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CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E FUNGICA DE
PERAS SECADAS POR DIFERENTES PROCESSOS

Inés Almeida, Elisa Costa, Raquel Guiné

RESUMO

A conservacdao de peras pela secagem ocorre principalmente devido a
inibicdo do crescimento microbiano, tornando a péra secada um alimento mais
seguro para os consumidores. Nos frutos secados, os fungos sé podem causar
deterioracdo caso a actividade da agua (aw) seja relativamente elevada, uma
vez que nao ha crescimento microbiano para valores de aw inferiores a 0,60.

As peras secadas estudadas foram obtidas por diferentes processos de
secagem: Tradicional por exposicao directa ao sol, huma estufa solar na
Escola Superior Agraria de Viseu (ESAV), num secador solar na Escola
Superior de Tecnologia de Viseu (ESTV) e num tlunel de secagem na
Universidade de Coimbra (UC).

Pretendeu-se isolar e caracterizar morfologicamente leveduras e bolores a
partir de amostras em estudo, pela técnica de cultura, método padrdao de
referéncia segundo a norma International Organization for Standardization
ISO- 21527- 2 de 2008. A caracterizagdo fisico-quimica das 17 amostras em
estudo teve por base a determinacdo dos valores de actividade de agua (aw)
e humidade.

Para a obtencdo de isolados de leveduras e fungos filamentosos, foi
realizada a inoculagcdo das respectivas amostras em estudo num meio de
cultura selectivo, o SDA (Sabouraud Agar), suplementado com cloranfenicol.
As placas foram examinadas de 2 a 2 dias durante os 7 dias de incubacao,
uma vez que os fungos filamentosos apresentam um crescimento muito
rapido, podendo mascarar o crescimento de leveduras. Durante o exame das
placas foi registado a presenca ou nao de leveduras e fungos filamentosos,
assim como o niumero e aspecto morfolégico.

Os resultados obtidos da caracterizacdo bioquimica das amostras em
estudo demonstram que todas as amostras apresentam uma actividade da
agua inferior a 0,60.

Apds incubacdo dos indculos s6 se observou o crescimento de um bolor
nas amostras de péra secada pelo método tradicional, o que nos permite
concluir que as amostras em estudo, dado aos seus valores baixos em aw e
humidade, ndo permitem o crescimento e proliferagdo dos mesmos.
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1. INTRODUCAO

As leveduras e os bolores estdo incluidos no reino dos Fungos, que
sao organismos eucariotas heterotroficos, na sua maioria saprdfitas,
obtendo nutrientes a partir de matéria organica em decomposicao, e
estdo particularmente envolvidos na mineralizacdo da matéria
organica do solo. A maioria apresenta um genoma hapldide e a parede
celular é composta tipicamente por quitina e glucanos. Crescem
melhor no escuro e habitats humidos (Loguercio-Leite et al, 2005;
Deacon, 2006; Santos et al, 2009). Os verdadeiros bolores e
leveduras que produzem ascdésporos nos ascos estao incluidos na
classe dos Ascomycetes. Outros formam basididsporos nos basidios,
por isso pertencem a classe dos Basidiomycetes, e outros ainda por
nao se conhecer o ciclo de reproducdo sexuada estdao incluidos nos
Deuteromycetes (Pelczar et al, 1980). Os verdadeiros bolores podem
ainda ser incluidos na classe dos Zygomycetes por producao sexuada
formando o zigoto que origina os zigdsporos ou assexuada onde o
esporangiéforo reproduz os esporangidsporos (Pelczar et al, 1980).

Os fungos sao ubiquos, podendo, por isso ser isolados de varios
ambientes: do ar, das superficies, das plantas, do solo, dos alimentos
e da nossa pele. Para se conseguir caracterizar morfologicamente os
fungos € necessario escolher meios de cultura e condicdes de
incubacao adequadas ao tipo de Fungos a pesquisar.

1.1. Bolores

Os bolores sao seres pluricelulares, constituidos por filamentos de
células filiformes, longas e ramificadas, denominadas de hifas, que
formam um micélio (Prescott et al 1996).

Em alguns fungos, existem septos ao longo de toda a hifa,
resultantes da invaginacao da parede do filamento, denominadas hifas
septadas, que podem ser mononucleados ou multinucleados (Prescott
et al, 1996). Em outros fungos o fluxo do protoplasma através das
hifas é interrompido pelas paredes transversais ou septos, derivadas
das paredes dos filamentos, estas hifas sao chamadas de hifas nao-
septadas (cenociticas) (Pelczar et al, 1980).

