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RESLMG

Foram isoladas 98 culturas de fungos _#ilameﬁtmﬁag termo-
resistentes a partir de 15 zmostras de polpa de morangs  que
haviam sofrido um choque térmico de 8 horas a ?@06. ApGs  a
identiticacio, quatrm cenas de fungog perfeitos foram
selecionadas paraz o teste de resisténcia termica, utilizando suco

O
de morangs (i3 Brix; pH 3.6) como neioc de aquecimentn para oo
BEROYOS. As  cepas selecionadas foram: Egﬁ%éﬂhl&Mﬁﬁ nives,
Naosartorys figchaeri, Talaroncas Flavus var., flzvus &
Eupenicillium Javanicum var., Janvanicum. ﬁ

§ vresultado da determinagio da resisténcia termica nmostvou
aue as curvas de sobreviventes dos fungos selecionzdos nio  ervam
lineaves, n3do apresentando, portsnto, comportamento legaritmico.
Foi, entzoe, utilizado o metndo de linearvizagdo das curvas de
sobreviventes estabeslecido por ALBERTOM & SHELL, 1976, Este

.o 3
método fornece os parimetros de resistdncia térmica k e 27,
gquivalentes a T e £ no nmnodelo de Bigselow. 05 tempos de
saguecimento, & temperatursa tgngténte, para tausar um determinado
nymero de redugces decimais, caicﬁladns pelo metodo dg
linearizagdo, resultaram mais proximos sos experimentais do que a

consideracio de ordem lomaritmica de morte, que também foi

utilizads para comparacio.



Byssochlamys nivea (k = 0.2988 minmi; Zm‘iSBC; Energia
de ativagdo= 7.6 Keal/mol )??0? o fungo mais resistente entre os
téﬁtadD§¢ seguido  por HNeosartorga fischeri, Eupenicillium
Javanicum e Talzvromces flavus.

Devidoe a alta resisteéncia termica das cepas selecionadas,
foi testada a sensibilizacio dos esporos de Byssochlamys nivea
sob efeito de benzoato de sodio (BB  (186@@ppm), sorbate de
potassio (SP)(;@@Gppﬁ) ¢ combinagdes de smorbato e benzoato
(580ppm de BS mais D0Gppm de BP; B8Gppm de BE mais 2€6ppm de 5P},
adicionados a0 suco de movanoo sob aqu&cimentm 3 8Sﬂc. A maior
sensibilizacio foi conseguida com 3 concentragho de 1008ppm  de
henzoato de wodio, porem apenzs apos oz 3¢ minutos de

aguerimentio.

Foi  avzliada a deterioracio causada por esporos  ativados

dgae guatvro cepas selecionades guando inoculadas Yin witroY ao
o]

surn de morangn £ incubadas an 30 L pov & semanag. 6 rvesultadno

moctrou  gue todss produzism coldnine auande em  aerobiose, e

Bysgonckiamys nivea foi o dnico que cresceu em condicdes de baixas
tenstes de oxigénio. Nio Toram cbeservadas variagoes no pH. A cor
doa suro sofreu altevagtes quando inoculado Com Bussochklamuys nivea

e Talaromyces Flavus.



SUMMARY

Fifty weight (88B) cultures of heat-resistant molds were
isolated from Fifteen (15) samples a? strawbervy pulp after =
heat shock of 2 hours at ?@ﬁﬂ. Foliowed identification, fouyr
cultures were selected to detevmine theiv heat resistance using
styawberry Jjuice (iSQBriH, rH 3.8) as hesting medium of the
spoves. SBelected cultures were: Hussochlamys nivea, Neosartorsa
tinchert, Talaromyrces flsvus  var. flavus e Eupenicillium
.javanitum var. Javanicum.

Non  linear, ﬁan—lwg&rithmic behavior was observed during

heat destruction of ths gﬁle;tEE cultures. Therefore, the method

for lingarization of ALDERTON & SNELL (i%79)} was used to

determine heat resistance parameters K and Z%, which ave
eaivalent to D and 7 of the Bigelow model. Hgating {imes, ét
constant temperature, redguived to cause an estasblished number of
decimal reductions of the population, were calculated by the

lineavrization method and weve closer o expgrimental rveduction

times than those caicuiaied assuming logaritmic order of death.
. . _ ~i 0
Bussnchlamys nivea (k = Q.8928 mian ;- = 1B C; Ea=¢7.0
g6 L
Keai/mol) was the most heat-resistant culture tested, $followed by

Heosartorys fischeri, Eupenicillium Javanicum and Talsromuces

flavus .



ue to  the hiﬁh heat resistance found for the selected
cultures, the effect of spore sensibilization caused bg sodium
bénzmate (88) (ig00ppm), potassium sorbate (PS) (1®§®ppm) and
combinations of benzoate and sorbate (30eppm SB plus Saéppm RS,
Bo0ppm SB plus 208ppm PS) added to strawberry juice prior heating
to Bﬁuc, was tested for B. nivez asci. Highest sensibilization
was found with the addition of 1088ppm of szodium benzoate, but
only after 30 minuteslﬁF heating.

Inoculation "in wvitve” of the selegcied cultures to
strawberry Jjulce, incubated for 4 weeks at 3@02 showed growkh of
21l rcultures in aerchic conditions while only B. nivea grew in
low ouxigen tengion. PH variation was not observed. Color changaes

of the juice were observed for Bussoachklamuys nives ¢ Talaromuyces

flavus.



I- INTROBUCKD

A ocorraencia de fungos termo-recistentes em alimentos fem
sido objeto dé estudos sistematicos nos Gltimos anos, devido &
observagio de diversos danos que podem causar as  frutas e
devivados de frutas processadas. Estes {fungos nip s resistem is
temperaturas normalmente empregadas noe processamento térmico
destes alimenios (BEUCHAT, 127&; MURDOLCK & HATCHER, 1978;
BPLITTSTOESSBER, 19741, comn  também s3o ativados por egste
trataménto {BEUCHAT, 176846), caﬁ consequente germinzgio e
trescimento no produbto final (HURDOCK & HATCHER, 1978).

0 nosso interesse por este assunto suragiuv a  parbtir  de
problemas ocorridos em uma indgstria da regifo de Campinas, §.P.,
apds o processamento de  suco de movange. A& ocorveéncia de
crescimento visivel de fungos durznie o armazsnapento do p#aduta
levantouy 2 suspeita da presenca de coepas de {fungos termo-
resistentes, dado ao fato da.ﬁradutm haver sido pasteuvrizado
antes do  engarrafamento. Eﬁt& Caso0 despertou 6 interesse sohre
& posssivel ovigem e grau de resisténcia térmica destes fungos
pois, ccorrendo em uma fruta de alta termo-sensibilidade como o
morango, onde a intensificac¥o do tratamento térmico poders
causar perdas na qualidade do produte, sua eliminagio certamente

mostrar-se-3 problematica. Adicionalmente, o0 morango e uma Fruta



que tem-se mostrade altamente susceptivel 3 ccnﬁaminagﬁc P oY
estes fungos, conforme demaﬁstraram pesquisas realizadas por
KﬁvﬁNéﬁg gt nlid {19&3? e EIROA & AMSTALDEMN (4985 .

Gs estudos iniciais sobre termo-resisténcia de fungos
foram direcionados particularmente as especies do género
Bugsgochlamyes, desde a identificacgio de B, {fulvs por OLLIVER &
BMITH (1933). Entfetaﬂtu, butrmﬁ-?ungms termo-resictentes como
aqueles pertencentes aos sgn@rua Tealavomyces, Nesgsrioruys e
Bupenicillium, tambem capazes de sobreviver ao processamento
térmico de pasteurizagfo de frutss e seus derivados, 50
romegaran a  skr  estudados mais recentementeg (KATAN, 1985,
KAUVAKAGH et alii, 4943; KING & HALBROOK, 4987; GCOTT & BERNARD,
1987, GPLITTESTOESSER & SPLITTSTOEBSER, 15977; UAaH DER SPUY ot
slis, 1973}, o© que demonstra haver ainda muito a ser pesquisade
neste Campo.

0 pregaﬁt&.traha}hn teve poy oblebtivo estudasy o0s  funges
termo-resistentes isolzados da poipa de wmiorango utiiizada como
matéria-prima para o0 preparo do suco. 0 estudo viscu englobar a
identiticacio das cepas isoladas e o caloulo da resisténcia
termica de aloumns cuiturag 9e1§miﬂnédag, atraves da construcis
de curvas de sobreviventes. Na determinagio da resisténcia
termica foi ubtilizade suco de movango como meio de sUShEnsio para
aquecimento dos esporos. O compoviamento Iinéar ou nao das curvas
de destruicso termics foi analisado, - observando-se a
necessidade ou niao da linearizagdo destas curvas, visando a
melhor =sproximacio dos dados as condicBes reais. Associado aos
testes de resist@ncia térmica, foi observada a infludnciza do

tratamento termoquimico, com adicso de sorbato de potasesio e



benzoato de sodio ao suco sob aguecimento, sobre a sensibiliza¢so

dos zscosporos do fungo mais resistents, entre ns teetados.



II- REVISED BIBLIOGRAFICA

IT.1. 0 GERERD Byssochlamus

II.4.1. CARGCTERISTICAS BAG EBPECIER PERTENGENTES Al

QENERD Bysaochlamys

O primeivo fungo filamentoso termo~resistente
reconhecido como  causador de deterioracio 20 srodutos  de
frutas Foi o Qsﬁﬁﬂchiamsﬁ Fuulva, identificado fele OLLIVER

B SMITH (19333, é partiv de produtos de frutas engarrafados e
enlatados. O génﬁrm ﬁaﬁﬁﬁéhiamsg foi estabelecido por Westling
em 1969, tendo inicialmente Bussochlomys niven como sun  gnica
gspacie (BROWW & SMITH, 1957, Por wmuitos anos, estudou-se
somente o B, fulva, considerado maié resistente & de occorréncis

mais Trequente que B, nives. PUT (1944}, entrotanto, demonstrou

e o8 aszcosporos doe B, nives tirnham praticamente 3 mesws
resisténcia térmica que os de B. fulva , estandp, em alguns
- tasns, presentes em maior nomero. T

0 oénero Byssochlamue pertence a0 grupo dos ascomicetos
com  produglo de ascos sem sscocarpo. Os astos sho constituidos
por oitg ascosporos, sendo 0SS  ASCOSPOros 2 base da sua

resisténcia térmica (OLLIVER & SMITH, 1933; BROWUN & SMITH, 1987 ;
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YATES & FERGUSON, 1963)._

0 mecanismp de termo-resisténcia dos ascosporns &  pouco
cronhecido. Estudos sobre a composic3o quimica de ascosporos de
varias linhagens de E‘¢a1va gue  apresentavam diferengas na
resistencia termica, evidenciaram que a diferenge mais
significativa encontrava-se na quantidade de Acidos graxos
saturados, con cadeias de mais de 2@ carbonos, sresentes  ewn
maior HOHero nOs  BLPOYOS Con caracteristicas de maiar
resistencia, A presenga destes acidos graxos, nio detectados
anteriormente en esporos de oubros fungos, levou 3 hipdtese deste
fato estar associado a =2lta vesisténcia dos esporos de

Bysoachlamys (BANNER et alid 1979).

I1.1.2. INCIDENCIA DE Byssochiamys aps,

Os ?uagég termo-resistentes pertencentes a0 ggnerao
Byssochlamys podem desenvolver-se tanto na polpa auasnto na calda
de frutas processadas e, desde 3 sum identificagio, varios casos
de contaminagao povr sstes ?uﬁgms tem sido relatades (OLLIVER &
RENDLE, 1934; PUT & KRUISHIUK, 1944; MAUNDER, {949).

0 marango, particularmente, @ ume das Frutas mais
atingidas por Qﬁﬁﬁachiamgs 4233 OLLIVER & RENDLE (19343,

detectaram B. fulva em prorangd cozido; PUT & KRUISWIIK (19443,

observaram & presenga de B, nives em latas de MOvEngo
defteriorados e BEUCHAY & RICE (19793, citam wvarins casos
ressaltande © morznao, gntre outras frutas, come umza das



principais envolvidas em deterioragac por este tipo de fungo. Ha
ainda 3 incidéncia de B, fulve em outras frutas processadas como
amelixas, framboesa, éac§3 laranja e groselha (OLLIVER & RENDLE,
19343. Contamina¢io de sucos de frutas por Byssothlamdss spep.
taﬁbém tem sido relatada, como € o caso de suco de uva (KING et
wiid, 194%; MAUNDER, 1967, YATES, 419274; MURDOCHK & HATCHER, 19783,
maga (SWANSON et alii; 1965; VAN DER RIET & VAN BER WALT, 1985),
amora e abacaxi {(MAUNDER, 1969}, pésseso ¢ damasco (DRAGONI &
COMI, 1985) e mavacuja (CARTWRIGHT & HOCKING, 1984). Ha aindz
relatos de sucos de uva e machd contaminados por Puascilomyces
(fase anazmovia do Bussochlamyg ) (MAUNDER, 1%869).

Além ge  frutas e sucos de frutas, EEpECies de
Buysaochliamup J2 foram iscladas de outros produtos como pudim  de
fruta; PFaecilomsces sp. foi isolado de rechelio de torta de amora
(MAUNDER, 194%) e B, nives foi isolado de salmours de peping
enlatado (YATES & EERGUSQN, 1963 . A incidéncia de ?uhgag tevao-
Cresistentes, portantoe, nSo se vestringe gz produtos de  frutas,

como destacam YATES & FERGUSON (1953).

II.1.3. FONTES DE CONTAMINACED PUR Bussochlamys

Pesquisas demonstram que OS5 CRRPOS © OS POMAres S0 S

"L printipais fontes de contaminagio de frutas processadas  (JLLIVER

A RENDLE, 4934; YATES & FERGUSON, 1943). Virius estudos tem sido
desenvolvidos em divevsas partes do mundo, para a avaliagio do
grau de cantaminagidn do saia, folhas 2 frutos de pomarss €

vinhedos por Buygsochlamys. HULL (193%9) estudando folhas e frutos



aa'plantacges de morango, detectou a presenga de B, fulve em 33X
das ampstras examinadas., {Observouw que o 35010 servia como
reservatorio de ascospores g as frutes, em zcontato com este,
tornavam-se particularmente susceptiveis & contaminagcin pelo
fungo. A predomingncia deste fungo em pomares e vinhedos foi
confirmada ho estudo realizado em 1971 por SPLiT?QTGEBSER 234
81ii, no estado de Nova York. Verificaram que mais de 704 das
amostras de frutss, vegetacao g solo ewaminadas  encontravam-se

contaminadas por Tungos termpo~resistentes, com predominancia de

2. fulva. Veritficaram ainda que, embora predominante, 2
concentragio de B, fulva, de maneive geral, era baiwxa, da orden
de & UFC/g.

Em pesquisas vealizadas recentemente no Brasil pbffﬁlﬁﬂﬁ &
AMSTALIDEN (1985), foi tambem isolado mainv namevo de B, fulva do
quelda B, nivea em amostras de folhes, frutos e sole de hortas,
pomares @ wvinhedos da regifio de Campinas, S.P. Os résu!tadag
demonstraram a presenga do génevo BDyssochliamue em B.9% das
amostras exapvinadas, sendo B maiar parte das amostyras
contaminadas encontradas em solo de cultive d2 morango. Do total
de amostras de solo dg cultivp de morangoe examinadas, metade
astava contaminads com Bussochiamygs spep., s2ndo 48X com B, fulvs
2 40% cowm B, niveaa. Bﬁ%%achlamsé ~§ci ainda isolado de 4¢% das
amostras de poasy de ressegueirns, de 10X das amostras de pomar
de larunieiras, e de 19X de amostras de vinhedos e hortas de
pepino.

FUT (i944) estudou &80 amostras de solo, coletadas de oito

campos de cultivo de morangoc na Holanda, obtendo resultados



diferentes dos anteriormente descritos, com 3 predominfncia de B,
nives em lugar de B.fulva. Dentre 27 tcepas coletadas, 235 eram de
B. rivea e aﬁanaa--a de B. fulva. Observou ainda que =a
concentragio de IGCOSPOYros no s0lo era baixa., com 16Q ascosporos
de B. nivea/s de zolo, e menos de ! ascosporo de B, {Fulwvaso de
solo. |

PUT & KRUIBHT JK {1964 Crealizsndo analises
micrmbiolégigaa de movango .ﬁurante as safras de 1961 e 1963,
chservaram a presenga de ascosporos de Bussochlamus spp.  em  12%
das anmopstras da safra de 1941 ¢ 41% das amostras ds safrz  de
1943. Apos 3 lavagem das Frutas, estes nimeros foram reduzidos
pars 8 e 8%, respectivamente.

YATES (i®74) em pesquisa Teita na Qegiﬁm de UOntario,
Canada, wxaminoy a@ﬂatras de sola e frutos, obtendo um grande
pumers  de ﬁg&%@ﬁhiamgﬁ spp . isoladns de uves (3824 daa_ amostvas
examinadasg), mas ﬂénhuma cepa foi isolads do solo. ﬁss dennis
frutos, apehis uma ammﬁt?a ‘de még% estava contaminada com
Busaochlamus Se ., embora outras & contivesssm Cepas de
Paeciionyous sep. . 0 auteor considerou a possibilidade de gue
gatas pudesssrn  s8y Ccepas de Eg%ﬁmcﬁlﬁ%g% sp . que perderam B
capacidade de éraduzir BRECO6 .

PERCEBDIS et giii (1978) isolaram varias linhagens de R,
privan 2 partir de movangos, mowangueiros e solo e consideraram
que tal Jungo ers comum a este ambilente, pois {foram isoladas
quatro cepas de B. nives a partir de wmorangos aparentemente

aadiaﬁ,'além de outras tres isoladas do solo.



11.4.4. REBIBTENCIA TERMICA DE Byssochlamys gpp.

A8 temperaturas e teméas de tratzmento .térmica PRY:E
destruigio de B. ¢&ulve foram estudados por wviarios autores.
DLLIVER & SMITH (1933}, observaram gue og esporos dg B, {fulva
podemn sobreviver por 39 min@tag a 8?*88QC, 0 que explica a sua
sobrevivéncia em produtos  pasteurizados. Em 1944, foram
regalizados 08 primeirvos experimentos gque demostravam tambes 3
altn resisténcia de B. nivea aoc cslor, A avaliaglo da
resistencia térmica de  seus ASCOSPOrosE M SuCo de  mOrango,
mostrou umm capzcidsde de ﬁmhrevivef por 1% minutns =z B?QC g &
destruicio de i@SaQCQSﬁurosfml em 10 minutos a ?@Qc CEPUT &
KRUTSWIJK, 1964). |

MAUNDER (1946%) observou aque o meio de suspansio para
aquecingnte dos esporos interfere na resistencia térmica de B,
fFulva, sendo gue o btempo para destruigio de i@gégcms/mi,1§ ?@GC,
variava de 5 minutos em suco de fruta » I8 sinutos em pudim de
fruta, para 3 nRes5ma linkagem. KING et alii (1949) COMPTOVAYaRM &
influgncia do meic sphre a regisféﬁéia termica de ﬁ,. fulve, e
sUco o uva. Os resultados mostravam gue o btempo pars destruicio
de 1.5 ¥ 1@435c0§/m1 - QQ.EGC} ‘quandn aquecidos gm suco diluide,
eré de 13.7 minultos, ehguanto gue em suco concentvrado era de 22 .4
minutos, ronsiderando a meaﬁa linhagem. SPLITTSTOESSER &
SPLITTSTOESSER (49775 testaram tambem a resistencia de ascosporns
de H, {fulva enm uérins sucos de +fruta., obtendo, para a megmé
linhagem aquecida 2 8508 por 62 minutos em diferentes sucos, uma

parcentagem de sobreviventes gue variou entre 6.@4 e B.4%4,

confirmando o efeito do meio de suspensio na resistencia tegrmica.



A resisténcia de B, {fulve também pode variar entre as
linhagens da mesma espgcie, conforme demonsira a3 pesquisa feita
por KING et alii (194%). Estes sutores compararam o valor de O
{tempo, em minutos, necessirio para reduzir a populacio & um
décimo do  seu  valor iniciml, a uma tempperatura constante

(SARDHOLZER & KATSIN, 1942, rcitado por RAHN, 1945)) de warias
linhagens, sob as mesmss condig¢des de squecimento a 8?.80C,
obtende valores que variavam entre 8.3 & 11.3 minutos.

& mezsmp va?iag%m entre as linhagens foi observada por
BAYNE & HICHENER {(1%79). Trabslhando com €4 linhagens de B. fulwva
g 4 linhagem de B. nivea, os autores selecionaram as mais
resistentes, atraves dp  emprego de  tratamentos termicos

. , o

progressivas, chesandg ate 729 miﬁqtcg e aquecimento & 3.8 0,

observando cue 7 linbagens resistivram o este tratomento. Az mais

resiastentes foram  entio, submetidas & um novo pariodo de
ul .

aguecimento de 23 minutos a $¢ 0, gm meio sintetice 8 base de
.

acido tartarico e glicose 414 Brix, e 2.6, Us resultados

mostraram uma porcentagem de sobrevivencias qug variava entre @ 04
a  1.3%. U outro fater de alteracio da resistencia, obsarvado
por estes autores, Toi a vavisgeio de pH.  Submebendo as mesmag
linhagens ao sesmo tratamento %érmiﬁ&, csch as mesma condigbes,
sgndo  apenas slterado o pH do wmeic para 3.9, 08 autores
observaram uma mMaior resistancia de 5 linhagens neste pH. A
pcrcentagem de sobrevivéncia apresentada nes{e novo pH  variava
entre 4.8 a 32.B¥% e duas linhagens nap spresentaran vafiaciu de
resistencia. Ainda neste trabalha, fai feito um teste de

resistencis de uma das linhogens, cuia porcentagemn de

ig



sobreviventes variava muito com o pH (4.3% a pH 3.6 e 20.8% a pH
5.0), variando o pH pars 4.4, sob as mesmas condigSes anteriores.
0s resultados mostraram a destruigio total dos ascosporos,
indicando haver uma faixa otima de pH para sobrevivéncia, pelo
menns no caso desta linhagem, |

0 fato da resistencis térmica variar com as 1inkagens,
pode  ser @& explica;&u pPars o0s resultados obtidos por BEUCHAT
(198&). Contrariando os resultados de zlta tarwmﬂresisténcia du
Bussochlamus spp., publicado por outros autores, obteve facit
inétivag%a termica de algumas linhagens estudadas, com rapida
destruiczo 2 HQDC ¢ ativagio a 72 e ?EDC gm 3¢ minutos,

Outro fator gque pode influenciar a resistencia termica de
Bussochlamgs spp. ¢ w idade da cultura. YATES & FERGUBDN (19437
realizando utn sxperimento com culturas de B, nives de 4 e 14 dias
de  incubscgo, obteve a destruircfo das culturas de 4 dine com uwm

o
tratamento de P20 wminutos a B4 L, enauants aues as culturas de 14

diss suportaram um tratasmento de 49 minutos a BSQC, s autores
cansidereram que esta di?er&nta devia—se a Presenca de ascaspoyrss
na culturs mais velha.

