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RESUMO

Este trabatho teve como objetivo principal determinar a ocorréncia de fungos
filamentosos termoresistentes durante o processamento asséptico de polpa de tomate
{8°BRIX). Durante o pericdo de safra de tomate foram feitas amostragens em 9 lotes
(3 no inicio, 3 no picc e 3 em fim de safra) € no periodo de entresafra em 5 lotes. Fou
feita a enumeragdo de fungos termoresistentes nas amostras coletadas durante o
processo asséptico em cada lote. Foram obtidas contagens médias relativamente
baixas, variando entre <1 ¢ 8 UFC / 100 ml de amostra. As maiores contagens foram
obtidas na matéria prima ¢ na agua de pré lavagem ¢ transporte .

Cinquenta linhagens de fungos termoresistentes detectadas no procedimento
de enumeragiio foram isoladas, codificadas ¢ estocadas . Os esporos de cada isolado
com 1 més de idade foram submetidos a diferentes choques térmicos para selecionar
a linhagem de fungo mais termoresistente. O isolado de fungo mais termoresistente
(sobrevivéncia ao choque & 100°C / 25 minutos) foi identificado como Neosartorya
fischeri.

A partir desta cepa de fungo selecionada como mais termoresistente foram
produzidas suspensdes de ascosporos com 1 e 3 méses de idade e feitos os ensaios
de ativagio dos ascosporos, avaliagio da deterioragdo em polpa de tomate (8°BRIX)
e resisténeia térmica. As curvas de ativagfio construidas (a 85°C) mostraram que os
tempos 6timos foram 10 e 20 minutos para ascosporos com 1 e 3 méses de idade
respectivamente . A avaliagio da deterioragdo por Neosariorya fischeri mostrou
perda total de viscosidade da polpa, elevagdo do pH até 9 e escurecimento do
produto como efeitos principais.

Para os ensaios de resisténcia térmica utilizando o método de tubo TDT
fechado com ascosporos suspensos em polpa de tomate 8°BRIX (1:9 v/v), foram
empregadas as temperaturas 90, 92 e 94°C para os ascosporos de diferentes idades.
Todas as curvas de sobreviventes obtidas mostraram um ombro inicial, seguido de
taxa de morte acelerada. Para o calculo dos pardmetros cinéticos for feita a
linearizagiio das curvas pelo método de ALDERTON & SNELL (1970). Os valores
de “1/k” (parametro equivalente a “D”) obtidos para ascosporos com 1 meés foram
6.14, 472 e 2.62 minutos para 90, 92 e 94°C respectivamente ¢ para ascosporos cont
3 méses foram 10.2, 6.31 e 4.59 minutos para as mesmas respectivas temperaturas,
Os valores de Z* (parfmetro equivalente ao coeficiente térmico Z) foram 10.8 e
11.6°C para ascosporos com ! e 3 méses, respectivamente. A comparagdo da
resisténeia térmica de Neosartorya fischeri {ascosporos com 3 méses) com a de
Bacillus coagulans revelou que a resisténcia desta bactéria € superior ¢ o tratamento
térmico desenhado para destruir Bacillus coagulans deverd ser suficiente para
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destrir a populacdo micial de fungos termoresistentes encontrada na linha de
producfo, caso a maiona dos esporos estivessem na forma de ascosporos livres,
Porém nfio s¢ deve descartar a possibiidade de que a resisténeia de Neosartorya
fischeri pode ser mais alta, considerando a origem e a wdade dos ascosporos ¢ ascos
desta espécie de fungo encontrados na natureza.




ABSTRACT

This work aimed at determining the occurrence of heat resistant molds duning the
asseptic processing of tomato pulp (8°BRIX). During the tomato harvest, 9 batches were
sampled (3 at the beginning, 3 at the apex and 3 at the end of harvest) and another 5
batches between harvest. For each batch, the enumeration of heat resistant molds was
carried out in samples collected during the asseptic process. The mean count of heat
resistant molds was relatively low, ranging from <1 to 8 CFU 7 100 ml of sample. The
highest count was observed in the raw matenial and the pre-wash and transportation
water.

Fifty strains of heat resistant molds detected n the enumeration procedure were
isolated, codified and stocked . One month old spores of each isolate were submitied to
different heat shocks to select the most heat resistant mold. The most heat resistant
isolated strain {(survived 100°C/25 minutes ) was identified as Neosariorya fischeri.

Suspensions of 1 and 3 month old ascospores were prepared using the most heat
resistant strain and activation, spoilage evaluation and heat resistance in tomato pulp
(8°BRIX) determined. Activation curves at 85°C showed that the optimal activation
times were 10 and 20 minutes for 1 and 3 month old ascospores respectively.
Neosartorya fischeri spoilage evaluation showed a total loss of pulp viscosity, elevation
of pH up to 9 and darkening as the mam effects.

For the heat resistance assays using the closed TDT tubes method with ascospores
suspended in 8°BRIX tomato pulp (1:9 v/v), temperatures of 90, 92 and 94°C were
employed for both ascospore ages. All the survival curves showed an mitial shoulder
foliowed by an accelerated death rate. For the kimetic parameter calculations,
linearization curves using the ALDERTON & SNELL (1970) method were prepared.
The “1/k”values {“D” equivalent parameter) obtained for one month old ascospores were
6.14, 4.72 and 2.62 minutes at 90, 92 and 94°C respectively and, for three month old
ascospores these values were 10.2, 6.31 and 4.59 minutes for the same respective
temperatures. The “Z* values (Equivalent parameter to the temperature coefficient “Z”)
were 10.8 and 11.6°C for 1 and 3 month old ascospores respectively. A compansion of
the heat resistance of Neosartorya fischeri {3 month old ascospores) with that of
Bacillus coagulans revealed that the resistance of this bactenia 1s greater and that the
heat treatment designed to eliminate Bacillus coagulans should be sufficient to eliminate
the initial population of heat resistant molds found in the production line if the majority
of the ascospores were in the free form. However, the possibility that the resistance of
N. fischeri could be greater should not be discarded, considering the origin, ascospore
and asci ages of this mold specie found free in nature.



I1-INTRODUCAO

Na sua matoria, os fungos filamentosos sdo pouco resistentes ao calor,uma vez
que este destror facihmente conidios e hifas. As poucas espécies que possuem a
termoresisténcia como caracteristica produzem escleréeios ou ascosporos, sendo que
a maior parte das deterioragdes em alimentos provocadas por estas sfo dewidas a
sobrevivéncia de ascosporos ao tratamento de pasteurizagdo (SPLITTSTOESSER
1991). A pasteurizacdo normalmente aplicada a produtos vegetais acidos ativa
ascosporos dormentes, com posterior germinagdo e crescimento dos fungos
termoresistentes, ocasionando deterioragio no produto final (BEUCHAT 1986,
ENIGL er al 1993},

As espéeies de fungos termoresistentes mais comumente envolvidas na
deterioragdo de alimentos s@o Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Neosartorya
fischeri e Talaromyces flavus (SPLITTSTOESSER 1991, MAGGI er al 1994,
TOURNAS 1994). Entre as menos comumente relatadas podem ser citadas espécies
pertencentes ao género Fupenicillinm (HOCKING & PITT 1984; TOURNAS 1994}

O primeiro relato extensivo sobre deterioragdo por fungos termoresistentes foi
feito por OLLIVER & RENDLE (1934) que reconheceram ser B. fulva o agente
causador da deteriora¢do em frutas processadas na Inglaterra. Hoje € reconhecida a
distribuicic mundial de fungos termoresistentes ¢ vem sendo feitos estudos
sistematicos sobre fontes de contaminagdo, ocorréncia, resisténcia térmica
crescimento, avaliagdo da deterioragdo e produgdo de wmetabolitos destes
microorganismos, principalmente no que se refere as espécies que ocorrem mais
frequentemente.

Embora frutas e seus produtos processados sejam os mais incriminados em
deterioracdes por fungos termoresistentes, existem relatos provando que vegetais ¢
suas conservas { YATES & FERGUSON 1963; SPOTTI ef a/.1992; KOTZEKIDOU
1997}, leite e derivados (ENGEL & TEUBER 1991} também podem ser deteriorados

por estes.

O tomate ¢ a hortalica mais industrializada no Brasil e possivelmente no mundo,
tendo grande valor tanto em termos de produgdo quanto econdmico (MINAMI 1982;
BERNHARDT 1994). No Brasil, tem sido constatado nos altimos dez anos nos
principais derivados de tomate envasados assepticamente em embalagens cartonadas a
contaminagio eventual dos produtos por fungos, em circunstancias ¢ condigdes
diversas que ndo tém permitido uma clara identificagdo da origem do problema
(FERNANDES 1993), ndo devendo ser confundido com o aparecimento de coldnias
de fungos durante a estocagem do produto em geladeira. Este tipo de contaminagfio se
evidencia na abertura da embalagem e, apesar de nfo representativa em termos
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estatisticos, pelo fato de representar um aspecto extremamente desagradavel e
repulsivo aos olhos dos consumidores, pode vir a prejudicar a imagem de tais
produtos junto ao mercado consumidor e também junto aos 6rgdo de fiscalizag3o.

O mercado de produtos derivados de tomates no Brasil atinge um valor de
R$ 240.000/tonelada/ano e a participagdo no mercado brasileiro de derivados de
tomate envasados assepticamente tem sido de 39 % nos ultimos quatro anos. Dada a
importancia do tomate e de seus produtos termoprocessados, 0 uso crescente de
embalagens cartonadas para produtos de tomate e, levando em conta o numero
reduzido de estudos relacionando fungos termoresistentes com estes alimentos, foram
objetivos deste trabalho : 1) Determinar a ocorréncia de fungos termoresistentes
durante o processamento asséptico da polpa de tomate envasada em embalagem
cartonada; 2) Selecionar a cepa mais termoresistente de fungo detectada; 3)
Determinar a resisténcia térmica em polpa de tomate desta cepa de fungo e
comparagdo com a de Bacillus coagulans (alvo comum no estabelecimento do
processamento térmico de derivados de tomate) e 4)Avaliar a deterioragdo que este
fungo poderia causar em polpa de tomate.



il - REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.DETERIORACAQ DE ALIMENTOS POR FUNGOS TERMORESISTENTES

1.1 Principais espécies de fungos termoresistentes

1.1.1 Caracteristicas gerais

a) Byssochlamys fulva e Byssochlamys nivea : Os fungos do género Byssochlamys (sub
reino Ascomicoting) sdo caracterizados pela auséncia de cleistotécio, gimnotécio ou
qualquer outro corpo que envolvam os ascos durante o desenvolvimento. Os ascos em
Byssochlamys sdo produzidos em cachos irregulares abertos, contendo geralmente oito
ascosporos em associagdo (mas ndo envolvidos) por fragmentos de hifas brancas.
Duas espécies de Byssochlamys sdo significantes na detertoragdo de alimentos
Byssochlamys fulva ¢ Byssochiamys nivea (PITT & HOCKING 1985). Os ascos
usualmente permanecem intactos a menos que sejam submetidos a um tratamento
mecénico (SPLITTSTOESSER 1991). O estagio imperfeito {anamorfo) do género
Byssochlamys é constituido pelo género Paecylomyces, sendo Paecilomyces fulvus e
Paecilomyces niveus os estagios imperfeitos de B. fulva e B. nivea respectivamente.
Existern algumas caracteristicas que podem ser usadas para distinguir B. nivea de B.
fulva : Byssochlamys nivea geralmente forma coldnias brancas em Agar Extrato de
Malte (MEA) ou Agar Czapeck Extrato de Levedura (CYA); é capaz de produzir
clamidosporos; seus ascos e ascosporos sdo de dimensOes menores que 08 de B fulva.
Por sua vez, Byssochlamys fulva produz coldnias marrom amareladas nestes melos e
ndo produz clamidosporos.

