ o caso do suco (PIMENTEL et al., 2000).

2.4 — Produc¢io e Consumo do Suco de Manga

O consumo de suco no Brasil ¢ ainda pequeno quando comparado ao de outros
paises: apenas 0,3 litros por habitante/ano para os sucos concentrados e de 0,1 litros por
habitante/ano do suco pronto para beber.

O mercado de sucos industrializados no Brasil ¢ dividido nos segmentos po6 e
liquido. O segmento liquido engloba os sucos concentrados e “prontos para beber”. Este
ultimo pode ser dividido em duas outras categorias: reconstituidos e integrais (que podem
ser refrigerados ou nao). De acordo com dados fornecidos pelo setor industrial , em 1989
foram comercializadas cerca de aproximadamente 100 milhdes de embalagens para sucos
em geral, enquanto que em 1999, esse nimero elevou-se para 230 milhdes, com
estimativa de 270 milhdes em 2000 (TETRA PAK, 2000). Estes nimeros mostram com
evidéncia, como o consumo de suco vem crescendo acentuadamente nos ultimos anos.

Com relacdo a comercializagdo de embalagens para sucos assépticos, foram
vendidas, em 1995, cerca de 20 milhdes de embalagens, enquanto que em 2000, este
nimero chegou em torno de 48 milhdes (TETRA PAK, 2000).

Para se ter uma idéia do elevado consumo de suco ndo refrigerado, em 1999 o
consumo de suco refrigerado em embalagem cartonada atingiu uma média de 16%
enquanto que o suco nao refrigerado, 84% (TETRA PAK, 2000).

O Quadro 4 mostra a venda de sucos, por sabor, nos anos de 1995 e 1999,
respectivamente:

Quadro 4 : Venda de Sucos nos anos entre 1995 ¢ 1999

SUCO 1995(%) 1999(%)
Laranja 34 25
Maca 9 9
Maracuja 10 12
Uva 11 8
Caju 12 8
Abacaxi 13 9
Blend laranja - 2
Blend maga - 2
Morango 2 2
Acerola 4 2
Goiaba 2 1
Péssego - 6
Outros 3 15

Outros: Manga, tangerina, banana, cacau, caja, caldo de cana, frutas citricas, graviola,
Fonte: TETRA PAK Ltda (2000)
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2.5 — Esterilizacao e Envasamento Asséptico

O processo de esterilizagdo comercial usualmente empregado, se baseia em um
severo tratamento térmico em um tempo curto, conservando as caracteristicas nutricionais
e organolépticas do produto em questao.

Esse processo térmico diminui o risco potencial de sobrevivéncia de esporos
bacterianos, assim como de fungos termoresistentes, especialmente se a carga inicial for
baixa (RONNER, 1990).

Nos métodos tradicionais de envasamento, recipientes de metal ou vidro nao
esterilizados sdo preenchidos com o alimento e, em seguida, fechados e, posteriormente,
esterilizados. No envasamento asséptico, o alimento ¢ esterilizado e depois colocado, em
condicdes assépticas, em embalagens estéreis que depois sdo seladas, também em
condigdes assépticas.

O envasamento asséptico teve um grande impulso a partir de 1981, com a aprovacao
pelo Food and Drug Administration do perdxido de hidrogénio para a esterilizagao de
materiais flexiveis para embalagem. Entre esses materiais, destacam-se os cartdes de
multicamadas flexiveis empregados nas embalagens de alimento “longa vida”.

Essa técnica, exclusiva para alimentos que possa ser bombeado através de um
trocador de calor, tem sido muito aplicada a alimentos liquidos como leite, suco de frutas,
molho de tomate e outros (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

2.6 — Microbiota Contaminante de Sucos de Frutas

O pH de sucos de frutas depende do produto considerado, variando de 2,4 para o
suco de limao até 4,2 para o de tomate. Todos apresentando quantidade varidvel de
acucares entre 2 e 17% (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

O alto teor de 4gua (78 -82 %) em sucos, favorece o crescimento de leveduras. e
bactérias, quando em contato com o ar. O desenvolvimento de leveduras ou bactérias
dependera mais da temperatura de armazenamento do que da propria composi¢cao do suco
(BANWART, 1989). A temperatura entre 15 e 35°C favorece o desenvolvimento de
leveduras. O aumento do potencial redox devido a formagao de s6lidos do suco, favorece
também o crescimento de leveduras, e a deficiéncia de vitamina B desfavorece o
crescimento bacteriano.

As alteragdes que ocorrem em sucos de frutas frescas, armazenados a temperatura
ambiente, sdo decorrentes da fermentacdo alcoodlica, ocasionadas por leveduras formadoras
de pelicula ou por bolores que crescem na superficie, ou da oxidacao do alcool a acido
acético quando bactérias acéticas estao presentes. Os tipos de leveduras que poderao crescer
dependem dos tipos predominantes no suco e da temperatura. As leveduras selvagens,
produtoras de quantidades moderadas de 4lcool e quantidades consideraveis de acidos
volateis, produzirdo primeiro a fermentacdo (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Em temperaturas proximas de extremos (15°C ou 35°C), as leveduras poderdo se
desenvolver com a produgao de sabores e odores desagradaveis. Acima de 32 — 35°C, por
serem temperaturas muito altas para leveduras, podera haver crescimento de lactobacillus
que produzirdo acido lactico e alguns compostos volateis. Abaixo de 15°C, ocorre
crescimento principalmente de bolores e leveduras (BANWART, 1989).

Além da fermentacdo alcoodlica, os sucos de frutas podem sofrer as seguintes
alteracdes provocadas por microrganismos:

e Fermentagdo lactica de agucares por bactérias lacticas heterofermentativas

como Lactobacillus brevis e Leuconostoc mesenteroides em sucos de magi e
péra, e homofermentativas, como L. delbrueckii, subespécie lactis;

e Fermentacdo de 4cidos organicos do suco por bactérias lacticas — L.

pasteurianum, que transforma acido malico em acidos acético e suscinico, ¢
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acido citrico em acido lactico e acido acético;

e Produgédo de limosidade por Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis
e Lactobacillus plantarum em suco de mag¢ds (FRANCO & LANDGRAF,
1996).

Sucos concentrados de frutas e vegetais, principalmente os enlatados e
termoprocessados ou congelados, favorecem o crescimento de leveduras e espécies de
Leuconostoc e Lactobacillus tolerantes ao agticar e acidos, assim como fungos tolerantes
ao calor.

2.6.1 — Aliciclobacillus

Aliciclobacillus sdo organismos obrigatoriamente acidofilos e seu crescimento
ocorre entre pH 2,0 e 6,0. A temperatura de crescimento varia entre 40 a 70 °C. Fatores
de crescimento, como vitaminas e fontes organicas de nitrogénio, podem ou ndo ser
requeridos (PINHATTI, 1999).

Trés espécies de Aliciclobacillus ja foram descritas. Todas s3o acidofilicas
obrigatorias e também termofilicas ou termotolerantes. A espécie termoacidofilica A.
acidocaldarius (Bacillus acidocaldarius), foi descrita por DARLAND e BROCK (1971),
isolada de diferentes ambientes geotérmicos. Os isolados possuiam caracteristicamente
acidos graxos m-ciclohexanos e hopanodides como componentes da membrana celular.
Aliciclobacillus acidoterrestris, descrito por DEINHARD et al. (1987) e reclassificado
por WISOTZKEY et al. (1992), é termotolerante e obrigatoriamente acidofilico. Os perfis
de acidos graxos ¢ lipideos polares sdo semelhantes ao da espécie A. acidocaldarius.
Linhagens de Aliciclobacillus acidoterrestris foram inicialmente isoladas por
HIPPEHEN et al. (1981) de diferentes solos ambientes, ndo geométricos € por CERNY
et al. (1984), de suco de maca deteriorado.

DEINHARD et al. (1987) isolaram 50 linhagens de bacilos termoacidofilicos de
diferentes tipos de solo, os quais possuiam o &cido graxo o -cicloheptano, descrevendo
entdo a espécie A. cycloheptanicus (Bacillus cycloheptanicus). As espécies
Alicyclobacillus acidocaldarius sdo organismos aerobios, bastonetes Gram-positivos
formadores de endoesporos, com 2 a 3 mm de comprimento ¢ 0,7 a 0,8 mm de largura,
formando cadeias curtas com 5 ou 6 células. O esporingio ndo ¢ entumecido; os
endoesporos possuem formas elipsoidais e sdo localizados terminalmente ou
subterminalmente. Os esporos possuem resisténcia relativamente fraca ao calor.

As coldnias nao sdo pigmentadas, sdo planas e possuem margens irregulares. Os
acidos graxos predominantes na membrana sdo os acidos w-ciclohexil, sendo que os
acidos w-ciclohexil undecandico (C:17) e w-ciclohexil tridecandico (C:19) contribuem
com 50 e 90 % do total de acidos graxos, respectivamente (DE ROSA et al., 1972;
DEINHARD et al., 1987). Hopanoides e sulfanolipidios estdo presentes na membrana.

As fontes de carbono utilizadas pelas linhagens da espécie sao glicose, galactose,
glicerol e acido casamino. O crescimento ndo ocorre nas seguintes fontes de carbono:
sorbitol, citrato, acetato, succninato e etanol.

As espécies Alicyclobacillus acidoterrestris sdo bastonetes formadores de
endoesporos, aerdbios, Gram-positivos, com 2,9 a 4,3 mm de comprimento ¢ 0,6 a 0,8
mm de largura. Os esporos sao ovais, localizados na posi¢ao subterminal ou terminal. As
coldnias sdo circulares com pigmentacao branco-amarelada, translicida ou opaca. Fatores
de crescimento nao sdo requeridos. A temperatura 6tima de crescimento ¢ cerca de 42 a
53 °C. O pH de crescimento varia entre 2,2 a 5,8.

O crescimento ndo ocorre na presenga de 5% de NaCl. Os 4cidos graxos -
ciclohexanos sdo os acidos predominantes nas membranas celulares. Hopanoides e
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sulfanolipidios sdo presentes (DEINHARD et al., 1987).

Ja as espécies Alicyclobacillus cycloheptanicus sdo bastonetes formadores de
endoesporos, aerobios, Grain-positivos. O tamanho das células varia entre 2,5 a 4,5 mm
de comprimento e 0,35 a 0,55 mm de largura. Os esporos sdo ovais, localizados na posi¢@o
subterminal. O esporangio ¢ levemente entumecido. As colonias sdo circulares, pequenas,
com pigmenta¢do amarelo esbranquigada e opacas.

Fatores de crescimento sdo necessarios, como metionina, pantotenato, isoleucina
e vitamina B12. A temperatura de crescimento varia de 40 a 53 °C, sendo a temperatura
otima de crescimento 48°C. O pH de crescimento ¢ entre 3,0 a 5,5. O crescimento ocorre
em meio contendo aminoacidos e acucares.

Os principais 4acidos graxos de membrana celular s3o o 4cido o-
cicloheptilundecandico, m-cicloheptiltridecandico e w-cycloheptil a-hidroxiundecanoico.
(DEINHARD et al., 1987).