Os bolores podem reproduzir-se através de esporos assexuados ou
sexuados. Os esporos sexuados sao produzidos menos
frequentemente e menos abundantemente do que os assexuados.
Com frequéncia podem ser s6 produzidos em circunstancias especiais,
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de modo que é possivel estarem ausentes no cultivo de fungos em
meios comuns (Pelczar et al, 1980).

Fisiologicamente, os bolores adaptam-se a sobrecargas mais
severas do que a maioria dos microrganismos. Podem crescer em
substratos com concentracdes elevadas de aglcar e em concentragoes
altas de acidos, suportando variacdes de pH entre 2 e 9, embora o
optimo para a maioria das espécies esteja entre 5 e 6. Ainda que a
humidade seja exigida para o seu desenvolvimento e que possam
captar agua da atmosfera ou do meio nutritivo, os bolores sao
capazes de sobreviver em alimentos desidratados, produzindo esporos
ou entrando em estado de vida latente (Pelczar et al, 1980). Aqueles
que podem crescer a uma actividade da agua inferior a 0,85 sao
designados de xerodfilos, como por exemplo o Aspergillus glaucus
(Christian, 1980).

No caso dos bolores o micélio pode ser visualizado a olho nu, como
um conjunto confuso de fios finos que pode ser incolor ou colorido,
dependendo da espécie. Os bolores podem estar presentes nos
alimentos de trés formas: i) no estado vegetativo, isto &, sob a forma
de micélio sem producao de estruturas de reproducao especializadas;
ii) no estado reprodutivo, com formacgao de esporos; iii) sob a forma
de esporos ou estruturas de resisténcia. Nos dois primeiros casos, o
bolor estd a crescer no substrato, podendo produzir e excretar
enzimas de degradacao e/ou metabolitos secundarios, como
micotoxinas; no terceiro caso, podem colonizar o substrato, mas nao
estdo activos metabolicamente. Ao microscépio Optico €& possivel
distinguir trés morfologias das hifas: as sepadas mononucleadas, as
septadas multinucleadas e as cenociticas. (Pelczar et al, 1980;
Loguercio-Leite et al, 2005).

Outro aspecto é a coloracdo da parede, que nos bolores é
determinada por diferentes pigmentos (Hosoe et al, 1999; Sakaki et
al, 2000), encontrados principalmente na parede, mas que também
podem estar presentes nos fluidos, livres da parede e, estao,
geralmente, na forma de granulos (Butler e Day, 1998). Os pigmentos
da parede, frequentemente polifendlicos, funcionam presumivelmente
como reforco da rede de proteinas e polissacarideos, através de
ligacdes cruzadas oxidativas ou pela impregnacao com um polimero
hidrofébico (Peter, 2001). Tais pigmentos podem conferir diferentes
coloracdes as culturas e as frutificacdes. Muitas micotoxinas também
sao pigmentadas, como por exemplo, as naftoquinonas de Penicillium
e Aspergillus (Buzzini e Martini,1999; Duran et al, 2001).
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1.2. Leveduras

As leveduras sao fungos unicelulares que se reproduzem
assexuadamente, por gemulacdo ou fissdo binaria. Em algumas
leveduras, a divisao celular ocorre sexuadamente através da formagao
de esporos. As leveduras apresentam-se com células de formas
variadas, geralmente redondas, ovdides ou cilindricas (Loguercio-Leite
et al, 2005).

Quando ocorrem em conjunto em diversos substratos (frutas,
material em decomposicdao, paredes, lentes de vidro, entre outros) as
culturas (ou colénias) de leveduras podem ser vistas a olho nu.
Apresentam, quando isoladas in vitro, cores variadas e aspecto céreo
brilhante, similares as bactérias. No geral, as células das leveduras
sdao maiores do que as bactérias, as suas dimensdes variam
consideravelmente, com limites desde 1 a 5 ym de largura e 5 a 30
Mm (ou mais) de comprimento. Cada espécie tem uma forma
caracteristica mas, mesmo em culturas puras, ha consideraveis
variacdes de tamanho e de forma das células individuais, dependendo
da idade e do ambiente. Apesar das leveduras se apresentarem na
forma unicelular, em condicdes especiais podem desenvolver
pseudohifas que se assemelham ao crescimento micelial dos bolores.
Estes sdao designados de fungos dimoérficos e incluem varias espécies
patogénicas para os humanos, por exemplo Candida albicans que
geralmente cresce na forma de levedura nas mucosas dos humanos e
forma hifas para invadir os tecidos do hospedeiro (Prescott et al,
1996; Loguercio-Leite et al, 2005; Deacon, 2006). Podem ocorrer
variacOes fenotipicas das leveduras numa cultura, como alteracao da
forma colonial lisa para a forma rugosa. As leveduras podem perder a
capacidade de esporular, se forem mantidas, durante longos periodos
de tempo, em meios artificiais (Pelczar et al, 1980; Loguercio-Leite et
al, 2005).