b) Neosartorya fischeri @ Os ascos em fungos do género Neosartorya (sub remo
Ascomicotina) sdo produzidos em ascocarpos (cleistotecios) dando & coléma uma
aparéncia granular. A tnica espécie significante e reconhecida como deterioradora de
alimentos ¢ Neosartorya fischeri (PITT & HOCKING 1985). Os ascos podem sofrer
ruptura espontinea, de modo que SO ascosporos livres sdo observados
(SPLITTSTOESSER 1991). Neosartorya fischeri se caracteriza por apresentar
coldnias de cor branca creme em Agar Extrato de Malte (MEA), fase anamorfa é do
género Aspergillus (A. fischeri) ¢ ascosporos que podem ser lisos ou espinhosos
possuindo duas cristas  equatoriais (SPLITTSTOESSER  1991). Existem trés
variedades da espécie N. fischeri . N. fischeri var_ fischeri, N. fischeri var. glabrae N,
fischeri var. spinosa distinguidas pelas ornamentacbes nos ascosporos. As variedades
glabra ¢ spinosa sdo comumente isoladas de produtos acidos termoprocessados, ao
contrario da variedade fischeri que s6 é comum no solo (KAVANAGH er ol 1963
NIELSEN 1991).



¢) Talaromyces flavus : O género Talaromyces (sub reino Ascomicotina) é caracterizado
pela produgdo de gimnotécios brancos ou amarelos em associagdo com o estado
anamoérfico caracteristico de Penicillium, Paecilomyces ou Geosmithia. Gimnotécio €
o ascocarpo (onde os ascos sdo produzidos), composto por hifas finas entrelagadas
resultando em uma estrutura mais ou menos fechada de tamanho indeterminado. A
espécic mais comumente isolada de alimentos 4&cidos termoprocessados ¢é
Talaromyces flavus que geralmente produz colonias amarelas em MEA dewido a
pigmenta¢do tanto do micélio como dos gimnotécios, todavia existem linhagens que
desenvolvem coloragio avermelhada. Os ascosporos tém forma elipsoidal e paredes
espinhosas. O seu estdgio imperfeitc € reconhecido como Penicillium dangeardii.
(PITT & HOCKING 1985; SPLITTSTOESSER 1991). Séo duas as variedades de T
Sflavus - T. flavus var. flavus e T. flavus var. macrosporus sendo que esta fltima
apresenta ascosporos de tamanho maior e menos elipsoidais na forma além de
resisténcia térmica superior (SAMSON 1989).

1.1.2 Distribuigsio e Fontes de Contaminagéo

O primeiro estudo sobre incidéncia de fungos termoresistentes foi realizado na
Inglaterra nos anos 30 (OLLIVER & RENDLE 1934) e dirigido as espécies do género
Byssochlamys, reconhecidas unicamente como termoresistentes desde entdo. Os
resuliados mostraram que campos € pomares eram 2 fonte de contaminagdo micial de
frutas processadas. Uma pesquisa mais exiensiva para determinar fontes de
contaminagdo e maneiras de controlar a deterioragdio de frutas processadas foi
executada por HULL (1939) que constatou  a presenga de Byssochlamys fulva em
33 % das folhas e frutos de morangueiro. Ameixas mumificadas, residuos de
framboesa e de frutas presentes em caixas de madeira usadas na cotheita também
estavam contaminadas com ascosporos de B. fulva. Durante muite tempo, pensou-se
que Byssochlamys estava restrito a Inglaterra. Mais tarde, com o surgimento de relatos
de incidéncia em outros paises como Estados Unidos (SPLITTSTOESSER et ¢l 1971},
Holanda (PUT 1964}, Alemanha (ERCKARDT & AHRENS 1577), Canada {YATES
1974), Australia (SPURGIN 1964) foi verificada a distnbuigfo mundial deste género
de fungo.

Em levantamento sobre a incidéncia de fungos termoresistentes em pomares €
hortas de Nova York, SPLITTSTOESSER et al.(1971) encontraram que as matores
populagdes destes microorganismos estavam no solo ¢ em materiais colhidos do chio,
sendo B. fulva a espécie mais frequentemente isolada e que, embora ndo fosse o
contaminante dominante de alguns materiais, foi recuperado de todos os tipos de
amostras. Entretanto, no hemisfério sul, estudos sobre a incidéncia de fungos
termoresistentes na Nigéna (OKAGBUE 1989, UGWUANY & OBETA 1991)
indicaram a predominfincia de Neosartorya fischeri | diferindo, assim, de relatos como
os de SPLITTSTOESSER et al{1971) e BEUCHAT & RICE (1979) que mostram
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Byssochlamys fulva e Byssochlamys nivea como predominantes em paises de clima
temperado. De acorde com JESENKA er al. (1991), ascosporos de N. fischeri
encontram-se em quantidades significativas no solo, sendo isolado em diferentes partes
do mundo.

FRAVEL & ADAMS (1986) realizaram um trabaltho de estimativa da
distribuicio de Talaromyces flavus nos Estados Unidos e em paises de diferentes
partes do mundo. Talaromyces flavus foi isolado de solos de 22 entre 33 estados
norte-americanos € nos outros 16 paises onde foi feita esta investigag@io. Concluin-se
que T. flavus tem uma distribuigio mundial tanto em 4reas temperadas como sub-
tropicais.

No Brasil, EIROA & AMSTALDEN (1985) estudaram a incidéncia de
Byssochlamys em hortas, pomares ¢ vinhedos da regido de Campinas. Neste trabalho,
foram examinadas duzentas e vinte amostras compreendendo folhas e frutos de
laranjeira, tangerina, figueira, pessegueiro, videira, pepino, flores e frutos de
morangueiro ¢ amostras de solo. Foram isoladas espécies de Byssochlamys de 17.1 %
do total de amostras do solo e 1.4 % do total de amostras ¢ 1.4 % do total de amostras
de folhas examinadas. Embora ndo se tenha isolado Byssochlamys de frutos e floves,
sugeriu-se que sua presenga no solo representa um risco potencial para a industria de
produtos acidos de origem vegetal.

Os estudos sobre incidéncia de fungos termoresistentes evidenciam que o solo €
a principal fonte de contaminagdo. Assim sendo, frutas e vegetais que t&m contato
direto com o solo sdo particularmente mais susceptiveis @ contaminagdo por estes
IHCTOOrZanismos.

1.1.3 Ocorréncia em alimentos

Fungos termoresistentes vem sendo isolados sistematicamente de alimentos
acidos tanto in natura como processados, na sua maioria frutas e produtos derivados.
A primeira investigagdo da ocorréncia de fungos termoresistentes foi feita por
OLLIVER & RENDLE (1934), onde a deteriora¢do de uma série de produtos de fruta
foi atribuida a B. fulva como agente causador. Mais tarde, foi detectada a presenga de
outras espécies de fungos termoresistentes causadoras de deterioragdio em produtos
vegetais 4cidos, além de B. fulva e B. nivea, sendo que N. fischer for isolada
inicialmente de morangos enlatados por KAVANAGH et al{1963) e Talaromyves
Alavus de suco de magd por VAN DER SPUY et al. (1975).

Na Australia, as matérias primas e respectivos produtos mais contaminados por
esporos de fungos termoresistentes sdo de maracujd e morango, seguidas de abacaxi ¢
manga, ao contrario de produtos citricos que sdo raramente incriminados. A
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susceptibilidade a contaminagfo destas frutas se deve ao contato com 0 solo, uma vez
que maracujas sdo colhidos depois de cairem enquanto que morangos € abacaxis estdo
proximos do solo e podem ser contaminados através de respingos deste durante as
chuvas (HOCKING & PITT 1984).

JESENKA et al. (1991) relataram o recebimento em 1989 (Tchecolosvaquia) de
conservas de frutas deterioradas por fungos que foram fornecidas pelo laboratério de
uma planta de processamento para ser feita a identificagdo destes microorganismos. As
cepas mais frequentemente isoladas foram de Neosartorya fischeri, Byssochlamys
nivea e Talaromyces flavus correspondendo a 49.2 %, 164 % ¢ 20.9 % do total de
cepas isoladas respectivamente. SPOTTL et al. (1992) realizaram um estudo sobre
contaminagdo de frutas frescas ¢ congeladas no mercado com esporos de fungos
termoresistentes. Neste exame, foram isoladas as quatro espécies mais comuns de
fungos termoresistentes (Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Neosartorya
fischeri e Talaromyces flavus). As mais altas contaminagbes por esporos de fungos
termoresistentes (13 - 20 esporos / Kg de fruta) foram enconiradas nas frutas
menores . Entre as frutas congeladas, as cerejas foram as que apresentaram o mais alto
nivel de contaminagdo (23 esporos / Kg de fruta). Este estudo foi ainda estendido a
produtos semi-processados de frutas e sucos de frutas comerciais, onde foi detectado
Byssochlamys nivea nos produtos  semi processados a niveis superiores  a
3 esporos / Kg como em 3 dos 11 sucos examinados nos quais a contaminagio mais
alta foi de 1 esporo / litro. A tabela 1 mostra algumas referéncias sobre a ocorréneia de
fungos termoresistentes em frutas ¢ seus produtos processados.

Os ingredientes de produtos de fruta que tiveram contato com o solo também
podem apresentar uma contaminacdo significante com esporos de fungos
termoresistentes. Como exemplo, pode ser citada a farinha de mandioca que pode ser
usada como espessante em pudins de fruta e recheios de torta, frequentemente contém
ascosporos de Byssochlamys (SPLITTSTOESSER 1991).

Os relatos sobre detecgdo de fungos termoresistentes em alimentos, além de
frutas e derivados, sdo escassos. YATES & FERGUSON (1963) 1solaram
Byssochlamys nivea de conserva de pepino, SPOTTI et al (1992) isolaram B. nivea, B.
fulva e T. flavus de tomate in natura;, ENGEL & TEUBER (1991) isolaram B. nivea
de leite cru, queijo e leite pasteurizado integral; KOTZEKIDOU (1997} i1solaram B.
fulva ; B. nivea e N. fischeri de massa de tomate .