Em termos gerais com relacdo a alimentos, CERNY et al., (1984) observaram o
aparecimento de esporos de bactérias em suco de mag¢d envasado assepticamente, na
Alemanha em 1982 (BRONW, 1995 & SPLITTSTOESSER, 1996). Este microrganismo
foi eventualmente identificado como Alicyclobacillus acidocaldarius (BRONW, 1995).
Mais recentemente, em 1994, SPLITTSTOESSER et al., detectaram contaminacao de
suco de maga comercialmente pasteurizado, por esporos de bactérias identificadas como
Alicyclobacillus acidoterrestris (PONTIUS, 1996). Estas bactérias apresentavam
temperatura 6tima de crescimento na faixa de 42 a 53°C (DEINHARD et al., 1987;
HIPPEHEN, 1981; WALLS et al., 1995), e faixa de pH de 2,0 a 7,0 (HIPPEHEN, 1981,
SPLITTSTOESSER, 1994).

Em 1987, DEINHARD et al., reportaram a existéncia deste microrganismo
quando o isolaram em amostras de solos de jardins, solos de florestas e em suco de maga.
BROWN, (1995), sugeriu entdo, que a contaminagao dos sucos de frutas era proveniente
de contaminag¢do pelo solo durante a pos-colheita, ou ainda, no processo de fabricagao.
Recentemente, MCINTYRE et al., (1995), isolaram Alicyclobacillus acidoterrestris em
agua utilizada como ingrediente no processamento da fruta (WALLS et al., 1995).
Entretanto, a fonte de contaminagdo poderia ndo ser proveniente da fruta, e sim, da dgua
implicada no processamento.

2.6.2 — Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli é uma bactéria da familia Enterobacteriaceae considerada parte
do trato intestinal de humanos e de outros animais. Foi identificada pela primeira vez por
Theodor Escherich em 1885. Apenas algumas linhagens de E. coli sdo consideradas
patogénicas para o homem, sendo divididas em 5 categorias baseadas na viruléncia, nas
sindromes clinicas, nas diferencas de epidemiologia e dos sorotipos O:H (RUSSEL &
TAYLOR, 1998).

a) E. coli enteropatogénica (EPEC)
b) E. coli enteroinvasiva (EIEC)

¢) E. coli enterotoxigénica (ETEC)
d) E. coli enteroagregativa (EaggEC)
e) E. coli enterohemorragica (EHEC)

Dentre todos os tipos de E. coli, a mais preocupante ¢ sem duvida, a E. coli
enterohemorragica (EHEC) ou produtora de verotoxina (VTEC) (ORMENESE et al.,
1999). As linhagens entero-hemorragicas de E. coli produzem duas toxinas conhecidas
como verotoxinas (Stx 1 e Stx2), também chamadas de toxinas “shiga-like”, similares a
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produzida pela bactéria Shigella dysenteriacea tipo I (WEAGANT et al., 1995). Sao
proteinas que causam danos severos as células epiteliais do intestino delgado, causando
a doenca conhecida como colite hemorragica que em casos mais graves, resulta no quadro
conhecido como sindrome urémica hemolitica (HUS) (MENG et al., 1994).

A maioria das linhagens associadas a sindrome urémica hemolitica sdo do sorotipo
O157:H7, onde a designacdo O indica o 157° antigeno da parede celular, e a designacao
H7 indica 7° antigeno flagelar (NICKELSON, 1996).

Em termos de ocorréncia em alimentos, estudos de crescimento em caldo de soja
Trypticase feitos por DOYLE & SCHOENI (1984), indicaram que a E. coli O157:H7
cresce rapidamente na faixa de temperatura de 30 a 42°C, com tempo de geragao de 0,49
h e 0,64 h a 37°C e 42°C, respectivamente. Cresce pouco a 44 - 45 °C e ndo apresenta
crescimento em 48 horas a 10 ou 45,5 °C. Segundo DESMARCHELIER & GRAU
(1997), a sensibilidade térmica da E. coli depende da composi¢ao do alimento, de seu pH
e atividade de agua. Diminuindo a atividade de 4gua, a resisténcia térmica aumenta,
porém, essa alteragdo varia com o soluto empregado. Como exemplo, em produtos com
atividade de agua de 0,98, o microrganismo ¢ mais facilmente eliminado quando se utiliza
cloreto de sodio para ajustar a atividade de 4gua, do que quando se utiliza glucose.

DOYLE & SCHOENI (1984), determinaram a estabilidade da E. coli O157:H7
em hamburgueres quando estocados a -20°C por diversos meses, uma vez que estes
produtos sao normalmente estocados sob congelamento até o momento do consumo. Os
resultados mostraram que ndo houve mudanga significativa na contagem de E. coli
O157:H7 desde o tempo zero de contaminacdo (deteccdo do microrganismo) até a
avaliacdo final feita apos 9 meses de estocagem, conforme mostra o Quadro 5:

Quadro 5 : Sobrevivéncia de E. coli O157:H7 em hamburgueres mantidos a -20°C

Tempo de incubacio Contagem de E. coli 0157:117 por g (=DP)
(meses)
0 6700 (=3800)
3 3700 (=2300)
6 6600 (=1700)
9 6200 (=1700)

DP= Desvio Padrio
Fonte: DOYLE & SCHOENI, 1984.

A sobrevivéncia da E. coli O157:H7 sob diferentes condi¢des de acidez é
importante uma vez que alimentos ligeiramente acidos como molhos a base de maionese,
sucos de maga, carnes fermentadas e iogurtes ja foram implicados em surtos causados
pela EHEC (DESMARCHELIER & GRAU, 1997).

MASSA et al. (1997) estudaram os processos de fermentacdo e posterior
refrigeragdo empregados na produgdo de iogurtes, e concluiram que a E. coli O157:H7
sobrevive a esses processos.

De acordo com DEL ROSARIO & BEUCHAT (1995) frutas com pH proximo de
7,0 como a melancia, podem servir de substrato para patogenos como E. coli O157:H7.
Estes autores desenvolveram um estudo da sobrevivéncia dessa bactéria em melancia,
inoculando uma popula¢do conhecida da O157:H7 e observaram que a populagdo
aumentou bastante em cubos da fruta incubados a 25°C, embora tenha permanecido
constante a 5°C/34 h. Na superficie das frutas inteiras estocadas a 5°C, os microrganismos
presentes foram rapidamente inativados.

A carne moida tem sido o principal agente de surtos registrados nos Estados
Unidos e outros paises da Europa, presumindo-se que a operagdo de moagem transfira os

19



microrganismos da superficie para todo o interior da massa de carne, aumentando assim,
a area de contato para o desenvolvimento bacteriano.
Segundo KNIGHT (1993), pesquisas em supermercados revelaram que a E. coli O157:H7
esta presente em 1 a 2,5% das amostras de came (bovina, suina, e de aves).
Comparando-se os produtos de carne bovina com o leite cru, este ultimo parece
relativamente menos importante como veiculo transmissor da O157:H7, pois de acordo
com os dados de ocorréncia de surtos nos Estados Unidos (CDC, 1993), o leite cru foi
associado apenas a dois surtos no periodo de 1982 a 1993, enquanto a carne bovina esteve
envolvida em 15 surtos, no mesmo periodo.
A Escherichia coli O157:H7 também ja foi encontrada em leite de cabra ndo
pasteurizado (BIELASZEWSKA et al., 1997), e em queijos e sorvetes produzidos a partir
de leite cru (GOODING & CHOUDARY, 1997).

2.6.3 — Bactérias lacticas

As bactérias lacticas sdo microrganismos capazes de gerar fermentagdo lactica
(producdo de acido lactico), sendo gram-positivas, anaerdbicas ou facultativas com
necessidades nutricionais complexas e variadas. Requerem carboidratos, principalmente
lactose e glucose, como fonte de carbono e energia para produzir ATP, a fonte de energia
da célula.

Fazem parte desse grupo os seguintes géneros bacterianos: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus, Carnobacterium
e Vagococcus (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

O género Leuconostoc por exemplo, tolera altas concentragdes de agucares
crescendo, portanto, em xaropes, misturas para sorvetes, néctares e sucos concentrados,
produzindo gés e consequentemente, promovendo a deteriora¢do dos mesmos
(BANWART, 1989).

De acordo com BANWART (1989), outro género muito importante para sucos de
frutas, é o Pediococcus, uma bactéria homofermentativa capaz de produzir diacetil,
substancia de aroma desagradavel, inaceitavel para sucos.

Algumas espécies de Lactobacillus, por crescerem a temperaturas de refrigeragao,
ja foram isoladas de alimentos carneos embutidos, como € o caso do L. viridescens, que
causa o esverdeamento desses produtos (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

2.6.4 — Coliformes Totais e Fecais

O grupo de Coliformes totais ¢ composto por bactérias da familia
Enterobacteriacea, capazes de fermentar a lactose com produg¢dao de gas, quando
incubados a 35 - 37°C, por 48 horas. Sao bacilos gram-negativos e ndo formadores de
€sporos.

Fazem parte desse grupo, predominantemente bactérias pertencentes ao género
Escherichia, Enterobacter, Citrobacter e Kebsiella. Destes, apenas a E. coli tem como
habitat primario o trato intestinal do homem e animais. Os demais, além de serem
encontrados em fezes, também estdo presentes em outros ambientes como vegetais e solo,
onde persistem por tempo superior ao de bactérias patogénicas (FRANCO &
LANDGRAF, 1996).

As bactérias pertencentes ao grupo de Coliformes fecais correspondem aos
coliformes totais que apresentam a capacidade de continuar fermentando lactose com
produgdo de gas, quando incubadas a temperatura de 44 - 45,5°C.

Em alimentos vegetais frescos, o unico indicador valido de contaminagao fecal ¢
a presenca de E. coli, uma vez que os demais indicadores de contaminagdo fecal sdo
encontrados naturalmente nesse tipo de alimento (FRANCO & LANDGRAF, 1996).
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2.6.5 — Fungos Filamentosos nio Termoresistentes e Leveduras

A estrutura basica dos bolores ¢ constituida de filamentos denominados hifas que
em conjunto, formam o micélio.

O micélio dos bolores ¢ responsavel pelo aspecto caracteristico das colonias
formadoras. Estas colonias podem ter um aspecto cotonoso, ser secas, imidas, compactas,
aveludadas, gelatinosas com variadas coloragdes.

Quanto as caracteristicas fisiologicas, verifica-se que sdo menos exigentes que as
leveduras e que as bactérias em relagdo a umidade , pH, temperatura e nutrientes. Sao,
em sua maioria absoluta, aerdbios, razdo pela qual seu crescimento nos alimentos, limita-
se superficie em contato com o ar (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Do ponto de vista taxondmico, as leveduras ndo constituem um grupo definido de
microrganismos. Assim como os bolores, sdo fungos, mas deles diferem por se
apresentarem usual e predominantemente, sob forma unicelular. Sua reprodugdo
vegetativa se faz geralmente, por gemulagdo. Como células simples, as leveduras crescem
e se reproduzem mais rapidamente do que os bolores (PELCZAR, 1993).

De acordo com sua reproducdo, as leveduras de interesse em alimentos podem ser
divididas em dois grupos: as leveduras verdadeiras (ascos contendo esporos sexuados —
ascosporos) e leveduras falsas (que nao produzem ascosporos).