Em meios de cultura apropriados, as coldnias de leveduras variam
guanto ao tamanho, a textura e aos bordos. Por exemplo, algumas
coldnias sao lisas, outras enrugadas; algumas sdo achatadas, outras
elevadas; algumas tém bordos inteiros, outras apresentam bordos
irregulares ou filamentosos. As coldnias jovens tém uma consisténcia
comparavel a de uma pasta espessa, a qual, apdés o envelhecimento,
se torna mais espessa e mais seca; podem ser produzidos pigmentos
(Pelczar et al, 1980).
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Algumas variedades de leveduras podem crescer na presenca de
altas concentracbes de acglcar, que restringe o fornecimento de
humidade, designadas de leveduras osmdfilas, como por exemplo
Zygosaccharomyces rouxii. As leveduras crescem numa ampla faixa
de variacao térmica, de 0 a 47°C; algumas ndo se desenvolvem acima
de 15°C, enquanto outras nao se reproduzem abaixo dessa
temperatura. A temperatura éptima para a maioria das leveduras é de
20 a 30°C, embora as espécies patogénicas crescam bem entre 30 e
379C. Aceita-se, em geral, que as leveduras crescem melhor em
meios acidos, com pH entre 3,5 e 3,8, contudo os limites de tolerancia
estao situados entre pH 2,2 e 8,0 de acordo com as diversas espécies
(Pelczar et al, 1980).

As leveduras encontram-se abundantemente na natureza,
particularmente em frutas, vegetais e cereais. O seu crescimento esta
limitado a superficie externa dos frutos sdos e intactos, ndo existindo
internamente qualquer contaminacao (Tibori e Larry, 1996).

Na industria alimentar as leveduras desempenham um papel
importante. Sao utilizadas no fabrico do pao e na producao de bebidas
alcodlicas. No entanto, as leveduras podem ser também agentes de
contaminagao e deterioracdo dos alimentos devido a sua capacidade
de crescer a temperaturas baixas e a sua tolerancia a ambientes de
stress fisico-quimicos, como sdo os utilizados na conservacao de
alimentos (Mendes-Ferreira, 2000). Por esta razdao, sao
frequentemente isoladas de produtos com elevadas concentragoes de
agucar, particularmente espécies do género Zygosacharomyces (Tibori
e Larry, 1996).

Algumas leveduras apresentam também a capacidade de
causarem doencas em humanos, plantas e animais. As leveduras sao
patogénicos oportunistas capazes de provocar doengas em
hospedeiros que apresentem um sistema imunitario que se encontre
comprometido ou disfuncional (Van Burik e Magee, 2001).

1.3. Os fungos e a conservacao dos alimentos

Os alimentos nao apresentam somente um valor nutricional, para
guem os consome, mas também um meio de cultura ideal para o
desenvolvimento microbiano (Ferreira e Sousa, 1998). Os
microrganismos apresentam um papel importante na indulstria
alimentar, podendo ser utilizados para a transformacao de alimentos,
como por exemplo vinhos, queijos e pao. Dependendo do tipo de
microrganismos e a sua proliferacao pode resultar a conservagao ou
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deterioracao dos alimentos. No entanto, os alimentos podem ser
veiculos de transmissdo de doencgas, pelo que a sua detecgdo e
controlo de patogénicos como de microrganismos de alteracdo, sao
importantes aspectos da microbiologia dos alimentos (Ferreira e
Sousa, 1998).

A deterioracdo dos alimentos pode ser resultante de factores
fisicos, modificagdes quimicas, actividade bioldgica e desenvolvimento
microbiano (Forsythe e Hayes, 1998). O JUltimo factor vai ser
explicitado de seguida realcando a sua importancia na sanidade dos
alimentos.