Fara ©% c¢alculos de fratasmentos teéermicos aplicadeos a
alimentos com pH  abaixo de 4.9 a tegmpevatura de referencis
recomendada ¢ de éﬁ.ﬁaﬂ (STUMRBD, 19733 . HERSON & HULLAMD (1986}
observayanm, entretanto, G, havendo suspeita da presenga  do
gspgcies do  genero ﬁssﬁgch]émast esta  temperatura deve ser
reajustada para evitar alteragoes por este fungo.

A alta reaistén;ia termica de Byssochlamys spp; pode ser

avaliadas observando-se ns tratamentos teérmices sugeridos pars

pasteurizacio de diversos produtos. Para o suco de movango s3o
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o
recomendados tratamentos como 49 segundos 2 91 € (GOLDONI et
o
aiii, 1981} e 39 segundos 3 92-95 C {(baseadn em dados empiricos),
PUT & KRUISWIIK  {(1944), gntretanto, BSSEQUYAYEN queg 0%

tratamentos comevciais de morango nio devem alcangar temperaturas
' v}
iguais opu  acima de ¢ €, pois um aumento na tempevatura de

pagteuriaaggn Cadsa um super-cozimento do produto. & temperatura
e tempo de pasteurizagsoe rotineiramente utilizade pars frutas e
seus derivados e de QQGC por 3 minutos, segundo BEUDHAT, (19843,
Mo taso de materia .prima a ser adicionada em iogurte, o
tratameﬁta termico sugeride ¢ de 20 minutos @ éSw?@OE, Fara
frutas com boa gualidade microbioldgica, aumentando para 29
minutos a 8®~SSQC, noe case de  frutse com alto arsu de
contaminagio {KURﬁ&ﬁ & RaALIL, 419787, éﬁ sutores, entretanto, nzo
definem guantitativamente o significade de alto grau de
detevrioragan da fruta. |

A resistencia térmica dos ascosporos  de ﬁggﬁ@ahigmyﬂ
também & afetada pelo sfeito de protecio de altas concentragfes
deg sacavrose, conforme obserwvado povy BEUCHAT & TOLEDD ((1977), em
relegat acs ascospores B, nives. Adiciocnando varias concentragnes
de  sacarose (¢ a 69 g9/189 ml) Bo suco de uva previamente
incculado com SUSPEnSIO Com 1{5\5 agcoulml, h QS'au.éares nbse_r'varam
que,. apns sete h&fag de aquecimento & ?EGC, nenhiull  asCospPOoTo
viavel foi detectasde em suce sem adicio de agucar, sendm\n valor
B, nesses condigfes, de aproximadaments uma hara. Para b suCo com
.6@g de sacarose/i06ml, entretantn, o nimero de ascosporos  foi
el

reduzido em apenas YO%, apds aquecimento a 79 C por pito horas.

0s autores consideram pouco clara a razdo deste efeito de
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protecio, embora sugiram que a diferenga de pressioc osmotica
gntre p meio de sSUSPENnsSA0 & 0% ASCOSPOros possa favorerer sua
resistencia a inativaglo. BEUCHAT (498ia) também estudou gate
fator em relagao ao B, ﬂi?égj';ariandc a concentragdo da sacarose
de ¢ a &0X, com um decréscimo da atividade de dgua (a ) de 6,99
9,87 respectivamente. Gbsgrvaram, como resultado dawréducﬁa de
& , uma elevagsio na vesistencis térmica dos ascosporos  de

#
B.nives.

A contzgem das placas com ascospores de B, fulva livres
deveris ser oito vezes superior 3 dos ascos intearos, devido =06
fato de cada asco conter pito ascosporos. MECHEMER & KING (1974)
entretanto, wverificaram que a di%grenga estd &m torno de quatro
vézag 2 que isto se devia ao fato dos oito sscosporos nao
germinaren simultaneamente. édigiﬂmalm@ntg, em testes ga
resistencia  termica realizado com B, fulvs ufiliszando ascos
inteiros e ascosporos livres, os subtores obtiveram curvas de

sagbreviventes com praticemente a mesma inclinacio.

IT.1.5. GUTRDE PATORES DE REBITENCIA

Alem da alta resistencis térﬁita, os fungos do  génevo
Byssochlamys spp. podem apresenlar resisténcia a vdrios outros
tipos de influgncias narmalmeﬁfé jetais wos demails fungos. BROKK
& SMITH (1957) destacam o fato de espécies deste g@nern serem
‘capazes de desenvolver-se a baixéa tensfes de oxigénio, crescendo
em prbdutos de frutas enlatadas e engérra?adag.

YATES & FERGUSON (1943) isolarsm B, nives da superficie deo
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salmoura de pepino contendo 47% de didwido de carbono & 3%  de
.axigéniﬁ, considevando .esta atmosfera, associada 3 porcentagem de
sal (&%) e ao pH {(4.0), indica¢io de uma resisténcia pouco
usual. YATES et slid (1967) confirmaram este fato, estudando a

influencia da atmosfera de €0 sobre o crescimento de B, nivesn.

2
Observaram que, en presenca de 1906% de €O , o fungo apresentava
#
ainds 4% do  crescimento que apresentaris sob condicDes
atmosfericas. A resisténciz a baivas tensbes de 0 foi  tambem

_ : 2
estudada por PERCEBUIS et slii (1975) observando que B, nivesz

pade crescey em Rarape de morango pasteurizade, sob  anaerobiose
reliativa, embora mals lentamente do gue em aerobiose. KING gt
2lid ¢4946%) estudando o efeito do oxigenio sobre o crescimento de
B. fulva, cun?irméram que, como B, ﬁivéa, este fungo pode crescer
cem quantidedes de oxigenio muito brixas, embors nao se desenvalva
aib anaevobiose estrita. HEUCR&T & RICE (197%) vonsideraram que 2
tana de ecrescimento micelial de - Buygsechklismye am produtos
enlatados, depende da guantidade original de oxigénio presente.
Fota ausntidade esta relucionads com o tamanho do espago livre dx
iata (Thesd-space”’r, tipo da fruts e Ltemperatuva de enchimgnto da
jata.

MURBOCK & HATCHER (1978 citam aiﬁda'vérioa fatores de
resistencias pouco usual apresentado por Bugsocklamuyeg, destacando-
s2 gntre eles & capacidade de gorescimento a baixas tﬁméeraturaﬁ
(em torno de {7 ¢, 170 et alii (1972) observaram aue B. fulva
pode  vesistir @ sltas concentragdes de cloro, pois obtiveram
apenas 3 redugtes decimais na pa#ulaggo. apHhs ewposiclo a 1088ppm

de ¢loro por 38 mipnutos,



I1.4.6. ATIVACKD E  GERMINAGCED DOS - ASCOEPOROS  DE

Bussochlamys

Para o calculo do resisténcia terwica de Bs§gachlamgs, &
necessdrio promover a ativagio térmica dos ascosporos, pois estas
estruturas podem apreﬁentarwse em estado de ﬁarm@ncia que pode
ser rompida com o calor (QULL, 1i939).

Para melhor tonhecimento deste fenomeno, SPLITTSTOESSER et
g1ii (1972) estudaram wvirios fatores que afetam a ativacSo dos
ascosporos de B. fﬁiva‘ lbservaram que, \a &OOC, ¢ meio de
SUSPENSTO para aquecimento interfere muito sobre a ativaglo;: a
7% ® 8@08, por outro lado, o mesmo nao ocorre, sendo réapida =2
ativagso em todos os meios por eles.testadas, inclusive dgua. 0
trabalho de SPLITTSTOESSER & SPLITTESTOESBER (49773 confirma o
fato de que, a2 menons que sejam ativados por aquecimento, apenas
uma pequens  portentagem de ascosporos de B, fulva gevmima @
produz colénias. Ainda neste trabalho, o meio de SUSPENnsED Para
aquacimenta dos esporps também demonstrou a?etaf a ativagio =a
?@UC, apresentando-se o suco de uva como o mais eficienteg dentre
oz melos testados,

Testes preliminares de ativaggo de B, fulvs efetuados por
BAYNE _& MICHEMER (i97%9) indicaram que um choque. termico por 30
minutos a ﬁ@aﬁ seria ideal pafa a ativagan dos ascosporos deste
fungon. Variando as linhagens, enttetantm, os autores chservaram
que o6 melhopres tratamentos de astivagio também variaram.

Viarios tratamentos térmicos para ativacio de Busgochlamus

spp. encontram-se citades na literatura. Dentre eles encontra-se
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o aguecimento por 4 minutos a 80 C (KING et alii, 1969); 2@
minutos a B@QC ( KING et alii, 1%79); 15 minutos =a BGDC (HATCHER
et alii, 1979 pafa B, fulva e 7®GE por 18 minutos (PUT &
'KRUXQMIJK, 19464) & ?GOC por 1 hora (BEUCHAT & TOLEDG, 1977) para
B. nivan. |

YATES (1973} avaliando & eficiéncia do choque termico
sobre a germinacgc de ascosporos de B, nives, concluiu que a
-ngcessidade deste tratamento para germsinaczo, sugere W
envolvimento da membraﬁa do esporoc no fenomeno de ativac¥o, com
gnfase na alteragdoc que o tratamento pode  provocar sobre a
permeabilidade e sabre 0 mecanismo de transporte de compostos
para dentro e fora da célula.

YATES et alii (1968 testaram o efeito de diferentes
temperaturas e pH sobre s germinagfo dos ascosporos de B, nivea,
observando que a maior taua dé ativacio ocorvia entre pH 3.5 e
4.0, com um choaue termico de 5 minutaos a ?50ﬁ. Observaram ainda
que B8 tawa de germinagiao admen%ava em presenta de =acetrin.
Avaliando o efeito da presenga de oulros compostos da ciclo .do
acido tricarboxilico, observaram que piruvato e fumarato nio
atusvam comp estimulantes & que a3 presenca de citrata a @.6iH,
inibia a germinagdo. |

& germinagcio dag agcosparos de B, fulva ¥foi avaliasda en
varios sucos de frutas por KING ef alii (1949), demanstréndalqua,
estando presentes como contaminantes naturais ou quando
artificialmente inoculados, estes ascosporos podem serminar  em

varios sucos de frutas, como magd, uva, ameixa, néctar de pera o

PESSEQO, varios refrescos, incluindo combinagses de mac3/uva g
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tambew em refresco artificial de laranja. s ascos deste fungo
germinaram também, tanto em suco de uva diluide, gquanto em suco
ge uva concentrado. “

BEULCHAT & TOLEDD (4977) avaliando o efeito da sacarose na
germinag3io de B, nivg&, inorularam suspensges de ASCOS

{concentragio de 2 X 19 UFC/nml de produte), em produtos  de

frutas com varias concentracDes de sacarose. Estes ascos havian
o
sido previamente ativados por § bora a 70 €. Observaram qua a

mernor atividade de 3Jgus {(a ) em gue pcorreu a germinacio foi
kR
$.98, o gqueg equivale, aproximadamente, a adigfo de 48g de

sacarose/ 16@0ml de sucos de frubtas como magl, ameixa, pessegn,

UVE, laranja, abacaxi, e pera, que apresentaram inicialimente
o _
porcentagen de sdlidos soldvels ( Brix) variando entre 11.2 e

i5.7.

HATCHER et wlid (1979) ryealizaram ekperimentaa para
determinar o e?aita do Brix e da tempevatura n=a ge%minag%m &
crescimento _PéSWQQrminativé de ascosporos de B, fulva, aprds
tratamento tévmico de 195 minuios a 8@QS, Os resuliados mostrarvam
que, apos 4B horss, foi possivel detectar a presenga de cmlﬁniaﬁ

o o _
np suco 8 183 Briw incubade a3 38 £, ehaquanteo 94 horas  foram

vequeridas para o desenvolvimento de colonizas, nD mesks  suco
o o :

incubado a3 R2¢ L. Ho suco a 32 Briw, neshum crescimento foi
(s}

detectado apods 119 dias de incubacio a 20 e 50 C.
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i1.1.7. CONSEQUENDIASB DA~ CONTAMINACHD CAUBADA POR

Byssochlamys spp.

Em frutas ;dntaminadas por esppcies de Bussschlamug, o
primeivo sinal de deterioragzp e um leve amolecimento (YATES,
1974}, progredindo ate a total desintegragfo da polpa por enzimas
pectinqliticas produzidas pelo fungo (DLLIVER & RENDLE, 1934;
PUT & KRUISWIJK, 1954). As principais enzimas pectinoliticas
produzidag GRO @ endopoligalacturonase {endo PG, Y
endopolimetilgalacturonase {endo P.M.G.) (CHU, 19469; VYATES &
MOONEY, 1948 & 3 pectina transeiimina%e (CHU, 1949 .

BEUCHQT & RICE (197%) relatam que nos primeiros
isolamentos de B, fulva, feitos em 934 por OLLIVER & RENDLE 3
partir de frutas enlatadas, nio se percebiz quaiquer éiteraq%a
externa que evidencizsse =& ﬁnntaminag%m antes da abevtura da
lata., HNo dntevior das latas, nenhum odor ou flavor anormais. e
nenhams  alteracse de cor foram observadas, havendo somente a
desintesracio da fruta & 3 produgio de uma pequena quantidad&_ de
micglios na superficie do produto.

Estudando wmorangos termicamente processados e contaminados
porv B. nivea, PUT & KRUISWIJK (1964) observaram que; alem do
amolecimento causado pelas  enzimas produzidas por este fungo,
SLOrria uma pequena queda no vacuo da lata, n¥o havendo alteracglo
significativa no valor do pH. No caso de sucos contaminados e

acondicionados em embalagens Iénga vida, CARTHRIGHT & HOCKING
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{1984) observaram que as embalagens_aprssentavamwée inchadas, e o
suco clarificado na parte superior, com crescimento visivel de
micelio, sendo este fungo posteriormente identificado como B,
fulvs.

Estudos adicionais detectaram a producio de outras enzimas
por B, fulva. CHANDER & KLOSTERMEYER (1?783) detectaram a lipase
& CHU et alii (1?733 detectaram & producfo de uma enzims muito
parecids com a renina, qﬁe denominaram bussochlamuopepdidase &,
Estes fatos, entretanto, nao foram considerados como
indesejaveis, mas sim como possiveis fatores de aproveitamento
industrial do fungo. |

Alem dosg problemas enzimaticos, existe ainda a
- passibilidade de produgio de micotoxinas por algumas linhasens de
Byssochiamys, o© que implica em riscos & saGde publica. Dentre
estes metabolitos towxicos destacam-se a patulina, o acido
bissoclamico e a bissotoxina A. & patuling & uma micotoxina:
altamente toxica, teratogénica para embrifes de galinha (CIEBLER
gt alii, 1976) e carcinogénica, podendo inibir as celulas 2 3
ﬁivis%a celular (CIEGLER gt #1dii, 1971}, LBVETf & PEELER (1973)
demonstraram queg a patulina e vresistente ao tratamento a
temperaturas superiores a iESOC, dentro de uma faixa de pH que
varia de 3.5 a2 5.3, 0 tempo necessidrio para a destruicio aumenta
com o decrescimo do pH, sendo sua estabilidade maior a pH  mais
acidos. | | _
PERCEBOIC et alid {(1%75) testaram a vapacidade de produgio
de patulina por gquatro linhagens de B. nivea isoladas de MOYango,
observando que duas apregentaramwsa #rcdutaras da toxina. Je tres

iinhkagens ispladas de morangueiro, duss apresentaram-se positivas
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para produgaoc do metabglito. A patulina produzida mostrou-se
estavel em suco de morango, levando os autores a consideraren
sua ocorrgncia em sucos como fato do interesse das autoridades
sanitarias. RICE et alii (1977) verificando a capacidade de
praodugao de patulina por espécies de Bussochlamgs, observaram sua
produgis por 3 de 1@ linhagens de B.fulva e por 3 linbagens de
B. nives, todas testadas em uma grande variedade de sucos de
frutas, nas condi¢oes normalmente encontradas em latss e
garrafas. VALLETRISCO et 31ii (1982) destaram virios trabalhns de
pesquisa da ocorréncia de patulina em macg3s e sucos de mach, onde
foi detectada, algumas vezes em gquantidades elevadas, embora o
produto estivesse, aparentemente, em bom estado de conservagho.

1 acido bissoclimico foi extensivamente estudade por KING,
32 &Iéi (1572) 2 0s regultadcﬁ‘indicaram gue trata-sg de unm
metabdlito altamente toxico para ratos. Extrapolandn os  dados
para o homem, entretanto, determinaram que, com grande marsem de
seguranca, um individun poderia ingevir, sem problemas, ate S50
jitros de suco cmntaminado.por dia, considevando-de apenas as
consequencias da  presencs da micotoxina. - Os  meswos autores
pbagrvaram ainda que nan hkavia prudugﬁg de acido bissoclamico em
latas seladss, considerando pequena a possibilidade de sua
ocorrencia em latas contaminadas por B, {fulvn. Tais estudos n3o
abordaram, entretanto, as possiveis consequencias de exﬁmsi;ga da
homem ao &cvide bissocli3mico por tempo prolongado.

KRAMER et wilii (1974} isolaram a byssotoxina & a partir de
extratos de B. f{fulva e observaram que a micotoxina wmostrava-ce

moderadamente toxica a varios sistemas biolggicos,  incluindo
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camario, embriio de galinha e ratos.

BEUCHAT (1974 considersa o fato de .espécies de
Byssochlamss serem micotoxig@nicas como um fator adicional de
interesse no conhecimento de sua ocorréncia ¢ seu crescimento em

produtos de frutas.
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I1.2. OUTRDS FUNGOS TERMO-RESISTENTES

Além de espécies de Bussochlamye, outros fungos termo-
resistentes tem sido incriminados como causadores de geterioracso

de frutas & seus produtos. Q¢ principais envolvidos sio cepas

pertencentes 308  g@éneros Heosartorys, Talaromyces &
Eupenicdliium. 880  fungos perfeitos, ou  sejia, apresentam
reproducan  sexuada produzingdo ascos com  pito aECQS?QFQs. Da

Bl 0s desanvolvgm-se ne interior de ascocarpos gue podam
apresentay formas variadas. Uma dessas formas ¢ o cleistotecin,
uma memsbrana rigida que se apresanta envolvendo varias ascos,
desenvolvido par Naosartorga e Eupenicillium. Mo género
Taleromuces, © ascocarpo apresenta-se na forma de gimnotécio, um

gmaranhado  {frouxo de hifas, onde se localizam os ascos.  Estes
fungos apraaeﬁtam diferventes g@nercs como fase anamorfa, dentre
gles destacam-se fsporgillius (Negasartorya),  Penicilliium
{Eup%niciZZiém e Talaromyces!) e Paecilowmyces (Talaromuces)

(HOCHING & PITT, 41984).

I1.2.4. INCIDENCIA

KING et 2l1ii (1969) destacam a presenca de varias espéries



de. fungos termo-resistentes, pertencentes ans gENETos
Aspergillus, Penicillium e Pullularias, isolados de suco de uva.
Foram também isoladas espécies de Aspergillus e Penicillium por
. MENDOZA et alii (1982, a partir de sucos comercisis
pasteurizados. Uma delas foi identificada como Peniciilium
citrinum. tambeém isolado por SWANSON et siii (1983), a partir de
amostras retivadas de uma linha de processamento de maci & sidra.
DRAGONT & COMI  (41985) isolaram fungos termo-resistentes de sucos
de frutas, detectando, além de Bysgochlamus spp., a presenca de
Aspergillus fumigatus e Penicillium expansunm.

KAVANADGH ét alii (1963) isolaram uma tepa de Aspergillus a
partir de morango enlatado, tratado a i@@oc par 18 minutos,
posteriormente identificada como A, malignus, em sinonimia com
A, fischeri var. spinpsus e Neosartorsa fischeri var. spinosa.
CARTHRIGHT & HGCKINE (1984) estudando ﬁétodas de prevengao de
fungas termo-resistentes, detectaram, além de Busgochlames sepp .,
a presanca de fungos pertencentes aos géneros Eupenicillium,
Meosnrtorya e Telaromyces. Ha ainda o relato de isolamento ds
Mpogsartorsa figcheri a partir de.ﬁucas comerciais (SCOTT &
BERNARD, 1987). VAN DER SPUY et alii (1975) isolaram Peniciliium
brefeldianum- C em sinonimia cbm‘Eup@ni:iI}ium Javanicum (STOLK &
SAMSON, 1983 ) g Panicillium vermiculatum fem sinonimis com
Talaromyces flavus (PITT, 1%79)), a partir de suce de mach
pasteurizado por 3 minutos a BBQC. Talaromycens flavueg foi tambem
isolade de suco de frutas cémerciais (SCOTT & BERNARD, 1987) e de
sUco de abacaxi (KING & HALBROOK, 198973 . |

| SPLITTSTOESSER et alii (4971) num levantamento de fungos

termo-resistentes presentes em pomares ¢ wvinhedos do estado de
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Nova York, isolaram, .além de espécies de Buyssochlamuys, espécies
de Penicillium, como P. vermiculatum e P. ochro-chloron, espécies
de Aspergillus, como A. fischeri ( em sinonimia com Neozartorya
fischeri (MALLDCH & CAIN, 19723), A. fischeri var. spinosus ( em
sinonimia com Neosartorya fischeri var. spinosa) & 4. fumigatus
{fase anamorfa de Neosartorya fischeri (MALLOCH & CaiN, 1972)) e
‘ainda Paecilomuces varioti (fase anamorfa de Byssochlamys spp. 3.
0s autores observaram que, considerando 3 relativa termo-
resiaténcia das. linhagens de  Aspergillus fumigatuse isoladasz,
paderia tratar-se de linhagens de &@asgrtmﬁaa fischeri gque havisn
perdido a capacidade de produzir ascos.