Tabela 1 - Ocorréncia de fungos termoresistentes em frutas e derivados

Espécie Produto Referéncia
B. fulva Suco de Maracuja CARTWRIGHT & HOCKING (1984)
B. nivea Polpa de Morango ARAGAO (1989)
N. fischeri
T. flavus
B. nivea Polpa de Framboesa SAMSON et al (1992)
B. fulva
N. fischeri
N. fischeri Suco de Magé SCOTT & BERNARD (1987)
N. fischeri Suco de Abacaxi ENIGL ef al. (1993)
T. flavus
N. fischeri | Concentrado de Abacaxi TOURNAS & TRAXLER (1994
N. fischeri Polpa de Maca GUMERATO (19935)
N. fischeri Mamdo RAJASHEKHARA et al (1996}
T flavus | Concentrado de Abacaxi | KING & HALBROOK (1987); ENIGL ef
al.(1993)

1.1.4 Producio e Ativacio de ascosporos

A produgio e ativagdo de ascosporos de fungos termoresistentes 530
dependentes tanto de fatores genéticos (linhagem do microorganismo) quanto de
fatores externos (tempo, temperatura, meio de crescimento ou aquecimento).

A susceptibilidade de alimentos 4cidos (suco de frutas e vegetais) como meio de
produgdo de ascosporos de B. fulva foi testada por SPLITTSTOESSER et al. (1969).
Amostras de sucos, isentos de conservantes, foram inoculadas com ascosporos de B.
fulva ¢ incubadas a 30°C por 32 dias. Todos os sucos favoreceram uma boa
ascosporogénese, sendo que os sucos de uva Concord (pH 3.3), ameixa seca {pH 3.9)
¢ abacaxi (pH 3.4) apresentaram uma maior produgio de ascosporos ao final do teste.
Inversamente, obteve-se para o suco de oxicoco (pH 2.7) a menor contagem de
ascosporos entre todos os sucos, provavelmente devido a presenga de acido benzdico,
constituinte natural dos oxicocos. A esporulagdo mais répida ocorreu no suce de
tomate (pH 4.4), no qual a contagem aumentou dos iniciais 400 ascosporos / mi para
51000 ascosporos / m! em apenas 3 dias, enquanto que as contagens mais aitas em
suco de mag, laranja e chucrute sé foram constatadas no Gitimo dia de incubagdo. Em
relagio ao suco de oxicoco, BEUCHAT & TOLEDO (1977) constataram que, embora
o crescimento micelial de B. nivea neste suco tenha sido limitado, a ascosporogénese
foi semelhante 3 obtida com outros sucos de frutas na temperatura de incubagdo de



30°C por um periodo de 12 semanas, indicando nfio haver relagéo direta entre
crescimento micelial ¢ produgio de ascosporos por B. nivea.

De acordo com BEUCHAT & RICE (1979), as temperaturas de incubagfio entre
28 e 35°C sdo Otimas para crescimento e produgdo de ascosporos de Byssochiamys,
mas existem isolados que, se forem incubados abaixo de 30°C em um meio sintético,
perdem irreversivelmente a capacidade de formar ascos. PITT & HOCKING (1985)
sugerem que € necessiria a incubagdo de culturas de Byssochlamys a 30°C em
laboratério para a observagio de ascos e ascosporos, ja que alguns isolados ndo
produzem ascos a 25°C e 37°C. ENGEL & TEUBER (1991) testaram a influéneia da
temperatura de incubagio na produgdo de ascosporos de 5. nivea em Agar Extrato de
Malte (MEA) por 21 dias. Encontraram que, nas temperaturas 20°C ¢ 37°C, a
produgio de ascosporos foi bem menor em relagdo a producdo em 25°C e 30°C,
obtendo-se em 30°C o maior nlimero de ascosporos.

CONNER & BEUCHAT (1987a) testaram 7 meios de crescimento e duas
temperaturas de incubagdo (21 e 30°C) quanto a capacidade de produgéio de
ascosporos de trés linhagens de Neosartorya fischeri. No meio Agar Acetato de
Fowell, cuja tnica fonte de energia € o acetato de sddio, obteve-se um crescimento
muito limitado para as trés linhagens do fungo. Entretanto houve ascosporogénese,
com auséneia ou presenga ocasional de fase anamorfa, indicando que a deficiéncia de
nutrientes pode estimular a produgdo de ascosporos. Nos meios contendo suco de
frutas (Agar suco de magd e agar suco de uva), houve crescimento abundante e
produgio de ascosporos, sendo que em duas linhagens predominou a fase
teleomérfica. Nos demais meios, ricos em nuirientes, os fungos produziram
crescimento abundante, mas no ocorreu ascosporogénese, apresentando s6 a fase
anamorfa. Verificou-se que a produgdio de ascosporos é mais rapida a 30°C . A
influéncia do meio de esporula¢do na ascosporogénese de 7. flavus foi investigada por
BEUCHAT (1988b). Foi verificado que os meios ricos em carboidratos € que
favorecem maior produgfio de ascosporos e que variagdes na ascosporogénese s30
dependentes da linhagem do fungo. KING Jr. & WHITEHAND (1990} constataram
uma produgio de ascosporos abundante para 7. flavus em agar extrato de malte
(MEA) a 25, 30 e 35°C, mas que era limitada 4 20°C.

Uma vez que os ascosporos de fungos termoresistentes sdo formados, estes
desenvolvem uma dorméncia com o fempo que pode ser quebrada por um tratamento
térmico sub-letal chamado de ativagdo, permitindo a germinagdo e crescimento em
condi¢des favoraveis (BEUCHAT & RICE 1979; BEUCHAT 1986; CONNER &
BEUCHAT 1987a; BEUCHAT 1988b; SPLITTSTOESSER et al. 1993).



A influéneia da natureza do meio de aquecimento sobre a taxa de ativag3o de
ascosporos de fungos termoresistentes foi verificada por SPLITTSTOESSER &
SPLITTSTOESSER (1977). Neste estudo foi comparado suco de uva 5 °BRIX e 4gua
destilada como meios de aquecimento na ativaglo de B. fulva e Aspergillus
(Neosartorya) fischeri. Os resultados indicaram uma ativagdo mais rapida com suco
de uva para ambos os fungos, sendo mais acentuada para N. fischeri na comparagio
entre os dois meios de aquecimento. Testes posteriores com a mesma linhagem de N.
fischeri mostraram que o suco de maga e suco de tomate apresentaram 0O mesmo efeito
estimulante na ativagio de ascosporos. SPLITTSTOESSER et al. (1993) também
constataram uma taxa de ativacdo maior quando ascosporos de N. fischeri eram
aquecidos em suco de uva , comparando com agua destilada. Da mesma forma que
SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER (1977), também KOTZEKIDOU (1997)
encontron que a ativagio de ascosporos de N. fischeri € maior em suco de tomate
(16 % solidos soliveis, pH 4.2) que em tampdo fosfato (0.1 M, pH 7).

Em estudo sobre ativacio desenvolvido por KATAN (1985), ascosporos de T
flavus de diferentes linhagens foram expostos as temperaturas de 50, 53, 70 ¢ 80°C em
diferentes tempos no meio caldo batata dextrose. Obteve-se uma boa recuperagio de
ascospores a 53°C com o tempo variando entre 15 minutos a 6 horas e 70°C entre 30
minutos e 1 hora de exposigdo. Ja a 50°C foi necessédrio um tempo minimo de 3 horas
para haver ativagfio. A exposi¢lo & 80°C nos tempos testados (20 e 30 minutos) foi
letal para os ascosporos. Foi observado também que os tratamentos de ativacdo nfo
reduziram a germinagfo dos ascosporos ndo dormentes.

BEUCHAT (1986) executou procedimento para se determinar a ativagdo Otima
{tempo / temperatura de aguecimento onde se obtem a recuperagdo maxima de
ascosporos) para Byssochlamys, Neosartorya ¢ Talaromyces em um meio especifico
de aquecimento. No experimento, foram testadas trés linhagens de 7. flavus, trés
linhagens de N. fischeri, duas linhagens de B. nivea ¢ uma linhagem de B. fulva. Cem
mililitros de tampdo fosfato (meio de aquecimento utilizado), ajustado a 70, 75, 80 ou
85°C foi inoculado com 1,0 ml de suspensio de ascosporos determinada. A cada 15
minutos, foram retiradas amostras do meio de aquecimento inoculado sob agitagdo
continua dentro de um intervalo de 120 minutos. Cada amostra retirada fot diluida em
tampdio fosfato e plaqueada em superficie no meio Plate Count Agar contendo corante
rosa de bengala (25 pg / ml) e o antibidtico cloranfenicol (100 pg / ml). As placas
foram incubadas a 30°C por 4 dias e as colbnias contadas e calculadas por mi de
tampdo fosfato (UFC / ml). Assim, para cada temperatura de aquecimento e cepa de
fungo termoresistente foram construidas curvas plotando-se log (UFC /ml) versus
tempo de aquecimento. Constatou-s¢ que o tempo ¢ temperatura para ativagdo Otima
varia com a linhagem do microorganismo, sendo entdo, particular para cada cepa
testada . As cepas mais termoresistentes de T. flavus e N. fischeri apresentaram



ativagdo Otima em 85°C / 15 minutos ¢ 85°C / 15-105 minutos respectivamente. As
linhagens de B. fulva ¢ B. nivea testadas exibiram menor termoresisténcia que cepas
de N. fischeri ¢ T. flavus, precisando de 70 / 75°C por 30 minutos para ativa¢do, ndo
sobrevivendo aos primeiros 15 minutos & 85°C, ao contrario de outras linhagens de
Byssochlamys que suportaram este tratamento (BEUCHAT & RICE 1979).

RAJASHEKHARA er al.(1996) determinaram a combinagdio (tempo /
temperatura) para a ativag3o 6tima de ascosporos de uma cepa de N. fischeri isolada
de mamao deteriorado.Cinco frascos de trés bocas contendo 100 mi de tampéo fosfato
(0.1 M, pH 7) sob agitagfio continua, ajustados nas temperaturas 70, 75, 80,85 ¢
90°C respectivamente, foram inoculados com 1 ml de suspensio de ascosporos deste
fungo. A cada intervalo de 15 minutos ( dentro de um periodo total de 75 minutos),
amostras eram retiradas e resfriadas imediatamente; diluidas adequadamente e
plagueadas em profundidade com meio PDA. Apés 3 dias de incubagdo a 30°C, as
coldnias do fungo foram contadas e 0 nimero de 2scosporos ativados expressos em
UFC/ml. A partir destes dados,foi construido o grafico log(UFC/ml) versus tempo para
cada temperatura. A combinagdo tempo/temperatura que correspondeu a uma maior
recuperagdo dos ascosporos (ativagio 6tima) foi 80°C / 30 minutos.

A variagio da ativagdo requerida entre diferentes linhagens de fungos
termoresistentes para um determinado meio de aquecimento tem sido demonstrada em
diferentes relatos. KING & HALBROOK (1987) encontraram parimetros de ativagdo
otimos que eram diferentes para trés linhagens de Talaromyces flavus em um meio
sintético © 12-15 minutos/80°C; 6-8 minutos/85°C ¢ 1-2 minutos/90°C. Segundo
SPOTTI et al.(1992), pio & possivel individualizar uma combinagfo tempo /
temperatura de ativagdo que seja 6tima para todas as cepas de fungos termoresistentes
isoladas de um alimento.