De modo geral, as leveduras requerem menos umidade que a maioria das bactérias
e mais umidade que a maioria dos bolores. A temperatura ideal para seu crescimento varia
entre 25 e 30°C, com algumas excegdes. O crescimento ¢ favorecido pelo pH éacido. As
leveduras multiplicam-se melhor quando estdo em aerobiose, mas os tipos fermentativos
multiplicam-se bem também em anaerobiose. Ac¢tcares sdo a melhor fonte de energia,
embora leveduras oxidativas sejam capazes de oxidar acidos organicos e alcool
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

O crescimento de bolores e leveduras ¢ mais lento do que o de bactérias em
alimentos de baixa acidez e alta atividade de agua. Portanto, dificilmente serdo
responsaveis pela deterioracdo desses alimentos. Em alimentos acidos e de baixa
atividade de 4gua, no entanto, o crescimento de fungos ¢ maior, provocando deterioragao
com grande prejuizo economico de frutas frescas, vegetais e cereais. S3o também
responsaveis pela deterioracdo de sucos de frutas, queijos, alimentos congelados,
desidratados e em conserva como picles, quando armazenados em condi¢des inadequadas
(FRANCO & LANDGRAF, 1996).

2.6.6 — Fungos Filamentosos Termoresistentes

Os fungos filamentosos termoresistentes produzem esclerdcios ou ascoOsporos,
sendo que a maior parte das deterioracdes em alimentos provocadas por eles sdo devidas
a sobrevivéncia de ascosporos ao tratamento de pasteurizagdo (SPLITTSTOESSER,
1991). A pasteurizagdo normalmente aplicada a produtos vegetais 4cidos ativa ascosporos
dormentes, com posterior germinacdo e crescimento dos fungos termoresistentes,
ocasionando deterioracdo no produto final (BEUCHAT, 1986; ENIGL et al, 1993).

Os ascosporos Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Neosartorya fischeri e

Talaromyces flavus sdo extremamente resistentes ao calor e sdo frequentemente
encontrados como responsaveis pelo processo de deterioragdo de produtos de frutas, que
sofreram tratamento térmico (HOCKING & PITT, 1984; BEUCHAT, 1986; SCOTT &
BERNARD, 1987; GIRARDINI et al., 1995) .
Algumas linhagens tém-se tornado um problema industrial, devido a producdo de
micotoxinas durante o processo de deterioragdao dos produtos (RICE et al., 1977;
PATTERSON et al., 1981).

De acordo com BAGLIONI (1998), embora as frutas e seus produtos processados
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sejam os mais relacionados a deterioracdes por fungos termoresistentes , existem relatos
provando que hortalicas e suas conservas (YATES & FERGUSON, 1963; SPOTTI et al,
1992; KOTZEKIDOU, 1997) e leite e derivados (ENGEL & TEUBER, 1991) também
podem ser deteriorados por estes.

Ha vérios anos, vem se observando a deterioracdo de produtos de frutas
pasteurizados e enlatados, por microrganismos resistentes ao calor. As espécies
geralmente implicadas na desintegragao da fruta sdo fungos filamentosos termoresistentes
conhecidos como Byssochlamys nivea, Byssochlamys fischeri, Neosartorya, Talaromyces
flavus, e Eupenicillium brefeldianum. Estes organismos sdo saprofitas e normalmente
contaminam as frutas quando estas entram em contato com chdo. Podem sobreviver ao
tratamento térmico aplicado no processamento e desta forma, deteriorar os produtos
durante armazenamento, resultando em grandes perdas econdmicas. A resisténcia térmica
¢ atribuida a formagdo de esporos sexuais, ascosporos e, que possuem uma grande
resisténcia a variagdes de pH, presenca de agucares, gorduras, e acidos , etc. (TOURNAS,
1994).

Segundo os autores MARSHALL ¢ WALKED (apud GUMERATO, 1995), o
fungo Aspergillus fumigatus também pode ser considerado um fungo termoresistente,
uma vez que foi encontrado em todos os estagios do processo de fabricagao de suco de
magca, incluindo o suco pasteurizado e embalado. Esta linhagem cresce na presenca de
baixa concentracao de didoxido de carbono e na faixa de temperatura de 38 a 41°C.

Ainda segundo estes autores, espécies do gé€nero Penicillium (Penicillium
glabrum e Penicillium frequentans) foram frequentemente encontrados no suco de maga
processado e seus conidios permaneceram dormentes no suco e nos tanques de estocagem
do mesmo. VAN DER SPUY et al, (1975, apud GUMERATO, 1995) estudaram a
ocorréncia de deterioragdo de suco de maga produzido na Africa do Sul. Eles encontraram
os fungos Penicillium vermiculatum Dangeard ¢ Penicillium brefeldianum Dodge em um
produto preparado a partir de frutas frescas e pasteurizado a 88°C em trocador de placas
planas.

Intimeras espécies de Penicillium produzem patulina como metabélito secundario.
A presenga de patulina em sucos de frutas indica a deterioracdo da matéria-prima por
fungos e o crescimento e a atividade dos mesmos, em tanques de estocagem (ASKAR,
1999).

A patulina ¢ uma substancia que possui a capacidade de perturbar a fung¢do da
membrana plasmatica e da mitocondria, podendo atuar como agente mutagénico e
carcinogénico, e ndo podendo ser degradada através de processos térmicos. A presenca
desta substancia em sucos de frutas ¢ facilitada por sua alta solubilidade em agua e por
ser mais estavel em meios acidos (SILIHA & ASKAR, 1999).

2.7 - Termoresisténcia microbiana

O emprego de altas temperaturas na conservagao de alimentos esta fundamentado
nos efeitos deletérios que o calor tem sobre os microrganismos. Temperaturas elevadas
causam a desnaturacao de proteinas e a inativacao de enzimas necessarias ao metabolismo
microbiano (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

O tratamento térmico necessario para destruir 0s microrganismos ou seus esporos
varia com o tipo de microrganismo, a forma em que o microrganismo se encontra € o
ambiente que o alimento estd sendo inserido.

Dentre os processos de tratamento térmico na industria alimenticia, podemos citar
a pasteurizagdo ¢ a esterilizacdo. A pasteurizagdo provoca a destrui¢do de todos os
microrganismos patogénicos, assim como a destruigdo ou reducdo do nUmero
microrganismos deteriorantes.
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Entretanto, hd a ocorréncia de microrganismos denominados terméfilos com
temperatura minima de crescimento ao redor de 45°C, 6tima entre 50°C e 60°C e maxima
de 70°C ou acima. Entre os microrganismos termoéfilos podem ser encontrados
cianobactérias, tiobacilos, algas, bacilo, clostridios e principalmente, fungos
termoresistentes (FRANCO & LANDGRAF, 1996).

Na multiplicagdo de microrganismos termofilos, ao contrario do que ocorre com 0s
mesofilos, a fase logaritmica ¢ em geral, curta e muitas vezes dificil de ser medida. Os
esporos germinam e as células multiplicam-se rapidamente.

Virios fatores estdo diretamente ligados a termoresisténcia de microrganismos, assim
como alguns pontos na linha de processamento podem estar sendo criticos, como fonte
de perigo de contaminagao.

2.7.1 — Fatores que Afetam a Termoresisténcia dos Microrganismos

Segundo FRANCO & LANDGRAF (1996), existem alguns parametros ou fatores

que podem afetar a resisténcia térmica dos microrganismos:

1. Agua: a resisténcia térmica das células microbianas aumenta com a
diminui¢do da umidade. Esse fato estd relacionado com a desnaturagdo
proteica que ocorre mais rapidamente em ambiente hidratado do que em
desidratado. A presenca de agua permite a quebra térmica das ligacdes
peptidicas, um processo que requer mais energia na auséncia de agua e
consequentemente, aumenta a refratividade ao calor.

2. Gordura: a presenca de gordura aumenta a resisténcia térmica de alguns
microrganismos, conforme pode ser observado na Quadro 6 . Presume-se que
o aumento da resisténcia térmica esteja diretamente ligado ao fato de a
gordura cria uma camada protetora a célula, impedindo a propagacao de calor,
ou seja, quanto maior o teor de gordura, maior serd a quantidade de calor
necessaria para que seja possivel a quebra de todas as ligagdes peptidicas.

Quadro 6: Efeito do Meio Sobre o Ponto de Destruicdo Térmica da Escherichia coli

Meio Temperatura de Destruicao Térmica (°C)
Creme 73
Leite integral 69
Leite desnatado 65
Soro 63
Caldo 61

Fonte: JAY (1992)

3. Sais: estas substancias influenciam a resisténcia térmica dos microrganismos
de maneira variavel, dependendo do tipo de sal, concentracdo e outros fatores.
Por diminuirem a atividade de 4gua, alguns sais aumentam a termoresisténcia
das células microbianas, enquanto outros, (Ca™, Mg, por exemplo), ao
aumentarem a Aa, aumentam a sensibilidade ao calor.

4. Carboidratos: os aglcares parecem proteger alguns esporos de
microrganismos. O efeito protetor ¢ em parte, devido a uma diminuicao da
Aa, causada pelas altas concentracdes de agucar.

5. pH: o aumento na acidez ¢ mais eficiente do que o aumento da alcalinidade.
O Quadro 7 apresenta resultados da resisténcia térmica dos esporos de
Bacillus subtilis em diferentes pH.
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Quadro 7: Efeito do pH na Resisténcia Térmica de Esporos de Bacillus subtilis

Tempo de sobrevivéncia dos

pH microrganismos (min)
4,4 2
5,6 7
6,8 11
7,6 11
8,4 9

Fonte: FRAZIER (1988)

6.

10.

1.

Quadro 8:

Proteinas e outras substancias: a presenga de proteinas, assim como a de
lipideos, apresenta um efeito protetor sobre microrganismos. Por isso,
produtos com alto teor proteico necessitam de tratamento térmico mais
rigoroso.

NUmero de microrganismos: quanto maior o niimero de microrganismos,
maior a quantidade de calor necessaria para destrui-los. O mecanismo que
tenta explicar essa protecdo estd relacionado a producdo de substancias
excretadas pelas células (proteinas por exemplo), e que as protegeriam.

Fase de crescimento: as células na fase estacionaria tendem a ser mais
termoresistentes, com o inverso ocorrendo durante a fase logaritmica,
diminuindo conforme esta fase vai progredindo.

Temperatura de crescimento: a temperatura de multiplicacdo das células e a
de esporulacao tendem a influenciar na termoresisténcia do microrganismo.
Assim, ela tende a aumentar conforme a temperatura 6tima de incubagao
aumenta e, para muitos, ¢ mais elevada conforme se aproxima da temperatura
otima de crescimento.

Compostos inibitdrios: a presenca de inibidores microbianos durante o
aquecimento, como antibidticos termoresistentes € SOz, diminui a resisténcia
térmica dos microrganismos. O efeito pratico de se adicionar os
conservadores quimicos aos alimentos antes do tratamento térmico ¢ a
reducdo da quantidade de calor necessaria para o tratamento térmico surtir
efeito. Entretanto, ¢ muito importante ressaltar que atualmente, ja existe uma
forte tendéncia em se restringir ou suprimir, a utilizagdo de conservadores em
sucos de frutas, tanto a nivel de Brasil, como a nivel Mundial.

Relacéo tempo/temperatura: o tempo necessario para a destrui¢do de células
e esporos sob determinadas condi¢des diminui conforme a temperatura
aumenta. O Quadro 8 apresenta o efeito da temperatura no tempo de
destrui¢do térmica de esporos.