FRAVEL & ADAME (i984) relatam o fato de T#Iaramgceﬁ flavus
ser usado Como antagonista de espécies de Verticillium en
plantagdes de batata. Fazendo um levantamente de SR
acarféncia, abservaram que T. <flavusg parece estar amplamente
distribuido na natureza, principaimante #m areas temperadas e

sub~tropicais.

IT.2.2. ATIVADAD TERHIQQ.

BFLITTSTDESSER & SPLITTSTOESSER  (1977) estudando
astoepnros  de ﬁspergilluﬁ {Neosartarya), Observaram gue., assim
come 0s ascosporas  de Russochlamys, apresentam baina porcentagem
de germinagio @ produgio de coldniass, a mencs que sejam ativados
pelo caler. Em seus estudos, praticamente 99 dos ascosporos

encontravam—se dormentes antes da ativacSo. A seleglo do meic de
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cultura, wutilizado para suspensio de eEpoYos na ativagio, ¥oi um

fator especialmente importante no caso de Aspergillus. A melhor

ativagdo ocorreu em suco de tomate o de uva, enquanto gue grande

par;entaéem dos aacuspnrdé permaneceu dormente em Agua, mesno
(w}

guando aquecidos por mais de 99 minutos a B¢ L. Ds autores

concluiram, com base em seus resultados sue, a detecgho de

ascosporns  de fungds termo-resistentes em alimentos, quandb e
pequena humern, pode n3o ser bem sucedida, caso o material n3p
seia aquecidn ewn um  meio que fornega a ativacio destes
ASCOEPOrQsS.

A ativagao térmica também demonstrou-se eficiente parsa
Talaromyces Flavus, em estudos realizados por KATAN (1985 . 0Os
melhores tempos de tratamento encont ravam-se entre 15 minutos e &
- horas, com temperaturas dtimas variando entre 53 o 7@06. 0
tratamento 6&timo foi de 15 minutos a 5398, em wmeic liquido de
batzta~dextrose, nbservando—-ge tambeém «que 3 ativagio . n3o
interferiu na germinagSo dpns ascosporos hio ﬁmrm&ﬂtéé. s
resultados apresentados por KIQG & HALBROOK <1987) confirmam a
necessidade de ativacBo dos ascosporos desse  fungo, embora  os
tratamentos indicados nesse caso sejam mais severos, variando de
4B & 15 minutos a BQQC; 6 a2 8 minutos a ESBﬁ ¢ 4 a @ minutos a
9®nc.

BEUCHAT (4%84) estudou a ativagBo térmica dos RSCOSPOTOS
de Talaromyces flavus e Neosartorus ?is&hari em tampio fosfato
(@.4H; pH7 &), observando que, para ambos o0& fungos, o tratamento
vegueridoe wvariava muiteo com 3 linhagem. Encontrou que, para T,
flavus, os melhores tratamentos de ativac3o foram 15-30 minutas a

O o
B3 € ou 45-120 minutos a 82 C. Para N. fischeri, a eficidnria da
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ativa;ﬁm foi a mesma para duas linhagens, guando aquecidas a 78,
75, B& e 'BSOC por 1? minutos. Para uma terceira linhagen,
entretanto, heuvg grande. variac3o entre os resultados a varias
temperaturas, sendo considerado Gtimo o tratamento de 15 minutos
B BSBC.

Estudando Y recsisteéncia térmica de linhagens de
Neosartorya fischeri, em suco de magd 18.368rix, pH 3.8, CONNER &
BEUCHAT (1987% observavam que tratamentos de 20 e 40 minutos a
Béﬂ, ativavam os astosporos, resultando em um aumento de 10 vezes
na pmpu?a¢§o inicial, comparando-se com 0% RSCOSPOTOS n3o

gauecidos .,

IT.2.3. RESIBTENCIA TERMICA

Van  DER  SPUY et alli (1979} estudaram a vesisténcia
térmica de Penicillium vermiculatum e Peniciliium brefelidiamun,
em  suco de mags, observando que o tempo para destruigio de
i@éaaansparms/ml da  primeiro foi de_é@ minubtos a 8@08, e do
sggunds i de_&ﬁ minutos & mesma Ltemperabura. Com base nestes
dados, concluivam que tais tratamentos gafiam.su€iﬁientes pars
produzivy  sabor de cozide ao  suco, tornande-o iﬂaceitévéi B0
consumn. No trabalho foi efetusda também uma comparagac entre a
‘resistgncia térmica de cleistontécios integros e de ABCOBPOTOS
livres,.abservanéo gue o valor I a ?@OC Para 05 ascosporos livres

de P, wvermiculatum ers de 2 minutos, enguanto que BPara  0S

cleistotécios integros chegava a P08 minutos. No c¢aso de P
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brefeldisnum, 08 dados de resistéencia apresentam uma diferenca
ainda maior, sendo o .valor D = 9@06 de 1 minuta paYAE 0%
aécaﬁpnras, & de B0 minutos para os cleistotécios. KATAN 1985y,
antretanta; em pesquisas realizadas com Ta!aromsces. flavus,
obseyrvaram uma répidé destruiclo de 9 linhagens deste fungo, com
inativacio de iﬁé ASCOGPOYOS em 20 minutos de aguecimento a sagc;
O0s erimeivos estudos voltados para o comparaclo de putvos
fungos oom “Esssachlémas spR ., considerado © mals resistente,
foram realizados por SPLITTETDESSER & SPLITTSTDESSER (1977  que
compararam a resisténcia térmica de ascosporos de B, fulve com
ascoesporos  de  Aspergillus  sp. ., encaontrandn wvariosa fatores
similares nos dois casos, como a necessidade de choque tévmico
para ativagso dos esporos dnrmanteﬁ; curva de sobreviventes nio
logaritmica e aumentn na resisténcia térmica em snlugles de
caﬁc&ntrac&as crescentes  de agucar. A resisténcia  térmica do
fupereillus demonstyou-se comparavel a de Bussochlamus,
mostrando~se meswmo, op determinsdas condigOes, wmais resistente.
BEUCHAT {(1984) trabalihando ¢om Talaromuyces fiavus,
Heossarborys flecheri e Byssochlamys sp., .rﬁﬁsaltﬁu Qiig, nos
Gltimos tewpos, as deterioragBes causadas pelos dois primeiros
vém crescendo na América do Norte, Eurcpa e Austrilia. D autar
avalion a resistenciz téfmica desses fungos BM tampio Fosfatno
.18 e pH 7.2 & em varios produtos de frutas, observando que, de
trgs linhagens de T, flavus testadas, du&ﬁ.fmram mais resistentes
qua.oa demais fungos, tanto em tamp3o fostato quanto nos produtos
de  fruta. Determinou valores I a ?1QC, para as duas linhzgens

muais resistentes de Talaromuyces §Flavis, gue variaram de 2.9 =a

11.7 minutos, sendo que a linhagen menos vresistepnte apresentou
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_ : o
um valor D mawximo igual a8 2.2 minutos a 79 €. As linhagens de N.

fischeri apresentaram entre ai, praticamente a mesna
resistencia, com valor O a 91 L menor que PR.9 minutos.
Byssochlamus BRP . nao s mostraram muitno resistentes,

gpresentande valores [ superiores 3 2.6 minutos somente en
o
temperaturas abaixo de 77 . Em produtos de morsngo, o B para T.
a o
fiavus a8 1 £ varicu de 3.9 & £1.7 minutos & para N. fischeri foi

menoy aue £ minutos, a mesma tempevaturs.
A maior resistencia termica de Talaromuces flavus, emn

relagio a Neosartoryz fischeri, foi também comprovada por SPOTT &

BERNARD (i987) trabalbhando com suco de magh. Observaram gue =
resistencia termica desses fungos eram comparavel a de B, fulva,
o

ohtendo para T, #lavue um D igual a 2066 minutos a 86 C, enquanto
para N. fTischeri o valor I encontrade foi de aprowimadamente 4.4
minutos a QSGC.

Em pasguisats reaiizadaé recentemente com  Talasromyees
flavus, KING & HALBRODK <(19B7) verificarsm gue o tempo para
reducacs de 3 ciclos losaritmicos na populag®o  dnicial dgste
fungo, em meic sintético pH $5.6, variava entre 57 e 234 minuios =
ﬁ@eC; 32 & 36 minutons a BSQC g 3 a 12 minutos =a ?@QC. Comparandno
egsaes  resulbtados com aqueles phtidos pavra B, fulva por BAYNE &
MICHENER (4197%), usando o mesmo meio ﬁintéticé de suspensin para
agupcimento dos ascospores, concluiram que T, Flavus apresenta-
g&,  de maneiva geral, menos resistente que o B. fulwva, embova
resista  as temperaturas normalmente aplicadas no processamento

termico do suco, podendo vir a causar deterioracio.

CONMER & BEUCHAT (49B7) trabalharndo com Neosariorya

28



fischeri, observaram que o tipo de meio de cuitura utilizado
pFara esporulagio nio afetava a termo-resistencia dos ascosporos.
0 meio de suspensfio para aguecimento dos astosporos, entretanto,
demonstrou interferiv na resisténcia térmica &estes AsSCOSpOrosg.
Juando uma sus§gps§a com 1@6 ascosporos/ml foi inoculada ao  suco
de macid a iE.SQBrix, em pH 3.8, houve sobrevivéneia apéds
aquecimento de 3@ minutos a 9QGC, entretanto gsta sobrevivéncia
nao fol observada quando os ascosporos foram agquecidos em suco de
uva a 16.6aﬁrix, em pH 3.4. 0Os autores consideraram que este fato
indicava gque o pH, caﬁteﬁda de sélidos soldveis e conteddo de
acidos orginicos poderiam  influenciar na resisténcis dos
BECOSPOras a altas temperaturss. Egte resultada.canfirma dados
anteriores de BEUCHAT & TOLEDD (4977} trabzlhando com B. nivea.

CORNER et 8l1ii (1987} examinaram duas culturas de
Neosartorge fischeri var, glshev com diferentes idades (i1 e 23
dias de incubagind, obsevrvande aue a de 44 dias foi inativada emn
tampio fosfato 8.4iM pH 7.@, com 48 minutos a BEGC, gngquanto a dg
29 dias {foi, na reazlidade, ativada por esse mesmo tratamento.
Feita um=a ané}iae quimica dos ascosporos das duas  linhagens, a
diferenca mais significativa encontrada foi  upa variacio na

romposicio das proteinas de cada uma, nio ocorvendo variagdes nos

tipos de @cidos araxos.

I1.2.4. PRODUGAD DE METAROLITOS

NIELGEN et alii (19B8) revisaram {rabalhos nos gquais foranm

detectadas linhagens de Neosartorsa fischeri capazes de produzir
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wiicotoxinas como terrveina, fumitremorginas A & B & verruculagena,
Esses metabdlitos fazem parte do arupo de tfumitvremorginas que
agem no siztema nervoso central, causando tremores, convulsBes a
morte em animais, sendo wvervucologena 2 mais tonica dentre elas.
Os autores, estudande a producloc dessas micotoxinas pelo megwmo
fungo, em varios meios, osservaram que a adicio de glicose,
frutose ou sacarose aumentava a produgio de fumi%remgrgina. A
verruculogena foil produzida em todos o8 meios testados, em maior
quant idade do que as demais, seguida de Tumitremorgina A e .
JONES & WILSON (1987) chsevvaram a produgio do antibiotico
vermiculina pov uma cultura de Taiarmmgaeg wortmannii, iniciando
uman  avaliacdo da possibilidade de usar esee fungo # seus
metabdlitos ceno antagoﬁistas de Uerti;illium albmwatrum, ne solo

de plantaches,
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IT.3 CURVA DE SOBREVIVENTES

I1.3.4. CURVA DE SOBREVIVENTES NED LOGARITHICA

E]

A determinaglo dos parfmetvos D e 7 & de grande
importdncia em tratamentos térmicos, pois Ffornecem a hase de
caleule para o estabelecimentn do tempos e temperaturs de
aguecinento requeridos para A conservagio de p}mdutms

0 o

processados. 0 valor Z & o numero de graus ( C ou F) necessirios
pars reduziry o valor de I a 16¥% do seu valor inicial, & Pornece a
resistencia relativa de micra%ganigmaa a diferentes tompersturss
(STUMBDO, 1973 . Esunes valores, entrvetanto, 20 podem ser
taiculados no case da taxa de morte dos micvrorgapismos visados
suy constante, ou sedsx, espgulyr  umas ordemrm logaritmics de
destruigdo. | Néase casp, gquando graficamos o }agafitmm g0 numwero
de sobreviventes/ml ou o logaritmo da % de sobreviventes contra o
tempo de aqueéimanta, o resultado ¢ uma reta (RAHN, 19451,

fs  curvas apresgntadas pelos fungos tarﬁawresistentea,
mostram nos estagios iniciais um “ombro" caracterizado pela lents
diminuicin do numero de sobreviventes, & finalmente um declinio
(KING & HALBRODK, 1987). RAHN (1i945) velata um trabalko de Smith

(1921) em gue o0 autor ohservou sereym as curvas de sobreviventes

de esporos de fungos concavas para haiwxo, quando a morte &
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fausada pﬁr calor ou desinfetantes. Observou ainda que no caso de
Staphylococecus, cujas células s8o0 dispostas na.formg de catchos, =a
destrui¢ao nio e uniforme, & 80 @ detectada quando 2 Gltima
célula do cachd ¢ destruida. Assim  a 'destruicﬁa deste
microrganismg assemelha-se ao comportaments de micrarganismos
multicelulares, e sua curva de sobreviventes pode ser clHncava
para baixo.

EPLITTSTOESSER & SPLITTSTDESSER (L5877 estudanda B
resisténcia térmica de B. fulva 2 Aspergillus fischeri,
sbesgrvaram que a curva de sobreviventes n83o apresenbtava um
comportamento logaritmico, demanstraﬁda ainda que o desvio da
linearidade n3o eva devido aos aglomervados de ascosporos nem 3
ativag8eo de esporos dormentes. Testando o e?eifﬁ do  mein de
SUSPENSRO ?éra aguecimento dos =ascospavros  sobre as  curvas
desenvolvidas, aohseyvaran aue, s0b quaisaguey condigbes
utilizadas, n3o eram curvas logaritmicas.

Devido 5 iwmpossibilidade do cdlcule de D e 7 nas

3,

condicoes de nio linearidade apresentadas pelas curvas de
sobreviventes, KIHE et alii (1979} estudaram a possibilidsde de
lingarizacio destas curvas para o caso do B, fulva, utilizando o
metodo de ALDERTOM & SNELL'(197G> gque apr65$nta\ Parﬁme£r09
cingticos de inativacio comparidveis a D e 7. Concluivam que og
resultados czlculados por sste métada aproximavam~-se muite dos
dados experimentals obtidos nas temperaturas usadess. O desvio
pereentual  entre o tempo experimental e o tempo calculado pelo
metodo de linearizacio.?ni gas ovdem de -i2.5 a {.1i¥%, sende o

sinal negativo wutilizado para indicar quando os tempos caliculados
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pelq método eram menores que © tempo experimental. Ressaltaram
que, 2 altas ftemperaturas (87,8 e ?@QCB, as  CUrvas parecen
lineares por encobrir desvios gque s3o evidenciados & baixas
temperaturas.

BAYNE & HMICHENER {1?§9) wtilizaram a mepsma tecnica de
linearizacho trabalhando com warias linhagens de B. fulva.
Calculando o tempblde aqueciment o necessario para reducio de 3
ciclos logaritmicos no n&maro.inicial de sobreviventes, 2 ?@DC,
obtiveram valores entre 2 e 41 minutos; o tempo experimental nas
meEsnas condigoes varia&a entre 4 ¢ 45 minutos sendo a diferenca
percentual entve o tempo experimental g o tempo calculado entre
~i6.7 e 47.9%, apresentando apenas uma linhkagem cuja variacBo
atingiu -50.86X%. Bs autores estimaram valores para 30 a ?@éﬂ,
considerando ordem logavitimica de morte, e obltiverzm tempos de
aguecimento que variavam entre 4 £ 36 minutos. Comparando estes
valores aos dados axperimentais, observeram um desvio percentual
de =4B.8B a3 3.5¥, e concliuiram que, Ca80 O 2 PYrocessn termicon
aplicado = wum alimento seiaz calculado com basse no valor D,
considerando a ¢gurva linesar, potde-se  levar a um  erra nn
dimensionamente do tratamento termico, com subprocessamsnto  do
produto. '

KING & HALBRODK (4198} tra&alﬁanda com Talarvongoces Flavus
que também ndo apresentava comportaments logaritmico, utilizaram
o mesmo metode de lineavizagio, concluinde que, assim comp
ororre pava B, fulva & B, nivea (KING et aliil, 19279; BAYNE &

MICHENER, 1979) o metodo fornece dados de resisténcia praoximos

ans experimentais.

X



I1.3.2. METODO DE LINEARIZACSO DE ALDERTON & SNELL (4197¢)

Para 8 lineavizaglo da curva de sobreviventes, sm que o
logaritmo do ndmevo de sobreviventes ( N ) & representado contra.

fa) tempo de squecimento ( t ), & utilizada a seguinte expressio:.

{ log N ~ Iog M )a = kb 4+ (eq. 1)
o .
pade
K = goncentragio inicial de aﬁﬁmsﬁﬁraﬁ
a

N o= concentrag%n de sobreviventes {apos um tratamento
térmico de t minutos).

k = ganstante de tawa de morte = coeficiente angular éa
curva lingarizada.

L = coeficiente linear da curva linearizada

a = gxpoente pava Zinaar§23§§a

Considerando~se que a tawa de destruicZo segue exatamente

gsta expressio ¢ aue nao haja erros experimentais, g valoyr de C

1 (X3

deve sgy Rero. Heste modo, para o caloulo do expoents "a a

grpressao arcima & rearvanjada da seguinte forma:
a
Tog ({lag N =~ 1pg W)Y ¥ = log (ki)
[u]
a log (lgg N - log NY = log kK + log ¢t
o
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Iog (log N - log NY = 474 Yog k + $/2 los f
o _
fssim, o wvalor de “a" pode ser obtido pelo inverse da

inclinacie do graficao

Tog (log N - 1oz N2 versus {(log t?
o

Guando 30 estabelecidas curvas de sobreviventes a

[T ST

diferentes temperaturas, o expoente "= e calculado com os dados
do tratamento 3 menor temperatura,.ﬁ valor de "a", ohitido através
do tratamentno wmenos SQVBYG,\ podera sey utilizado para =2
linearizagdo das curvas dos tvatamentos meis severos.

Esse métodn fornece pardmetvos comearaveis aos valores I e
Z, obtidos através de curvas logsaritmicas. Da equaclo 1,

considerando-se £ = @, podembds COMPRrar as eoUaCoes de k & 0, com

o seguinte resultado:

R b G RN P U Vel MY A e ek R N W Mels WAL AR A i ke e RO T AL RO A e AL e et

ik = t/ ( Tog N -~ Jopg W 3 (eq.2)

o b A T T AT WA P MK iy W bt B R Vns LR T OB U i Uy ey ey b A T A 4 A A e

S8

S T BT ST RS AL B Ml VId Ve itk e T e N A T L PR M A A et

L =t/ ( log N - log H {eq.3)

UL L AL s ks . s, ot T PR P TS AL Mkt A el WAl i e bk oy iy P A A Rk W Yk

0 wvalor de -{ilug k), representado contra temperaturas,
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_ : #
pode fornecer um pardmetro comparivel a Z, denominado 7

+
calculado pelo negativo do inverso da inclinac8o desta curva. A
curva de linearizag3o com a=i & uma curva logavitmica a partir da

qual o valor D pode ser calculado (KING et alii, 1??9J4
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il.4. PREVENCAD DA DETERIORACAD DE PRODUTOS DE FRUTAS POR

FUNBOS TERMO-RESISTENTES

Cﬂnaideraﬁdaﬂae as qua}idadea sEnsorinis £ nutricimhais
requeridas pelos produtos de frutas e a alta resisténcia térrica
dos  ascosporos dg fungos termo-resistentes, gue  podem  estasyr
presentes na materia-prima uti]iaada no procecoarento  desses
produtos, ndo € vidvel a utilizecBe exclusiva de processps
térmicos na elimina¢lo dos ascoscporos. £ necessdric que se Yaca
um trabalho de prevengio da contaminagio (BEUCHAT, 419843,
prevengio g0 desenvolvimento oy ainda da destruiclo dog
BELOSPOrOS cnﬁ ajuds de teenicsas que prapiciem a3 saensibilizagio

destes ao calor {BEUCHAT, 1%74).

I1.4.4. SELECHD DAS FRUTAS

A prevenc3o da cuntamigatﬁa por  astcosparos  de Fungos
termo-resistentes implica ew um rigoroso processo de selegho das
frutas desde a colheita ate o processamento { PUT et alii, 1948;
CARTURIGHT & HOCKING, 1984; HOCKING & PITT, i?84; BEUCHAT, 19B&).

O problema da =plicacio deste método nas inddstrias que processam
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suco de morango € que a polpa, utilizada como matéria prima, ¢,
normalinente, comevcializada congelada, sendo gue os fabricantes

nao tem controle sobve o procedimento das ¥rutas.

11.4.8! TRATAMENTD QUiH:Cﬁ

i efeito fungistatico dos conservantes didxido de enxofre
{80 i, benzoato de sddio e sorbato de potassio tém sido estudsdo
cami forma de preveniyr o desenvilvimento dos gsporos de fungus
termo-resistentes presentes nps produtos de frutas., 0 uso  de
ronservantes, entretanto, e limitado pelas alteragdes que podem
causar no sabor, pelo preco e, principalmente, pela toxidez
quando empragudos em alimentos.