GOMEZ et al (1989) realizaram um estudo sobre o efeito do tratamento térmico
por calor seco na recuperagdo de ascosporos de N. fischeri submetidos & 95°C, 50%
de U.R. por 30 ¢ 60 minutos. Os resultados mostraram que o processo de rehidratagdo
dos ascosporos é afetada pela temperatura do meio de recuperacgdo, sendo que 2
medida que esta temperatura ¢ aumentada, maior € O nGmero de ascosporos
recuperados. BEUCHAT (1992) investigou a recuperagdo de ascosporos de N. fischeri
e T flavus a partir de frutas em pé (aw = 0.23) em fungio de tratamentos para ativagdo
térmica (nenhum, 75°C por 15 minutos ¢ 75°C por 30 minutos). Foi observada uma
alta viabilidade de ambos os fungos e verificou-se que ascosporos de N. fischeri
permanecem ativados apds processo de secagem ¢ que ndo necessitam  posterior
iratamento térmico, ao contrario de ascosporos de 7. flavus onde a necessidade de
ativagdo diminui 3 medida que se aumenta o tempo de estocagem evidenciando uma
perda de dorméncia durante este pericdo.
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1.1.5 Fatores que afetam a resisténcia térmica dos ascosporos

A resisténcia ao calor das espécies de fungos termoresistentes € dependente de
varios fatores; entre eles estio a cepa em exame, a natureza do meio de aquecimento,
o tratamento térmico aplicado, a idade dos ascosporos, o meio de esporulagdo entre
outros.

a} Variagfio da resisténcia térmica entre cepas de fungos termoresistentes

A variacdo da termoresisténcia entre linhagens de uma mesma espécie de fungo
foi demonstrada para Byssochlamys fulva (BAYNE & MICHENER 1979; BEUCHAT
& RICE 1979; HATCHER et al.1979; BEUCHAT 1986; KOTZEKIDOU 1997),
Byssochlamys nivea (BEUCHAT & RICE 1979 ; BEUCHAT 1986; ENGEL &
TEUBER 1991: SPOTTI et al.1992; KOTZEKIDOU 1997), Neosartorya fischeri
(BEUCHAT 1986, CONNER & BEUCHAT 1987a; SPOTIL e al. 1992,
KOTZEKIDOU 1997) e Talaromyces flavus (BEUCHAT 1986, KING &
HALBROOK 1987, BEUCHAT 1988ab ; KING Jr. & WHITEHAND 1990;
SPOTTI et al.1992).

J4, a comparagdio da resisténcia entre espécies de fungos termoresisientes 2 um
determinado tratamento térmico em um meio de aquecimento definido depende das
cepas em estudo. BEUCHAT (1986) encontrou que T. flavus é mais resistente que N,
fischeri ¢ B. fulva | nivea nos cinco produtos de fruta testados como meio de
aquecimento. HOCKING & PITT (1984) relataram que N. fischeri é a espécie fangica
mais termoresistente depois de B. fulva e B. nivea. SCOTT & BERNARD (1987),
comparando a resisténcia térmica de uma linhagem de N. fischeri ¢ wna linhagem de
7. flavus , constataram que o ultimo era mais termoresistente. ARAGAQ (1989)
comparou a resisténcia térmica de B. nivea, N. fischeri ¢ T. flavus e verificou que B.
niveq era mais termoresistente. SPOTTI et al (1992) fizeram um estudo preliminar da
termoresisténcia de cepas de B. nivea, N. fischeri ¢ T. flavus isoladas de diversos tipos
de fruta. Os resultados mostraram que as linhagens de N. fischeri eram mais
termoresistentes, seguidas pelas linhagens de T. flavus e B. nivea. KOTZEKIDOU
{1997) comparou a resisténcia térmica de B. nivea (2 linhagens), B. fulva (3 linhagens)
e N. fischeri (4 linhagens). Nio foi estabelecido qual era a espécie mais
termoresistente, mas gue a resisténcia téomica pode variar muito com a linhagem do

fungo.
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b} Influéneia da natureza do meio de aquecimento

A natureza do meio de aquecimento, que compreende pH, teor de solidos
soliveis, tipos de acidos orginicos presentes, etc afeta a sensitividade de ascosporos
de fungos termoresistentes a temperaturas elevadas.

O efeito do pH sobre a resisténcia térmica de ascosporos de fungos
termoresistentes vem sendo estudado. SPLITTSTOESSER erf al. (1974) mostraram
que ascosporos de B. fulva apresentaram mepor sobrevivéncia para valores de pH
abaixo de 3.0, na faixa de 1.4 a 6.0 . SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER
(1977) estudaram o efeito do pH na resisténcia térmica de B. fulva e N. fischeri
usando suco de uva como meio de aquecimento, com pH ajustado utilizando hidréxido
de sodio e d4cido tartarico. Encontraram que, em pH 2.5, ambos os fungos
apresentaram baixa resisténcia; Byssochlamys fulva mostrou resisténcia maxima na
faixa de pH de 3 a 4 e, acima de 4, este ficou sensitivo ao calor. Ja Neosartorya
fischeri ndo mostrou variagio significativa de resisténcia térmica entre 3 a 5.5 .
BAYNE & MICHENER {1979) constataram que ascosporos de cinco linhagens de B.
fulva suspensos em meio padrdo definido com pH 5 eram mais resistentes que no
mesmo meio com pH 3.6 . Foi testado também o meio em pH préximo a neutralidade
para uma linhagem de B. fulva, ocorrendo rdpida inativagdo. CONNER & BEUCHAT
(1987a) relataram aumento de resisténcia térmica para Neosarforya fischeri com a
elevagio do pH do meio de aquecimento. KING Jr. & WHITEHAND (1990)
executaram testes de resisténeia térmica com 7. flavus em meios de aquecimento
sintéticos (glucose 16°B / Acido Tartarico 0.033M) ajustado a pH 3.6, 5.0 ¢ 6.6 . Foi
verificado um aumento de resisténcia com o aumento do pH.

Uma maior quantidade de solidos soliveis (agucares, etc) no meio de
aquecimento pode exercer um efeito protetor sobre ascosporos de fungos
termoresistentes, SPLITTSTOESSER et al.(1974) aqueceram ascosporos de B. fulva a
85°C por 2 horas em suco de uva Concord de diferentes concentragdes de solidos
soltiveis. Os sucos de 52°BRIX e 5°BRIX, ambos em pH 4, apresentaram as % de
sobreviventes ao final do teste de 60 e 28 % respectivamente. Este mesmo fendmeno
foi relatado por SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER (1977) para ascosporos de
B. fulva e N. fischeri, sendo que o aumento da resisténeia térmica em um feor mais
elevado de solidos soluveis foi mais acentuado para N. fischeri. BEUCHAT &
TOLEDO (1977) relataram que ascosporos de B. nivea eram protegidos contra
inativagao pelo calor quando aquecidos em suco de uva suplementado com sacarose ¢
que esta protegdo era proporcional A quantidade de sacarose adicionada. Foi sugerido
por estes pesquisadores que a razfio do efeito protetor de agucares ndo ¢ clara, mas
que o diferencial de pressio osmdtica entre o meio de aquecimento € 0S asCOSPOros
aparentemente favorece a resisténcia 4 inativagdo térmica. BEUCHAT (1988b)
observou uma prote¢do de ascosporos de T. flavus contra inativagdo térmica quando
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estes eram aquecidos em suco de magd suplementado com agucares em concentragdes
suficientes para reduzir a Aw para 0.96 (60 % de sacarose, 34.5 % de glucose e
frutose). Também foi observado que este efeito protetor ndo era influenciado pelo tipo
de agucar. KING Jr. & WHITEHAND (1990) constataram um aumento de resisténcia
térmica de ascosporos de T, flavus 4 medida que se elevava a quantidade de agucar em
meio sintético.

TOURNAS & TRAXLER (1994) encontraram que ascosporos de N. fischeri
apresentavam maior resisténcia térmica em concentrado de abacaxi em comparagdo
com suco de abacaxi, quando ambos eram usados como meio de aquecimento em
todas as temperaturas testadas, indicando um efeito protetor no concentrado,
possivelmente devido 4 alta % de solidos soliveis. RAJASHEKHARA et al. (1996)
executaram ensaio de fermoresisténcia de ascosporos de N. fischeri em suco de
manga e suco de uva nas concentragdes 10°BRIX ( sucos diluidos) e 45°BRIX (sucos
concentrados), ambos em pH 4. Em concordincia com relatos anteriores, os resultados
mostraram wma maior termoresisténcia do fungo nos sucos concentrados .

A tolerancia de ascosporos de fungos termoresistentes aos dcidos organicos
durante 2 exposigdo 2 altas temperaturas depende do tipo de 4cido, da concentragdo da
forma nio dissociada deste e do pH do meio de aquecimento.

SPLITTSTOESSER et al(1974) aqueceram ascosporos de B. fulva em
diferentes solugdes de dcidos organicos (0.05 M, pH 3) e 4gua destilada (controle) a
25°C durante 3 horas. Os resuitados mostraram que 08 jcidos tartdrico, malico ¢
citrico protegem 0s ascosporos, ao CONtrario dos acidos acético, latico e fumarico que
exercem efeito de sensibilizagdo ao calor. Em teste similar com a mesma espécie de
fungo, SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER (1977) obtiveram 0§ mesmos
resultados . Entretanto, no mesmo teste para Aspergillus (N, fischeri) ndo fo1
encontrada influéncia dos 4cidos organicos. Esta (ltima constatagdo entra em contrasie
com o relato de CONNER & BEUCHAT (1987a) que verificaram um aumento da
inativagAo térmica de ascosporos de N. fischeri com a adicfio no meio de aquecimento
do acido fumaérico, seguido do acido citrico, malico e tartarico. Para 1. flavus,
BEUCHAT (1988a) encontrou que os acidos fumarico, sorbico e benzoico tém efeito
letal sobre os ascosporos deste fungo € que os acidos malico, citrico ¢ tartarnico ndo
sdo letais, portanto ndo exercem influéncia significativa sobre a inativagdo térmica dos
ascosporos. Ja, KING Jr. & WHITEHAND (1990) testando a resisténcia térmica dos
ascosporos de 7. flavus em 4cidos citrico, malico ou tartarico (0.033 M) em meio de
aquecimento definido {solugdo glucose 16°BRIX, pH 5) constataram que as diferengas
de agdo sobre a imativagdo térmica para cada acido nfio eram ¢statisticamente
significantes .



O pH do meio de aquecimento tem marcada influéncia na agdo de cada tipo de
acido sobre a inativagio de ascosporos dos fungos termoresistentes.
SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER (1977) mostraram que 0.05 % de solugdo
de acido fumarico em pH 3 produz maxima sensibilizacdo de ascosporos de B. fulva
quando aquecidos a 85°C por 2 horas, enquanto que € preciso ¢inco vezes mais deste
acido para produzir o mesmo efeito quando o pH € 3.5 . Este resultado indica que a
forma ndo dissociada & que afeta a resisténcia térmica . Outros relatos (CONNER
& BEUCHAT 1987a, BEUCHAT 1988a) demonstraram que a letalidade produzida
por 4cidos orginicos é influenciada simultaneamente pelo pH e pelo tipo e
concentragdo da forma ndo dissociada do 4cido organico . Existe também a verificagio
de que a inativagio térmica aumenta a medida que se diminui o pH do meio de
aquecimento, independente do 4cido utilizado . A adigdo de acido fumarico tem a
maior influéncia sobre a inativagio térmica de ascosporos de Byssochlamys
nivea/fulva  (SPLITTSTOESSER et al1974;  SPLITTSTOESSER &
SPLITTSTOESSER 1977), Neosartorya fischeri (CONNER & BEUCHAT 1987a) ¢
Talaromyces flavus (BEUCHAT 1988a) quando comparado com 08 Outros acidos
Organicos .