Sao varios os factores intrinsecos e extrinsecos aos alimentos que
afectam o desenvolvimento microbiano. Os factores intrinsecos,
relacionados com o préprio alimento, incluem o pH, o teor de
humidade, a actividade de agua (aw), o potencial de oxidacgao-
reducdao, os nutrientes, os constituintes antimicrobianos e as
estruturas bioldgicas (Ferreira e Sousa, 1998). Quanto aos factores
extrinsecos, relacionados com o ambiente de armazenamento,
incluem a temperatura humidade relativa e presenca e concentracao
de gases (CO, e 05) (Jay, 1991).

A conservacao de alimentos pela secagem ocorre principalmente
devido a inibicio do crescimento microbiano, contudo, os
microrganismos nao sao necessariamente eliminados. Sob o ponto de
vista qualitativo e quantitativo, os microrganismos presentes num
alimento processado dependem da qualidade microbioldgica do
produto fresco e dos procedimentos seguidos até ao seu embalamento
(Ferreira e Sousa, 1998). O crescimento dos microrganismos pode ser
prevenido devido a reducao do conteddo de humidade do ambiente
abaixo do nivel critico. Esse nivel critico é determinado por
caracteristicas particulares dos microrganismos e pela capacidade da
agua se ligar no alimento (actividade da agua, aw), o que reduz a
humidade livre (Pelczar et al, 1996). A aw da maioria dos alimentos
frescos é de 0,99. Enquanto os frutos secados genericamente
compreendem valores de aw entre 0,85 e 0,61 (Christian, 1980), ou
seja, os fungos sé podem causar deterioracdo caso a aw seja
relativamente elevada, pois ndo ha crescimento microbiano para
valores de aw abaixo de 0,60 (Silliker et al, 1980). Os bolores
xerofilos e as leveduras osmdfilas sdo os microrganismos que
habitualmente alteram os alimentos com actividades de agua entre
0,85 e 0,61, e na tabela 2 pode-se ver alguns exemplos desses
bolores e leveduras. Os bolores desenvolvem-se a superficie se
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existem condicdoes de aerobiose e as leveduras fermentativas na
espessura destes produtos, produzindo diéxido de carbono (Christian,
1980). Os bolores sao germes com menor grau de exigéncia em
energia, fonte de azoto, vitaminas e minerais, seguidos pelas
leveduras e bactérias (Silliker et al, 1980).

O pH dos alimentos é de extrema importancia, atendendo a que
valores baixos de pH favorecem o crescimento de leveduras e bolores.
A temperatura e a humidade relativa sdao importantes factores
extrinsecos que podem determinar a alteracdo microbiana dos
alimentos (Jay, 1991). Também a atmosfera onde os alimentos sao
conservados é muito importante, entre outros. Todos estes factores
estao relacionados directa ou indirectamente com a actividade da
agua do alimento Quando um destes valores se desvia do valor
optimo pode haver um estreitamento do intervalo da actividade da
agua favorecendo o crescimento microbiano. Produtos alimentares
com pH inferior a 5,0 ou com aw inferior a 0,90 sdo estaveis e nao
requerem refrigeracao (Christian, 1980). Para valores de aw inferiores
a 0,70 a deterioracdo é improvavel que apareca antes de duas
semanas de conservagao e ha poucos tipos de microrganismos que se
desenvolvam. Para valores inferiores a 0,65, muitos poucos
microrganismos sao capazes de crescer, € a deterioracdo é improvavel
gue ocorra antes dos dois anos de conservacao (Jay, 1991).

No caso dos frutos, os fendmenos de alteragdao sdo iniciados pelos
bolores, cujas enzimas contribuem para o amolecimento e posterior
penetracao de outros micrdbios através da membrana exterior. Varios
bolores s3ao capazes de produzir micotoxinas que se tornam todxicas
para os humanos e animais. Algumas espécies destes bolores podem
atravessar a pele do fruto e produzir micotoxinas no interior antes e
depois da recolha (Silliker et al, 1980).

As peras antes de submetidas ao processo de secagem
apresentam uma humidade de cerca de 80%, e no final da secagem
ha uma diminuicdo para cerca de 20%. Comparando o teor de
humidade das peras secadas pelos diferentes processos, as que tém
valores mais baixos de humidade sao as secadas na estufa solar da
ESTV, verificando-se valores de humidade semelhantes entre as peras
secadas tradicionalmente e as secadas no tunel de secagem da UC
(Guiné et al, 2009). As peras secadas na estufa solar da ESAV,
segundo Barroca et al (2006), apresentam uma actividade da agua de
0,47. A péra secada tem um teor de humidade relativamente baixo
(cerca de 20%), e uma actividade da dgua muito baixa, o que inibe ou
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retarda o crescimento microbiano e, consequentemente, confere
maior seguranca alimentar (Barroca et al, 2006).