Q 540 toi considerado o cmngeruante mais eficiente na
Brevengio dg cyrearimento de ascosporos de  Bussochiamus  fulve
(KIMG ef alii, 1942) e Byssochlamys nivea (BEUCHAT, 19743, Bua
gtilirac3e em sucos de frutas, entretanto, € assunto nmnuito
controvertido pos Estadaos Uﬁidmﬁ e Europa & também. no Brasil,
devido 3 sus elevada toxidez (COUTINHD, 1987), havendo ainda 2
desvasntagem de seu usd em suco de morango, pois vemge com @
antocianina da fruta, erovocando a sua descoloragBo (ANTUNES &
CAMHOSS . |

{0 benzozato ae aodio apresenta maior atividade
aﬁéimicrobiana na faixa de pH de 2.5 a 4.8, atuando contra
leveduras, fuégoa filamentosons e bactérias. NZo & normalmente

indicade contra bactérias, devido 8 sua decrescente atividade em

gH acimz de 4.0 Fota atividade estd rvelationada com =&
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taﬁtentracgé do acido n3op dissociado, que o torna mais indicado
para uso em sucos, devido ao baixo pH  desses produtos. E
considerado ORAS (Qgeneraiis recognized as safe”) pela. F.D.A.,
{“"Food and Drug Administratinn") quando usado ateé é limite de
0,1% (ROBACH, 1988). Tem a vantagem de ser soldivel, inodoro e
incolor, # a desvantageﬁ de possuir um sabor levemente adocicado
e aﬁstringente (DZIEZAK, _i?Bé). TAYLOR et alidi (4984) relatam
pesquisas que sugeyvem aue e2ste conservante, assim como o sulfitao,
poden provocar reagoes asmaticas. No Brasil, a Iegislacan.parmite
sus utiliza¢fo em sucos de frutas até um limite de 186068 ppm
(MINISTERIO DA SAUDE, 1988).

6§ sorbato de potdassio & altamente soldavel e normalmente
utilizpdo em sucos de frutas (DZ2IEZAK, 1984; ROBACH, 198@).
Apresenta um sabor neutre, em contvaste com o benzoato gue pode
aitefar o szhor do preodute. £ um acido graxo de cadeia curta,
metabolizade pelo organismo a 00 e agua, ndo possuindo grau  de
toxidez (ROBAUH, 1988). Tem-ce gémanatradﬂ eficiente na inibigdo
do crescimento de leveduras, funsos filamentoscs e algumas
bactérias. Sua atividade contra bactérias, entretanto, nﬁa_é.tic
abrangente quanto para fungos filamentosos e leveduras (SOF0S &
RBUSTA, 198i). £ considerado GRAS pela F.D.A. (DZIEZAK, 1984
ROBACK, 1980) e no Brasil é permitido em sucos de frutes ate a2
concentracio de 1000 ppm (MINISTERIO DA SAUDE, 1988).

KING et 21ii (1949) avasliaram o efeite de conservantes no
desenvalvimenté de ascos de Bgssach?amﬁs fulva, ctonstatando que,
apos inocular 2 X 1@2 aszcos por placa de Agar Batata~ Dextrose

(B D. &Y rcontendp 5S00ppm de sorbato de potassioc ou 1690¢ppm de
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benzoato de sddio, nBo havia crescimento de fungos, Varias
concentragbes dos dois conservantes foram ent3o adicionadas ao
éucu de uva diluido e epasteurizado, com vresultados que
dempnstravam que o crescimento de fungos fol prevenido :dm 259ppm
de benzoato de sodio ou sorbato de potidssio, por até 16 dias a
temperatura ambiente.

foncentracbes destes conservantes, ber supeviores as
gtilizadas por KING eé.alii (194693 foranm nacesaé%iaa para inibir
o crescimente de Bussochlamus nivea, em experimentos realizados
pov BEUCHAT fi??é). 0 asutor estudou o efeito dos conseyvantes
snbye a gserminagio dos ascosporos ativados de B. nivea em suco
ﬁé uva, armazenado a BGQC por &0 diwms. Observou que o benzoato de
sodio  foi o menos efetivo e, ﬁara complets inibigao dos
ASCOSPUYO&, @YA necessarin 400 ppm de sorbato de potdsesio e
cancentrachbes acima de 1000ppm de benzoato de sédio.

0 requerimento de altas concentracaes de benzoato de sbdio
para inibicBe de =ascosporos de B, nivea em suco de  morango,
também foi estabelecido por PUT et alii (1968). A partir de
5@0ppw de acido Senzéimm, foi ebservada apenas uﬁa CEPYEeSSEn
parcial da germinag3ao destes ascosporos, aendd que, com 180@prm a
inibigBo foi total.

KING & HALBRODK (1987) avaliaram o efeito dos congervantes
spbre os ascosporos de Talaremyces flavus. = Aagar Extrato de
Malte (M.E.A. pH S5.4) e B.D.A. (pH 3.5 aéicianados de benzoato
de sédic e sorbato de potassio. Concluiram que os conservantes
foram mais efetivos no controle do crescimento, quandp presentes

em B.D.A. (pH 3.5) em concentragdes acima de 166 ppm.

4@



I1.4.3. TRATAMENTO TERMOQUIMICO

Enquanté varios gstudos tem &ido conduzidos para
determinar =a acio fungistética de conseyvvantes como benzoato de
sodio e sorbato de potdssio, relativamente pouca atencio tem sido
dada 5 possibilidade dos microrganismos poderem ser expostos,
simagltaneamente, ao calor & aes canservantes (BEUCHAT, 198ib).
Eata seria uma Torms 'da aumentar o efeito dos conservantes
(SHIBASAKT & TSULHIDO, 1973), devido ao efeito sinevpistico, com
pousibilidade de uma consequente reducie do tempp/temperatura  de
pasteurizagio requerido por certos produtes acidos, mMEsSHO 05 quUe
_cantenham altoas teafea de sanarosg, sumentando & possibilidsade de
manter 55 qualidadeﬁ sensovriais é nutricionais do  produto
{ BEUCHAT, i?éib).

BEUCHAT (19743 estudonu o e#ei?a.sinergistico da aplicagio
de calovy (?@QC pdr i horaj, combinado com a adigZo de sorbato de
potassioc ou benzoato de sadio, sohre 05 ascosporos de B. nives,
em suco de uva. 0s resultados demonstraram que concentraches de
50 e 16%ppm de sovbato de potdssio parecem ter um efeita
eatimulante da ativagldoc dos ascosporas de B.. nives, gnquanto
concentraches maiores apresentam um eFéito in;bitério, sendo que
1¢6¢@ppm  do cansarvanta.resultau e uma reducio de i.?' ciclios
logaritmicos na popuiacgm. 0 henzoato dehéédio foi meis efetivo
na destruicio que o sorbato de potdssio, promovendo uma redugio
de 2.9 ci;!os lpgaritmicos & concentyagio de 1¢06ppm.

BEUCHAT (1981a), entretanto, nan obsevvou diferenga entre
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a2 acip dos conservantes sorbato de potassio e benzoato de sddio
sphre o©os astcosporos de B, nivea, quando adicionados a  tamplo
o

fosfato pH 4.5 & aquecidos a 80 . DO¢ conservantes reduzivam o
valor ﬁ;- parem nio apresenﬁaram efeito diferenciado entre eles,
quando usados na mesma concentragao. Em experimento adicional com
ronservantes, en precenga de sacarose, sab suuecimento,
‘pbservarasm que o efeito sinevaistico de conservantes/calor parece
ser retardado pelo aumento da concentragso da sacarose.

BEUCHAT (4i9B8) estudou o efeito do acidulante aAcido
fumarice come sensibilizador de ascosparos de Talaromgoes flavug,
comparando~o a2 acio dos conservantes benzoato de sodio e sorbato
de potassin, sob  aquecimento 3 BGQC. Observou gque o &acido
fumarico foi mais efetivo do aue os outrvos dois na sensibilizacso

dos esporos. Fm solugho ©.5% de édcido fumarico, com pH entre 2.0

<4 3.6, os ascosporos foram inativados apes £ minubtos de

squecimento. Para obtencgso do mesmo resultado com sdcido sbérbico
ou  benzoico, foram necessarias concentragbes de 1%, nas mesmas
candigoes. No mesto trabalho foi tazmbém determinado o efeito de

sarbate e benzoato sobre = viabilidade dos ascosporog de B
linkhagens de Talaromyces ¥flavus, presentes em um devivado de
frutas (“blueberry™’. Sob aquecimento a 75 e SSaQ, ohservou-se
uma  redugioc na resistéﬁcia tarmica destas liéhagans, sendo o
benzoato mais efetivo . do éue o sorbato. A inativaglo dos
ASCOSPOTOS da linhagem menos resistents écorrau com 48 minutos de
aquecimento a ?SQC, em presengs de 192%8pen de.benzoatn. Nenhum
dos ronsevantes fo0i capaz de inativar a segunda lirhagem, BmEesno
sob aguecimento a BSOC.

0 efeito sensibilizador do acido fumdriceo também foi

42



abéarvada por SPLITYSTOESSER & SPLITTSYOESSER (4977)  gquando
estudavam o efeito de virios adcidos orginicos sobre ascmsparoé
.de B, fulva, aqueﬁidns a asac por 128 minutos. Observaram que p
aquerimento em presentca de acido acetico, succinico, latico e
fumirico, aunmentava a sensibilidaée dos BsSCOSPOYOs, sendo o
ultimo mais efetivo. Fﬁi obzervado ainda um efeito protetor dos
aridos tartarico e mélicc sohre os ascmspérna de B. {fulva. Para
fopergtilus (Neossartorye fdiacheri), nac  fToranm ochoervadas
alteragoes no numero de sobreviventes, quando do aguecimento de
SeUS  BSCOSPOTrOS €N smlaqﬁes 2.68M dos acidos citrica, fumarico,
malico ® tartarico, pH 3.9, 0s resultados indicaram «que @
resisténcia dos ascosporos de Aspergillus n8p variou em presenca
destes acidos, ao contrario do ocorvido com B, fulva.

Em contraste com os vesultados de BPLITTSTOESSER &
SPLITTSTDESSER  (4977) dﬁdas ohtides por CONNER & BEUDHAT (192873
mostraram Gque os scides fumdrice, citvico, acético @ tartdrice
aumentam a imnativacio termica dos ascosporos de MNeosartorys
fischeri aquecidos a EEuC. 0 acido fumarico em solugio €.35% {(p/v)
e pH 3.0 mostrou-se o mais eficiente, observando-se ainda que a
ag3o sinergistica dos acidos orgd8nicos com 0 caleoy  wvaria com o

pH, com o tipe de Acide e com a auantidade adicionada ao meio de

aguecimento.
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III- MATERIAL E METODOS

ITI. 1. QONTAGEM, ISOLAMENTO E IDENTIFICADED

I¥1.1.4. MATERIA-PRIMA

Fara =) ispliawmento de fungos filamentopsos termo-
resistentes, foram utilizadas como materia-prima, 19 amostras de
poiva de mnréﬂgn {4 resfriadas e 11 tongeladas), produzidas com

morangos de varias fontes, escolhidas alestoriamente. As amostras

foram obtidazs de um fornecedor de polpa de frutas de Jundiai,

a8.F., sendo que as congsladas estavam sembaladas em SREOS
plasticos contendn 18Kg, forma comn esta mataria-prime @
habitualments comercializada. As resfriadas evam coletadas

divetamente da despolpadeira ea frascos de vid?a estereis e

mant idas soch resfriamento para o transporte ate o laboratdvrio.

IT1.1.2. CONTABEM E ISOLAMENTD
~Antes do isolamento de fungos Filamentosos termo-
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resistentes, =a materia-prima foi submetida a3 um chogue térmico
com a8 tinalidade de destruir as formas termosensiveis e ativar os
esporos presentes (BEUCHAT, 1984 . Cem gramas de polpa de morango
foram ceolocados em erlenmesef esteril de BSéml, équecidoa poT 2
horas a ?@DC, e imediatamente recfriados em banhno de gelo.

Foram preparvadas diluigdes decimais sucessivas, em agua
~esteril, =2 partir de 1fml de polpan resfriada & a3 seguir 18ml da
amrostra e 1éml das 3i1uic8&s 1@ : e i@“ﬁ foram plagueadas emn
pfa?uﬂdidada, em triplicata, em meio de Agar Batata- Dextrose
{B.U.A.} prepavado com 3% de agar ¢ adicionado de 1% de solucsn
do corante vosa de bengala. 0O covante foi adicionadn para avitar
o espalhamento das coloniss, e para permitiryr a contagem semn
asfetar a germinzcio dos esﬁwraﬁ._ﬁs ﬁlacaa foram incubadas a SQQC
por 3 & ? dias, apds o que mbﬁeryau—sa o desenvolvimento de
calonhins que Toram contadas & iscoladas em tubo de ensaio com meio
B.D.A. inclinada. As culturas foram numeradas de acordo com 2

sequencia de isolamento, dentro de tada amasira. Fete método

segur recomendacons de BPLITTETOESSER (1974).

ITX. 4.3, IDENTIFICACRAD

A identificacio foi feita a partir | da phservagan
macroscopica e microscépica dos fungos ?ifamentusas isoladns., &
andlise macroscépiéa} foi baseada nas descrigoes das colonias nos
meios Agar Czapeck, B.D.A. e Agar Extrato de Malte (M.E.A.). A
vbservagin microscopica baaeauwaé na anzalise da mocfologia do

fungo apos cultivo em lamina (RIDDELL, 1956), com trds tempos
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dé'incubacia diferentes {aproximadamente 3, 7 e 135 dias), para
observagao de diferentes fases de crescimento. Com a finalidade
de preservar ap maximo as estruturas de interesse, utilizou-se
18minas preparadas com pequenos cortes de coldnias desenvolvidas
em placa, corados com Azul de Amann e recobertos com 1aminula.-
s principais {fungos termo-resistentes, citados - na2
titeratura como deterioradores de alimentos, 555 ascomicelos
partencentes g classe dos Plectomicetos, cuja Laxonomia @
gstabhelecida basicamente na observacao microscopica da presenga @
caracteristicas dos ascocarpos, a&rcos £ sscosporos, bem como na
identifticacin da fase anamorfa. é iﬁenti?icagﬁo bagseou—se nés
chaves de iddentificagin e cavacteristicas dos fungos citadas
principalmente na seguinte literatura: | AINSHDRTH et alii (1972}
BEUCHAT & RICE (497%); BROWN & SHMITH (4907); DOMBCH et alii
(19H0); HOCKING & PITT (1984); PITT (19793; RAPER & FERNNELL
(1977 3; SAMSON (4974); SLOTT (41948); STOLK & SAMBON (1%72); STOLK
& SAMSON (19837, -
Apds =  identificacio, as culturas foram agrdpadas  por
=

generos € espadies g armarzenadas 4 tempevatura de 4 0 em tubos de

Censaio com meic B.D.A. inclinado.

I11.2. BELECAD DA% CULTURAS

Para o estuds da resistencia térmice foi selecionada  uma
cepn de cada género de fungo perfeito isolado. Estes fungos

apresentam estyruturas {ascps € 2asCOGPEYOs) gue concedem~-lhe
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resist@ncia  térmica reconhecidamente superior as formas
imperfeitas normalmente encontradas (SC0TT & BERKNARD, 1987{
SPLITTSTOESSER st alii, "1971; VAN DER SPUY et alii, 1973).

As espeécies foram escolhidas de acordo com a frequéncia
com que tém sido citadas, na 1iteratur&, caomo deterioradoras de
sucos £ oubtros produtos pasteurizados de frutas (HOCKING &
PITT,1984; SCOTT & BERNARD, 1987; KING et alii, 1949; BEUCHAT &
TOLEDG, 1977, KAVANAGH et alii, 4943, KING & HALBROOK, 1987;
BEUCHAT, 1984).

fis . especies selecionudss para avaliagido da resisténcia
térmica, de acordo com os rriterios acima sio apresentadas no

Guadro 1.

Do mm oy e b mar ma mir v i i e S wew M M B P Jnn A SR e s s me: e me T M pm m s mm I D DT D A I Do I IOU R I Stk A M b i e o b e g oame

GUADRO {- CULTURAS SELECIONADAS PARA 0 TESTE DE RESISTENCIA

TERMICSH
AMOSTRA CULTURA
ESPELIE -

{No)¥ {NgI»®s
Bussocklianys nivea 4 - i
Talaromyees Flavus var. flavus : e - 5
Mepsartorya fischeri 14 - e
Eupenicillium Jjavanicum var. Javanicum 15 - 2

T T I R m e mem s A N L L R R R N R rF T R L L L N TR m e e R I S W I 30 6 55 W o mer 55 1 0 22 o Tk it e 20 i mk s e s

# pamera da ampstra de origem da cultura igolada -
¥¥ pumeragao dada & cultura de acordoc tom a sequéncia de
ispolamento, dentro de cada amostra :
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IT1I.3 PRODUCHD DE ASCOSPORDS

Para o calculp de resisténcia termica, foi necessaria
previa produgio de sstosporos, que sap as estruturas termo-
recsistentes destes fungos.

Foram prepavadas  suspensoes dos  fungos, adicionando
aproximadamente Sm)} de agum esteril a cada tubo de cultura,
seguido de agitacao manual, para melhor vetirads do matevial da
supevficie do dgar. @ seguir, porcies de iml de cada suspensdo
foram inpruladas em 20 garvafas contendo A0ml de meio de cultura
inclinado, sendo utilizado para cada %unge, g meio gue fornecsu
as melhores condigbes de esporvulagio (Quadre 2). As gparvafas

0 .
foram incubadas a 3¢ C durante 4 @ 6 Semanas basegado nas

recomendacaes de BAYNE & MICHENER (1927%); KING et alii (194%);

SCOTT & BERNARD (19875 .

N N N N N RN r e e N L NN I N R RSN N RE TS SRS AR SIS 5 T A0 AL S 5 e B S0 e T S B e S e

o it seri At e e ke Al S o WR TR o e e T A sk S R T2t T e e m o i e e e Mo mdmo e M e ST L RN N IR IS TR I M IN NS
T T N N N N ENTEEIL ARSI ONIARRS RS E N A IR IR R SR AR S b == S S el S8 R S5 eSS S S e

FUNRBD HMEID pi TEMPQO [DE INCUBADAD
B. nivea BE.D.a.0 C B4 & SEMANAS -
N. fischeri "B.D.&. 5.4 A SEMANAS
T. #lavus var. flavus M.E.&. 5.5 5 SEMANAS
£, javanicum var. Javanicum B.ID.A. 5.8 5 SEMANAS

ik o e« e o e o ok A P ATy e ek dly M Mt A pyar e mns e e A AME At Ame W e e ke W M M e T S M LS L MM M mw TR L T A Sm e R R S O I MmN NOWMO I RS
e T T S A R N M T T T T A M N NN RN NI R RIS L R D S T el ae tra e s S0 L R il e e e e e o SS s e
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Para  uma boa esporulaglic de Talaromyces flavus e
Eupenicilliium Javanicum, #0i necessaria uma ativacao prévia da
suspensao utilizada para a inoculaglo das garrafas. T. flavus foi
submetido a aquecimento por 10 minutos a BQQC e BE. Javanicum por

fa} _
3 minutas a 8¢ . AS  suspensoes  de Byssochlamys nivea @
Neosartorua ?isch@ri foram iﬁccuiadag diretamente nas garrafas,
sem previo squecimento, pois esporularanm satis?atbriamente C 0
este método.

A observacio da presenca de ascosporns e ascos  foi  feits
através de exame macroscdpico, uma vesz que 3 tultura torna-se
arennsa gquandeo ha predomindnciz destaé estruturas, e de exame
mirrgscopico de l18minas prepavadas com o materiasl das garvrafas,

utilizandc o8 mesmos métodos descritos para identificagio <{item

IIT. 1.3}

I11.3.1. COLETA DOS ASCOSPOROS

4 coletz dos ascasparoé da superficie do meio, +oi feitsa
pela adi¢io de pérolas de viﬁré e 18wl de agus estéril a cada
garvafa, seguido de agitagdo manual.” A suspensio foi Filtrads
atvaves de wvarias camadas de gése estéril e centrifugada =
308¢rem por 45 minutos. Para complietar a limpeza foram sfetuadas
duas centrifugagbes com Adgun estéril; 0 precipitado foi
ressuspendido em um volume de agus esteéril Eu?iciente para

& 7
obtengio de uma contagem final entre 10 e 18 ascosporosz/ml.

42



No caso de Neosartorya fischeri, Eupeniciiiium Javanicum e
Talaromyces flavus, o processo utilizado para a limpeza da
$uspen5§m 01 suficiente para liberar os BECOSPOYOs dos  ascos.
Para Byesochlamys nivea, entretanto, a ﬁugpénsin resultante da
limpeza apresentou-ce guase qﬁe totalmente composta por ascos
inteires, sendo ent3o testados diversos métodos para ruptura dos
ascos e lihevagio dos astosporos. 0Os metodos utilizados foram:
ultra~som com & sem pérvolas de vidro, homogeneizador, agitacho
com pérelas de vidro e aquecimento sub-letal (MICHENER & KING,
1974; KING et alil, 1969). HNenhum destes métodos, entretanta,
obteve sucesszo na ruptura dos ascos, .além de nSo apresentaremn
reprodutibilidade nos resultados. Tal ¥ato demonstra uma =alta
resisteéncia  fisica da membrana do BGLO, levando a cra} gL,
dificiimente, os ascos sejam quebrados no pré-processaments de
frutas. Conﬁeqﬁentem@nte, & provavel que um suco contaminado par
este fungo, antes do pracasaaﬁenta, ira conter ascos inteiros e
baixo ﬁamsra de ascosporos livres., Pesauisas anterisves também
relatam problemas na quebra dos ascos para liberacSe doz
ascospovos {(MICHENER & KING, 1974; KING ets slii, 1946%9). Com bace
nestes dadms,. para determinagao da resisténcia térmica de 8.
rivea. foi wutilizada, neste trabalho, umz suspensSo contendo

astos inteircs e nio ascosporos, come para os demais funaes.