A interagdo dos fatores pH e concentragdo de solidos soluvets na inativagdo
térmica de Byssochlamys fulva foi investigada por SPLITTSTOESSER et al (1974).
Ascosporos de B. fulva foram aquecidos 4 85°C por 2 horas em suco de uva Concord
nas concentragdes 5 & 50 °BRIX ajustados em pH variando entre 1.4 a 6 . Foi
verificado nos valores menores de pH (1.4 a 3), resisténcias térmicas baixas nas duas
concentraches, havendo maior sensibilizagdic dos ascosporos no suco concentrado .
Entre os valores de pH de 4 a 6, observou-se um aumento de resisténcia, onde se
obteve 34-41 % e 84-88 % de sobreviventes para os sucos a 5 e 30°BRIX
respectivamente, nesta faixa mais alta de pH. Em um estudo posterior, foi examinada a
resisténeia térmica dos ascosporos de B. fulva, que foram submetidos ao mesmo
tratamento térmico usando suco de uva Concord com pH fixo em 3, mas com
concentragdes de solidos soliveis variando entre 5 ¢ 54°BRIX.  Ate 34°BRIX ,
obteve-se resisténcias térmicas comparaveis (34-42 % de sobreviventes). Acima desta
concentracdo, entretanto, foi observado um nimero baixo de sobreviventes. Para
explicar estes resultados, os autores sugeriram que deve existir alguma substancia no
suco de uva Concord que sensibiliza os ascosporos ao calor. O fato deste efeito ser
constatado apenas nos sucos mais concentrados levou a hipétese de haver um nivel
critico desta substincia que influencia a resisténcia dos ascosporos. Do ponto de vista
pratico, foi feita a observagdo de que, quando o pH do suco € aproximadamente 3, 08
ascosporos de Byssochlamys sdo mais rapidamente eliminados na pasteunizagdo do
suco concentrado que no suco simples.

Este tipo de efeito em pH 3 observado para B. fulva por SPLITTSTOESSER et
al(1974) ndo ocome  para o fungo N fischeri. SPLITTSTOESSER &
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SPLITTSTOESSER (1977) verificaram uma diminui¢io da inativagio térmica para N.
fischeri em suco de uva Concord com pH aproximadamente 3, a medida que se
aumentava a concentragio de solidos soluveis (°BRIX) do suco. Em concordancia
com este resulttado, TOURNAS & TRAXLER (1994) relataram uma maior resisténcia
de N. fischeri em suco de abacaxi concentrado (pH 3.4, 42.7°BRIX) que em suco de
abacaxi simples (pH 3.45, 12.6°BRIX). Portanto para N. fischeri, no caso do pH do
suco estar por volta de 3, os ascosporos sdo mais rapidamente eliminados na
pasteurizagio do suco simples , ao contririo do que for sugendo por
SPLITTSTOESSER et al.(1974) para Byssochlamys .

Comparagdes de resisténcia térmica de ascosporos de fungos termoresistentes
em diferentes meios de aquecimento, quando submetidos ao mesmo tratamento
térmico foram feitas em diferentes trabathos. SPLITTSTOESSER e al(1974)
encontraram que, apos tratamento térmico de 85°C por 3 horas, o nimero de
sobreviventes em suco de magd (pH 3.2), suco de uva Concord (pH 3.4) e suco de
tomate (pH 4.2) eram aproximadamente mil vezes maiores que em suco de uva
Vinifera e dgua destilada, Para N. fischeri, SPLITTSTOESSER & SPLITTSTOESSER
(1977) obtiveram, apés tratamento térmico de 85°C/1 hora, 14, 11, 12 e 0.61 % de
sobreviventes em suco de uva Concord { 5°BRIX, pH 3.5 ), suco de macé ( 11°BRIX,
pH 3.4 ), suco de tomate (6.6 °BRIX, pH 4.1) ¢ 4Agua destilada (controle),
respectivamente, indicando que os sucos de frutas e vegetais exercem efeito protetor
contra a inativagio térmica dos ascosporos. Na comparag¢dio da resisténcia térmica (&
85°C) de N. fischeri em tampdo fosfato (pH 7) e varios sucos de frutas,
RAJASHEKHARA er al.(1996) também verificaram uma maior termoresisténcia nos
sucos. KOTZEKIDOU (1997) realizou um estudo de resisténcia térmica para
diferentes linhagens de B. fulva, B. nivea e N. fischeri em tampio fosfato (0.1 M, pH
7) ¢ suco de tomate (16 % solidos soliiveis, pH 4.2) a 85 ¢ 90°C. Observou que a
inativagdo térmica dos ascosporos destes fungos era mais rapida em tampéo fosfato
que em suco de tomate (sobretudo 4 90°C), indicando que certos constituintes do suco
de tomate protegem os ascosporos contra o calor .

BEUCHAT (1986) realizou uma investigagio da resisténcia térmica de trés
linhagens de Talaromyces flavus, Neosartorya fischeri & Byssochlamys fulva | nivea
em S tipos de recheios de fruta (vacinio, cereja, pera, framboesa e morango). Os dados
obtidos mostraram que, entre os produtos , houve pouca diferenga de resisténcia
térmica destes fungos, embora as taxas de inativaglio no produto de vacinio tenham
sido levemente inferiores. Considerando os cinco produtes, os valores de D (91°C)
para 2 linhagens de 7. flavus variaram entre 2.9 e 5.4 minutos ¢, 08 valores de D
(88°C) entre 7.1 e 22.3 minutos. Ascosporos de N. fischeri foram considerados menos
termoresistentes, apresentando valores de D (91°C) menores que 2.0 minutos e valores
de D (88°C) entre 4.2 ¢ 16.2 minutos. As duas linhagens de B nivea ¢ a linhagem de
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B. fulva testadas eram consideravelmente menos termoresistentes, uma vez que
valores de D maiores que 2.0 s6 foram obtidos em temperaturas abaixo de 77°C, néo
sendo, portanto, submetidos a estudos extensivos de resisténcia térmica da maneira
que foi feita para as cepas de 7. flavus e N. fischeri.

CONNER & BEUCHAT (1987a) verificaram uma maior resisténcia térmica de
ascosporos de N. fischeri em suco de magd (12.3°BRIX, pH 3.8) que em suco de uva
Concord (16.6°BRIX, pH 3.4) nos diferentes tratamentos térmicos aplicados.
SPLITTSTOESSER ef al. (1974) compararam a resisténcia térmica de 5. fulva em
suco de uva S°BRIX e solugdo 5 % de glicose. O aquecimento a 85°C por 2 horas
resultou em 100 % de sobreviventes no suco (nenhuma inativagioj e 30 % na soluclo
de glucose. A adigdo de pequenas quantidades de 4cidos orghnicos (tartdrico / malico
na solugdo de glucose 5 % aumentou levemente a inativaclio térmica. Estes estudos
demonstram que o efeito protetor de ascosporos ao calor gsta associado a outros
componentes do suco ou produto de fruta, além de agucares e 4cidos organicos.

¢) Influéncia da adi¢@o de conservantes no meio de aquecimento

A presenga de conservantes no meio de aquecimento tende a aumentar oS
efeitos letais do calor (BEUCHAT & RICE 1979). BEUCHAT {1976) observou que a
adi¢fio de sorbato de potdssio nas concentragles de 50 e 100 ppm em suco de uva
estimulou a ativagio de ascosporos de B. nivea para um tratamento térmico de 70°C
por 1 hora enguanto que concentragdes mais altas tiveram um efeito letal sobre a
resisténcia térmica de ascosporos. BEUCHAT (1988a) realizou experimento para se
determinar os efeitos da adigdo de sorbato de potdssio ou benzoato de sodio sobre
ascosporos de duas linhagens de T. flavus utilizando-se como meio de aquecimento um
produto de vacinio comercial contendo vacinios, agucar, dgua, goma lacusta, pectina e
cloreto de calcio (pH 3.46 ; 27.8 % p/v de sélidos soliiveis). Para a linhagem menos
termoresistente do fungo, observou-se que a presenga de sorbato (0.05 %) ou benzoato
(0.02 %) e um tratamento térmico de 75°C por 60 minutos agem sinergisticamente na
inativacdo. A adigdo de 0.10 % de benzoato ¢ aquecimento a 75°C por 30 minutos foi
suficiente para inativar todos os ascosporos de T. flavus desta linhagem. A outra
linhager, inversamente, ndo foi afetada pela presenga de sorbato ou benzoato em
concentragdes acima de 0.10 % no meio de vacinio ¢ tratamento de 85°C por mais de
uma hora, verificando-se uma ativagfo dos ascosporos semethante a que foi observada
1o controle (sem conservante).

KING er al. (1969) investigaram a eficacia da adigdo de didxido de enxofre
(SO2) em suco de uva para inativagdo de ascosporos de B. fulva . Encontraram que 08
valores de redugdo decimal (D) a 88°C foram 4.5 ¢ 1.6 minutos correspondentes a
adiggo de 90 e 250 ppm de SOz respectivamente. Por sua vez, o controle (sem adigdo
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de SO2 ) apresentou D (88°C) igual a 8.8 minutos, indicando que o uso de SOz
influencia significativamente na inativagdo térmica de ascosporos. Mais tarde,
BEUCHAT (1976) observou que SO2 em concentragles muito baixas (50 ppm)
reduziram a termoresisténcia de B. nivea.