Efeito da Temperatura sobre o Tempo de Destrui¢do Térmica de Diferentes
Tipos de Esporos

TCO

C. botulinum (60 bilhdes de esporos Esporos Terméfilos T (150 mil
suspensos em tampao — pH 7,0) esporos/mL de suco de milho — pH 6,1)
(min) (min)

100
105

110
115
120

260 1140
120 -
36 180
12 60
5 17

Fonte: JAY (1992)
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2.7.2 — Destruicdo Térmica de Microrganismos

Alguns conceitos basicos relacionados a tecnologia sdo necessarios para se

entender o processo térmico de alimentos envasados:

1. Tempo de Destruicdo Térmica (TDT): € o tempo necessario para destruir um
certo nimero de microrganismos a uma determinada temperatura. Na
determina¢do desse pardmetro, mantém-se a temperatura constante e
determina-se o tempo necessario para a destruicdo das células.

2. Valor “D” (ou “Razao letal”): corresponde ao tempo, em minutos, em uma
determinada temperatura, necessario para uma redu¢do em 90% no numero
de células ou esporos presentes em uma suspensao.

3. Valor “z”: corresponde ao intervalo de temperatura necessario para que a
curva de destruicdo térmica atravesse um ciclo logaritmico.
Matematicamente, esse valor ¢ igual ao reciproco da inclinag@o da curva da
destrui¢do térmica decimal (igual a 10°C para Clostridium botulinum), ou
seja, corresponde ao intervalo da temperatura capaz de provocar uma variagao
de 10 vezes no valor “D”. O valor “D” reflete a resisténcia de um
microrganismo a uma temperatura especifica, enquanto o valor “z” fornece
informagdo sobre a resisténcia relativa de um microrganismo a diferentes
temperaturas de destruicdo( PITT , 1979).

4. Valor “F”: é o tempo, em minutos, a uma determinada temperatura necessario
para a destruicao de esporos ou células vegetativas de Clostridium botulinum,
equivalente a 12D.

E importante ressaltar que o tratamento térmico adequado a um determinado
produto (F), estd relacionado com o valor de “D”, ou seja, para tratamentos de
pasteurizagdo, ¢ utilizado o tratamento 5D que corresponde a uma diminui¢ao de carga
microbiana na ordem de 10° vezes. J4 para tratamentos de esterilizagdo, este valor se
modifica para 12D.

O valor de Fo pode ser calculado tanto pelo método geral (BIGELOW et al., 1920),
quanto pelo método da formula de Ball (BALL, 1923).

O método geral ¢ baseado na formula

Fo=t. 101211z
Onde

t - ¢ o tempo letal em minutos na temperatura de referéncia (121,1°C)

Fo - é o tempo letal de 121,1 °C (1 minuto para Clostridium botulinum)

z - € a inclinagdo da curva de destruigdo térmica (igual a 10°C para Clostridium
botulinum)

T - temperatura (°C)

O método da féormula de Ball ¢ baseado na equagdo matematica para a por¢ao
linear do perfil tempo-temperatura no centro do produto quando plotado em um papel
semi-logaritmico invertido. A equagdo que Ball desenvolveu para esta linha reta da curva

de aquecimento pode ser expressa por:

B =fi( logjn1-log g)
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Onde

B =tempo de processo em minutos quando nenhum tempo ¢é requerido para atingir
a temperatura de processo

Fn = tempo em minutos requerido para a porc¢do linear da curva de penetracio de
calor atravessar um ciclo logaritmico da temperatura

Jn = fator lag de aquecimento, (Tr - To)/(T: — Ti)

I = diferenca de temperatura entre a temperatura do autoclave e a temperatura
inicial do produto (T: — Ti)

g = diferenca de temperatura entre a temperatura do autoclave e a temperatura
maxima atingida pelo produto no centro.
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3 . MATERIAIS E METODOS

3.1 - Preparo das amostras
3.1.1- Agua

As 4guas analisadas ndo receberam nenhum tipo de tratamento anterior as
analises, sendo coletadas das seguintes procedéncias:

e Agua de Processo: A1, A2, A3 (coletadas em trés pontos distintos)

e Aguade Lavagem: A4, As, As (coletadas em trés pontos distintos)

e Agua do Sistema CIP: A7, As (coletadas em dois pontos distintos)

Para Agua de Processo, as amostras foram submetidas as seguintes analises:
Bactérias Lacticas, Fungos Termoresistentes, Alicilobacillus, Coliformes Totais e
Fecais, Bolores e Leveduras, E. coli O157:H7

Para Agua de Lavagem e de Sistema CIP, as amostras foram submetidas as
seguintes analises:
Fungos Termoresistentes e Coliformes Totais.

3.1.2 - Suco de Manga
e Matéria-Prima : (3 amostras coletadas no volume de 0,5 1 cada )
Suco Pasteurizado: (3 amostras coletadas no volume de 0,5 1 cada)
Suco Formulado: (3 amostras coletadas no volume de 0,5 1 cada)
Produto Final (envasado): (5 amostras coletadas no volume de 0,5 1 cada)

Produto Final (envasado) armazenado: (5 amostras coletadas no volume de
0,5 1 cada)

Todas as amostras foram coletadas na linha de processamento de uma Induistria
Processadora de Sucos Tropicais Assépticos, localizada em Minas Gerais e submetidas as
analises para Bactérias Lacticas, Fungos Termoresistentes, Alicilobacillus, Coliformes
Totais e Fecais, Bolores e Leveduras, E. coli O157:H7, conforme descrito adiante:

As amostras de Matéria prima foram diluidas com agua peptonada 0.1% estéril,
na propor¢ao de (1:1) antes de serem submetidas as andlises, devido a sua alta
concentragdo. As demais foram diretamente analisadas sem prévia diluigao.

3.2 - Analises das Amostras
Os métodos de andlise utilizados neste projeto, sdo os mesmos descritos por
BAGLIONI,(1998).

3.2.1 - Determinag¢do do tempo de subida de temperatura

Assim como foi descrito por BAGLIONI (1998), tubos com tampa rosqueavel 16
x 150 mm foram preenchidos com a quantidade adequada de amostra (9 mL + 1 mL de
agua); inseriu-se um termopar no centro do volume ocupado pela amostra. Este conjunto
assim montado foi colocado em um banho termostatico ajustado a 80°C, acionando-se no
mesmo instante o crondometro. Quando a amostra atingiu 80°C (monitoramento através
do termopar) registrou-se o tempo marcado pelo crondmetro (tempo de subida) .

3.2.2 — Deteccao e enumeracio de Fungos Termoresistentes

Cem mL de amostra foram transferidos assepticamente para quatro tubos com
tampa rosqueéavel 25 x 200 mm (25 mL em cada tubo) e submetidos a um choque térmico
a 80°C em banho termostatico por 20 minutos (tempo este determinado previamente
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conforme determinacdo do tempo de subida) (BEUCHAT & PITT, 1992).

Em seguida, os tubos foram resfriados em banho de gelo e seus volumes unidos
em um unico Erlenmeyer de capacidade de 250 mL, em camara de fluxo laminar. Ao
Erlenmeyer, adicionou-se 100 mL de 4gar batata dextrose (BDA) em concentragdo dupla,
50 mg/L de rosa de bengala e 4 g/L de cloranfenicol. O contetido foi entdo, acidificado
com solugdo de 4cido tartarico 10% p/v (1,6 mL/100 mL ) - pH final 3.5.

O meio foi distribuido em 08 placas de Petri de 90 mm de didmetro, resultando
em cada placa um volume aproximado de 25 mL . Apds solidificagdo, as placas foram
envolvidas em sacos plasticos e incubadas a 30°C por 30 dias, sendo verificado o possivel
crescimento dos fungos a cada semana.

3.2.3 — Detecc¢do e enumeracio de Aliciclobacillus

Foi aplicado a metodologia segundo PETTIPHER et al. (1997) para detecgdo e
contagem de bactérias do género Alicyclobacillus sp. As amostras foram incubadas por
24 h a temperatura de 44°C. Ap0s incubacdo, as amostras foram esgotadas em meio OSA
(Orange Serum Agar, Difco) para exame. As coldnias foram inoculadas e incubadas
temperatura de 44°C por 24 h. A confirmagdo das colonias de Alicyclobacillus sp. foram
feitas pelo API-50CH da Bio-Merivax.

3.2.4 - Detecciao e enumeraciao de Bactérias Lacticas

Para as analises de bactérias lacticas, foram feitas sucessivas diluicdes com agua
peptonada, em erlenmeyer de 250 mL de capacidade, da ordem de: 107!, 102, 10 e 10™.
De cada diluicdo, foram tomadas aliquotas de 1 mL , que foram transferidas para placas
de Petri de 90 mm de diametro. Em seguida, verteu-se a cada placa meio MRS. Todo esse
procedimento foi feito em camara de fluxo laminar. Apds solidificagdo do meio nas
placas, estas foram incubadas por 48 horas a 35°C.

3.2.5 — Deteccao e enumeracio de Coliformes Totais

Para as amostras de 4gua, 10 mL foram transferidos assepticamente para tubos
com tampa rosqueavel 25 x 200 mm, contendo 10 mL de meio LST em concentragao
dupla (1:1). Para as amostras de suco de manga, aliquotas de 1 mL foram transferidas
para tubos com tampa rosquedvel 25 x 200 mm, contendo 09 mL de meio LST (1:9).
Ambos, foram incubados a 35°C por 48 horas.

3.2.6 — Detecciio e enumeracio de Bolores e Leveduras

Para as analises de bolores e leveduras, foram feitas sucessivas diluigdes com agua
peptonada, em erlenmeyer de 250 mL de capacidade, da ordem de: 107!, 102, 103 e 10
De cada diluigdo, foram tomadas aliquotas de 1 mL , que foram transferidas para placas
de Petri de 90 mm de didmetro. Em seguida, verteu-se a cada placa meio BDA (4gar batata
dextrose). Todo esse procedimento foi feito em camara de fluxo laminar. Apos
solidificagdo do meio nas placas, estas foram incubadas por 3-5 dias a 25°C.

3.2.7 — Detecciio e enumeragao de E. coli enteropatogénico:

Para deteccdo foi utilizado o método de separagao imuno-magnética com o kit
Dynabeads anti-E. coli O157:H7. Para a quantificacdo foi utilizado o kit da Petrifilm
HEC (3M) , que tem a funcdo de teste de confirmacao, devido a sua simplicidade e ao
fato de ndo existir necessidade de enriquecimento.

3.3 — Isolamento e Estocagem dos Fungos Termoresistente
Cada colonia de fungo proveniente de qualquer amostra de produto final, que se
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desenvolveu durante o periodo de incubagao, foi isolada em placas contendo 25 mL de
BDA (pH 5.6, DIFCO), transferindo-se com o auxilio de uma al¢a de platina em “L”,
fragmento da colonia original para o centro das placas com o meio de isolamento (BDA)
em duplicata. As culturas puras entre si dentro de cada lote, receberam um codigo de
acordo com a sequéncia de isolamento, lote e origem da amostra. Por exemplo, o terceiro
isolado do produto final de manga pertencente ao lote 4, recebeu o codigo de L4MngP3.