Nos bolores associados a deterioracdo dos alimentos podemos
considerar trés grupos: os que colonizam as plantas durante todo o
seu ciclo de vida e que se tornam mais abundantes com a senescéncia
dos tecidos vegetais (Alternaria, Botrytis, Cladosporium, Fusarium,
Epicoccum, Phoma, Pleospora, Trichothecium e Mucurales); os de
armazenagem que se desenvolvem apos a colheita das plantas e que
tendem a substituir os bolores primarios como é o caso dos géneros
Aspergillus e Penicillium; os que tendem a instalar-se numa fase
posterior como 0s géneros Chaetomium e Sordaria (Ascomycota)
(Lopes e Martins, 2010).

Na péra os bolores mais encontrados sao: Rhizopus, Podosphaera,
Penicillium, Alternaria. Rhizopus e Penicillium sao fungos xerofilos
como tal estes podem suportar o método de secagem. Nas frutas
secas ao sol o grupo mais comum €& o dos fungos, dos quais
Aspergillus é o mais encontrado, como o Aspergillus flavus (Silliker et
al, 1980).

As espécies do género Aspergillus sdao fungos xeroficos e na
maioria saprofitas ou patogénicos oportunistas de plantas, capazes de
crescer até baixas actividades de agua e com temperaturas elevadas,
dominando ambientes quentes e/ou secos. Adicionalmente, algumas
espécies de Aspergillus sao termoéfilas, capazes de crescer até
temperaturas maximas de 55 °C, como por exemplo A. fumigatus. As
espécies de Aspergillus regra geral crescem rapido, apesar de
tardarem mais a esporular. Os seus esporos sao resistentes a
radiacdo solar e a agentes quimicos (Pitt e Hocking, 1997). O fungo
filamentoso Aspergillus aparece na cor amarela, verde ou preta em
largo numero nos alimentos (Christian, 1980).

Os géneros Rhizopus, Penicillium e Aspergillus podem ser
distinguidos pela visualizacdo microscopica de caracteristicas
particulares (Levy, 2000).

Em termos gerais, a seguranca alimentar é conseguida através da
aplicacdo de boas praticas de fabrico. Que por si s, ndao garante que
os alimentos processados estejam isentos de microrganismos
patogénicos. O objectivo é a obtencdao de alimentos com o mais baixo
teor de microrganismos e que seja seguro para o consumidor. O seu
sucesso de aplicacdo na industria alimentar, depende dos esforgos que
previamente forem feitos, no sentido de limitar o niumero de pontos
criticos a controlar (Forsythe e Hayes, 1998).
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2. EXPERIMENTAL

2.1. Determinacao da actividade de agua

Para exprimir o grau de agua livre nos alimentos recorreu-se ao
conceito de actividade da agua (aw). Este parametro é muito
importante pois a agua disponivel € um dos principais factores
externos que mais contribui para o desenvolvimento microbiano. Os
valores da aw variam entre 0 e 1 (para a agua pura).

A aw das amostras foi determinada com Higrometro BTSR1. Este
equipamento mede a humidade relativa (HR) gerada pela amostra,
numa camara isolada, a temperatura desejada (por exemplo 25°C)
que deve ser estabilizada.

A leitura da humidade relativa foi feita a temperatura de 25°C +
20C e apds o valor de HR ter estabilizado, e a aw foi calculada por: aw
= HR/100.

2.2, Avaliagcao da humidade

A avaliagdo da humidade foi utilizada para determinar a
quantidade de agua livre presente no alimento, neste caso nas
amostras de frutos secados.

A determinacdao da humidade foi feita pela diferenca da massa
inicial da amostra e da massa final apds aquecimento até massa
constante. Para esta determinacao foi utilizada a balanca de
halogéneo modelo HG53 Mettler Toledo. As condicdes de utilizacao
foram as seguintes:

e Fonte de calor: ldampada de halogéneo;

e Temperatura de secagem: 120°C;

e Velocidade de secagem: 3 (intermédia).