SPLITTSTOESSER & CHUREY (1991) mostraram que ascosporos de
Neosartorya fischeri também so afetados de maneira similar quando aquecidos na
presenga de baixas concentragbes de SO2. Estes pesquisadores obtiveram que, em
solucdo de 4cido tartrico 0.05 M (pH 3.3), a adigfo de 0, 5, 50 e 100 ppm de SO2
resultou em D (80°C) de 123, 75, 8.5 ¢ 6.1 minutos respectivamente. Todawvia, quando
executaram teste semelhante utilizando-se suco de frutas,o efeito do SOz foi
consideravelmente menor, sendo que, os valores de D a 85°C em sucos livres de SOz
variaram entre 7.8 ¢ 14 minutos e, 100 ppm de SOz nestes, reduziram os valores de D
de 50 a 75 %. Para explicar a maior resisténcia em suco de frutas guando comparada
com a obtida em solugdio de acido tartarico, foi sugerida a influéncia de compostos
protetores como oS agucares € a possibilidade da presenga nos sucos de compostos
com o grupo carbonila, que reagem com o SOz livre. Dentro deste mesmo trabalho,
foi testada a resisténcia de ascosporos de N. fischeri em dois meios de aquecimento
(solugdo de acido tartarico 0.05 M e suco de uva 5°BRIX) com pH aumentado para 5.
Verificou-se que o efeito da sensibiliza¢io produzido pelo SO2 em conjunto com 0
calor foi pequeno, indicando a grande influéncia do pH sobre a letalidade do SOz .
Este resultado mostron também que a_forma ndo dissociada do SOz & a responsavel
pela sensibilizagdo de ascosporos de N. fischeri ao calor, uma vez que aumentando o
pH para §, a forma ndo dissociada do SOz € reduzida para 0.059%, aproximadamente .

d) Outros fatores que afetam a resisténcia dos ascosporos

A influéneia do meio de esporulagiio, tempo e temperatura de incubagdo sobre a
formagdo ¢ resisténcia térmica dos ascosporos de fungos vem sendo estudada
CONNER & BEUCHAT (1987a) estudaram a influéncia de trés meios de esporulagio
(Agar Acetato de Fowell, Agar suco de uva ¢ Agar suco de magd), utilizando-se
temperatura de mcubagio de 30°C sobre a resisténcia térmica de ascosporos de duas
linhagens de N. fischeri . Os testes de termoresisténcia com os ascosporos obtidos a
partir destes meios indicaram ndo haver influéneia do tipo de meio de esporulagdo
sobre a rtesisténcia térmica de ascosporos de N. fischeri, embora 2 producio de
ascospores tenha sido maior em dgar suco de magd € agar suco de uva que em agar
acetato de Fowell,

Mais tarde, BEUCHAT (1988b) investigou a influéncia de nove meios de

esporulagio e trés temperaturas de incubagdio (21, 25 e 30°C) sobre a resisténcia
térmica de ascosporos de trés linhagens de 7. flavus . Os ascosporos, cothidos apos 15
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dias de incubacdo, foram submetidos a0 aquecimento de 75°C por 30 minutos em
tampdo fosfato (pH 7). Em contraste com CONNER & BEUCHAT (1987a), fot
verificada a influéncia do meio de esporulagdo e temperatura de incubagio sobre a
termoresisténcia dos ascosporos formados, sendo que em agar farelo de aveia ¢ agar
extrato de malte foi produzida a formagfo mais abundante de ascosporos com a mais
alta resisténeia ao estresse térmico (75°C / 30 minutos).

KING Jr & WHITEHAND (1990) realizaram uma investigacdo para saber se ©
crescimento de fungos termoresistentes em meio solido (neste experimento foi usado
agar extrato de malte) ou liquido (o mesmo meio sem o agar) influencia na resisténcia
térmica dos ascosporos de 7. flavus formados. Constataram que a resisténeia térmica
dos ascosporos quando 7. flavus cresceu em meio solido era malor que quando
crescen em meio liquido. Foi sugerido pelos autores que esta descoberta pode ser
importante porque os fungos termoresistentes que confaminam um produto podem
variar em termoresisténcia dependendo se ¢ na superficie de um liquido, em uma
superficie de contato ou no tecido vegetal antes do processamento que estes
microorganismos crescem ¢ produzem ascosporos. Em outro teste dentro deste mesmo
trabalho, foi verificado o efeito da temperatura de incubacdio sobre a resisténcia
térmica de ascosporos de 7. flavus. Para uma das linhagens, testou-s¢ quatro
temperaturas de incubagdio (20, 25, 30 e 35°C). Os resultados mostraram que, nas
temperaturas extremas testadas (20 ¢ 35°C) foram produzidos ascosporos mais
termoresistentes que nas temperaturas intermediarias sendo que, em 25°C obteve-se
ascosporos com resisténcia térmica mais baixa, Para outras duas linhagens de T.
flavus, foi feitc o mesmo teste para 25 € 30°C, obtendo-se efeito semelhante {maior
termoresisténcia a 30°C). O fato de se ter encontrado uma resisténcia térmica superior
em ascosporos de 7. flavus produzidos a uma temperatura mais baixa (20°C) contrasta
com o relato de BEUCHAT (1988b), que constatou resisténcia térmica menor para
ascosporos da mesma espécie de fungo produzidas a 21°C quando comparadas com
temperaturas mais altas (25 e 30°C).

A influéncia da temperatura de incubagdo na resisténcia térmica de ascosporos
de B. nivea foi demonstrada por ENGEL & TEUBER {1991). Os ascosporos de B.
nivea foram produzidos nas temperaturas de 20, 25, 30 e 37°C em 4gar extrato de
malte por 21 dias, sendo verificada uma maior resisténcia em ascosporos produzidos &
30°C.

CONNER & BEUCHAT (1987b) realizaram um estudo de resisténcia térmica
de ascosporos de N. fischeri tendo como varigveis o tempo e a temperatura de
incubagfio. Neste estudo, foi usade como meio de crescimento agar suco de uva ¢
temperaturas de incubagdo de 18, 21, 25 e 30°C. Para cada uma destas temperaturas,
os ascosporos foram coletados em varios intervalos dentro de 114 dias e testados
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quanto a sua resisténcia térmica, utilizando-s¢ tampéo fosfato (pH 7) como meio de
aquecimento ¢ tratamentos térmicos de 70, 80 ¢ 85°C nos tempos 30 ¢ 60 minutos.
Nas temperaturas 25 e 30°C, observou-se um tempo de maturagdo menor dos
ascosporos (13 dias) além de maior resisténcia ao decorrer do tempo de incubagdo.
Uma vez que ocorreu a maturagdo dos ascosporos, os dados obtidos evidenciaram um
desenvolvimento de dorméncia e um aumento de resisténcia térmica com o tempo de
incubagio, sendo estes fendmenos constatados em um tempo de incubag¢io mais curto
nas temperaturas mais altas (25 e 30°C), seguido por 21°C e mais lentamente em
18°C. No periodo final (114 dias), o tratamento mais severo (85°C/60 minutos) ndo
conseguiu inativar os ascosporos formados em 21,25 ¢ 30°C.

O aumento da resisténcia térmica com o tempo de incubagdo foi observado para
T. flavus em estudo feito por BEUCHAT (1988b), que utilizon Agar Farelo de Aveia e
Agar Extrato de Malte como meios de crescimento para este fungo. O cultivo foi feito
4 30°C e os ascosporos foram coletados em 10, 14, 21, 30 e 38 dias. Os resultados
indicaram um aumento da resisténcia térmica ao decorrer do tempo de incubagio,
sendo obtidos ascosporos mais termoresistentes em Agar Farelo de Aveia mesmo 1o
periodo final de teste (58 dias). Um detalhe importante neste ¢aso € que ascosporos de
T. flavus se desenvolvem mais rapidamente em Agar Farelo de Aveia, podendo
explicar parcialmente a resisténcia térmica saperior obtida neste meto.

TOURNAS & TRAXLER (1994) examinaram o efeito da idade dos ascosporos
de N. fischeri sobre a resisténcia térmica. Neosartorya fischeri cresven e produziu
ASCOSPOros no meio Agar Czapeck Extrato de Levedura (CYA) a 30°C durante 1,23 ¢
6 méses de incubagdo. Em cada um destes tempos de incubagdo, 0s ascosporos foram
coletados e aquecidos 4 88°C em agua deionizada por mais de uma hora, sendo
retiradas amostras a cada 5 minutos, diluidas apropriadamente, plaqueadas em Agar
Czapeck Extrato de Levedura (CYA), incubadas a 30°C por 10 dias e as colénias
contadas. Com estes dados, foram construidas curvas de sobrevivéncia ¢ calculados os
valores de D a 88°C. Foi evidenciado um aumento do valor de D (maior resisténcia)
com o tempo de incubagdo, em concordéncia com 08 estudos de CONNER &
BEUCHAT (1987a). Obteve-se, com o tratamento térmico de ascosporos de N
fischeri de diferentes idades em dgua deionizada, valores de D 2 88°C entre 7.4 {1 més
de idade) e 15.5 minutos (6 méses de idade).

Existem trabalhos que procuraram correlacionar as caracteristicas morfologicas
e quimicas dos ascosporos de fungos com resisténcia ao calor. BANNER et al.(1979)
determinaram ¢ compararam a composi¢do quimica de ascosporos de duas linhagens
de B. fulva com resisténcias térmicas diferentes. Encontraram que a linhagem mais
termoresistente apresentava uma quantidade superior de acidos graxos com mais de 20
carbonos. Foi sugerido que a presenga de dcidos graxos de cadeia longa nos
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ascosporos de Byssochlamys pode explicar em parte sua alta resisténcia, uma vez que
estes acidos graxos ndo foram anteriormente detectados em esporos de fungos
comuns. HATCHER et al. (1979) constataram que ascos de culturas mais velhas de
Byssochlamys tém uma maior espessura de parede, podendo esta caracteristica estar
associada com uma resisténcia térmica mais alta.

A investigagdo das diferengas morfologicas ¢ de composigdo quimica entre
ascosporos de N. fischeri com diferentes idades foi realizada por CONNER et
al.(1987). Neste trabaiho, foram utilizados ascosporos com 11 ¢ 25 dias de idade,
sendo confirmada a maior resisténcia dos ascosporos mais velhos (25 dias) através de
um teste preliminar. Os exames de microscopia eletrdnica revelaram que néo existem
diferencas externas significativas entr¢ ascosporos nas diferentes idades. Todavia,
foram constatadas algumas diferengas internas entre eles, particularmente na regido de
iniciagdo do tubo de germinaglo. As determinacdes de composi¢io quimica também
demonstram que o processo de maturacdo continua ao decorrer do tempo de
incubagdo, podendo ser relacionado com o aumento progressivo da  resisténcia
térmica . A andlise de proteinas mostrou que a parte proteica dos ascosporos com 11
dias consistem basicamente de pequenos peptideos ou aminoacidos, ao conirario dos
ascosporos com 25 dias, onde 530 encontradas proteinas de alto peso molecular. Fot
sugerido por estes pesquisadores, entdo, que 0COMe uma sintese proteica com a idade
dos ascosporos . A composigio de lipideos e acidos graxos foi considerada similar,
mas ndo foram encontrados acidos graxos com mais de 24 carbonos, em contraste com
o relato de BANNER et al. (1979) sobre a composigdo quimica dos ascosporos de
Byssochlamys . Os niveis de glicerol, manitol e trehalose sdo maiores nos ascosporos
mais termoresistentes, indicando que o abaixamento da atividade de agua interna ou
estabilizagdo da membrana contribuem parcialmente para o aumento da resisténcia
térmica .

BEUCHAT (1988a) comparou micrografias de ascosporas de trés linhagens de
T flavus com resisténcias ténmicas diferentes e colhidos entre 11 ¢ 51 dias de
incubagdio . Observou-se que asCOSpPOros da linhagem menos termoresistente desta
espécie de fungo eram menores ¢ mais elipsoidais na forma, além de apresentar um
grau menor de ornamentagdo . Na comparagdo dos ascosporos quanto idade, ndo
foram evidenciadas diferengas externas entre eles . De acordo com PITT &
HOCKING (1985} , ascosporos de 7. flavus com dimensdes relativamente pequenas
podem ser consideradas de menor resisténoia térmica ¢ que portanto, 7. flavus var.
macrosporus, reconhecido por produzir asCOSpOros maiores que 5.0 wm, sdo mais
termoresistentes que a variedade flavus desta espécie de fungo .
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1.1.6 Fatores que afetam o crescimento

O tratamento térmico dado a um alimento deve ser adequado para destruir os
fungos termoresistentes sem , confudo, afetar a sua gualidade . Quando isto ndo ¢
possivel deve-se tomar medidas que previnam o0 desenvolvimento  destes
microorganismos e a consequente deterioragio provocada por eles . Logo, torna-se
importante o conhecimento de fatores que afetam o crescimento, sendo que fatores
como a atividade de dgua (aw) , tensdo de oxigénio na embalagem ¢ temperatura na
qual os produtos vdo ser estocados, podem ser manipulados para que seja
desfavorecido o crescimento destas espécies de fungos (BEUCHAT & RICE 1979;
TOURNAS 1994).