IIT. 3.2, ATIVACHD DOS ASCOSPOROS

Para a determinagio do melhor chogue térmico para ativacio
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dos’ ascosporos, foram construidas curvas de altivaci@o térmica
usando suco de worango como meio de aquecimento, 0 tratamento
gtimo  assim determinado foi utilizado, posteriormente, na
ativagie da suspens¥o de esporos utilizada nos testes de
determinacio da resisténcia térmica.

0 metodo utilizado para construcio destas curvss foi o
método de tubps TDT- Thermazl Death Time, desénvalvida PO
Bigelow & Esty (i%20) e citado por STUMBD (i%735. Foi adicionads
9.8ml1 de suspenslo de ascosporos a {.8m1 de suco de morangn
previamante esterilizadm em autoclzve por 13 minutos a 18102, &
distribuido em tubos TDT esteéresis. ﬁé tubons foram selados en
magarice e submetidos aop calor em banhp de Gdlen, que Jja estavas
“com a temperatura requerida  para o tegfe previamente
estabilizada. Apos ©p tempo necessirio ao choxgue teérmico, os
tubos’ fovam imediatamente resfriados em banho de gelo. 0 tewmpo
necessario para que o tubo atingisse o equilibric térmico Foi
talculado previamente, por acompanhazmento em registrador digitafJ
& acvescenbtado a0 tempo total de aquecimento. Abertos os .tuhma
com diameante, - as amostras foram diluidas e plagueadas en
duplicata, em profundidade, em meic B.D.A. adicionado de i¥% da

_ C o
solucao de rosa de bengala. As placas foram incubadas 2 30 C &

as contagens foram realizadas apds um peviodo de incubacio de P oa

7 dias.
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I1Y.4. AVALIACHO DA DETERIORACAD DD SUCO DE MORANGD PELAS
CULTURAS SELECIDNADAS

Com a Tinalidade de observar se as culturas -termu«
resistentes selecionadas eram capszes de desenvolyer-se e Causar
deterioraczo do suce  de morangs, este foil inoculado com uma
suspensio de céda fungo.

' _ 4 5

Preparou-se suspensbes com concentragclo entre 106 e 10
ascosporos/mi, que Toram ativadas, cowm um tratémanta BAaGRado nos
dados do item IIT.3.2., sguantificadas ¢ adicionadas aoc suco
contido em tubo de ensaio, na prepmrggm de iml de GUEPENGARSG PATA
¢ml de suco, para cada ?unga;__separadamenta, 0 teste foi
realizado em duplicats, com dais tubos sdicionados de uma campada
estéril de Vaspar o dois sem s adig¢n de VUaspar, pava cads
gspécie. Para distincio das altevagdes gcovyridas po  suco, nio
provocadas palos fungos, Fol prepavado um tubo contvoles, ao qual
atdicionou—se agua esteril em Jugar da suspensio de esporoas.

4]

s tubos foram incubados duvante & semanzs a 390 £, @
observados periodicamente pars acompanhamentio deo desenvolvimento
d2 coldnias, alteracdes de cor g produglo de gas nos  tubos
techados. Foi observada, ainda, a ocorréncia de precipibtacio e
variacis na altura do precipitado, qug pudsssem  indicar a
ﬁreaenca de enzimas pectinmlitiéas, produzidas pelos fungos. Mo

final do periods de incubagio medid-se adicicnzlimente o valor do

pH do suco,

BT AR T
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IIT.5. DETERMINACAC DA RESISTENCIA TERMICA

Fara a determinacio da resisténcia termica, Foram
construidas cgurvas de sohreviventes 5 varvias temperaturasg,
selecionadas de scardo £om cada esperie, tilizou~se,

inicialmente, o metode de tubos TOT mas, como este nio fornsceu
resultados reprodutiveis, optou-se pelo método do ?r#aca de tres
bocas, Ds testes foram realizados ew duplicata e foi estabelecida
previamente a populagio inicial de ascosporos ativados presentes
na suspensac, antes do inicio de cads teste.

Quandog as curvas dg sebreviventes nio apresentaram
camportaments logaritmiceo, fol utilizado o método ds lineavizacio
de ALDERTON & SNELL  (4976) gque fornece dados reva o caloulp de
parametyros de estevilizaclo eguivalentes a D e Z.

Para determinagio da dependBncia da taxa de reaclo com =

#
temperatura foi calculado, além de Z (equivalente a Z peln

metodo de ALDERTOM & SNELL, 197¢) o valor da gnergia de ativacio

{£a), basesdo na relacan estabelecida por Arrhenius:

k= 8 e#xp (-Fa/RT) (équa;go 4}

prde
-~%
'k = constante da taxa de rea¢lo {min 3
-t
8 = constante, fator de frequéncia (min )
Ea = Energia de ativag3o (calmol}
R = constante universal dos gases {(1.987 ral/K mol)

T = temperatura ahsoluta (K)
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A Ea foi determinada pela curva de In k versus 4{/7 (K},
cuja inclinacio @ igﬁal a ~EasR.

Os métodns utilizados sio apresentados a seguir.

1IIT1.5.1. HMETODRO DE TURDS TBT

0 metodo utilizado foi o meswmo descrito no item I1I1.3.8.,
para ativagio. A suapenﬁﬁé, previamente distribuida nos tubeos TOT
com suco de morango, foi ativada, com o tratamento anteriorments
gstabelecido, ¢ imediatamente resfriada. Seguiu-se o zquecimenton,
e banho de oleo com temperatura previamente estabilizada e, apos
o8 tempos requeridos, a»s amostras forsm resfrizdas, diluidss e
plaquesdas em duplicata, gm profundidade, em meioc B.0D.4.,

adicionado de i¥ da solucio de vrosa de bengals.

IIT.5.2. METODO DO FRASCO DE TRES BOCAS

o trahaiha foi condusido com base na metodologia
desenvolvida por Levine (192@3; e descrita por STUMBD (1973) .
Foi utilizado um bal3c de trés bocas (20006ml1), com entrada
pare termometro, agitador e amostras, contendo 788ml de suco de

morango estéril e suspensio de esporos, previamente ativadza. Para
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ativacio, Foi colocade 8ml da suspens3o em um tubo de ensaio com
iéml de suco de morango estéril, sende o chogue térmico aplicade
de acardo com os resultades do item III.B,E.. A alterag8o na
proporgEo  entre suspensfo de ascosporos e  suco de MOFaANGo
utilizade na ativaglo. ndo produziu resultados diferentes a]
syficignte para justificar nova curva de ativacip, de forma que
foi utilizado o mesmo tratamento previamente estabelerido. Esta
suspensio foi adicianada' an baldoc apds o suco atingir a
temperatura requerida para o  experimentp. Imediatamentes, {oi
retivada iml de amostra para a contagem inicial, segquindo-se
entBa a marcacio de tempo para as  amostvas periddicas sih~
sgquentes. s témpaé ¢ temperaturas de amostragem utilizados na
determinacan da resisténcia térmiéa de cada uma das cepas
t&%t&ﬁas encantram-se indicados no Quadre 3.

Para & contagem de schreviventes, as amostras foran
imediatamente resfriadas, diluidas e placueadas em duplicata, pov
profundidade em B.D.A. adicionado de 1% de soluchs de vosa de

o

bengala. As placas foram incubadas 2 39 L e as contagens

realizadas apos um periodo de incubagio de 2 a 7 dius.

II1.5.3. TRATAKMENTO TERMOGUIHICO

Para determinacio da influéncia dos conservantes sovbato
da potassio e benzoato de sidio, sob aquecimento, na
sensibilizagio dos espovos, foi uwutilizado o funao mais

resistente, baseados no resultado do item I11I.5.2. A temperatura
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QUADRO 3~ TEMPERATURAS E TEMPDS DE  AQUECIMENTD UTILIZADGS NA

DETERMINACAO DA RESISTENLCIA TERMICA DAS CEPAS SELECIONADAS
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B. nives 8o @, B&, 170, R&B, 256, 449, 7ie, BOO,

| B¢, 988, 1e76, 1148

85 D, 36, &6, BQ, 106, 1720, 142

@0 ¢, 5, 28, 25, 38

73 _ @, B, 4, &, 8
“““““““““““““ ;__,mwwmm_mwmmwmh_mwmwmmﬁ___ﬂwmwﬁﬁ___wmmwﬁ_“_,mmmmm_"
K. fischeri 1) 8, DO, 140, B30, 298, 350, 416

85 &, B8, 4@, 4o, B¢

g6 &, 3, 5, &, B, 1@

23 | 6, 1.6, 1.3, ., 2.8, 3.0
mmmmmmmmmmmm ;wm“_mw,wwmmm_"“mm“Mw“m“ﬂmm“wNmmh-wmﬂmmﬁﬁ,“w_w__,nm*m
E. Javanicumn 8¢ @, 26, 486, &0

B3 8, 4, 8, 12

76 ¢, 1., 1.3, 2.8, 2.5, 3.0
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T. fiavus 75 9, 1&, 40, 120, 240

B0 0. 5, 1@, 15, 26, 36, 42, 66, 80

B85 @, 5, 1@, 15

79 . 1, &, 3, 4
:::mmmmmzx:=::=:mmmzz=====mmmmm====:xmmmm-wam ““““““““““““““““““““
a~ ativado a B¢ C por I minutos
b- ativado =z ﬂ@ac por 10 ﬁinutaa

o

£- ativado a 7 C por 8 minutos
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de. aqguecimento foi de BSﬁC, para avaliar = e%iciéncia dos
conservantes a uma tempevatuvra inferior a ?@QC, cnmﬁ sugere PUT &
KRHISwiJK (19464} 2 verificar a viabilidade de sua utilizag3o no
processaments industrial de suco de morangs. | |

Para este teste toi utilizado o método do frasce de trés
hocas. Os conservantes faoram adicionados 30 suco apds a
estabilizac3o da tempevatura, seguindo-se a imediata inoculaglo
da . suspensdc ativade de esporos. Os tempons de amostragem
utilizados fovam @, 3@, &¢, B@, 1¢¢ s 12¢ minutos. A contagem de
aubreviuantﬁﬁ{ APOS  Cada amaafragem pericdica, foi feita por
plagusamento am pfe?undidade am meio B.D.A. adirianado de 1¥ ds
solurio de ros: de bengzla, seguido de  incubaglo a BGQC por B a
7 oding.

As rconcentracioes finsis de conservantes uwutilizadas s30

apresentadas no Quadra 4.

p B e r e e ol - e s s ol i e e et e e e e e e b i e e e g i g sl e e oot

SUANRO 4~ CONCENTRAGIES FINAIS DE CONSERVAHTES ADICIONADAS Al

SUCD NA AVALIACAD DOS TRATAMENTOE TERMGQUIMICOS
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V- RESULTADOS E DISCUSBED

IV.4i~ CONTABEM, ISOLAMENTD E IDENTIFICACED DOS FUNGODS
TERMO-REGISTENTES

0 vesulitade de contagem de fungos Filamentosos termo-
resistentes nas amostras examinadas agcantra—sel no  Quadro B,
fbservou-se uma baixas concentracio de osporos deates fungos em
todes as amostras examinadas, o que confirmou raelatos anteriores
(SPLITTBTOESSER et alii, 1971; PUT, 1944). A brixa concentracio
de esporos justificou o plaqueamento em triplicata e a2 utilizacEo
de 10wl de indcule por placa, para iscolamento de fungps termo-
resistentes.

Foram isoladsas 58 culturas de fungos termo-resistentes a
partir das 15 ampstras de péléa de morango. 0 resultado da
identificacino das cepas isoladas & apresesntade nos Quadvros &4 e 7
para fungos perfeitos e imperfeités, respectivamente. Copmo pode
s&v  observado no Quzdro &, foran isolados os gquatro génevos de
fungos perfeitos (Buyssochlamus, Negosartorygs, Talaromyces e
Eupenicillium? citados com mainr {frequencia na 3i£eratura, Camo

deterioradores de sprodutes de fruta pasteurizados (HOCKING &

g
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AMOSTRA {IFCe/a) AMOSTRA {UFLC/g)
§u% 1.6 G 1.9
2 1.0 16 {1.9
3 (1.0 i1 (1.6
LT3 S 1B i.0
3 {i1.¢ 13 1.6
& {1.8& i4 {1.6
7 i19.¢ i3 3.0
8 1.0

T I NN N IR I NN I T TR T S M o M s e amtomi e s me e ok am A b e o e R o i e e AP i o IO WAL Mk i v e wm v mem s b A e e e e rrk me e Ak dem e s
mwwwwmummwmm—nwmm&——-\u”N-e-—-q—m“M——-—-w««m-b—ww&-—v—-w«w«tn\—-u-—mw“_wwwﬂ-—ﬂwmﬂra_wm—mwm—

¥ unidades formadorazs de rpolénias
#¥® yepafriandapg

PIYT, 1984,
CNo Guadro 8 a5 cepas foram agrupadas  por génere e &
gpresentado o namero de amostras em que sstes generos estiveran

presentes, bem como a frequiBncia de isolamento om relagdo  ap

numero total de awostras. Pode—se observar que 284, tdas 58 cepas
de fungos termo-vesistentes {soladas, perltencern a0 a8hevd

Eupenicillium. Os iselados deste género gstiveram presentes em 8
das 15 amostvas de polpa de morango gxaminadas, n&mafa superior
ans  apresentados por outros géneros. Dhservou-se, entretanto,
(Quadro &) que 13 destas culturas foram retiradas de uma Jdnics
amastra (amostra 43), que apresentou maior grau de contaminagio
poyr E$pétie5 de Eupenicillium du_que a5 demais amastras,

Pode ser observado ainda, pelo Quadro 8, aue o sagubhdo
genero mais prevalente foi Talaromyces, prasente em & diferentes
aﬁﬁstraﬁ. 0 resultado de grau de incidéncia deste fFungo

confirmam o5 relatos de FRAVEL 8 AUAMS ¢1984) que ohservaram que
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QUADRD  4-IDENTIFICACAD DAS CULTURAS DE FUNGDS PERFEITOS 180LADOS
DE POLPA DE MORANGO, APOS TRATAMENTO TERMICO DE 76 C

POR 2 HORA
NOM NGM NOM.  NOM NI
- - ESFPECIE _
a - b : ¢
AMDIT CULTY aM08T  CuLT REGIS
4 - i Bussochlamys nivea Westling 29465
4 - 2
4 - 3
iz - 2
ig - i Neossriorya fischeri (Wehmer) 2QAF
14 - 2 Maliocch & Chain
2 - 3 Talavromuyces +Flavug (Klocker) DRAR
) - i
7 - 1 Stolk & Samson var. flavue
3 - 3 Talaronuces trachunpornug 2ea4
i1 - i (Shear) . Stolk & Samson
15 - i5 Talaromyces wordminnii 3e58
L. R. Bezanianin
i1 -~ £ Talarpnyces sp.
2 - g i35 - 3
& - 4 i5 - &
4 - 4 i5 - &
ig - i i3 - &
13 - 3 13 - 7 Evpeniciiliium Javanicum 2943
i3 - 4 18 - 7 : -
i3 - S i5 - 19 {van Beguyna) Stolk & Samson
i3 - v i5 - 11
i85 - i 15 - 42 var . Javanicum
i5 - £
G - Fad
g - 3 Eupenicillium euglauvcum 3684
iz - 3 (van Beyna) Stolk & Samsomn :
13 - 5 '
i4 - i
e - i 13 - i
g - & 5 - 2 Eupeniciliiium sp.
e - 7 18 - 13

A T I R I I T T I I D N DT DD I T DT LU I I T DT I T LD DT M Sk i tm m— i ar e 4 e mh e ma e e e e Sl e e e e i i i e o T A A e . e
ﬁ-—mmwm_’.-..-._—_mm.....m.__._..‘......m-_.-—..w”.......—_m“_.m.m_..-_.*....um...--n,—u—w-.mw—,m“wm“«—-“m-——m

a- pumersn da amostra de origem da cultura isolada

b~ namero da cultura referente 3 amostra

¢~ numero de registro da cultura no acervo da micoteca URM-
' (UFPE- Dept. de Micologia? :
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7— IDENTIFICAGCAOD BE CULTURAS DE FUNGDS IMPERFEITOS

150LADOS DE POLPA DE MORANGD, APDS TRATAMENTD TERMICD

DE 7¢

O
£ POR 2 HORAS

s IR T T MM ok i s ) AR A s e B e B ke g o Y Wk Hek ke o f WL b v et e S

TR L LR S AL Sk s e e R i il D e i S T D DD 0 T T ONTY I IS LT T UMD M I e e s e e s e e

WM. NitM : N
- _ ESPECIE
a b c
aMOsT CULT REGIST
i - i Paecilomuces penicillatus 3657
(Huhnel YSamson
3 - i Pagcilomyces varioti Bainier BR&4
3 - Fad
 ¥= - 2
i -~ c Paecilomyces Tilacinus _ 3658
(Thom’ Samaon
g8 - i Penicillium charmesive Biourge
o - b Paniclllium citvinum Thom B4R
Q - 4
i - 3 Penicillium sp
i8 - 14
e - 3 Gspergillus fumigatus Fresenius 294T
7 - 2
7 - 4
7 - 3 Muyceliz stevilis
i - 4 :
a- numero da amostra de origem da cultura isolada
b~ numero da cultura referente & amostra :
£~ namero de registro da cultura no acervo ga micoteca URM-
(UFPE~- Heplo. de Micologia) ‘ ;
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QUADRO 8- NUOMERO TOTAL DE CEPAS IDENTIFICADAS EM CADA OGENERO £
CNOMERQ  DE  AMOSTRAS DE POLPA DE MDRANGO DE ONDE  FORAM

T I DN M AN A Th e o D STT D DN M MDD M S b omodm men fmema M 4 i o bt o e e W e mi b mn e e e e b bk e e e e A ol A e awer e i S e o e e

IS0LADAS

. : - NUOMERD NIMERD FREQUENCIA
GENERG . BE BE e

CEPAS AMOSTRAS TEOLAMENTD (%%

Byssachiamus 4 2 i2.3
Heosartorua 2 a 13.3
Talaromytes 7 & 56 .0
Eupenicillium ' 1 B8 53.3
Paecilomuces ' 5 3 2.8
Penicillium i 4 86 .7
Ggearergillus 3 2 13.2

——-.»-»‘.':m.»mh_....,.-,——.......-."'m‘_mmmw“.«_—.-....,w_nm.m......—.——-mw"m"..."""_m“‘w.—mmm—‘—nﬂw‘m"'m:«'....."".."‘...."“...““‘”.".."2"-'-».."“...._«...'“'_"“':'._."‘

¥ pm velacio ao numero total de amostras

Talaromyces flavus estave amplamente distribuide na natuveza.

Noo dtem IV 1.1, s3o descritas as caracteristicas que
‘tevaram a identificac8o das cepss, resultados dteie as  Futuras
pesauicas ﬁe_ideafi?icagﬁs de fungos termo-resistentes. Entre as
descrigoes  ressaltamos a de B, nmives, que perbtence ao  oénero
normalmente  considerado como o wmais resistente, gque se .dagtaca
gntre os demais pOY a8y O Unico ﬁue apresenta a8s0os nus, ou sedsm,

G2 FLCATHITYRO.
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IV.1i.1. CARACTERISTICAS GERAILS QUE LEVARANK A
IDENTIFICACKD DAS CEPAS

IV 1. 1.1, Byssochlamys nivea Westling

Descrigio ﬁacroscépicat
As colgnias sm B.D.6&. spresentaram cor branceo- gelo,
revarsts hoge & ligeiramente amarelo, com bordas finss & de
aspecto asracnoide durante o perimﬁg de crescimento, fornando-zse
gghranquicadas e.de aspecto granular gusndo houve predomindncisa
o

e asCcos. 0O desenvolvimento da coldnis foi véapido = 38 C.

cobrinde tods 2 placs sm S dias.

Descrigso micfuecéﬁica:

apresentou  ascos  srrvanjados de  Torma irregular, €m
paquenas  grupos, contende oito ascosporos, sendo suas principal
caracteristica 2 pPresenca de ascos nus (FOTO 1 - anexo 23, ou
sg3a, sem guslquer tipo de ascocarpo gue o 2 envolvesse, Esta
espécie foi difersnciads de B, Fulva, devido a3 presenca de
clamidosporos (BEUCHAT & RICE, 1979).

A Ffase ananorfa deste fungo fol o Paecilomyces wvarioti
Bzinier. Estas caracteristicas estiio de acordo com a descricio

de Byssochlamuys naivea Westiing (BROWN & SMITH, 1957,

&3



IV.1.1.2. Neosartorya fischeri (Wehmer) MALLOCH & CAIN

Descricioc macroscopica:
fs coldnizs em M. E.A. consistivram de uma camada continua
e cleistaotecio, primeiramente de cor branca, tornandeo-se amarela

com a idade, com reverso incolor,

Descrican microscopica:

Cleistotério globosn 2 sub~ globkoso, rseudoparenquimatico,
aEcns irvegularmente dispostos, globosos g evanescentes, contendo
citn  ascosporpds elissoidais, hialinos e ?urfemente oraamentados
por duas rugss esuatoriais (FOIG 2 - frexo 87

ppresentou Aspergillius (/. fumigatus Fresenius? como fase
anamorfa, o que o diferenciou dos putros fungos termo-resistentes
normatmente encontrados em alimentos (HOCKIWRG & PITT, 41984,

Estas carscteristicas est3o de acordo com a8 descricBo  de
fApspergillius fischeri Wehmer ( em sinoniwmia com  HNeosartorus
~ Fischeri) (RAPER 8§ FENNEL, 1943) e Meeﬁartérga fischeri (HALLDOH

& CAIN, 1972).

IV. 4. 4.3, Talaromuces wsp,

s Ffungps deste gﬁneru'fnram gdiferenciados das putras
?aseg teleromorfas de Penicillium spp. por terem apresentado
ascocarpo ndo muito rigido, formado pelo entrelacaments de hifas,
nSc sendo pseudo-parenquimatico em nenhuma fase de crescimento

(STOLK & SAMSON, 1972).
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IV.1.4.4. Talaromyces flavus (Klacker) STOLK 8 SAMSON var .

flavus

Descricdo macroscdpira:

As  coldnize em ﬁ.E.ﬁ; apresentaram-se amarelas, com
'reversm, primeivanente de coloracSo laranja, variando ate marron
com @  idade.  Uma das cepas apresent ou FEVEFSD com  maftchag

avermelhadas e escuras, com difusle do piloments no asar.