2.3. Isolamento de leveduras e fungos filamentosos em frutos
secados

Para se conseguir isolar fungos é necessario escolher meios de
cultura e condicdes de incubacao adequadas ao tipo de fungos a
pesquisar. Existem meios generalistas e meios especificos. Um dos
meios generalistas amplamente usado em alimentos é o Sabouraud
agar (SDA) suplementado com clorofenicol, que se destina a pesquisar
fungos capazes de crescer em alimentos secos, com baixas
actividades de agua. Os meios de propdsitos generalistas tém de
cumprir varios requisitos (Serra, 2005):
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e Inibir o crescimento bacteriano, sem afectar o crescimento
fungico;

e Serem nutricionalmente adequados e suportarem fungos de
crescimento lento;

e Suprimirem o crescimento de fungos de crescimento rapido (por
exemplo, Mucorales), sem o0 suprimirem completamente, para
que possam ser detectados;

e Abrandar o crescimento dos fungos, de forma a permitir uma
contagem razoavel de coldnias por placa, sem inibir a
germinacao dos esporos.

Este trabalho tem como objectivos isolar e caracterizar
morfologicamente, leveduras e bolores a partir de amostras de frutos
secados sujeitos a diferentes processos de secagem, pela técnica de
cultura, método padrao de referéncia segundo a norma International
Organization for Standardization ISO- 21527- 2 de 2008.

2.4. Origem das amostras

Para a realizacao deste trabalho, foram analisadas 17 amostras de
péra secada, sujeitas a diferentes métodos de secagem: 5 da
secagem tradicional, 4 da estufa solar da ESAV, 4 da estufa da ESTV e
4 do tunel de secagem da UC.

Destas amostras, pretendeu-se isolar o maior nimero possivel de
leveduras e bolores, pela sua importancia a nivel da deterioracao de
alimentos.

2.5. Tratamento das amostras

Apds a aquisicdo das amostras de péra secada sujeitas a
diferentes tratamentos de secagem, ameixa secada e uva passa,
obtidos por processos de secagem industrial, foi efectuado o
tratamento em laboratério tendo por base a norma International
Organization for Standardization ISO- 21527- 2 de 2008.

As amostras sdlidas ndo podem ser semeadas directamente em
placas. Por esta razdo, deve-se retirar uma porcdao de 25 g que seja
representativa do total da amostra. De seguida a amostra foi
homogeneizada utilizando o stomacher. Ao homogeneizado obtido
acrescentou-se rigorosamente nove vezes o peso da amostra de agua
peptonada a 0,1% (m/v), para obtencdao de uma diluicao
correspondente a 10! (suspensdo-mde), de acordo com a
metodologia descrita na ISSO- 21527- 2. Efectuaram-se diluicdes a
partir de suspensdo-mae, até a diluicdo 10°°.
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2.6. Inoculacao no meio selectivo

Uma pequena porcao das diluicdes adequadas foi inoculada num
meio de cultura selectivo, o SDA (Sabouraud Agar), suplementado
com clorofenicol. Que apds esterilizacao foi arrefecido até atingir os
500C e colocou-se 15 ml do meio em cada placa de petri esterilizada.
Ap0s solidificacdo e secagem do meio, foi realizado a inoculacdo do
meio de cultura com as diluicbes adequadas de amostra, de acordo
com a metodologia referida na Tabela 1.

Tabela 1 - Inoculacdo do meio de cultura com as diluicdes adequadas de
amostra.

1 Identificar as placas com a referéncia da amostra, dia e més.

2 Transferir com a pipeta 0,1 ml das respectivas diluigdes
preparadas das amostras para o meio de cultura SDA.

3 Distribuir o inéculo uniformemente a superficie da placa, com
uma zaragatoa estéril.

4 Incubar as placas a 25£19°C, durante 2 a 7 dias

Todos os ensaios foram efectuados em duplicado. As placas foram
examinadas de 2 a 2 dias durante os 7 dias de incubacao, uma vez
gue os bolores apresentam um crescimento muito rapido, podendo
mascarar o crescimento de leveduras. Durante o exame das placas é
importante registar a presenca ou ndao de microrganismos assim como
0 numero e aspecto morfoldgico.

2.7. Isolamento - técnica de cultura

Para o isolamento de leveduras e bolores foi utilizada a técnica de
cultura, em que colénias morfologicamente caracteristicas do género
(pelo menos 3) foram repicadas a partir do meio de cultura inicial,
para o meio SDA, suplementado com clorofenicol.

Antes de levar a cabo testes de identificacdo ao microscépio
optico, é essencial assegurar que o crescimento em meio SDA é puro,
examinando a morfologia das coldnias.

2.8. Observacao macroscopica e microscoépica

Através da observacdo a olho nu da placa com crescimento fungico
pode-se identificar algumas caracteristicas macroscopicas.