3.4 — Esporulacio e Coleta dos esporos dos Isolados Fiingicos Termoresistentes

Garrafas de Roux contendo 200 mL de Agar Extrato de Malte (PITT, 1979) foram
inoculadas com 0.5 mL de suspensdo previamente preparada de cada cepa de fungo
termoresistente. A prévia preparagdo desta suspensao constituiu em transferir , com o
auxilio de uma alga em “L” estéril, um fragmento de fungo para um tubo com tampa
rosquedvel de 13 x 100 mm contendo2 mL de solucao 0.05% de Tween 80 (para dispersar
esporos), seguido de agitacao.

Passados os trinta dias de incubacdo, 25 mL de dgua destilada estéril foram
transferidos para cada garrafa , promovendo-se a raspagem da superficie de crescimento
do fungo, com o auxilio de uma bagueta. A suspensao foi filtrada em um sistema estéril
de funil e camadas de gaze e recolhida sob garrafa com tampa rosqueavel, sendo estocado
sob refrigeragdo (4°C).

Para cada fungo, foram utilizados tubos com tampa rosqueavel (16 x 150 mm)
com meio de aquecimento estéril (9 mL de suco), sendo cada tubo inoculado com 1 mL
da suspensdo de esporos, para cada choque aplicado. Os choques planejados sao
apresentados no Quadro 9, e aplicados em duplicata.

3.5 — Selecao do Isolado mais Termoresistente

A suspensao de esporos (com 30 dias) de cada isolado codificado de fungo foi
submetida a diferentes choques térmicos, variando entre 80°C/20 minutos e 90°C/10
minutos, até que se obtivesse uma unica cepa, ou seja, a mais termoresistente.

Quadro 9: Choques térmicos aplicados (Temperatura/tempo) aos fungos isolados

Temperatura (°C) Tempo (minutos)
80 20
85 15
05
87 06
10
01*
90 05
10

*Choque térmico utilizado na defini¢do do fungo mais termoresistente

Os choques foram aplicados aos tubos, utilizando-se um banho termostatico, de
acordo com o bindmio tempo/temperatura especificado, sendo o tempo de choque
iniciado ap6s o tempo de subida em cada temperatura, definido como descrito no item
3.2.1. Ap6s o choque térmico os tubos foram resfriados imediatamente. Em seguida, o
contedo de cada tubo foi transferido para placas de Petri respectivas, recebendo
aproximadamente 15 mL de Agar Batata Dextrose (BDA) em concentracao dupla,
seguido de homogeneizacdo. Apos solidificacdo da mistura, as placas foram incubadas a
30°C por até 7 dias. O crescimento do fungo apds este periodo foi um indicativo de
resisténcia ao choque térmico.
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3.6 - Producio e coleta dos ascésporos

A cepa de fungo selecionada foi inoculada em 5 garrafas de Roux contendo 200
ml de MEA, sendo as garrafa incubadas a 30°C por 30 dias. Passado o periodo de
incubacgdo, os ascosporos de cada garrafa foram coletados utilizando-se 25 ml de agua
destilada estéril, sendo a suspensao resultante, filtrada através de um funil revestido com
gaze, também estéreis, para remover os fragmentos de hifas. Estes fragmentos foram
submetidos a ultrassom a 0-4°C com incrementos de 1 minuto até a obtencdao de
ascosporos livres, de forma que a concentragdo final dos mesmos estivesse na ordem de
107 células/ml.

3.7 — Determinacao das condi¢cdes 6timas de ativacdo dos ascosporos

Para determinar as condi¢des otimas de ativacdo dos ascosporos, foram usadas
temperaturas diferentes (80 e 85°C), e os tempos 0 (controle), 5, 10, 15, 20, 25 minutos.
O bindmio tempo x temperatura em que foi obtida a melhor recuperagao dos ascdsporos,
foi considerado o bindmio 6timo de ativagao.

Tubos TDT estéreis foram preenchidos com 1,8 ml de suco de manga 14°Brix
estéril e inoculados com 0,2 ml da suspensao de ascosporos preparada (item 3.7), seguido
de homogeneizacdo. Os tubos foram selados em macarico O2/acetileno e colocados em
banho termostatico, ajustado as temperaturas de 80°C e 85°C. 0 tempo de subida até a
temperatura desejada foi determinado previamente conforme item 3.2.

Em seguida, os tubos TDT foram abertos assepticamente, sendo feitas sucessivas
diluigdes e plaqueamento em profundidade com MEA (duplicata).

As placas foram incubadas a 30°C e as leituras feitas a partir do terceiro até o
sétimo dia de incubagdo. A contagem foi expressa em UFC/ml.

O bindmio tempo x temperatura ideal para a ativagdo dos ascdsporos, foi
determinado com base nos resultados obtidos, ou seja, na condi¢do em que se recuperava
0 maior numero de ascOsporos.

3.8 — Avaliacio da termoresisténcia dos ascésporos

Definido o melhor tempo x temperatura de ativacao, ou seja, quebra da dorméncia
dos ascosporos, iniciaram-se os ensaios de termoresisténcia. Para os ensaios, foram
utilizadas as temperaturas 80, 85, 88, 90 e 92°C, as quais estdo compreendidas na faixa
de temperatura utilizada para pasteurizagao na induastria de sucos, em diferentes tempos
de aquecimento, empregando o método do TDT selado (PITT, 1979). Os tubos preparados
conforme o item 3.8, foram colocados em banho termostatico, ajustado nas temperaturas
definidas, em cada tempo de aquecimento especifico mais o tempo de subida da
temperatura previamente definido. Apds o aquecimento, os tubos foram resfriado
imediatamente afim de que se proporcionasse o choque térmico. Em seguida os tubos
foram abertos assepticamente, sendo feitas sucessivas diluigdes, assim como descrito no
item 3.8, sendo feito posteriormente o plaqueamento em profundidade com MEA. As
placas foram incubadas a 30°C e a leitura do nimero de colonias formadas, feitas a partir
do terceiro até o sétimo dia de incubacdo. A contagem dos sobreviventes foi expressa em
UFC/ml.

Baseado no numero de sobreviventes e o tempo de aquecimento, foram
construidas as curvas de morte para cada temperatura. Uma vez que as curvas nao
apresentaram um comportamento logaritmico, linearizou-se as mesmas, utilizando-se o
método de linearizagdo de ALDERTON & SNELL (1970), determinando-se os
parametros equivalentes a “D” (1/k) e posteriormente, o parametro equivalente a “z” .
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Enumeracio dos microrganismos em linha de suco de manga pronto para beber

As Figuras 1 a 6 mostram a média da enumeracdo dos microrganismos em
amostras procedentes de diferentes pontos da linha de processamento de suco de manga
envasado assepticamente, dos 6 lotes de producdo analisados no periodo de safra da
manga.

A 1 : =T —
Bactérias Lacticas (B lote 1
|l lote 2 |
Bl lote 3
1,00E+06 ——— EEESS——-—----.. | PP
; II-IutcS!
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|
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SP PF PIF3

Ponto de coleta

Figura 1 - Média da enumeragdo de Bactérias Lacticas (UFC/100 ml de amostra) durante
o periodo de safra da manga (2000)

AF - Agua de formulagio SF - Suco formulado (sem tratamento térmico)
MP - Matéria-prima SP - Suco Pasteurizado
PF - Produto final envasado 0 dias PF3 - Produto final envasado 3 meses/30°C

Bolores ndao termoresistentes e leveduras
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Figura 2 - Enumeracao média de Bolores Nao Termoresistentes e Leveduras (UFC/100
ml de amostra) durante o periodo de safra da manga (2000)

AF - Agua de formulagao SF - Suco formulado (sem tratamento térmico)
MP - Matéria-prima SP - Suco Pasteurizado
PF - Produto final envasado 0 dias PF3 - Produto final envasado 3 meses/30°C
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Observando-se as Figuras 1 e 2, nota-se uma contagem relativamente baixa para
bactérias lacticas, e bolores ndo termoresistentes e leveduras, respectivamente, exceto
para matéria-prima e para produto antes do processamento térmico, que forneceram
contagens variando entre 102 e 105 UFC/ml. Este fato pode ser caracterizado como
normal visto que, tanto a matéria-prima quanto o produto pré-tratamento térmico, nao
haviam recebido nenhum tipo de tratamento que pudesse viabilizar a auséncia de
bactérias.

As maiores contagens encontram-se no lote 2, provavelmente devido a utilizagao
de manga de baixa qualidade uma vez que a matéria-prima utilizada ¢ por muitas vezes,
recolhida do chao.

Com relagdo a Alicyclobacillus, inicialmente foi caracterizado sua presenga nos
produtos finais envasados a 3 meses/30°C dos lotes 1 e 3, assim como nos produtos nao
processados termicamente dos lotes 1, 2 e 3. Para os lotes 4, 5 ¢ 6, os resultados
apresentaram-se negativos. A presenga deste microrganismo nos lotes iniciais foi
descartada uma vez que todos resultados foram negativos para a confirmagdo com o Kit
API-50CH da Bio-Merivax.

Coliformes fecais - Suco de Manga
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Figura 3 - Enumeracao média de Coliformes Fecais (UFC/100 ml de amostra) durante o
periodo de safra da manga (2000)

AF - Agua de formulagio SF - Suco formulado (sem tratamento térmico)
MP - Matéria-prima SP - Suco Pasteurizado
PF - Produto final envasado 0 dias PF3 - Produto final envasado 3 meses/10°C
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Coliformes totais
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Figura 4 - Enumeracdo média de Coliformes Totais (UFC/100 ml de amostra) durante o
periodo de safra da manga (2000)

AF - Agua de formulagao SF - Suco formulado (sem tratamento térmico)
MP - Matéria-prima SP - Suco Pasteurizado
PF - Produto final envasado 0 dias PF3 - Produto final envasado 3 meses/30°C

Observando-se as Figuras 3 e 4, nota-se que ndo houve incidéncia de Coliformes
fecais e totais para produto final envasado 0 dias e produto final envasado 3 meses. A
presenca de Coliformes totais no suco pasteurizado (retomo do pasteurizador) do lote 4,
pode ser atribuida a coleta em condigdes precarias de assepsia nesse ponto. Contudo, era
de se esperar que o produto final ndo apresentasse contagem, conforme verificado.

Bolores Termoresistentes
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Figura 5 - Enumeragdo média de Fungos Termoresistentes (UFC/100 ml de amostra)
durante o periodo de safra da manga (2000)

AF - Agua de formulagio AL - Agua de Lavagem

SF - Suco formulado (sem tratamento térmico) ACIP - Agua do CEP

MP - Matéria-prima SP - Suco Pasteurizado

PF - Produto final envasado 0 dias PF3 - Produto final envasado 3 meses/30°C

A Figura 5 apresenta a contagem de bolores termoresistentes de forma bastante
interessante uma vez que os lotes 1, 2, e 3 fornecem contagens extremamente superiores
as dos lotes 4, 5, € 6.
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Os lotes 1, 2 e 3 apresentam contagens bastante elevadas para todos os pontos da
linha de processamento. Ja os lotes 4, 5 e 6 apresentarem contagens relativamente baixa
de fungos termoresistentes, para os mesmos pontos. Desta forma, varios fatores podem
ser considerados como responsaveis por tais resultados. Os lotes 1, 2 e 3 podem ter sido
fabricados utilizando-se matéria-prima de baixissima qualidade; a agua de formulagdo
pode ndo ter recebido tratamento adequado uma vez que houve desmoronamento da
parede do pogo artesiano que abastece a industria, sendo o mesmo reparado apenas no
final da safra; a sanitizagdo dos equipamentos (CIP) pode ndo ter ocorrido de forma
eficaz; o processamento pode ter sofrido falhas quanto a aplicagdo do tratamento térmico.
E importante ressaltar que a safra da manga no ano de 2000 teve seu inicio bastante adiado
e, diferentemente de outros anos, foi bastante curta e com intensa ocorréncia de chuvas.
Esses pontos “inesperados” podem ter sido os principais motivadores de falhas no
processamento dos primeiros lotes, o que explicaria a diferenca na contagem entre os trés
primeiros e os trés ultimos lotes.