Descricido microscodpics:

ASCOCRIPOS amarelos, globosos, ASCO% sub~globosos,
gvanescentes, com oitu ascosporos  elipsoidais, amarelos, com
paredes grosons © Espinosas (FOT0 4~ Anewxo 23, Uma caracterizagio
itmportante  pare identificacBo deots gspécie, foi » presengs  de
ant&fiﬁia gnryvolade se suscogdnic, com sun célula apical fundindo-
58 na parte superior do sscogbnic (FOTD S - Anexo 2.

Apresentou Penicillium vermiculabum Dangenrd como  foce
anamorfa. Todas estes caracteristicas estino de.acmrdm com SBTOLK &

SHRMEON (1972} .
IVi1.14.8, Talaromvyces trachyspernus (Shear? STOLKE & SAMSON
Descrigdo macroscédriva:
A colonias em MH.E.A. apresentarsm cor brancs, Com

ReCcocarpo primeiramente branco, tornando-se amarelo com a3 idade,

com reversn incolor.
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 Descricie wmicroscdpica:

Ascocarpo globoso, ascos sub-globosos, evanescentes, com
oito ascosporns elivsoidais e espinosog, £elula BECOUENA
facilmente distinta por consistir de umz porgdo de hifa  aérea
inchuda, nodosa e retorcida.

ﬁpresentoﬁ Fenicillium apiculiﬁpmriuﬁ Lehman como  fase
anamorfa.  As  caracteristicas apresentadse estio de  scordo con

BTOLK & SaMSBON 1972y

IV.1.1.6. Talarumuces wortmannii C,Rﬁ Benjamin

Uescricio macroscopica:
As  coloniss em M.E.A. apresentaram~se de gor amsrels
brilhante, COmM  AUMETOsS0S ASCoCarpos amarelos 2 reverss amsrelo

COm manchas Earrons.

Bescrivdo wmicroscédpics:

Ascocarpo globnso, ascos globosos =a ﬁub—glﬂbaﬁms com sito
asCosporoes elipspidais ¢ espinosos. [élulan sscHgens consistinda
em parte de hifa aé?ea inchada com rami?itaéﬁas-en%rmladaﬁ.

Talaromuces wortmannii apréganta cestruturas muito
semelhantes ] Talaf&myceﬁ Fflavus, sendo diferenciado
‘principalimente pela céluls ascdaena e pelo formato do conidio em
sun fase anémnr?a, Penicillium wortmannii Klocher, aug mostrou-se

glipsoidal 2 predominantemente fusiforme.

Todas as caracteristicas apresentadas w#stdp de acordo conm
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STEHK & SAMSON (1972).

I¥.1.1.7 Eupenieillium spp.

Este género foi diferencisdo das demais fases perfeitas de
Penicillium, por possuir ascocarpe  {cleistotéciod pseugo-
parenquiméticd, globoso, composto de celulas poligonais e
kialinas, tom paredes rigidas. Us ascos aspresentaram oito
BECOSPOTOS glébaaas ou lenticulares, fevemente rugos0s OuU com
estriss maouatoriais.

G  fungos foram classificados como Eupenicillium sp. de

acordo com as caracteristicas do género (SCOTT, iveqy.

IV.1.1.8. Eupenicillium Javanicum  {van Beuna) STOLK &

SAMEON wvar. jazvanicum

Descri¢io macroscpica:

As colfnias em Czapeck apresentaram cores desde brancop =
tinza clarg, passando povr amaralo, .até marrom ciarng, 0O reverssa
mostrou—-se marrom, algumas vezes amarelo e acaﬁionélmente £om

menchas Ctremes @ amarelas.

Descricio microscopica:
Cleistotecios com cores que variavam de creme =z amarelo,
chegando a marrom-clarp em algumss Ilinhasens (FOTO 3 - Anexo 2.

fscos soltos, evanescentes, com oito ascosporos lenticulares, sen
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rugas equatorisis ou gualguer outro trago, sendo levemente
ESPINOSOS.

Apresentou  Penicillium simplicissimum (Dudem? Thom como
fase anamorfa,. As caracteristicas ds espécie estio de acovdo com

BTOLK & SAMSON (1¥B3).

IV.1.4.9. Eupenicillium euglaucum. (van Beyna? STOLK &

SAMSON

Descrigfo macroscdics:

"As colBnias em Czapeck apresentaram-se de cor rosa, coreme
o branca{_ florusas, com  presenga - de exudado inicizlmente
Cavermelhado, tornando-se marrvom com a idade, Apresentou difusio

e pigmento amarelo no zgar © - reverso avermelhasdo 3 marrom.

De&ﬁricia microscpica.

Cleistotécios de cores que variavam de amarelo & marrom
claro, sub-globosos. Ascosporos de forma lenticular, com  duss
rugas equatoriais proximas. |

Apresentou  Penicillium citreonigrum Dierckx como Ffase
anamorfa, sendo este caracterizado por conidios globosos e
delicadamente rugosos. |

&s caracteristicas da especie estio de acordo com STOLK &

BAMGON (1983
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IV.1.4.16. Paecilomyces penicillatus (Hohmel) SAMSON

Bescyic2o macroscapica:

Ag coldnias em M.E.A. apresentaram cor tcreme, com areas deo

gesporulacio brancas ¢ reverso incolor.

Bescrigdio microscopica;

As fialides cﬁhsiafiram de uma porcio basal cilindrica,
com pescogo distinto, sendo a principal caracteristica da especie
a formato dos conidios, que rpresentaram-se cilindricons e
eventuzlmente septados. Produziu clamidosporns hialinos, lisos e
pirifcfmea.

s caracteristicaé da espécie'8525n de acordo com Samson

{19743 .

IV.1.1.11. Paecilomgyces varioti Beinier

Descrigso macroscopica:
Az colonias em B.D.A. apresentaram~se de cor ligeiramente
amarela, tornando-sp verdes com 8 idade, de aspecto aracngide,

flocosas no centro e com reverss claro,

Descrigan micvroscapica:

(s conididforos apresentaram ramificagies arvranjadas
irregularmente, com cada ramo contende de 2 a3 7 ialides de
formas variadas, poadendo tar'béaes_cilindricag ou elipsoidais. Os

coniding wvariaram de hialinos a amarelos, e podiam ser sub-
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globosos a elipscidais ou cilindricos. Clamidosporas alabosos 3
piviformes, com paredes rigidas.

fs caracteristicas da espécie estio de acordo com BROWN &

SMITH (1957) & SAMSOM (1974).

IV.1.1.12. Paecilomyces lilacinus (Thom) SAMSGN

Descricio macroscopica:
As colonias em B.D.A. € Lzapeck apresentaram cor branca

a lilas, e reverso com zonhas claras radiais.

Descri¢8o microscdpics:

Os conidioforos apresentaram-se com paredes rugnsas,
levemente pigmentados. Fidlides com base dilatada, e pescogo
muito fine, conidios elipsoidais & fusiforme, lisos e hialinos.

As caracteristicas da espécie estio de acordo com SAMSON

{i974)
IV.1.1.43. Aspergillus fumigatus Fresenius
Descricio macroscopica:
As coplonias em Czapeck apresentaram-se primeiramente de

cor branca, tornando-se verdes com a idade, extremamente flocosas

e reversg incolor.
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Descricio microscopica:

Cabe¢a cornidial de forma colunar, compacta, densamente
carregada de conidios. Conididfors com contorno bem definido, cor
verde, ¢ esterigmas uniseriados, esverdeados, saindo apenas da
parte supériar da vesicula; os conidios mostraram-se globosos e
levemente rugosos.

As caracteristicas da especie estHo de acordo rom RAPER &

FENNELL (1977 . .

IV.4.4.14. Penicillium chermesinum Biourge

Jescrigio macroscopica:
As  coldnias em Czapeck apresentaram cor hranca., sulcos

radiais profundos, exudado ansente & reverso claro.

Descrican microscopica:

Caracteristico por apresentar conididgforos curtos e de
parede lisa, estritamente monoverticilado. Fidlides ampuliformes,
relativamente pequenas e estreitas; conidios pequenos, elipticos,
com paredes lisas,

As caracteristicas da espécie estio de acordo  com PITY

1979,
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IV.1.1.45. Penicillium citrinum Thonm

Descrigio macroscodpica:
As coldnias em M.E.A. apresentaram—-se de cor verde
azulada, com sulcos radiais, velutina, com margens irregulares,

exudado ausente e veversp claro,

Descrigio micraacépica:

‘Ccnidiéfarns tom paredes lisas, caracterizados por
apresentarem métulas terminais divergentes, em nomero de 3~5, com
ccasionais ramos divergentes. Fiélidés ampuliformes, ronidios
sub-globosos, ligeiramente rugosns e de cor szulada,

Az  caracteristicras da espécie estio de acordo com PITY

(19793,

Iv.1.1 .14, Mycelia sterilia

Os fungos que nd3o produzivam nenhum estado conidial sexyal

o aasewuxl reconhecido na cultura, foram olassificsdos, pOT

conveniéncia, como Mucelia sterilia, de acordo com BARRON (19793 -
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IV.Z. ATIVACAD TERMICA

As  curvas de ativacH3o térmica dos fungos Byssochlamys
nivea, Neosartora fischeri, Talaromyces flavus e Eupenicillium
Javanicum, usando suco de moranso come meio de aquecimento, s8o
mostradas nas Figuras 1, 2, 3 e 4, respectivamente. D melhorey
tempos e temperaturas de ativacSo de cada fungo encontram-se no
Quadro ¢, que apresenta ainda o incremento em termes de namaro de
ciclos’ logaritmicos, acima da contagem inicial, causada pelo
choque térmico. Notou-se que_apanas- Eupenicillium Javanicum n3o

o
foi ativado a BO_C, POiS comegou a ser destruidu nesta
temperatdra, sendo ativado a_?@gc‘ Observou-se ainda que, mesmo =

o
7¢ C, este fungo foi pouco ativado, com um incremento nz  sSuzs

toncentragio de esporps de apenas 8.3 ciclos logaritmicos. _O
fungo mais favorecido pela ativacgdo foi T. flavus, ativado em 2
ciclos logaritmicos, | seguide do B, nivea com 1.8 ciclos
logaritmicos.

0 resuliado obtido para ativaéga térmica de 'Bassncﬁiamas
‘nivea foi préximo ao obtido por KING et alii (1969 que,
“trabalhando com B. fulva em sucﬁ de uva, encontraram um tempo de
ativacio de 4 minutos a 8@08. Para Neosartoruya fischeri, o
resultado obtido (10 minutos de aquacimento.a EGQC) confirmoy

indicacio de SCOTT & BERNARD, (19873 Estes autores dindicaram
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FIGURA 1 - CURVA DE ATIVACAO DE ASCOS DE BYSSOCHLAGYS NTVEA AQUECT -
- BOS A 805C EM SUCD DE MORANGO.
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FIGURA 2 ~ CURVA DE ATIVACAD DE ASCOSPOROS DE NEOSARTORYVA FISCHERI
AQUECIDOS A 80°C EM SUCD DE MORANGO,
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FIGURA 3 - CURVA DE ATIVACAD DE ASCOSPORDS DE TALAROMYCES FLAVUS
AQUECTDOS A 800C EM SUCO DE MORANGO, |
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FIGURA 4 - CURVA DE ATIVACAG DE ASEOSPDROS.DE EUPENICTLLTUM
FAVANICUM AQUECIDROS A 700C EM SUCO DE HMORANGO.
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tambeém para Talaromgces flavus, um choque térmico de 18 minutos a
BODC que foi, entretanto, superior ao obtide ne presente
trabalho. Ngo foi gncontrade na literatura dados sobre a
ativac3o térmica de Eupenicillium javanicum. |

0 incremento no numers inicial de sobreviventes obtido com
a2 ativagl3o térmica dos ascosporos de Neosartorvya fischeri foi o
mesmo  relatado par-CUNNER & BEUCHAT (4987), que trabalharam com
este fungo utilizando suco de mari (18,30Brix; pH 3.8) como meio
de suspensio para aquecimento dos esporos.

0s tratamentos apresentados no Quadro 9, gue forneceram o
maior ndmero de ascosporos ativados para cada fungo, foram usados

a it - 3 . n ’
para a ativacio da suspenszio utilizada como indculo para o estudo

da resistencia térmica.

AL ol ke b . v TR T R A il ek ek e . R e e a M D DS RN NI D I I I S A Y LT W SO I I IO e A i o o e

QUADRO 9-TRATAMENTO TERMICO OTIMD PARS ATIVACAD, EM SUCG De
MORANGO, DOS ESPOROS DAS ESPECIES SELECIONADAS E 0
INCREMENTO NA CONTAGEM INICIAL CAUSADD PELD CHOGUE

TERMICO (em termos de numero de ciclos logaritmicos)

T M o I ITn T TR DT T RAN MR AR ki Mk i e et e R TR TR W S AR MAR M il el b e v P R WA AN AW AN A A A ek i e e Y TR T TR T S M AR A AR S e o Ty e AR AT A AR
Rl e e e o e e A e e e e e e e e e I L L D O e N M R N A I T O N N N N N R R N T T I T T A A A e T IS T T T e

TRATAMENTO
ESPECIE INCREMENTO®
TERMICO
0 : i
B. nivea 8¢ C por 3 minufos _ 1.8
o
K. figstheri 89 C por 19 minutos _ 1.0
' O
T. flavus 88 £ por 35 minutos 2.9
o
E., Javanicum 7¢ C por 5 minutos .3

M MW S M R SR WM AR SR Ard A bR e T e A M Ama e mr BT S ek e A T T U T LR S LAY M g Sl ik el e e e T U AR AL RAS AR AR Al it bl vt o v e T M Sl il Al i o
A T WA AL MR e b el Ml ek iy g e TRY T YRR TR RAA WS AL M A mop iy e ok o e e v e e e b e e e T D O I I I NN LN RN SR ID b I LD DD I I ST O e o oo e

* ~em termos de numero de ciclios logaritmicos
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IV.3. AVALIACHD DA DETERIORACAD DO SUCO DE MDRANGOD PELAS

CULTURAS SELECTIONADAS

Ds resultados obtidos nos testes de deterioragio sio
apresentados no Quadro 1¢. Todas as observagfes s3o referentes a
comparagao de cada tubo com o tubo controle.

8 crescimento dos fungos em condigBes de aercbiose foi
observado, para as guafro espécies, em 72 horas de incubaglo, com
o aparecimenteo de micélio na superficie do tubo. Os resultazdos
confirmaram testes anteriormente realizados com B. nivea por
BEUCHAT & TOLEDO (1977) que detectaram a germinagio de ascosporos
deste fungo em varios sucos de frutz, com Brix variando de 11.2 a
13.7 e pH entre B.7 e 3.8. 0 tempo de incubaglio parz o
desenvolvimento das colfnias também mostrou-se prdoximo ao obtido
por HATCHER et alii (1979) trabalhsndo com B, fulva inoculado em
suco de maci a 1533rix;

A gnica especie que apresentou desenvolvimento em tubo
selado com vaspar foi B, nives, indicando que este fungo consegue
desenvolver-se em ambientes com baixas tenstes de oxigenio, comp
05 encontrados em latas e garvrafas. Este resultado confirmou as
observacSes de BROWN & SHMITH (1957); YATES & FERGUSON (19463,
YATES et alii (1%967); PERCEBOIS et alii (19753, |

Aleém do crescimento, foi detectada produglo de 9is, nos
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QUADRD 10- ALTERACHES CAUSADAS PELAS ESPECIES INOCULADAS EM  SUCD
o
DE MORANGO (pH 3.8 2 15 Brix}
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CRESCIMENTO - PRODL. ALTERACRD ALTERALAD
ESPECIE _ . DE Da COR DE pH

Qa Fb GAS A F
M_,m““mm=zzx=:::==:z=:m=z:zxz:::zzxz:====xxu:mx===xxn:==ﬂ::mm=2=&
B.nivea + + + + claro SA 84

(i tubo)

N. fischeri + - - 54 54 sa
E. javanicum + - - - SA SA 8A
T. flavus + ~ - amarelado SA SA

II MR MR M M s o T T DT LD DT T U LA A e ek b e e T R A SA1 AR ok e e ke o AR TR AR M ek sl e e ey e o AR e A e et ek e o P AT e M e ket e e ey R e W At St
MR e e e R e e e e e e e e e R D L . R R R R D N S R T R I I e M N S L L Tn D DR T e I AT DT DT DT e am

a- A= tubo aberto
b~ F= tubeo fechado
¢~ S4= gem alterac%a‘

tubos selados e inoccrulados com B.nivea. U fato de espécies de
Byssochlamys produzirem gds foi relatado anteriormente por PUT I&
KRUISHWIJK (1944) e CARTURIGHT & HOCKING (1984) .

Foei observada uma separacim de fases em todos os tubos,
ndc havendo, porém, variacio entre a altura do precipitado no
controle e nos tubos inoculados. Este resultado n3o permitiu
conclulr nadas sobre a hidrolise da pectina da polpa, por possivel
presenca de enzimas pectinolitic#s. Aleém do teste visual nenhﬁm
outro método de deteccgdn de enzimas foi empregado.

# alterac3oc de cor observada em um tubo inoculado com B.
pivea, onde o suco apresentou-se mais claro, ndo foi reprodurzida

na duplicata. & cor amarelads apresentads no suce inoculado com
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T. flavus pode ser devido a cor da praria suspensdoc do fungo, que
tem a cor amarelo~aiaranjado! |

| Nio foi observada wvariac3o de pH, o .que confirma
resultados anteriormente obtidos por PUT & KRUISWIJK (1944) que

trabalharam com Bussochlamys nivea em morangos pasteurizados.
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v.4. RESISTENCIA TERMICA DAS CEPAS SELECIONADAS
IV.4.1. UTILIZACKOC DO METORO DE TUBOS TDT

A Figuras.ﬁ e é.mnstram as curvas de sobreviventes de N.

: o s} .
fischeri a 85 C, e de B. nivesz a2 8¢ C, respectivamente, como
resultado da utilizacdo do método de tubos TBT. Na Figura 5, as
curvas 14 e 1B representam os resultados de dois tubos retirados,
_ resfriados e plaquéadas simultaneamente; gnquanto Que a curva 2
representa  um experimento realizad§ separadamente. Pode ger
observada ahnﬁa reprodutibilidéde dos resultzdos entre as curvas,
especialmente em tempos superiores 3.90 minutos de squecimento.
Aos 128 minutos os pontos da% curvas 14 e 1B  apresentam uma
diferenga de mais de 4 ciclos Iogaritmicos na contagem de
sobreviventes &, comparando-se as curvas das experienciac 14 e 2,
neste mesmo tempo, a3 diferenga aumenta para mais de 6 riclos
logaritmicos. ;

As curvas apresentadas na Figufa 4 mostram que, assim como
para N. Fischeri, no coﬁeca do aquecimento dos sscos de B. nivea
‘{curvas 34 e 3B houve boa regprodutibilidade dos resultados 2 a
curva de sobreviventes foi praticamente constante até 400
minut oy, 'Para s tempos de aquecimento acima de 72¢ minutos, nio

foram observados resultados reprodutiveis, nem comparando as

8¢
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SOBREVIVENTES /ML
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TEMPO {(MINUTDS)

FIGURA 5 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOSPORDS DE WEOSARTORYA FISCHER]
AGUECIDOS A 85°C £M SUCO DE MORANGO PELO METODO DE TUROS T.D0.7.

SOBREVIVENTES/HL

g 19 4 sig 228 36 198 tz08
TEMPO (MINUTOS)

FIGURA § - LURVAS DE SOBREVIVENTES DE #ASCOS DE BYSSOUHLAMYS KIVEA

AQUECIDOS A 800C & SUCO DE MORANGO PELD HETODO DE Ty-
BOS T,D.T,
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curvas 18 e 1B {(tubos reti%adﬁs simultaneamente) nem comparando
estas com 2 curva 2, tujo  experimento foi realizada
separadamente. |

s resultados demonstraram a n3o eficiéncia do método de
tubos T.D.T. para o presente estudo, embora alguns autores o
fenham empregado com sucesso para determinacio da resisténcia
térmica de fungos, gtilizando meioc sintetice para agquecimento dos
esporos (KING et alli, 1979, BAYNE & MICHENER, 1979). A&
observaclo ewperimental indica 2 possibilidade de formagEo de
aglowerados de polpa ¢ esporos, que protegem os esporos impedindo
sua destruicio sob aquecimento prolongado. Esta observacie nos
ltevou & wutilizac8o de um método que empregasse agitaclio para

evitar este fendmenc, como & o casoc do método do frasco de trég

. bocas {item IV.4.2.).

IV.4.2. UTILIZACKC DO METODD DO FRASCD DE TRES BOCAS

Az curvas de sobreviventes 0% ascos de B, npnivea o

ascosporos de N.  fischeri., que foram calculadas ?s temperaturas
0 ' ]
de 86, 85, 96 e 93 C, s¥o mostradas nas Figuras 7 g 8,

respectivamente. Na Figura 9 530 apresentadas as curvas de
' o}

sobreviventes de £. javanicum as temperaturas de 8¢, B85 e 99 [
‘ o

Mip foi determinada a resistdncia do £, Javanicum a 93 €, devido
o

& baixa resisténcisa deste fungo apresentada a $9 e. Nestes
graficas, pode ser observada a n3o linearidade das curvas,

: o
princirpalmente 3ds tempersturss mais baixas (80 e 835 C). Com o

Be
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FIGURA 7 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOS DE BYSSOCHLAMYS NTVEA
AQUECIDOS A 80, 85, 90 E 930C EM SUCO DE MORANGD PELD
METODO DO FRASCO DE TRES BOCAS,
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SOBREVIVENTES/ML

1E+

iE-1

= " T P,
TEMPO (MINUTOS)

FIGURA 8 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOSPOROS DE NEOSARTORYA
FISCHERT AQUECIDOS A 80, 85, 90 E 93°C EM SUCO DE MO-
RANGO -PELO METODO DO FRASCO DE TRES BOCAS,
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FIGURA 9 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOSPOR0OS DE EUPENTICILLIUM
JAVANICUM AQUECIDOS A 80, 85 E 909C EM SUCO DE HORANQO
PELO METODO DO FRASCO DE TRES BOCAS,
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aumento da temperatura, a8 curvas tornaram~se praticamente
lineares, o que ccncnrdpu coﬁ 08 resultados apresentados por KING
et alii (i979) e BAYNE & MICHENER (1979), trabalhando com
linhagens de Byssochlamys. Segundp estes sutores, as =altas
temperaturas mascaram a n30 linearidade d48s  curvas, sendp
necessaria é uti}izaéﬁa de temperaturas msis baixas para
evidenciar este fendmeno.