165



Para a observacdo microscodpica de leveduras e bolores foi utilizado
o método de cultura em laminas, este permite a preparagao e
observacao sem perturbar o crescimento dos microrganismos, de
acordo com a metodologia de Levy (Levy, 2000).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Determinacao da actividade de agua

Para todas as amostras em estudo foram realizadas quatro
medicdes da actividade da agua, a uma temperatura estabilizada a
250C. Todas as amostras apresentam valores de aw abaixo de 0,57,
como se verifica na analise dos resultados expressos na tabela 2.
Segundo Silliker et al (1980), nao existe crescimento microbiano para
valores de aw abaixo de 0,60; isto significa que em todas as amostras
analisadas € improvavel haver crescimento flngico, pois apresentam
valores de aw demasiadamente baixos. Das amostras de peras, a
secada pelo método tradicional é a que apresenta o teor de aw mais
baixo, no entanto todas as amostras apresentam valores muito
proximos.

Tabela 2 - Resultados da aw para as diferentes amostras.

Amostra aw ! aw ? aw ? aw 4 Média I?ae:l‘_’;g
“Tradicional” 0,51 0,52 0,52 0,50 0,51 0,01
“Solar ESAV” 0,63 0,53 0,53 0,54 0,56 0,05
“Estufa ESTV” 0,53 0,53 0,56 0,55 0,54 0,02
“Tanel de secagem da UC” 0,59 0,57 0,59 0,52 0,57 0,03

3.2. Avaliacao da humidade

Para todas as amostras em estudo foram realizadas quatro
medicdes da humidade, a uma temperatura constante de 120 °C. As
amostras de peras apresentam valores médios de humidade
compreendidos entre 9 % para a tradicional e 14 % parao tunnel de
secagem, como se pode ver na tabela 3. As frutas secadas
normalmente apresentam valores entre 15 a 20% de humidade,pelo
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que as amostras de péra contém teores de humidade inferiores aos
comuns nas frutas secadas, como tal poderao estar mais protegidas

contra ataques fungicos.

Tabela 3 - Resultados da percentagem de humidade para as diferentes

amostras.

Amostra H (%) H(%)?> H(%)*> H(%)* Média IEae::ﬁlg
“Tradicional” 9,53 9,46 13,47 7,21 9,92 2,60
“Solar ESAV” 9,00 12,05 14,25 11,94 11,81 2,15
“Estufa ESTV” 10,84 9,85 11,59 15,51 11,95 2,48

“Tanel de 10,04 17,03 14,61 14,03 13,93 2,90

secagem da UC”

3.3. Isolados obtidos
Realizou-se a técnica de

cultura,

método de

referéncia

recomendado pela norma ISO- 21527- 2 de 2008, para a deteccao de
leveduras e bolores em frutos secados, com uma actividade de agua
inferior a 0,95. No quinto dia de incubacao a placa inoculada com a
diluicdo 10-1 da péra de secagem Tradicional apresentava um fungo,
figura 1a). Nas restantes placas continuava a ndo haver crescimento
de fungos, como se pode observar na figura 1b).

Figura 1 - (a) Fungo na diluigdo 107! na amostra de péra
tradicional. (b) Placas inoculadas sem crescimento flingico
no quinto dia de incubacao.
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No sétimo dia de incubacao os resultados permaneceram iguais. O
fungo na placa inoculada com a diluicdo 10! da péra de secagem
Tradicional proliferou (Figura 2).

a

Figura 2 - Fungo na placa
inoculada com a diluicdo 107! da
péra de secagem Tradicional no
» 70 dia de incubagao.

Nas restantes amostras, “Solar ESAV”, “Estufa ESTV” e “Tunel de
secagem da UC”, ndao houve crescimento flungico.

3.4. Observacao macroscopica e microscopica

Realizou-se a observacdao de caracteristicas macroscopicas e
microscépicas do fungo obtido na diluicio 10* da amostra de péra
secada pelo método Tradicional.

Observaram-se caracteristicas macroscopicas como (ver tabela 4)
(Levy, 2000): tipo de coldnia, filamentosa no caso dos bolores e
cremosa no caso das leveduras; a cor da coldnia; a textura da coldnia
que pode ser pulverulenta, algodoada e aveludada; o tamanho das
coldnias, se invadem a placa toda ou se sdo limitadas; se sdo visiveis
esporos a olho nu; se o verso € liso ou rugoso; a cor do verso.

Tabela 4 - Caracterizagdo macroscoépica do fungo da amostra “Tradicional”.