Baseados nesses resultados, ndo foi possivel a recuperagdo de fungos
termoresistentes nos lotes 4, 5 e 6. Sendo assim, todo o levantamento de dados para a
pesquisa foi fundamento nos lotes 1, 2 e 3.

A ndo verificagdo de contaminacdo em amostras armazenadas sugere
possivelmente uma injlria subletal que resultou em morte posterior dos microrganismos
durante o armazenamento.

4.2 - Fungos isolados em cada lote e selecio da cepa mais termoresistente

Durante o levantamento da contaminacao da safra de 2000, foram obtidos um total
de 11 isolados de fungos termoresistentes, cujos esporos com 1 més de idade foram
submetidos a diferentes choques térmicos que variam de 80°C/ 20 min a 90°C/ 01 min
para selecionar o isolado mais termoresistente. Os Quadros 10 a 12 exibem
respectivamente, os dados e resultados sobre a confirmagdo da termoresisténcia dos
isolados de fungos, bem como dos niveis de sobrevivéncia de cada isolado e, por fim, da
percentagem de sobrevivéncia residual apos aplicagdo dos choques térmicos.

Quadro 10 : Numero de Fungos Termoresistentes isolados por lote

Numero de cepas Numero de cepas
LOTE diferentes de fungos diferentes confirmadas
termoresistentes como Termoresistentes
#1 5 5
#2 5 4
#3 1 1
#4 - -
#5 - -
#6 - -
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Quadro 11 : Codigos dos Fungos Termoresistentes, provenientes do produto final e limite
de sobrevivéncia

CODIGO DO FUNGO SOBREVIVENCIA ATE
L1MngP3 (a) 85 °C/15 minutos
L1MngP3 (b.1) 87 °C/05 minutos
L1MngP3 (b.2) 80 °C/20 minutos
L1MngP5 (a) 85 °C/15 minutos
L1MngP5 (b) 85 °C/15 minutos
L2MngP2 (a) 87 °C/05 minutos
L2MngP2 (b.2) 85 °C/15 minutos
L2MngP3 85 °C/15 minutos
L2MngP4 80 °C/20 minutos
L3MngP5 90°C/ 01 minuto
Quadro 12: Sobrevivéncia dos 10 isolados submetidos a diferentes choques térmicos
CHOQUES Sobrevivéncia(%)

80°C/20 min 90,9

85°C/ 15 min 72,7

87°C/05 min 18,2

90°C/ 01 min 9,1

4.3 Ativacio 6tima dos ascésporos do isolado mais termoresistente

A produgdo e ativacao de ascosporos de fungos termoresistentes sdo dependentes
de fatores genéticos e de fatores externo como tempo, temperatura, meio de crescimento
ou aquecimento.

Uma vez que os ascosporos de fungos termoresistentes sao formados,
desenvolvem uma dorméncia com o tempo que pode ser quebrada por um tratamento
térmico sub-letal denominado ativagdo. Esta pratica permite a germinacdo e o
crescimento em condi¢gdes favoraveis para que os mesmos possam ser avaliados
(CONNER & BEUCHAT, 1987).

Os resultados dos ensaios de ativagcdo Otima dos ascosporos do isolado mais
termoresistente a 80°C, estao demonstrados nos Quadros de 13 a 15 e na Figura 6 (curva
de ativacdo). O Quadro 14 exibe o nimero de ascdsporos recuperados por cada choque e
a percentagem de ascosporos ativados (em suco de manga 14°BRIX), tomando-se como
referéncia a contagem direta de ascosporos em Camara de Neubauer, apresentado no
Quadro 13. Em relacdao a uma temperatura de 80°C, 10 minutos foi o melhor tempo para
ativacdo (maior percentagem de recuperagdo de ascosporos) , conforme pode ser
observado no Quadro 15.

Os resultados das contagens do nimero de sobreviventes com o tempo de
aquecimento esta descrito no Quadro 16.

Quadro 13 : Contagem direta dos ascosporos em Camara de Neubauer
Suspensio de Ascosporos Ascosporos/ml de suspensio
1 més de idade 6,5.10°
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Quadro 14 : Recuperagdo dos ascosporos com 1 més de idade e a % de ascosporos
ativados em relagdo a contagem direta

Choque Térmico Asc()sporos/~ml de % de z.lsc()sporos
suspensio ativados
80°C/5 min. 2,2.10° 33.8
80°C/10 min. 4,9 .10% 75.4
80°C/15 min. 4,0.10° 61,5
80°C/20 min. 1,5.10° 23,1
80°C/25 min. 1,0.10° 15,4
Quadro 15 : Ativacdo 6tima dos ascosporos
Ascosporos Choque Térmico para ativacio 6tima
Com 1 més de idade 80°C/10 min.

1,00E+O7

1,OOE+H)6

UFC/ml
&

1,O0E+05

0 5 10 15 20 25
Tempo (min.)

Figura 6: Curva de ativacdo dos esporos a 80°C

4.4 Determinacgao dos binomios t x T na aplicaciao dos choques térmicos

A determinacdo dos bindmios tempo x temperatura para aplicacdo dos choques
térmicos, baseou-se no objetivo de reducdo de 6 ciclos logaritmicos na contagem do
microrganismo alvo. O calculo se procedeu através da utilizagdo da “curva fantasma”
com os dados de resisténcia térmica determinados experimentalmente:

Concentragio da solugdo padronizada de esporos: 10¢ cel/ml
Temperatura maxima de resisténcia: 90°C

Tempo méximo de resisténcia a 90°C: 1 min = 60 seg

Valor estimado de z: 5°C

Curva fantasma: log D> _log D1 =-1/z . (T2 — Ti) eq. 3)
Temperaturas para aplicacao dos choques térmicos: 80, 85, 88, 90 e 92°C
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Assim,

Do = 1 min/6 redugdes log = 0,16 min/redugdo logaritmica x 60 seg/min
Doo = 10 seg / redugio logaritmica

Logo,

o D, =Dy =10 seg/reducio logaritmica

o z=5°C

e T1=90°C

Analogamente,

Dso = 1000 seg; Dgs = 100 seg; Dgs= 25 seg; Dog = 10 seg; Dor= 4 seg.

As curvas experimentais de sobrevivéncia correspondentes as temperaturas
consideradas, sdo apresentadas na Figura 7, sendo os ajustes lineares correspondentes

apresentados na Figura 8.

Quadro 16 - Contagem do numero de sobreviventes com o tempo de aquecimento em
Suco de Manga (14°Brix, pH 4,0) de ascos poros com 1 més de idade

TEMPERATURA: 80°C
Tempo de aquecimento (seg) Numero de sobreviventes (UFC/ml)
0 1,3.10°
1000 1,3.10*
2000 9,0.10°
3000 3,5.10°
4000 4,0 .10!
TEMPERATURA: 85°C
Tempo de aquecimento (seg) Numero de sobreviventes (UFC/ml)
0 2,3.10°
100 1,8.10*
200 2.4.10°
300 1,8.10°
400 3,9.10!
500 2,0
TEMPERATURA: 88°C
Tempo de aquecimento (seg) Numero de sobreviventes (UFC/ml)
0 1,9.10°
25 1,6 . 10*
50 1,2.10°
75 5,8.10°
100 2,2.10!
125 1,0

(continua...)
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Quadro 16 : (continuacio)

TEMPERATURA: 90°C

Tempo de aquecimento (seg) Numero de sobreviventes (UFC/ml)
0 1,0.10°
10 1,4.10%
20 5,8.10°
30 7,7 . 10?
40 2,7.10!
50 -
TEMPERATURA: 92°C
Tempo de aquecimento (seg) Numero de sobreviventes (UFC/ml)
0 8,9.10°
4 3,7.10%
8 52.10°
12 9,1.10?
16 3,4.10!
20
|——T=80C
|—&—T=65C
LOCE+06. g _ = =BG
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Figura 7: Curvas experimentais de sobrevivéncia dos esporos do fungo mais

termoresistente em linha de suco de manga
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Figura 8: Regressado linear das curvas de sobrevivéncia do fungo mais termoresistente
em linha de suco de manga

As andlises estatisticas correspondentes as regressoes lineares efetuadas sao
apresentadas nos Quadros 17 a 21, para as temperaturas 80, 85, 88, 90 e 92°C,
respectivamente.

Quadro 17 : Regressao dos dados para calculo do valor D experimental a 80°C
Estatistica de regressédo

R multiplo 0,96442027

R-Quadrado 0,93010646

R-quadrado ajustado 0,89515969

Erro padrio 0,38774174

Observacoes 4
ANOVA

gl SQ MQ F F de
significacdo
Regressao 1 4,0013888
Residuo 2 0,3006873 g’?gégigg 26,61495 0,035579727
Total 3 4,3020762 ’
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P 95% 95%

inferiores superiores

Intersegdo 5,29003461  0,4748847 11,139619 0,007962  3,246769181 7,33330004
Variavel X 1 -0,00089458  0,0001734 -5,158968 0,03558  -0,001640677 -0,00014849
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Quadro 18 : Regressdo dos dados para calculo do valor D experimental a 85°C
Estatistica de regressao

R multiplo 0,9956543

R-Quadrado 0,9913274

R-quadrado ajustado 0,9869911

Erro padrao 0,1348388

Observacdes 4

ANOVA

al SQ MQ F F de

significacao

Regressdo 1 4,1564972  4,156497 228,611386 0,004345742

Residuo 2 0,036363 0,018181

Total 3 4,1928602

Coeficientes Erro padrdo  Statt valor-P 95% 95%

inferiores superiores

Intersegdo 5,1498458  0,1651431 31,18414 0,00102675 4,439291891  5,860399754
Variavel X 1~ -0,0091176  0,000603  -15,1199 0,00434574  -0,011712139  -0,00652299

Quadro 19 : Regressao dos dados para calculo do valor D experimental a 88°C

Estatistica de regressédo

R multiplo 0,97506764

R-Quadrado 0,9507569

R-quadrado ajustado 0,92613535

Erro padrao 0,32028691

Observagoes 4

ANOVA

gl SQ MQ F F de

significacio

Regressao 1 3,9612522 3,961252 38,61483 0,02493236

Residuo 2 0,2051674 0,102584

Total 3 4,1664196

Coeficientes Erro padréo Stat t valor-P 95% 95%

inferiores superiores

Intersegdo 5,07249927 0,3922698 12,93115 0,005927  3,384697576 6,76030095
Variavel X 1 -0,0356034 0,0057295 -6,21408 0,024932 -0,0602553  -0,01095146
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Quadro 20 : Regressdo dos dados para calculo do valor D experimental a 90°C

Estatistica de regresséo

R multiplo 0,96639937
R-Quadrado 0,93392774
R-quadrado ajustado 0,90089162
Erro padrdo 0,37939246
Observagdes 4
ANOVA
ol SQ MQ F F de
significacdo
Regressao 1 4,0691296 4,06913  28,26989  0,03360063
Residuo 2 0,2878773 0,143939
Total 3 4.3570069
Coeficientes Erro padréo Stat t valor-P . 95.% 95%
inferiores __ superiores
Interse¢ao 5,31216015  0,464659 11,43238 0,007564  3,31289258 7,31142772
Variavel X 1 -0,0902123 0,0169669  -5,31694 0,033601 -0,1632152 -0,0172094

Quadro 21 - Regressao dos dados para calculo do valor D experimental a 92°C
Estatistica de regresséo

R multiplo 0,98868254

R-Quadrado 0,97749317

R-quadrado ajustado 0,96623975

Erro padrdo 0,23673432

Observagdes 4

ANOVA

gl SQ MQ F F de

significacéo

Regressao 1 4,8680131 4,868013 86,8619 0,01131746

Residuo 2 0,1120863 0,056043

Total 3 4,9800994

Coeficientes Erro padrdo Stat t valor-P . 95.% 95%

inferiores  superiores

Intersegdo 5,66046394  0,2899391 19,52294  0,002613 4,41295564  6,907972

Varidvel X 1 -0,2466783  0,0264677 -9,31997  0,011317  -0,3605597  -0,1328

O valor experimental pelo método logaritmico do Indice de Redugio Decimal (D)
¢ dado pelo inverso negativo da inclinagdo da reta pela curva de sobreviventes.