Uma explicagio para a nHo linearidade das curvas de
sobreviventes de asces de B. nivea seria o fatg de que 05
ascasporns. entontram-se dentro de ascos integros, o que 2
destruicio destes ascosporos n3o seria uniforme, o que € similar
a observaglo feita por RAHN (1945) em relacio a destruigio nido
uniforme das celulas de Siaphylococcus dispostas em rachos. Esta
‘explicacﬁo, entretanto, nio se aplica aos demais fungos en
estudo, Jji que Fqi determinada a resisteéncia térmica de seus
ascosporos livres e nio de ascos. SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER
(1977) consideraram gue a n3o linearidade das curvas de egsporos
de Byssochliamys sp. e ﬂsgergillus sp. n3o se deve a formaclo de
aglomerados, nem a ativacio de  5POTOS dormentes, nae
apresentando, entretanto, uma explicagiio para o fato.

Para passibilitar © calculo dos  parimetros de
esterilizag8o equivalentes a D e Z,'.Fni aplirado o método de
lineariza¢3o de curvas de sobreviventes de ALDERTON &  SNELL
(1970} . As Figuras 10, 11 e 12 mostram os arificos de log(log N
- log N) X log tempo (minutos), para B. nivea, N. fischeri e E?
Javanicum, respectivamente, onde o inverceo da inclinagso fornece

o parametrn "a", wutilizado na linearizacBo das curvas através da

Bé
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LOG (LOG N, - LOG N)
o
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1.8 2.1 24 2 i oad

LOG TEMPO

FIGURA 10 - DETERMINACAQ DO EXPOENTE “a” PARA BYSSOCHLAWYS
NIVEA A 800C

log (log N~ log N} = -« 5,17 4+ 1,946 log ¢
[w) .
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FIGURA 11 - DETERMINACAO DO EXPOENTE “a” PARA NEOSARTORVA
FISCHERT A 80°C

iog (log N - log NY = = 5. PB + 2.P94 log ¢t
o _
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LOG (LOG Ny - LOG N)

.
fiocd
Fn .

Frud

F 3

"2z {/inclinacaos @.548

i's 1.
LOG TEMPO

FIGURA 12 - DETERMINACAO DO EXPOENTE “a” PARA EUPENICILLIUM
JAVANICUM A 80°C

159 (log ¥ -~ log N) = -2.24 + 1.543 log t

O
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EQUALA0:

T L ST e A ey kW R el e = N T it A Bldh i A i e . T e

(log N -~ log N = kt + C {equagzo 1)

A Al UL Bk ol il L PP ke ik e Ak b T S i e T M A Sy e

o
Os wvalores do expoente "a", caleulados a 89 £, e seus

respectivos coeficientes de crorrelac3o, para as tregs espécies,

san mostrados no Quadro 1%

—»-_.-H---......-_m....mm...-_.._.....-wm...-—_-...-..........-.-_“wm—__.ﬂw--.-,_—«mu-...—.._nm—wmmu—_-u_mmm—-ﬁw-“—
..-.—.n—n_—_mm—..—._.—.m.......—_ww...«_..—__..—.--._—wnu...-—.._.——.......nwm“mm—m“u—.-..mﬁ..‘_...mw._—-_.._mﬂ._—.-

- o
QUADRO 11-VALORES DO EXPOENTE "a', CALCULADOS A 89 C, UTILIZADOS

NA LINEARIZACED DAS CURVAS DE SOBREVIVENTES DE

B. nivea, N. fischeri e E. Javanicum

-._.m-‘mm-.-,...—-ww-....-_—wmu.--._“_m__.mm.“—--—..._nw—-—.......‘-—.._m-uu-._-m-.m-_.—.w_“-—_..-u«m_up--—n
mm‘—_m—nwm_‘_.._-u........—.—....u.........-—.-.-u-u.....——....—..u--—“um—“——_—m—-m—muw"-mﬁﬁ-—wh_...m.....__......_.._

*\

ESPECIE valor “a" T
B. nivea &.982 2.985
H. figcheri ¢.436 9.%933

#wMm“mﬂ_““m‘&—uw--ﬂ“»“ﬂ_—“”—-ﬂm‘-“hmw“-—‘lﬂl&na—“ﬂnﬂll—#“mm—mwum——mﬂ-w—:—mmu—“wm
—-mn—.——umm_.—-n—._——.-.._...-.--..-..m-_-..._‘..._—_.mu-._.._—-.-....m..........—....w“.._—_..»m“*__mm«.___w.«mm__.—-

¥ cpeficiente de correlsgio da curva-
log (log N - log N> X log tempo

o
para o calculo de "a®
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: o
0 wvalor de "a" calculado para 3 curva de 8¢ € foi

utilizado wpara linearizar toda a familia de curvas para cada
fungo, & as curvas linearizadas s3o mostradas nas Figuras 13, 14
e 13, para B. nivea, N. fischeri e E. javanicuﬁ, respectivamente.
As equacdes regressionadas de.cada curva de sobreviventes s3o
apresentadas sob os graficos (equaghes de nimeros 5 a 19).

Ds va]areé de k e C, obtidos 3 partir das esquacdes das
turvas lingarizadas, 530 mostrados no Quadro {2, Os coeficientes
de correlagdo para estas equaghes Foram iguais ou superiores a
&.278, indicando alta correlacsn entre os dadoes.

Neste estudo foi calculado, também, o valor de D para as
espécies em questio, 3 partir da porgfo linear da curva de
sobreviventes, ou empregandn todos os pontas'quando. gsta se
apresentava linear. Isto foi feito para possibilitar B
comparacac do ﬁéﬁodb, considerando ordem logaritmica de nmorte,
utilizado muitas vezes pars fﬁngns (KING et alii, 1969; BEUCHAT,
1984) com o metodo de linearizacSo de ALDERTON & SNELL (19707 .
Estes valores sSo apresentados na Quadro 13, rcom seus respectivos
coeficientes de correlaglo, para B, nivea, N. fischeri e E.
Javanicum. Nota-se que, de uma maneira geral,. 08 coeficientes de
correlagdo obtidos pare o cdlculo do valor D =80 ligeiramente
inferipres zos obtidos pelo métodohdeqlinearizagﬁm.

Lom o0s valores de k e © fpi possivel calcular o tempo
necessario  para causar 2, 3 e 4 redugdes decimsis da populacio
inicial de B, nivea e N. fischeri e 1, 2 g 3 redugfes decimais
rara E. Javanicum. Estes valores est¥o nas Quadros 14, 15 e 148,
para B. nivea, N. fischeri e E. javanicum, respectivamente, e s3o

comparados ao tempo obtide experimentalmente para esta reducat.
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FIGURA 13 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOS DE BYSSOCHLAMYS NIVEA
LINEARIZADAS PELA FORMULA (LOG Ny - LOG N)®= KT + ¢

. O
{log N -~ log W3 = @ 0020 ¢t + 0. 248 (para B@ i) e, 5
O
8.58e : 3] .
(log N =~ log W) = . @465 + ~ ¢.457 {para 8BS L) .6
(e} ' _ .
g.5pp ‘o
{log N~ log N} = §.075¢ t + H_0AY {para 9¢ ) eq.7
o : '
. &.522 Fo) :
{1log ﬂ - Tog H) = @ B928 &t ~ 9,059 {para 23 C) eq.8



FIGURA 14 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOSPOROS DE NEOSARTORYA
FISCHERT LINEARIZADAS PELA FORMULA (LOG No - LOG W)®

KT + C
¢ .436
{iog N - 1log W =
o
9,436
(log B -~ log N} =
. o
tiog N - log MIQ.434 =
O
. . 8 .434
(log N~ log N} =

Q.905¢ t
9.¢23% t
2.4814 ¢

8.46198 t

83
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O
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FIGURA 15 - CURVAS DE
JAVANT CUM

KT + C

{iog H

o

= 1og H)

<iag N «~ log W)

{log N

£

Q

-~ 1og N)

2. 648
0. 648

o, 4648

28 “ % o
TEMPO (MINUTOS)

SOBREVIVENTES DE ASCOSPOROS DE EUPENTCILLIuk
LINEARIZADAS PELA FORMULA (LOG N, - LOG N)®=

: o
= @.0369 t ~ 0.679  (para B& 0 eq, i3
= @.1988B t - @._p&s - {parz BS L eq. 14
= 9.7078 t + 9. .23p {para 99 ) edq. 19
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QUADROS 12~VALORES DE k £ € CALCULADOS PaRA CADA TEMPERATURA DE

TRABALHD COM B. nivea, N. fischeri e E. Javanicum

O -3 . ¥

ESPECIE TEMP . ¢ L) kimin c r
B. nivesa 89 . 0029 ¢.ei8 &, 987
85 Q0165 -® . 453 o995
99 2. 8750 Q. .9&7 @.985
73 ¢.2928 ~Q . @59 @._¥93
N. fischeri 8¢ 9.050 ~-8.146 & o8P
84 ©.e239 -@. 9092 ¢.981
¢o $.1814 ) -@ @35 2.978
w3 @.4198 . 8. 309 &.988
E. Javanicum 217 8. 9349 -@ . 979 2. .991
85 @.1988 -0, B4 Q.987

# coeficiente de correlacio entre
o
(log N ~ log NY X Tempo
o
para determinacio de k ¢ ©
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GUADRO 13-CALCULD DO VALOR o, CONSIDERANDD~SE ORDEHM LOGARITHICA
PE HMORTE vE' SEUS RESFECTIVOS COEFICIENTES DE
CORRELACED, CALCULADOS PARA B. nivea, N. fischeri

£ E. Javenicum,

“mﬂm-_uﬁ—“"“ﬂoi—iu—"“—-n—mmu«ﬂ--—ﬂwﬁm—-—wwm—hmmﬂu—wwﬂlﬂmw_-‘mmnm*‘n-ﬂmq‘mmﬁ—“u&mmuﬁ
-—«mu—-_...mm«..—--_—»mm-—._.mm«-—....-..-...---...-_.-..-n._m—mﬁ.—mm-—;—.wu«»_w"“——"“u_“_u-_"w«-—nmm—mm

TEMP VALGOR D COEF
ESPECIE : nE
{al) {min?’ CORREL .
#*
B. nives ag 193.1 ¢, 997
L3
85 34 .6 @.972
Q6 4.3 Q.992
23 1.7 3. 5465
: *®
M., fischeri 8o ' 59.5 % 975
. . »
85 i4. 5 2. .98
g8 2.6 9968
@3 8.5 G.9271
*»
E. Javanicum 89 14.5 Q.978
B3 3.7 9. 944
o0 9.8 &, 982

a—-—-..........-»m......__._—.........«.._-m-—_—.._—-._-—._—--uwmm«--—»w—m_—wm“m----—mmmw“mn“—_—“uuu-—wm

¥ wutilizando-se para o cdlculo unicamente a porcSe linesar da

curvs de sobreviventes,
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0s quadros apresentam, ainda, a comparagio dos tempos aecessarios
para . causar um determinado ndmero de reducdes decimais,
calculados a partir do ;alor de D, wutilizando-se mdltiplios de D
correspondentes ao numero de redugdes decimais requeridas .

Pode ser observado que, pelo método de iinearizagio,
chega-se =2 resultados muito proximoes azos dados experimentais e,
tom poucas exce;ﬁes; estes valores s3o menores gue o reais. 0
sinal negativoe foi uwtilizade para  indicar quando o tempo
calculado foi menor que o experimental]. No caso de assumir ordem
logaritmica de morte, comparando-se as valores de { a 4D, de
acaordo com o nimero de reducBes requeridas, nota-se que 0s tempos
obtidos ni3o sdo muito proximos dos experimentais, sende na
maioria das vezes, menores que estes.

Este resultado confirma a observacio de BAYNE & MICHENER

{(197%) «que considevaram que,  s& o tratamento térmice aplicadoe =
alimentos, que tenham como alvo microrganismas cuja curva de
sobreviventes n3o ¢ logaritmica, for baseado no valor N, podera

haver um risco de sub processamentso no produto.

Os dados de resisténcia térmica obtidos por PUT &
KRUISWIJK (1964), trabalhando com ascos de B. nives suspensos am
suco de moranéo & pH 3.5, mostraram que, pars .destrui¢io de
i@ﬁaacaafml a ?QOC, era necessario um. tempo de équecimenta de ate
19 minutos. A linhagem estudada no presente trabalho, entretanto,
mostrou uma regist§ﬁcia superior équala; sendo obtidas a reduglec
de 1@4 ASLO0% &pends a0s 26.5 minutos de aquecimento a 9euc4 |

05 resultados apresentados por MICHENER & KING (1974)

mostram que a resistencia térmica de ascos integros e ascosporos

livres ¢ praticamente a mesma, o que nes permitiu  comparar os
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T A TV i A e e A e e e A i e o

UM DETERMINADG NUMERO DE REDUCHES DECIMAIS DE ASCOS BE
B. nivea, COM 0SS TEMPDS CALCULALOS PELA EQUACRO BDE
LINEARIZACAD E 0S TEMPOS CALCULADOS CONSIDERANDO ORDEM

LOGARITHICA DE MORTE (miltiplos do valor D}

oM Mar s T e AR WA ey e e G dem s e ek s i v et —

TEMP . NUMERG TEMP TEMPO TEMPD
b ' d
REDUCHES * %
n] a C
¢ &3 DECIMAIS EXPER. Call. LOG.
80 2 6i4.1 709.9 i3.35 386.2 ~37 .4
3 8i5.4 B78.2 7.7 wig.3 -29.9¢
4 1650 .0 122 . ¢ ~2.7 778 .4 ~26.4
83 2 ie9.8 112.7 2.6 6%9.2 -37 .9
3 141 .6 134.5 -5.9 1¢3.8 ~8é.7
4 166 .2 153.1 ~-7.9 138 .4 ~1&6.7
*e a2 15.6 18.3 17.3 i2.7v ~iB.é
3 £21.% 2e .8 8.1 ig. % ~-19.4
4 26.5 24 .6 0.4 23.2 -~ 4.9
93 2 4.8 i | 6.3 3.4 ~-29.82
3 3.9 6.3 4.8 5.1 ~13.6
4 7.4 7.2 -a.7 &.8 - 8.1

b~ X de diferenga entre o tempo experimental e o tempo calculade
€~ tempo logaritmico calculado pela férmula:

k= {log N ~ 1pg H? D_
o .
g~ & de diferenta entre os valores referentes S an tempo
logaritmico e o tempo experimental
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UH DETERMINADD HNUMERO DE REDUCBES DECIMAIS B0s
ASCOSPOROS DE N, fischeri, COM 08 TEMPDS CALCULADRGS
PELA EQUACHD DE LINEARIZACAO £ 05 TEMPOS CALCULADOS

CONGIDERANDU ORDEM LOGARITMICA DE MORTE (miltiplos do

valor I
TEMP . NUOMERD TEMPO TEMPD TEMFD
] d
REDUCHES -4 ¥
) a o
{ C» DECIMAIS EXPER. CaLc, : L0G.
210 b= 296 .7 298 .4 @.6 119.0 ~8%.9
3 328.3 350.9 &.9 177 . & -45 . 9
4 7467 3%4 .9 4.4 238.6 ~34 B
85 2 52.5 6.5 ia.o 22 .8 ~84 8
3 &3.9 71 .4 i1.7 £3.5 -31.9
4 72.3 Bg . 4 i.4 38.¢ -6 .9
%0 2 7.3 7.7 5.5 5.2 ~-2% .8
3 8.7 ?.4 4.6 7.8 ~19 &
4 10.4 1i%.3 ~% .0 1.4 0.0
g3 z 1.4 1.7 &.3 1.8 -37.5
3 2.8 2.1 5.8 1.9 -25 . 8
4 2.3 2.5 8.7 g.® ~-13.8

a~ tempo calculado pela formula:
&
{log Ko ~ lag M) C

b- % de diferenga entre o tempo experimentzl & o tempo calculado
¢~ tempon logaritmico calculado pela formuls:

k= {log N —_159 HY N
o
g~ % de diferenca entre os wvalores referentes a0 tempo
logaritmico e o tempo experimental :
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QUADRO 14- COMPARACAO DO TEMPO EXPERIMENTAL REQUERIDO PARA CAUSaR
LM DETERMINDO NUMERD DE REDUQDES DECIMALS nos
ABCOSPORDS DE E.  javanicum, COM ﬁS TEMPOS CALCULADOS
PELA EQUACKO DE LI&EARIZQC&Q E 08 TEMPOS CalCuLanQs
CONSIDERANDO ORDEM LOGARITMICA DE MORTE (maltiplios do

valor ﬁ)
TEMP.  NUMERD  TEMPO TEMPD TEMPO
_ b d
REDUCHES % %
o _ c
¢ DECIMAIS EXPER. CaLs. : LOG .
680 4 29 .0 29.p 0.7 14.5 -5¢ .0
2 45 .2 44 . 4 -1.3 29 . ¢ -3%.p
3 56 .2 57 .4 2.1 43.5 -22. 6
85 i 6.3 6.4 1.4 3.7 -41 .3
2 9.3 - e.p -1 .4 7.4 -2¢.4
3 i1.3 11.6 2.7 11 .1 -1.8
99 1 1.1 1.1 2.0 %.8 ~87 .3
2 2.1 1.9 -9.5 1.6 -23.8
3 2.6 2.6 ¢.0 2.4 -7 .7

A T T P A AL S AL et T TS M AR P Al ok il ke e T R R B ML Ak drm e e R R TV - e Mkl . T A PP AP A ke i ek T ey T R ARE At ks i . o v P R W ke

a2~ tempo calculado pela foarmula:
2
{log N =~ log N2 C
o

b~ % de diferenca entre o tempo experimental & o tempo calculado
¢~ tempo logaritmico, calculado pela férmula: :
t= (log N =~ Tog W) D
g~ % de diferenca entre os wvalores referentes ao tempD
logaritmico e o tempo experimental
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resuliados deste trabalho, obtidos COm B5C085 inteéros, com'algung
dados de resisténcia de ascosporos livres citados na literatura.
Em nosso trabalho, para obtenglo de uma reducioc de 3 ciclos
logaritmicos no ndmero inicial de ascos de B, nivea, foi
necessario um tempo de aquecimento de 22.8 minutos a ?@QC. Estes
resultados est8c na faixa de resisténcis das 7 linhagens de B.
fulva testadas por BAYNE & MICHENER (1979) e proximos aos valores
obtidos por KING et alii (4979} onde o tempo calculado para =a
mesma redugio foi de 35.9 minutos.

A comparacio dos dados de resistgncia do Eupenicillium
javanicum, com os resultados de experimento de VAN DER SPUY et
alii (1975) em suco de macHE, mostram que 2 linhkasem utilizada no
presente trabalho foi mais resistente. Estes autores obtiveram um
tempo de aquecimento de P9 minutos a QQDC para destrui¢io de 166
ascosporos de E.  Javanicum, enquanto que, para reducao de trés
ciclos logaritmicos da cepa selecionada neste trabalhs, foi
necessario um  aquecimento de 56.2 minutos a Bﬁnc.

As curvas de aobréviventes de T. flavus as temperaturas de
749, Be, B3 e 9056, s8o mostradas na Figura 1é. Fpi determinads a
resisténcia termica a ?SQC, " devido A conformagfo da curva de
aabreviventes_ calculada a B@QC; que se aproximava muito de  ums
reta, indicando um possivel comportamento logaritmico dg
inativagao deste fungo. Como os resu}tados_dc teste g ?SQC
tambeém dindicaram um comportamento praticamente logaritmico, o
calculeo da resisténcia térmica deste fungo foi feito & partir do
valor de D, pela regressic linear das curvas de spbreviventes

~{Figura 417). 0s walores de D para as quatroc temperaturas s3o

mostrados no Quadro 17,

iet
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FIGURA 16 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOSPOROS DE TALARQHYCES
FLAVUS AQUECIDOS A 75, B0, B5 E 900C EM SUCO DE  MO-
RANGO PELO METODO DO FRASCO DE TRES BOCAS. '
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5 1% e % 54
TEMPO (MINUTOS)

FIGURA 17 - CURVAS DE SOBREVIVENTES If ﬁSCDSPDROS DE TALAROMYEES
FLAVUS {INEARIZADAS POR REGRESSAD LINEAR
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CORRELACAD PARA T, flavus, AS TEMPERATURAS DE 75, B9,

o
83 E 92 C

TEMPERATURA VALOR CoEF
: DE

{ol} Dimin) CORREL .

75 a3.9 ¢_9%98

8¢ 17.2 e.v82

835 3.3 @.972

79 8.9 @.94R

m‘m“w—muM—-nt—;—u‘m-ﬂ‘——'-—qwwn---—l—u—u“n--\——.-—wc-»om&n—-——m“hm———_wmﬂm——“N“i—-—wuﬁ‘mmwh_wﬂmﬁwwm
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Guando os tempos requeridos para causar  um determinado
numers de redugdes decimais (multiplos de D), foram comparados
avs tempos ewxperimentais, foi observado que a porcentagem de
diferenga entre eles wvariava de -5.4 a 128%, como pode ser
observado no Quadro i8.

Ma tentativa de uma maior aproximacHe dos calcules a05
valores experimentais de tempo de vedurfo, foi utilizado o metodo
de linearizacio de ALDERTON & SHELL (197@) gmpregado
anteriormente para os outros fupgos em estudo.

A Figura 18 apresenta o grafico utilizadé para o calculo
de "a", cujo valor ¢é ©.833, com um coefitieﬁte de correlacﬁu de
$.999. As curvas de.scbreviventes linearizadas pelo expoente “a”,
para as gquatreo tfemperaturas, oio maétraﬁas na Figura 19 com as
equacbes das curvas para cada temperatura (ea. 16 a 19) e o
Quadro 1% mostra os valores de k e £, a cada temperatura, com
seus respectivos cmeficiéntes de correlacio.