A composigio quimica do substrato influencia a taxa de desenvolvimento dos
fungos termoresistentes. RICE et al. (1979a) demonstraram que existe uma relagdo
entre variedade ¢ maturidade de péssegos sobre as atividades metabolicas de B
fielva . Estes pesquisadores verificaram que B. fulva cresce mais rapido em pessego
maduro da variedade “Babygold”, sendo esta constatagao relacionada com sua baixa
acidez e pH levemente mais alto . BEUCHAT & RICE (1979) consideram , entretanto,
que o controle da deterioragdo pela escolha da matéria prima com uma determinada
composigdo quimica ndo é uma boa medida do ponto de vista pratico .

O retardamento da germinagio e crescimento dos fungos termoresistentes pelo
abaixamento da atividade de 4gua (aw) do meio de crescimento através da adigdo de
solutos especificos como os agucares € reconhecido através de diferentes estudos . A
atividade de 4gua minima para que o crescimento e as atividades metabdlicas destes
microorganismos ocorram depende de uma série de fatores como disponibihdade de
nutrientes, pH, temperatura de incubagfo, cepa do fungo e natureza do soluto utilizado
para controle (BEUCHAT & RICE 1979: NIELSEN ef al. 1988, TOURNAS 1994).

BEUCHAT & TOLEDO (1977) investigaram a influéncia da atividade de agua
sobre a germinagdo e crescimento de B. nivea em sucos € nectares de frutas
suplementados com diferentes concentragoes de sacarose nas temperatwas de
incubagiio de -30, 7, 21 ¢ 30°C. Nenhum crescimento foi observado em -30 e 7°C no
periodo teste de incubagdo (12 semanas). Foi constatado que, a menor atividade de
4gua para crescimento de B. nivea nos produtos suplementados com sacarose foi de
0.90 . Obteve-se esta atividade de 4gua em néctar de péssego & suco de ameixa seca
pela adigdo de 40 g de sacarose por 100 mi de produto . A germinagdo dos ascosporos
e o desenvolvimento das coldnias de B. niveg ocorreu bem mais rapido em 30°C que
21°C. Em um outro teste, foi adicionada sacarose em dgar suco de uva a uma taxa de
10 g/100 mi (0-60 g/100 ml). As placas com estes meios suplementados com sacarose
foram inoculadas com ascos de B. nivea ativados 4 70°C por 1 hora ¢ incubados a
30°C por um periodo de 12 dias. Nos meios com até 30 g de sacarose adicionada por
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100 ml, o nimero de coldnias obtidas foi praticamente 0 mesmo no fim do periodo de
incubagdo. Com 40 g de sacarose / 100 ml, a formagdo de colonias foi reduzida em
80 % e, com 60 g de sacarose / 100 ml, nenhuma colonia foi detectada em 12 dias de
incubago.

OLLIVER & RENDLE (1934) fizeram uma estimativa da quantidade maxima
de sacarose tolerada por B. fulva em Agar Batata Dextrose, Agar Czapeck e solugdo
fisiologica. Encontraram que a maxima concentracdo variava entre 60 ¢ 65 % de
sacarose na temperatura de incubagdo de 28°C, obtendo-se resultados semelhantes na
substituigio de sacarose por maltose, glucose ou frutose. Por outro lado, NIELSEN ef
al.(1988) verificaram que, a uma dada aw , sacarose produz um efeito inibitério maior
que glucose ou frutose no crescimnento de N. fischeri em Agar Czapeck 4 25°C.

O menor valor de atividade de 4gua relatado para crescimento de Byssochlamys
spp. ¢ 0.84 (BEUCHAT & RICE 1979; CORRY 1987, FRISVAD & SAMSON
1991; TOURNAS 1994). No caso de Neosartorya fischeri é 0.915 . Uma atividade de
agua relativamente baixa em um alimento susceptivel aos fungos termoresistentes
aumenta a sua preservagdo. Produtos com aws mais altas devem ser estocados a
temperaturas baixas, talvez menores que 10°C para evitar que ascoSpOros
sobreviventes ao tratamento de pasteurizagdo germinem . O abaixamento da atividade
de agua e a utilizagdio de temperaturas baixas de estocagem tém agdo sinergistica na
conservagdo de alimentos termoprocessados (BEUCHAT & RICE 1979; NIELSEN et
al. 1988).

A faixa de pH em que os fimgos termoresistentes podem crescer em um dado
meio é bastante ampla. Byssochlamys spp. cresce ¢m substratos nutrientes com pH
variando entre 2 e 9, sendo que o pH otimo para crescimento estd por volta de 3.
Neosartorya fischeri cresce bem em pHs entre 3 e 7.95 . Portanto, a manipulagfio do
pH como medida para mibir o crescimento destes fungos nos produtos alimenticios
seria inviavel pois s6 em valores extremos de pH (nfo adequados para alimentos) isto
ocorre {TOURNAS 1994).

Uma caracteristica inerente as espécies de Byssochlamys e N. fischeri € a
capacidade de sobreviver em baixas tensdes de oxigénio . KING et al (1969) relataram
que houve o crescimento de B. fulva em meio sintético sob uma atmosfera contendo
027% de Oz , mas ndo em condigBes estritas de anaerobiose. Qutros pesquisadores
(YATES & FERGUSON 1963; VATES et al.1967) revelaram que B. nivea era capaz
de se desenvolver em baixos niveis de O2 € em atmosferas com altos teores de CO2.
NIELSEN et al.(1989) avaliaram o crescimento de N. fischeri em atmosferas com
aiveis de O2 variando entre 0.0095 ¢ 20.9 %, usando-se como meio Agar Czapeck
ajustado nos pHs 3.5e 7 ¢ incubado a 25°C no periods de 38 dias. Os resultados
mostraram que N. fischeri é capaz de Crescer na presenga de atmosferas com 0.10 %
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de O2 . Ndo ocorreu crescimento em 0.0095 % de O2 ou em puro Nitrogénio {menos
de 10 ppm de O2) dentro de 38 dias de incubagdo . Em pH 7, a taxa de crescimento
deste fungo foi maior que no meio com pH 3.5 . Estes resultados contrastam com
afirmacdes feitas por CARTWRIGHT & HOCKING (1984) e PITT & HOCKING
(1985) que atribuiram somente a Byssochlamys spp. a capacidade desenvolvimento
em baixas tensdes de Oz . KING Jr. & WHITEHAND (1990) demonstraram que
Talaromyces flavus é menos tolerante a baixos niveis de oxigénio que Byssochlamys
spp. € N. fischeri. Em uma cimara com gas nitrogénio fluente, (presenca de 250 ppm
de Oz, & 25°C) ndo houve crescimento de 7. flavus apos 56 dias, enquanto que
Byssochlamys fulva ¢ Neosartorya fischer desenvolvem colnias sob as mesmas
condigbes.

Atmosferas com niveis de oxigénio que impedem o desenvolvimento de fungos
termoresistentes ndo sdo letais para estes microorganismos, uma vez que, sé forem
expostos a0 ar  apds estarem submetidos ao oxigénio limitado durante certo tempo,
desenvolvern  colonias normalmente (NIELSEN er al1988; KING I &
WHITEHAND 1990 ).

A influéncia da temperatura sob o desenvolvimento de fungos termoresistentes
vem sendo investigada . OLLIVER & RENDLE (1934} relataram que a temperatura
otima para crescimento de Byssochlamys estava entre 30 e 37°C, em concordincia
com ROLAND ef al.(1984) e ROLAND & BEUCHAT (1964). Verificon-se também
que a estocagem a temperaturas baixas (-12 & -7°C) inibe o crescimento mas 030 mata
Byssochlamys . ERCKARDT & AHRENS (1977) estudaram a sobrevivéncia de
conidios e ascosporos de B. fulva em 4gua destilada a -18°C durante 34 semanas . Foi
observado um efeito letal sobre os conidios mas ndo sobre 05 ascOSpOros . Sobre o
comportamento de ascosporos de B. nivea em sucos € néctares suplementados com
sacarose, BEUCHAT & TOLEDO (1977) sugeriram que as temperaturas 7 e -30°C
que foram testadas tém um efeito letal sobre os ascosporos de B. nivea , mas a adig@o
de sacarose nestes produtos de fruta tendem a proteger 0s ascosporos da morie .

BEUCHAT (1986) executou um estudo de vida de prateleira (“Shelf Life™) em
recheios de fruta que foram inoculados com N. fischeri e T. flavus e incubados nas
temperaturas 10 e 25°C . Na temperatura de 25°C, foram encontradas coldnias de
ambos os fungos nos produtos em 3 dias de incubagdo . Quando os recheios de fruta
foram estocados & 10°C, foi observado crescimento de T flavus apos 28 dias de
incubagdo, enquanto que colonias de N, fischeri apareceram somenie apos 63 dias .
Trabalhando com N. fischeri, NIELSEN et al. (1988) também venficaram que a
diminui¢do da temperatura de incubagdo ou estocagem prolonga a fase lag e dimmnu a
taxa de crescimento . Placas com Agar Czapeck foram inoculadas com este fungo ¢
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incubadas a 15, 21, 25, 30 e 37°C. As temperaturas Otimas para crescimento {mator
produgdo de biomassa) foram encontradas como sendo 30 ¢ 37°C.

O crescimento de fungos termoresistentes pode ser controlado atraves da
estocagem de alimentos a baixas temperaturas ; todavia a inativacdo dos ascosporos a
estas temperaturas nio é assegurada (BEUCHAT & RICE 1979; TOURNAS 1994).
A selegfio de uma temperatura de refrigeragdo para controle da deterioraglo causada
por estes microorganismos depende da vida de prateleira requerida para o produto,
custos referentes a estocagem nesta temperatura, entre outros fatores (BEUCHAT
1986} |

1.1.7 Efeitos da Contaminacio

As alteragdes provocadas por fungos termoresistentes em produtos processados
caracterizam-se principalmente pela eventual presenca de micéhio e desintegragdo
progressiva no caso de substrato séhido . Na ocasional produgdo de gases por estes
microorganismos, pode ocorrer um leve estufamento das embalagens .

Os primeiros estudos sobre os efeitos da contaminacio de alimentos por fungos
termoresistentes foram realizados por OLLIVER &  RENDLE (1934), que
examinaram polpas e conservas de frutas infectadas por Byssochlamys fulva . O smal
mais evidente da deterioragdo por este fungo era o amolecimento da fruta com
posterior desintegragdo . Verificou-se que as conservas de frutas alteradas tinham uma
aparéncia que sugeria um superprocessamento (cozimento excessivo) ou a utilizagdo
de frutas muito maduras como matéria prima, sendo detectado odores desagradaveis €
leve acidificagdo dos produtos. A constatagdo da alteracfio de frutas processadas sé
pode ser feita com a abertura das embalagens, uma vez que a eventual produgdo de
gas ndo produziu estufamento nas mesmas .