Esta inclina¢do ¢ indicada nos Quadros 17 a 21 pelo coeficiente da variavel xi.

Assim, os valores seriam Dgoec = 1111 seg; Dssec = 109 seg; Dssc = 28 seg;
Dogec= 11 seg; Doaec= 4 seg.

Os valores encontrados foram bastante proximos aqueles estimados pela “curva
fantasma”.
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ALDERTON & SNELL (1970) introduziram uma metodologia de linearizacao
para as curvas de morte ndo logaritmicas semelhantes aquelas exibidas pelos fungos
termoresistentes, permitindo entdo, que se calcule parametros analogos a “D” e “z” da
respectiva curva logaritmica .

BAYNE et al. (1979), ARAGAO (1989) e BAGLIONI (1998), verificaram que
tempos de aquecimento a uma determinada temperatura, necessarios para que haja certo
nimero de redugdes decimais sdo mais proximos dos valores experimentais quando €
empregado o método de linearizacdo da curva proposto por ALDERTON & SNELL
(1970) quando comparado com os célculos utilizando somente os dados referentes a
porc¢ao linear da curva de morte nao logaritmica. Tal fato pode ser observado quando se
compara os valores de R? dos dois métodos (BAYNE et al., 1979; ARAGAO, 1989;
BAGLIONI, 1998).

A linearizacdo da curva de sobreviventes ¢ dada através da utilizacdo da seguinte
equacao:

(logNo—log N)*=Kt+C e.q (4)

Onde:

No = Populacao Inicial (UFC/ml)

N = Numero de Sobreviventes (UFC/ml)

K = Taxa de Morte (min') = Coeficiente Angular da Curva Linearizada
C = Coeficiente Linear da Curva Linearizada

a = Expoente de Lineariza¢do de Alderton & Snell

t = tempo (min)

Considerando-se que a taxa de destrui¢@o térmica segue exatamente esta equacao
e que nao haja erros experimentalmente, o valor de C deve ser proximo de zero. Desta
modo, para o célculo do expoente “a” a expressdo acima ¢ arranjada da seguinte forma:

log((log No — log N)') = log (Kt) e.q(5)
Rearranjando
alog (log No—log N) =log K + log t e.q (6)

Resultando em:
log (log No —log N) = (1/a) log K + (1/a) log t e.q(7)

Assim o valor de “a” pode ser obtido pelo inverso da inclina¢do do grafico log
(log No — log N) versus (log t). Quando sdo estabelecidas curvas de sobreviventes a
diferentes temperaturas, o expoente “a” € calculado com os dados do tratamento a menor
temperatura. Este valor de “a” obtido do tratamento menos severo (80°C) pode ser
utilizado para a linearizacdo das curvas dos tratamentos realizados nas temperaturas mais
altas (85, 88, 90 e 92°C).

Da equagao de linearizagdo, considerando-se C=0 , determina-se que

1/k =t (log No — log N)? e.q (8)

Assumindo para “a” o valor igual a 1, a equagdo torna-se similar a curva
logaritmica linear, ou seja:

D =t (log No—log N) e.q(9)
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Por analogia, no método de linearizacdo de Alderton & Snell, “1/k” seria
equivalente a “D”. Ja o parametro equivalente a “z” pode ser obtido invertendo-se o valor
do coeficiente angular da curva — logK versus T.

Para a obteng@o do valor do parametro “a” de Alderton & Snell , ¢ necessario a
inversdo da inclinagcdo da reta representada pela curva indicada na Figura 9. Esta
inclinagdo ¢ indicada no Quadro 22 pelo coeficiente da variavel xi1. Desta forma, a = 2,05.
Com a obten¢ao do coeficiente de linearizagdo “a”, construiu-se as curvas linearizadas
pelo método de Alderton & Snell para os tratamentos térmicos de 85, 88, 90 e 92°C,
através da curva log(log No — log N)? versus t (seg), conforme apresentado na Figura 10.

0,8

0.6

0.4

log(logNo - log N)

2.8 3 3,2 3.4 3.6 3.8
log(Tempo)

Figura 9 - Linearizacdo de Alderton & Snell para o calculo de “a” a 80 °C

Quadro 22 : Regressao dos dados para calculo do parametro “a” de Alderton & Snell

Estatistica de regresséo

R multiplo 0,91974876

R-Quadrado 0,84593777

R-quadrado ajustado 0,76890666

Erro padrao 0,06649501

Observagdes 4

ANOVA

gl SQ MQ F F de

significacdo

Regressao 1 0,0485568  0,048557 10,98177 0,080251244

Residuo 2 0,0088432  0,004422

Total 3 0,0574

Coeficientes Erro padréo Stat t valor-P 95% 95%

inferiores  superiores

Intersecdo -1,0707489  0,4932192 -2,17094 0,162104  -3,19290113 1,05140334
Variavel X 1 0,48751836 0,1471143 3,313875 0,080251 -0,14546377 1,12050048
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Figura 10: Curvas de linearizacdo de Alderton & Snell em suco de manga

O modelo de Alderton & Snell permite o calculo do Coeficiente Térmico (z) para
o microrganismo alvo. Neste caso, este coeficiente ¢ representado pelo simbolo z*. Para
a construcao da curva fantasma do modelo Alderton & Snell é necessario calcular os
parametros K que serdo utilizados na construgdo desta curva. Estes pardmetros estdo
representados nas inclina¢des das curvas linearizadas representadas na Figura 10. Assim,
a inclinacdo da curva linearizada em cada tratamento térmico ¢ o pardmetro K na
temperatura considerada, conforme as regressdes lineares nos Quadros de 23 a 27.

Quadro 23: Regressdo dos dados da curva linearizada para obtencao do valor K a 80°C
Estatistica de regresséo

R multiplo 0,97973672
R-Quadrado 0,95988405
R-quadrado ajustado  0,94651206
Erro padrao 0,08971204
Observagoes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de
significacao
Regressdo 1 0,5777293 0,577729  71,78321 0,00345203
Residuo 3 0,02414475 0,008048
Total 4 0,60187405
Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P . 95.% 95%
inferiores superiores
Interse¢ao 0,5298 0,06949065 7,624047 0,004684 0,30864953 0,750950469

Variavel X 1~ 0,00095329  2,8369E-05  8,472497 0,003452 0,00015008 0,000330644
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Quadro 24: Regressao dos dados da curva linearizada para obtengdo do valor K a 85°C

Estatistica de regressao

R multiplo 0,97171049
R-Quadrado 0,94422127
R-quadrado ajustado 0,92562836
Erro padrao 0,12399661
Observacoes 5
ANOVA
F de

9l SQ MQ F significacdo
Regressao 1 0,78081125 0,780811 50,78394 0,005687488
Residuo 3 0,04612548 0,015375
Total 4 0,82693673

Coeficientes Erro padrao Stat t valor-P 95% 95%
inferiores superiores

Intersecdo 0,45866 0,09604736 4,775352  0,017451  0,15299414  0,76432586
Variavel X 1 0,008547 0,00039211  7,126285  0,005687 0,001546424 0,00404218

Quadro 25: Regressdo dos dados da curva linearizada para obtengdo do valor K a 88°C

Estatistica de regressao

R multiplo 0,96817788

R-Quadrado 0,93736842

R-quadrado ajustado  0,91649122

Erro padrao 0,12530781

Observagoes 5

ANOVA

gl SQ MQ F F de

significacdo

Regressdo 1 0,7050087 0,705009 44,89916 0,00678178

Residuo 3 0,04710614 0,015702

Total 4 0,75211485

Coeficientes Erro padréo Stat t valor-P 95% 95%

inferiores  superiores

Interse¢ao 0,50208 0,09706301 5,172722 0,01402 0,19318188 0,81097812

Variavel X 1 0,03571428  0,00158503 6,700683 0,006782 0,00557651 0,01566509
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Quadro 26: Regressao dos dados da curva linearizada para obtengdo do valor K a 90°C

Estatistica de regressao

R multiplo 0,99059606

R-Quadrado 0,98128056

R-quadrado ajustado 0,97504074

Erro padrao 0,0575396

Observagoes 5

ANOVA

ol SQ MQ F F de

significacdo

Regressao 1 0,52066112 0,520661 157,2612 0,001093163

Residuo 3 0,00993242 0,003311

Total 4 0,53059354

Coeficientes  Erro padréo Stat t valor-P . 95.% 95%

inferiores superiores

Intersecado 0,56594 0,04456998  12,69778 0,001054 0,424098296  0,7077817

Variavel X 1 0,07980845  0,00181956  12,54038 0,001093 0,017027337 0,02860866

Quadro 27: Regressdo dos dados da curva linearizada para obtengdo do valor K a 92°C

Estatistica de regresséo

R multiplo 0,94892664
R-Quadrado 0,90046176
R-quadrado ajustado 0,86728235
Erro padrao 0,22494274
Observagdes 5
ANOVA
gl SQ MQ F F de
significacao
Regressdo 1 1,37322125  1,373221 27,13917  0,01374897
Residuo 3 0,1517977 0,050599
Total 4 1,52501895
Coeficientes Erro padréo Stat t valor-P .95.% 95%
inferiores superiores
Interse¢ao 0,11452 0,17423989  0,657255 0,557942 -0,4399896 0,669029627
Variavel X 1 0,19607843  0,01778328 5,209527 0,013749 0,0360481 0,149236902

Baseado nos dados acima, os valores de “D” seriam entdo, Dsoec = 1049 seg;
Dssec = 117 seg; Dss.c = 28 seg; Dopec = 12,5 seg; Dorec = 5,1 seg, conforme retratado no

Quadro 28.
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Quadro 28: Valores de k para cada temperatura

Tratamento Térmico K (Seg™!) 1/K =D (Seg)
80°C 0.000953 1049
85°C 0,008547 117
88°C 0.035714 28
90°C 0,079808 12,5
92°C 0,196078 5,1

Na Figura 11 ¢ apresentada a curva dos valores D x temperatura, utilizada para o
calculo do valor z*. O calculo do valor z*, bem como as analises estatisticas
correspondentes a regressao linear da curva apresentada na Figura 11, sdo apresentados
no Quadro 29.