Ainda no Quadro 1B , os valores de tempo obtidos a partir
dos dados experimentais sBo comparados ans caleculados a partir da

linearizagio . Pode ser observado sue = porcentagem de diferenca
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un DETERMINADO NUMEROD DE REDUCHES BECIMAIS Bos
ASCOSPORDS DE T. flavus, COM 0S TEMPOS CALCULADOS PELA
EQUACROD DE  LINEARIZACAD E 05 TEMPOS EALCULADOS
CGNSIDER&NDGfSE ORDEM LOGARITMICA DE MORTE tmGltipios

do valor D)

“w"ﬂ‘——“lﬂum—lm“‘-ﬁ-q—-“—‘hnﬁ—-—“iﬂb—v“"“-—"ﬂm—hwmn—ﬁn—t"m-——wmm——wmwﬁ—wwn——mﬁ—
.....-.......m-...—-..........u-—..u-.u.—-..mmm._...wm.——muu—mmu_—w-..__—._m_..-_-_u-...—._ﬂ..—w“a—_«wm

TEMP NUMERD TEMPO TEMPDO : TEMPD
b d
REDUCTES ¥ 4

o : C

LA DECIMAIS EXPER. Cat . 1.06G.

75 2 114.¢ iz21.0 s.14 197 .8 -~ 5.4
3 167 .0 174 1 2.5 1461.7 - 3.2
4 e2t .0 218,03 -1.2 £213.6 - 2.4
e eB. P 3a3.9 27 .3 25.8 27 .6
3 47 & 53.0 i1.3 593.7 ig.8
4 74 1 &9 .2 -& . 6 1.4 - 3.4

85 a2 3.8 2.3 ~44 7 5.6 73.7
3 7.1 7.9 ~1.4 2.9 39.4
4 i1.7 11 .46 - .9 iga.z i2.8

9o 2 ¢.8 @& -p5 @ 1.8 125 ¢
3 1.4 1.8 28 . 4 2.7 9p. 9
4 2.1 2.2 38.1 3.6 Z1.4

8~ tempo calculado pela equaglo:

a8
Clog N -~ lpg N} £
0
£ e - e

k k

b- % de diferenga entre o tempo experimental & o tempo calculado
¢~ tempo Jogaritmiceo caloulado pela equacio-
t= (log H -~ log N) D '

d- % de

o
diferenca entre os wvalores referentec an tempo

lagaritmicdo e o tempo erperimental.
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| LOG TEMPO

FIGURA 18 - DETERMINACAOD DO EXPOENTE #an PARA TALAROMYCES FLAVUS
A 759 | -

log (lag N ~ log N) = -2. 2% + {.200 log t
c
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(LOG N, - Log N)0.833

g @ g 149 1g 209 249
TEMPO (MINUTOS) '

FIGURA 18 ~ CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOSPOROS DE TALAROHYCES
FLAvUS LINEARIZADAS PELA FORMULA (LOG Ny - LOG M)

KT + C
$.833 - o
{log N -~ iog W) = 0 8143 ¢ + 6. 054 {para 75 © eqg.
o
¢.8B3z . : ]
{log N - logg H) = &.044i8 £ + ¢ _pap (para B@ ) g,
o : :
€.833 _ o
{lpg B -~ log M) =G 14585 t + {. 479 {para BS ) eq,
o .
&.833 - 0
~ 1pg W} = @ G97L b o+ 4 4473 (para 9% ) 4.

{ipg N
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QUADRO 19~ VALORES DE k £ C PaRa T, flavus AS TEMPERATURAS DE 73,
. el
8é¢, BO E 92 C, E SEUS RESPECTIVOS COEFICIENTES DBE

CORRELACAD
o #* )
TEMPERAT. ¢ L) k e r
73 ¢.2143 0.0514 &.998
80 ¢.2418 8.282 @.264
BS ©.145¢ i.47¢9 ©.7299
F0 ©.5%974 1.413 @.9&2

hmm““ﬂﬁ"nﬂﬁ—m“nﬁ——-l‘m—tn—“-ﬂ“““““‘—l"ﬂoﬂh“--‘ﬁ”-ﬂ-m-—h—w-»!ﬂ;—wM“l——w“-&—mm—r--——mh—w"m—
“M“Mm-mﬁx—wﬂ-‘——-——M‘—Mmu‘w-mh—‘-—umn—»——w—vmn——v—nm—u-——qMh—‘mmnm—mn“—wuﬁ—-—D-“#w_ﬂ—mm

- % coeficiente de correlaclo entre:
a
{log N -~ log N} X Tempo
. o
para determinacio de k e C

gntre eles varia de -44.7 a 38.1%. Os tempos de redugio do n&me?n
de sobreviventes, calculados pela tingarizagdo das turvas, n3o
est8o muito proximos dos dados_enperimentaiS; embora estejam mais
proximos do que os tempos calcu{ados a partir da ronsideracio de
ordem logaritmica de¢ morte, devido 2 maior parﬁentagem de
diferenga apresentada pelos dados deste altimp método.

R linhagem de Talaromuces ¥lavus apresentou resultados de
resisténcia térmica superiores aos obtidos por KATAN (1985), que
testou a resisténcia deste fungo em splugdo aquosa. (Jutros
autores, entretanto, apresentam dados de resisténcia de T, flavus

supgriores ans obtidos no presente trabalho, como & o caco de VAN
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DER SPUY et alii (1975) e SCOTT & BERNARD (1987) trabalhando com
suco de magl, BEUCHQT (19842 trabalthando com derivadns de MOrango
e KING & HaLBROOK 61?8?) utilizando meio de suspensioc sintético.

Nas Figuras 28, 21, 22 ¢ 23, s3o apresentados cs.gréficas

: o
de -(log k) X T ¢ €), cujo negativo da inclinaglo fornece as

*
valores equivalentes a Z, que s¥o chamados Z , para B. nivea, N,
fischeri, E. javanicum & T. flavus, respectivamente.

0 Quadro 20 apresenta os tempos requeridos para obbtencao

de 4 redugdes decimais no ndmero inicial de esporns, dos  aquatro

D
fungos testados, utilirando~-se ¢ € comp temperatura de
referéncia. 0 estabelecimento de gquatro re&u;&es decimais foi
baseado nas contagens totais de fungos termo~resistentes

presentes nas 13 amostras de polepa de morange estudadas {Quadyop

3}, ctuja wmeédia foi de 1.7UFC/3, reduzindo a populacio finazl a
....3 -
18 UFCr/g. Poademos pbservar, entretanto, 4que para cobrivr 4

reducSes no ndmero inicial de ascos de Bussochlamys nives, que
foi o Tungo mais resistente gntre os testados, s®8ria necessirio
o

um tratamento termico de Eéfé minutos a ¢ €, © que causaria
~total cozimento do produto. O tempo requerido por E. nivea foi
2.6 vezes superior ao requerido por N, fischeri, que foi o
segundo mais resistente, e pelo menos 9.2 vezes superior ao
requerido por T. flavus, que foi o menos resiatente.

A maior resisténcia térmica de Neusartorya fischeri em
rela¢io ao Talaromyces flavus, abtida. neste trabalho, nio
confirma resultados anteriores de BEUCHAT (1986) e SCOTT &
BERNARD (1987 .

Apesar do genero Eupenicillium estar presente no maior

ies
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FIGURA 21 - DETERMINACAD DO VALOR 2" PARA NEOSARTORVA F1SCHERT

4 3% = -§/fnclinanaos 615
2.3
2.
&
(X
Lo ]
=
YL
1}
5. 1
5 ' 5 % W ¥

TEMPERATURA - (90

- FIGURA 20 - DETERMINACAD DO VALOR 7" PARA BYSSOCKLAMYS NIVEA
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- FIGURA 23 - DETERMINACAG DO VALOR 2 PARA TALAROHYCES FLAVUS
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QQQBRG 20~ CGHPQR&C&Q 008  TEMPOS CALCULADDS PaRA INATIVACAQ DE
- 4 *
ié ESFOROS/ML DE BUCD E VALORES DBE Z E ENERSBIA DE

ﬂTIUACﬁG (Ea) PARA AB ESPECIES ESTUDADAS

R N N N I L S s R e R I I T m e e e i e e e e e L T R e e T E T M m s R

TEMPD (min .} Ea
ESPECIE Zs (o)

[t 96BC {Keal/mols
B. nivea 26 .46 6.1 97.0
N. fischeri 10.3 . 6.17 $6.5
E. javanicum o3 7.79 76.3
T

flavus 2.9 2.25 A48 .3

AT NP A BT ST AN VR MER W R BMR R TAR MW WP W e W s v M W gy e e mm e e e e el . S am mm AR e e e e A T TR ey M TR TR WA M e W MR T T Y A N AR W o M e
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namero de amostras examinadas {(Quadro 8), a cepa de Eupenicillium
Javanicum selecionada apresentou baixa resisténcia  termica,
principalmente em relagdo ao B, nivea. Isto nos leva a crer dque,
possivelmente seja este o motivo pelo qual este funso e citado na
literatura com menor frequéncia que os demais, Cama deteriorador

de frutas e seus derivados.
%

Mo Quadro 2¢ sic tambem apresentados os valores de 2 e

pode ser obhservado que B, nivea e N. fischeri apreseniaranm
*

valores de 2 similares, ou seja, t8m a mesma vesisténcia
relativa a temperaturs, csendn  gue sun resistencia @ 0 mais

dependente ds  mudanca de temperatura aue T, flavus, que
*

apresentou 0 malipr valor de Z , seguido de E. Javanicum. O valor
»*
de 2 obtido para B, nivez & proxime ao encontrado por KING et
. . o
alii (19693 para B. fulva que foi de 6.1 €. No caso de N.
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#

fischeri o vaslor de 2 encontrado & superior ap obtido por SCOTY
0

& BERNARD (4987) cujo valor de Z foi iosual a 5.6 C e tambén

'éupericr'aos valores 7 para N. fistheri apresentado por BEUCHAT
_ _ o
(1984) gque variaram entre 3.2 e 5.8 . VAN DER SPUY, et alij

(1973) apresentam um valor 7 para Penicillium brefeldianum
o

(Eupenicillium Javanicum) de 7.2 C que ¢ proximo so obtido no
*

presente {rabalho (Z = 7.79). 0 intervalic de varia¢sao do valor 2
para Talaromyces flavus spresentado por SCOTT & BERMARD  (1987)
que foi dg 3.2 a 18.?0C, ehgioba 0 valor obtido neste trabalho.
ﬁs valores da energis de ativagio para os gquastro fungos sio

mostrados ainda, no Quadro 20. Estes valores foram calculadns

baseads na gquacac de Arrhenius {(equacio 4).
Os dados de resistfncia térmica das quatro Cepas
selecionadas, comparados A0S tfatamentns sugeridos para
. ) 4]
pasteurizacio de suco de morango, como, 91 C por 49  segundos

(GOLDONT et alii, 1981) ou ainda um tratamento nie superior a
9906, como sugere PUT & KRUISWIJK (4944), confirmem gue, quandg
presentes, estes Tungos, principalmente B, nivesa, podem
sobreviver zos tratamentos usuais de pasteurizaclo. Isto indica a
necessidade de um trabalho de prevencgHo ou sensihiliéacﬁm dos

gsporns ao calor, para que seja evitads possivel deterioragio do

produto.
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IV.4.3. TRATAMENTO TERMOGUIMICO

Conforme resultado do item IV.4.2., B. nivea foi o fungo
mais vresistente entre os testados neste trabalho, sendo  ent3o
estudado o] efeito de tratamentns termogquimicos para

sensibilizacio de seus ascos ao calor.

As curvas de sobreviventes dos ascos de B, nives,

o )
aquecidos a 85 L em suco de morango com € sem conservantes, S50
~mostradas na Figura 24. Pode ser observadoe que, embora a

suspensio de indcule ja tivesse sofrido um choque térmico para
ativagio dos ascos quando foi inoculads  ao suto, 08  R[SCOS
continuaram a ser ativados, sendo que todas as curvas atingiram
um  numero entre 1.2 a 2.8 X 1@5 de ascos ativados/ml, aos 3@
minutons de aquecimento.

Pode~se observar gque o benzoato de 56&19 (BS) a 10¢0ppn
foli o mais efetivo entre todas as concentracBes de conservantes
utilizadas, resultade que concorda com oOs apresentados por
BEUCHAT (1976) trabalhando com R. nivea. O Quadro 21 mostra os
tempos experimentais (tempo total de aquzcimenton) para reducldo da
pnpﬁlacﬁu em £ e 4 ciclos logaritmicos, em suco com e sem
conservantes. Notou-se que o efeito sensibilizador de BS  foi

maior no inicio, Jja gue o tempo necessirio para obtenco de duas
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FIGURA 24 - CURVAS DE SOBREVIVENTES DE ASCOS DE BYSSOCHLAMYS NIVEA
AQUECIDOS A 850C EM SUCO DE MORANGO COM E SEM 0S  CON-
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QUADRO 21~ TEMPO DE AQUECIMENTO A 83 C, REGUERIDO PARA OBTENCAD
DE 2 £ 4 REDUCDES DECIMAIS MO NUMERD INICIAL DE  ASCDS
DE B. nivea, AQUELCIDDS EM SUCD DE MORANGD COM E SEM

ADITCAD DE CONSERVANTES

T QI MRS ST AT M e i mim i e et e e e o Mo S mm RO VUM MR SN W ke ke e g s e e R AT W Al i ikl it . s . T P T M AT PR AR R el i ek ek o T M R AR T AR A
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CONCENTRALAO TG 2 4
. a
CONGERVANTE REDUCHES % REDULDES %

16068ppm BS 52.2 52.5 103.6 37.7
520ppm BS + DQ¢ppm SP 72.8 33.7 1i1.9 ae.7
i908ppm SP 9B.6 17.5 : £17.3 ev.4
Beeppm BS + 200ppm SP gp.p 16.0 142.9 14.0
sem conservantes _ 109 .8 146 .2

a~ povreentagem de diferenga entre. o ftempo necessario para

obtenclo da reduclo em suco com € sem conservantes
B8~ benzoato de sodio '
8P~ sorbato de potassio

reducbes decimais foi S52.5% menor que o requerido no aquecimento
S&M ccnservanté, g que, para 4 redugdes decimais, esta
porcentagem decresceu para 3?.?%. -

Quando as curvas resultantes do efeito sinergistico do
calor e da aciic conjunta de sorbato e benzoato, sdo observadas,
iz Figura 24, nota-se que nao houve uma relagido direta entre 3
concentracio dos conservantes e sua aglo de destruiglo. Iste @
demonstrado pela comparagdo da curva £, que representa a a¢so

coniunts de J0@ppom de cada conservante, com a curva I, que foi
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resultado da aclo de 80%pepm de benzoato + 200ppm de sorbato. A
curva E estd localizada praticamente no meio das curvas B e (,
que sSno as curvas correspondentes a 100Qppm de cada conservante,
indicando uma posivel proporcionalidade entre a toncentragao e o
efeito sinergistico reaultgnte. Quando as concentracdes foranm
variadas para confirmar este fenomeno {curva B), o resultado
gaperado era gque esta.ae aproximasse da curva C, 5& QuUE  pPOsSSUIn
maior concentraglo de benzoata, © gque, entretanto, ndo ocorreu.

Os résultados indicam que hd ocutros efeitos mais complexos
influgnciande a acio de conservantes sob  squecimento, efeitos
ESHES que nio foi possivel elucidaf com os dados obtidos., 0O
estudn da a¢Bo conjunta de conservantes e calor & importante pois
na  indGstria ¢E50 adicionados na formulagio do produto, antes do
processamento.

0s tratamentos termoquimicos aplicados ao B, nivea 8
HSQC nao causaram uma reducdo signitficativa no  tempo de
provessamento térmico de suco de morango. Isteo deveu-se a0 ?afq
de nenhum destes tratamento produzir efeito sensibilizador dos
esporos,. antes de sproximadamente 42 minutos de aquecimento. Apods
este periocdo, =a mmior destruic3o foi obtidas pela adigio de
12@0%ppm de BE-

0s dados indicam a necessiddde de efetuar-se, em trabalhos
futuros nesta arega, una avaliécga do efeito do tratamento

o : fa]

termoquimico 2 uma temperatura acima de 83 C e abaixo de #%¢ [.
Este intervalo foi selecionado com base no fato de que, acima de
8595 tentar-se-ia evitar o fendmeno da ativaglio dos esporos,

0 o
abservade a 825 © mas n3o o 90 £ (Figura 7)), e nio se atingiria a
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o
“temperatura de %@ C, como sugere PUT & KRUISWIJK (19843 .

fihserva—-se ainda a necessidade de que se efetusm, paralelamente,
analises sensoriais dl; suco, para verificagio de possiveis
alteragfes de sabor causadas pela adig3p de congservantes, o© que
nio foi realizado neste trabalho devido & extens3io do mesmd.
Adicionalmente, seria importante a pesquisa de oubtros 3dcidos
orginicos, aque tivessem ag3o rapida, aumentando 3 sensibilidade

dos esporos lovgo no inicio do aquecimento.
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Y~ CONCLUSOES

Pas amostras de polpa de morango analisadas, foram isolados,

entre oputras cepas, os quatro géneros de fungos perfeitos
normalmente indicados come deterioradorgs de frutas e

derivados, que 530 Byssocklamys., Neosartorua, Talasromyces e

Fupenicillium,

0 género Eupenicillium foi o que apresentou maior incidencia

entre os isolados, seguidos por espécies de Talaromuces.

Todas as espécies selecionadas btiveram Seus ESpOYGe ativados
pelo calor. & cepa mais Tavorecida por esta ativagcso fpi

Talaromyces flavus var. flavus.

Para evitar interferéncias de possivel aglomeragio da polpa,
durante o estudo da resisténcia térmica em sucos, devem ser
utilizados meiodos gque empresguem agitacio, como € © caso do

metodo do frasco de trés bocas.

Byssochlamys nivea apresentou a maior resisténcia térmica
entre as cepas selecionadas, seguida de Neosartoryas fischeri,

Eupenicillium javanicum e Talaromyces flavus.
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A resisténcia térmica apresentada por Byssochlamus niveas,
Neossartorya fischeri e Eupenicillium Javanicum foi, em
geral, igual osu superior az normalmente relatadss na

literatura,

as curvas de sobreviventes dos fungos termo-resistentes
estudados - nao apresentaram comportamento logaritmico,

o
principalmente = tempevaturas abaixp de 85 C.

0 metodo de linearizagio de ALDERTON & SNELL ({19762 forneceu
resultados wais proximos aos dados ewxperimentais do gque ©
caleulo do vaslor @I, considerando-se ordem 1ogaritmica de

movte.

4 alta resisténcia térmica do Byssochlamys nivea indica a
necessidade de aplicac3o de métodos de Prevencgas da
contaminacio ou de sensibilizacSo de esporos nos produtos de
morango, pois a aplicagaoc exclusiva de calar; as temperaturas
normalmente empregadas na pasteurizacﬁo,‘ provavelmente nido

gliminara o probleman.

Entre os tratamentos termoguimicos testados o mais efetivo

para sensibilizagio dos ascos de Byssochlamys nivea ao calor,

o
sob aguecimento a 85 £, foi a adig¢lc de 10@0ppm de benzoato

de sodio.

Todas ag especies inoculadas no suco de morango, en condigdegs
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de aercbiose, germinaram e produzivam colonias em 72 horas de
o
“incubagan a 3¢ L. .

{9~ PBussochlamgs nivea fol o Gnico aue se desenvolveu em tubo com

baixa tensio de oxigénio, ou seja, seladn com vaspar & foi

observada posterior producio de gas.
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VI- ANEXQ 1

Formulag3do e preparo dos meios £ solugges utilizadas neste

trabalho.

i~ Solucao do corante rvosa de bengala
~ rosa de bengala 8.3 myg
-~ agua destilada 16,6 ml
0 corante foi dissolvido na aoua @ posteriormente
esteri]izadé por filtraczo, atravéshde seringa Millipore esteril,

g2 coletado em tubo de rosca estéril.

g~ HMeio Batat=a BEKtrase_ﬁgar {(B.D.A.D

- infusio de batatas- ' 4 g
~ dextrose 28 g
- Agar-agar 32 g
- aaua destilada | | 1¢00 ml
-~ gH 5.4 |

o

Esterilizado em autoclave a 121 L /7 15 minutos

3- Meio Crapeck Agar
~ SECATOSE 30.0 ¢

~ pitrate de sgdio _ 2.9 g

iz21



fosfatoe bibasico de potassio i
sulfato de magnésio—- 7 H O @.
cloreto de potéssié © @ .
sulfato de ferro- 7H 0O : @
agar _ ‘ 5
agua destilada 100
pH 7.3 |
0

.9
5
A
.81
.9

ml

g

g

g

g

a

Faetorilizado em autoclave a 121 € /7 13 minubtos.

Meio Extrato de Malte Agar (M.E.A.)

Eosterilizado em autoclave 2 ;21

extrato de malte 2.
éeptmna i.
dextrose : 20.
agar _ ' 45,
agua destilada _ 1000
pH 5.8

O

Corante Azul de Amann

dcido fenico 10.
glicerina 10
acido latico - 410
corante azul de algod3io | 2
agua destilada _ 10

Suco de Morango

polpa de moranhge 360

soua destilada 108

122

m}

&

L@ ml

2 ml

Q2

.8 ml

mi

4

8

C /7 19 minutos

a ©.95a



o o
agicar invertido a 85 Brix ate que 0 suco atinia 1% Brix

acidez: 19 a/l1 de acide citrico
pR 2.9 - 3.9

o
Fcterilizado em autpclave a 121 C A 413 minutos.
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ANEXO & i

Ilustracoes de algumas das estruturas identificadas.

FOTD 1- Asco de Byssochlamys nivea
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FOTO 2 - Ascosporos de Neosartorya fischeri

i RN

FOTO 3 - Cleistotécio de Eupenicillium javanicum
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FOTO 4 - Ascosporos de Talaromyces flavus

FOTO 5 - Celula Ascogena Talaromyces flavus
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