Caracteristicas macroscopicas

Tipo de coldnia Filamentosa

Cor da coldnia Branco e preto

Textura da coldnia Algodoada

Tamanho da colénia Limitada (ndo invade a placa
toda)

Esporos Visiveis a olho nu

Verso Liso

Cor do verso Branco
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Apds a visualizagdo macroscoépica foi identificado um bolor devido
a formacdo de coldnias filamentosas que apresentam uma textura
algodoada. Observaram-se caracteristicas microscépicas como (ver
tabela 5) (Levy, 2000): o tipo de hifas, se sao segmentadas ou nao
segmentadas; o tipo de formagdo de esporos, se sao formados nas
extremidades das hifas ou dentro das hifas; forma e ornamentacao
dos esporos; o tipo de estrutura reprodutiva; e a cor dos esporos.

Tabela 7 - Caracterizacdo microscopica do fungo da amostra "Tradicional".

Caracteristicas microscopicas

Tipo de hifas Ndo segmentadas, cenociticas.
Formacgao de esporos Extremidade das hifas.

Forma e ornamentacao dos Esporangiosporos redondos e
esporos aparecem na base dos

esporangioforos.
Estrutura reprodutiva Esporangioforos ndo ramificados.
Cor dos esporos Castanho esverdeado

O bolor apresenta um conjunto de hifas cenociticas visualizadas ao
microscépio. Nas extremidades das hifas existe a formacdo de esporos
castanhos esverdeados redondos que sao formados na base dos
esporangiéforos que nao sdo ramificados, estas caracteristicas sdo
comuns nas espécies de Rhizopus.

4. CONCLUSOES
Os resultados obtidos neste estudo permitem concluir que:

e De acordo com os valores de aw obtidos, as amostras apresentam
valores muito baixos que nao favorecem o crescimento
microbiano.

e Das amostras de peras, a secada pelo método tradicional é a que
apresenta teores de humidade e aw mais baixos.

e N3o se obteve isolados de leveduras e fungos filamentosos das
amostras de “Solar ESAV”, “Estufa ESTV” e “Tunel de secagem da
uc”.

e Na amostra de péra obtida por secagem Tradicional foi possivel
obter, apenas na diluicdo 10!, um fungo filamentoso, para além
de conter uma actividade da agua inferior a 0,60 e um teor de
humidade mais baixo, neste método de secagem ha maior
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exposicao a agentes microbianos devido ao facto dos frutos serem
secos por exposicao directa ao sol.

Nas amostras ESAV, ESTV e UC nao houve crescimento flungico,
pois estas contém uma actividade da agua abaixo do valor minimo
para o desenvolvimento fungico, ( aw = 0,60), e ainda
apresentam teores de humidade baixos. Para além disso, estas
amostras sao secadas por métodos que tém em conta os factores
intrinsecos e extrinsecos que afectam o desenvolvimento
microbiano.

O bolor que cresceu na amostra de péra de secagem tradicional
pertence ao género Rhizopus o qual é muito comum nas frutas
frescas por causar apodrecimento. Este é um bolor xeréfilo capaz
de sobreviver em condicdes adversas como as da fruta secada. As
espécies de Rhizopus podem produzir micotoxinas, no entanto as
caracteristicas bioquimicas das péras secadas nao o possibilitam.
Desta forma o bolor ndo é patogénico para os humanos,
provocando apenas a deterioracao do alimento.

A existéncia de Rhizopus na péra Tradicional pode ter a ver com o
mau acondicionamento da fruta fresca e com o aproveitamento de
peras para conservagao que apresentam deterioragao.

Salienta-se que o crescimento de apenas um fungo nao tem uma
importancia real para a sanidade do alimento, uma vez que as
amostras nao estdo sujeitas a ambientes de assepsia antes e apos
a secagem e durante o armazenamento. No entanto, devem-se
tomar medidas de controlo para que nao haja a proliferacdao do
bolor.

O método de secagem tradicional deve ser melhorado ou
substituido por um dos outros métodos analisados, de forma a
proporcionar uma conservacao mais prolongada do produto e uma
maior seguranga para o consumidor.

Nos métodos alternativos de secagem de péra conseguem-se
obter caracteristicas bioquimicas semelhantes ao método de
secagem Tradicional, com a vantagem de poderem evitar
problemas de contaminantes e de infestantes.

As péras secadas, devido ao seu caracter bioquimico, ndo
necessitam de ser conservados sob refrigeracao, e tém um tempo
de vida util longo, se forem mantidas ao abrigo da luz e em
ambientes secos para que nao haja rehidratacgao.
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