-Log K

78 80 82 84 86 88 90 92 94
Temperatura (°C)

Figura 11: Curva para o calculo do valor z* de Alderton & Snell em suco de manga

47



Quadro 29: Regressao dos dados para o calculo do parametro z*
Estatistica de regressao

R multiplo 0,99746189

R-Quadrado 0,99493022

R-quadrado ajustado 0,9932403

Erro padrio 0,08073535

Observagoes 5

ANOVA

gl SQ MQ F F de

significacéo

Regressao 1 3,8375353 3,837535 588,7419 0,000153438

Residuo 3 0,0195546 0,006518

Total 4 3.8570898

Coeficientes Erro padrédo  Statt valor-P 95% 95%

inferiores  superiores

Intersecdo  20,3321539 0,7496283  27,12298 0,00011 17,94649987 22,71
Variavel X; -0,20882614 0,0086064  -24,264 0,000153 -0,23621562 780786

O valor de z* é dado pelo inverso negativo da inclinacdo da reta pela curva
representada no grafico 11. Esta inclinagdo ¢ representada na Tabela 12 pelo coeficiente
da variavel xi.

Assim, o valor de z* = 4,79 °C, o que resulta muito proximo ao valor estimado
pelos choques térmicos iniciais, para sele¢do do fungo mais termoresistente.
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5. CONCLUSAO

Apoés o estudo detalhado do fungo em questdo, concluiu-se previamente que
possivelmente o mesmo seja do género Penicillium, conforme analises de morfologia, cor
e comportamento do mesmo perante diferentes substratos. Outras formas de analises
ainda estdo sendo realizadas afim de que seja possivel classificar com exatiddao o fungo
em estudo. A incidéncia do género Penicillium é muito comum em sucos ja que muitas
vezes, as frutas utilizadas como matéria-prima para a fabricagdo dos mesmos, sdo
recolhidas do chdo contaminado, pois este tipo de fungo € caracteristico de solo.

Outra evidéncia para a elevada carga microbiana inicial, € a injuria provocada pela
queda das frutas. Embora este género nao seja considerado com elevada termoresisténcia,
faz parte do conjunto de fungos termoresistentes que costumam deteriorar sucos de frutas.
possivel que devido ao fato de sua inativacdo ser atingida a uma temperatura abaixo da
temperatura de “esterilizagdo comercial”, o bindmio tempo X temperatura para a
determinagdo da termoresisténcia, ndo tenha atingido valores efetivamente mais altos e
com isso, o mesmo deveria ter sido destruido durante o processamento térmico da
industria.

Fungos de maior termoresisténcia, como ¢ caso por exemplo de Neosartorya
fischeri, necessitam de um valor “Doo” em tomo de 5,5 minutos € z* em torno de 6,17 °C,
conforme estudos obtidos por ARAGAO (1989) usando suco de morango 15°Brix e pH
2,9. Entretanto, o valor de z* encontrado neste trabalho, ou seja, 4,79°C, atende a faixa
compreendida entre 4,0 e 6,6°C para fungos termoresistentes citada por alguns autores,
como ¢ o caso de KOTZEKIDOU (1997).

Através dos parametros cinéticos de inativacdo térmica  obtidos
experimentalmente para o fungo de maior termoresisténcia em suco de manga ( género
Penicillium), ou seja, z* = 4,79°C e D9y = 12,5 seg, em compara¢dao com os dados do
processo de fabricacdo do mesmo fornecidos pela industria, Temperatura de reten¢io
=105°C e tempo de retencao = 30 Seg, foi possivel simular os calculos do processo real,
utilizando o método logaritmico (“curva fantasma”). Dados:

Concentragdo estimada do contaminante no suco: 10% cel/ml
Temperatura de retengao: 105°C

Tempo de retengdo a 105°C: 30 Seg

Valor de z: 4,79°C

Curva fantasma: log D, —log Di=-1h . (T2 - Ty)

Lembrando que,

o Di= Dy = 12,5 seg/reducio logaritmica
o T1=90°C

Desta forma, para uma temperatura de 105°C, seria necessario menos de 1 seg de
retengdo, para provocar a morte térmica do fungo Penicillium encontrado no suco de
manga envasado assepticamente.

O tratamento térmico ¢ entdo, mais do que suficiente para a esterilizagdo. Sendo
assim, € possivel que tenha ocorrido uma contaminagdo pos-processamento, ou baixa
eficiéncia na higieniza¢do da linha de processamento(CIP), permitindo que alguns pontos
pudessem se tomar pontos criticos.

A maior incidéncia de chuvas no periodo da safra também pode Ter contribuido
para o aumento da carga microbiana inicial, diminuindo entdo, a eficiéncia do processo.
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Outro ponto muito importante a ser ressaltado ¢ de que a industria analisada, utiliza como
fonte de 4gua para o processamento do suco, agua proveniente de um pogo artesiano, sem
que seja utilizado qualquer tipo de tratamento. Este fato pode ter contribuido para a
contaminagdo uma vez que a parede deste pog¢o havia desmoronado, prejudicando a
qualidade efetiva da agua.

Ainda com relagdo as possiveis causas de contaminagao, estd o fato de que a coleta
do produto do retorno do pasteurizador ndo se dava em condi¢des assépticas, fazendo
com que este ponto se tomasse critico no processo.

Para se evitar estas formas de contaminagao, alguns cuidados podem ser tomados:

Ainda que o tratamento térmico seja suficiente para provocar a morte do
microrganismo mais termoresistente, ¢ necessario um acompanhamento
rigoroso da procedéncia das matérias-primas utilizadas na fabricacao do suco,
pois carga microbiana inicial elevada, pode provocar ineficiéncia do processo.
Outro ponto importante € a manutencao de todos equipamentos envolvidos no
processo, ou seja regulagem de valvulas de entrada e saida, desmonte sanitario
periodico de conexdes, calibragdo de termdmetros ou termopares, para que se
possa garantir que as temperaturas exibidas sejam de fato as temperaturas reais
No processo.

Controle do tempo de reten¢do, acompanhando as vazdes de entrada e saida em
cada ponto do processamento.

Higienizagdo da sala de processamento, assim como da sala de envase.
Monitoramento nas etapas de transporte e armazenamento da matéria-prima e
do produto final.

Isolamento da planta de processamento, ndo permitindo que a agua de pré-
lavagem e transporte, tenha contato com o processo.

Verificagdo das concentragdes dos sanitizantes utilizados para higienizar a
linha, assim como sua data de validade.

Acompanhamento da maquina de envase (condicao e ajuste de mandibula de
selagem, tempo e temperatura do banho de peroxido) e controle da
hermeticidade da embalagem
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APENDICE I

Preparacio dos meios

Caldo BDA
Este meio € caracteristico para deteccdo de Bolores e Leveduras. Seu preparo se
da de acordo com as instru¢des do fabricante. Em seguida, o meio ¢ esterilizado em

autoclave por 121°C/15 minutos.

Caldo BDA Duplo

Este meio ¢ caracteristico para crescimento de fungos termoresistentes. Seu
preparo se da de acordo com o fabricante do mesmo, sendo que em concentragao dupla.
Sao adicionados 3% de agar e 4g/L de cloranfenicol (concentragdo dobrada, pois 0 BDA
¢ duplo). O meio ¢ entdo, esterilizado em autoclave por 121°/15 minutos. No momento

da utilizagdo, sdo adicionados 1,6 mL de 4cido tartarico para cada 100 mL de meio.

Caldo BAM (Meio Bacillus acidoterrestris)

Este meio ¢ caracteristico para deteccdo de Alyciclobacillus. E preparado
utilizando-se 0,25g de CaC12.2H20; 0,50g de MgS04.7H20; 0,20g de (NH4)2SO04; 3,0 g
de KH2POs; 2,0g de Extrato de Levedura; 5,0g de Glicose; Solugdo de Elementos Tracos
(B) (opcional) ; 1000 mL de Agua destilada (para meio liquido) ou 500 mL de Agua
destilada (para meio solido) e 15,0g de Agar. O meio é entdo, esterilizado em autoclave

por 121°/15 minutos.

Meio MRS-Agar
Este meio ¢ caracteristico para deteccao de Bactérias Lacticas, e seu preparo
ocorre de acordo com o fabricante, pois ¢ um meio ja pronto.

Em seguida, o meio ¢ esterilizado em autoclave por 121°/15 minutos.
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Meio LST

Este meio ¢ caracteristico para colorimetria. E preparado utilizando-se 20,0 g de
triptose, 5,0 g de lactose, 2,75 g de hidrogenofosfato de potassio, 2,75 g de
dihidrogenofosfato de potéssio, 5,0 g de cloreto de potassio, 0,10 g de lauril sulfato de
sodio e q.s.p 1000 ml de dgua destilada. O meio ¢ entdo, esterilizado em autoclave por

121°/15 minutos.

Agua peptonada
Utilizada para dilui¢do. Consiste em uma solugdo estéril de peptona na

concentragdo de 1g/L.

Meio OSA (Orange Serum Agar)

Indicado para contagem de microrganismos deteriorantes, 4cido tolerantes, em
sucos e frutas e frutos citricos. E preparado com 10,0 g de peptona de caseina, 3,0 g de
extrato de levedura, 200 g de soro de laranja, 4,0 g de glicose, 0,001 g de cisteina, 2,5 g
de hidrogenofosfato de potéassio, 17,0 g de agar e q.s.p de agua destilada para 800 ml. 0

meio ¢é entdo, esterilizado em autoclave por 12115 minutos.

Meio MEA (Agar Extrato de Malte)

Indicado para contagem de fungos filamentosos e leveduras, este meio ¢
preparado com 20,0 g de extrato de malte, 1 g de peptona, 20 g de glucose, 20,0 g de agar,
g.s.p de agua destilada para 1000 ml.
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APENDICE II

Fluxograma do Processamento do Suco de Manga 14°Brix, pH 4,2 envasado

Assepticamente

| AGUA '

MIST

SAIS DE
CALCIO

ACIDOS
ORGANICOS

[ CULTIVO |
| COl ,II[EITA ]
| FRI !TOS ]
| MATUl}zA(:Ao |
| TRANSII’ORTE |

|

| RECEPCAO H
|

[ PESAGEM ]
|

| SELECAO —

|

' REFRIGERACAO |

|  SELECAO EM ESTEIRA ] [

| LAVAGEM I’IIOR IMERSAO |

| LAVAGEM P(!)R ASPERSAO |

| ISRANQULAMF,NTO |

[ Dl_aspc)uj)/\MEN‘ro |
I

p» | FORMULACAO E FILTRACAO |

| PRE-AQUECIMENTO |

| DESAERACAO |

[ ESTERILIZACAO COMERCIAL }——p 105°C/30seg

|

| EMBALAGEM ASSEPTICA |

|

| EMBALAGEM SECUNDARIA |

|

[ ARMAZENAGEM |

| TRANSPORTE |
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