Em experimento desenvolvido por RICE et al.(1977a), péssegos enlatados de
duas variedades ¢ diferentes graus de maturidade foram inoculados com B. fulva e
incubados 4 30°C por 2, 5, 8 ¢ 16 dias, sendo feitas determinagdes de solidos soldveis,
sélidos totais, pH, acidez, pectina solivel e textura em cada um destes periodos. Os
dados obtidos indicaram que B. fulva é capaz de crescer neste produto, causando
mudangas significativas na sua composi¢do. OpHea acidez das conservas de péssego
variaram pouco durante 0 teste. O aumento da pectina solivel ao longo do periodo de
incubagdo foi correlacionado com 0 amolecimento progressivo dos frutos . Para
explicar o decréscimo de solidos soliiveis ¢ totais nas conservas apés 4 dias de
incubagfo, sugeriu-se que o fingo utiliza a sacarose ¢ converte constituintes do
péssego em substincias volateis, Mudancas na textura foram verificadas nos péssegos
inoculados quando comparados com ©S controles. O crescimento € 2 taxa de
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_ deterioragio foram mais aceleradas em péssegos maduros , que tinham a acidez mais
baixa e a % inicial de solidos solitveis mais alta.

Fm produtos solidificados como géis de frutas, os fungos termoresistentes
cansam deterioragio pelo crescimento (produgo de coldnias visiveis) na superficie do
produto e pela solubilizagdo da pectina ou amido do substrato. Mas, em algumas
situagdes, a quantidade de crescimento fingico é tdo limitada que coldnias ou mesmo
fragmentos miceliais ndo podem ser detectados. Por exemplo, em um caso de
deterioragiio provocada por Byssochiamys em recheio de torta de limfo, houve 2
solubilizagdo do gel de amido, mas nenhum micélio tinha sido encontrado (HOCKING
& PITT 1984; SPLITTSTOESSER 1991).

Em embalagens contendo baixos niveis de oxigénio atmosferico, tambem ocorre
o amolecimento extensivo das frutas processadas pela agdo de Byssochlamys, embora
haja a formagiio de pequena quantidade de micélio (OLLIVER & RENDLE 1934). No
caso de produtos liquidos infectados com este género de fungo e sob baixas tensies de
oxigénio, a fermentag8o aparentemente ocorre, Com produgdo de COz, causando
visivel estufamento nas embalagens e deterioragao. (HOCKING & PITT 1984).

ARAGAQ (1989) avaliou a deterioragdo em suco de morango causada por B.
nivea, N. fischeri e T. flavus. Tubos de ensaio contendo suco de morango foram
inoculados com ascosporos ativados de B. nivea, N. fischeri ¢ T. flavus ¢ incubados a
30°C por 6 semanas, sendo que o teste foi realizado em duplicata, com dois tubos com
uma camada de vaspar estéril € dois tubos sem a adiciio de vaspar para cada espécie
de fungo. Em condigbes de aerobiose (tubos abertos) foi observado o crescimento
destes fungos (presenca de micélio) em 3 dias de incubagdo. A tUnica espécie que
apresentou crescimento em tubo selado e produgio de gés foi B. nivea. Nenhuma das
espécies produziu alteragdes de pH no suco e a alteragdo de cor deste so foi
constatada para B. nivea e T. flavus.

1.1.8 Producio de Metabdlitos

1.1.8.1 Producéo de Enzimas

Os fungos termoresistentes excretam vérios tipos de enzimas, estando entre elas
as enzimas pectinoliticas e amiloliticas, relacionadas com o efeito de desintegragdo
progressiva produzidas em frutos deteriorados por estes microorganismos (BEUCHAT
& RICE 1979, TOURNAS 1994). A produgdo de outros tipos de enzimas €omo
lipases (CHANDLER & KLOSTMEYER 1983; KU & HANG 1994) e enzimas
proteoliticas semelhantes 4 renina (REPS et al. 1969, CHU et al. 1973) também foram
relatados.



A primeira demonstragio da produgio de enzimas pectinoliticas  por
Byssochlamys spp. foi feita por OLLIVER & RENDLE (1934), sendo mais tarde
verificada a producdo de diferentes tipos de enzimas pectinoliticas por este género de
fungo e que, esta produgdio varia com o substrato e isolado utilizados. Existem
suspeitas de que 7. flavus ¢ N. fischeri também produzem estas enzimas, Wna vez que
frutos contaminados com estes fungos sofrem a desintegragdo textural (TOURNAS
1994).

HANG & WOODAMS (1993, 1994) relataram que B. fulva e T. flavus
produzem a enzima glucoamilase. Talaromyces flavus excretou pluccamilase que
exibiu atividade maxima a 50°C na faixa de pH de 4.0 2 48 . A glucoamilase
produzida por B. fulva exibiu atividade maxima na mesma termperatura ¢ faixa de pH
semelhante (50°C; pH4.043.2).

A aplicagio industrial de enzimas secretadas por fungos termoresistentes tem
sido sugerida por diferentes pesquisadores. KOTZEKIDOU (1991), estudando a
produgdo de enzimas pectinoliticas por uma linhagem de B. fulva em meios
fermentativos definidos, detectou apenas atividade da enzima polygalacturonase |
indicando uma possivel aplicagio em casos onde apenas um tipo de enzima
pectinolitica é necessaria . HANG & WOODAMS (1993) sugeriram que a
glucoamilase produzida por T. flavus pode ter valor comercial na conversdo da
suspensdo de amido em xaropes com alto teor de glucose 4 temperaturas elevadas
evitando, assim, o risco de contaminagio microbiana . KU & HANG (1994)
examinaram a produgio e algumas propriedades da lipase excretada por B. fulva e,
através dos resultados obtidos, concluiram que existe um potencial para 0 uso de
lipase produzida por este fungo na transformagdo de lipideos de baixos custos em
acidos graxos livres, que sdo de grande valor comercial .

1.1.8.2 Producdo de Micﬁtoxinas

Além de provocarem alteragdes em alimentos, 08 fungos termoresistentes
podem produzir diferentes metabolitos secundarios toxicos, entre 08 quais estdo a
patulina, o 4cido bissoclamico, byssotoxina A, assimetrina e variotina (Byssochlamys
fulva | Byssochlamys nivea), terreina, verruculogena, fumitremorginas A, B, C
fischerina (Neosartorya fischeri). O estudo com animais de laboratério demonstram
que todas estas substincias sdo altamente toxicas e algumas vezes carcinogénicas.
Contudo, os riscos a saade do homem pela ingestio de alimentos contaminados por
estas ndo foram extensivamente investigados (NIELSEN er al 1988, TOURNAS
1994).

A patulina é uma micotoxina produzida por espécies do género Aspergillus (A.
clavatus, A. terreus), Penicillium (P. urticae, P. expansum) ¢ Byssochlamys (B. fulva,
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B. nivead) {TOURNAS 1994). Os ensaios toxicologicos feitos com animais tem
mostrado que este composto apresenta propriedades mutagénicas, carcinogénicas e
teratogénicas. Entretanto a susceptibilidade do homem a esta micotoxina ndo estd
totalmente esclarecida (HOPKINS 1993).

RICE ef al. (1977b) avaliaram a capacidade de 10 linhagens de B. fulva ¢ 3
linhagens de B. nivea quanio a produgiio de patulina em um meio sintético.
Encontraram que duas linhagens de B. fulva e todas as trés linhagens de B. nivea
produzem esta micotoxina. Dentro deste mesmo trabatho, 13 sucos de frutas
processados foram inoculados com uma das linhagens de B. fulva produtora de
patulina ¢ incubados a 25°C por 14 dias, quando foram feitas as determinagdes
quantitativas deste composto DOS Sucos. Os resultados mostraram que fol produzida
patulina em todos os sucos testados, com excecdo do suco de ameixa seca (pH 3.88,
18.3 % Solidos Soltiveis) e de tomate (pH 4.22, 4.8 % Solidos Solaveis), quando foi
jevantada a hipatese de instabilidade da micotoxina nestes dois sucos. O fato de ndo se
ter encontrado patulina no suco de tomate confirma os resultados de FRANK &
al.(1977) que ndo detectaram produgdo de patulina em iomate infectado por
Byssochlamys nivea .

A produgdo de patulina por Byssochlamys ¢ favorecida em temperaturas
relativamente baixas, independente da quantidade de biomassa produzida . RICE et
al (1977b) estudaram o efeito da temperatura de incubagdo sobre o crescimento e
produgdo de patulina por B. fulva em suco de uva Concord . As temperaturas de
incubagdo testadas foram 18, 25, 30 ¢ 38°C com analises de produgdo de patulina em
varios periodos. A maior quantidade de patulina foi produzida a 18°C, ap0s 25 dias
aproximadamente, enquanto que as maiores produgdes de biomassa foram constatadas
4 25 e 30°C. Resultados semelhantes foram obtidos por outros pesquisadores
(ROLAND & BEUCHAT 1984: ROLAND et al.1984) que encontraram maior
produgdo de patulina por B. nivea em SuCo de magd e de uva a 21°C (maxima
concentragdo atingida em 20 dias) que em 30 e 37°C. A 37°C, a quantidade maxima
de patulina foi atingida em 6 dias, havendo logo depois um declinio,

Algumas linhagens de Neosartorya fischeri sdo capazes de produzir
fumitremorginas (A,B,C) e verruculogena, compostos estes causadores de tremores,
convulsdes e morte em animais de laboratorio, sendo a verruculogena o composto
considerado de maior toxicidade (NIELSEN ef al. 1988; TOURNAS 1994).

A influénicia das condicdes ambientais sobre a produgdo de fumitremorginas A €
C e verruculogena por N. fischeri em Agar Czapeck Extrato de Levedura (CYA) foi
investigada por NIELSEN et al.(1988). Verificou-se que o crescimento do fungo esta
sempre associado 4 produgdo destas micotoxinas, sendo que verruculogena foi
produzida em maior quantidade, seguida por fumitremorgina A e fumitremorgina C. As
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temperaturas 6timas para a produgéo de verruculogena ¢ fumitremorginas A e C (em
CYA, pH 7.0) foram 25, 30 e 37°C respectivamente. A presenga de luz aumenta a
produgio de fumitremorginas (em CYA, pH 7.0, 25°C), entretanto, ndo se compara ao
aumento significativo produzido pela adigdo de agucares como glucose, frutose ou
sacarose ao meio de crescimento (CYA, pH 3.5, 25°C). A atividade de 4gua Otima e
minima para crescimento do fungo ¢ produgdo de fumitremorginas varia com o soluto
empregado para controle, sendo que, a uma dada atividade de agua, sacarose £xerceu
maior efeito inibitoério quando comparado com glucose ¢ frutose .

Posteriormente, NIELSEN et al.(1989a) investigaram o efeito simultdneo do pH
(2.5,3.5 ¢ 4.5) e presenga de dcidos organicos normalmente presente em frutas {(acidos
tartdrico, malico, citrico) em diferentes concentragdes (em meio CYA, 25°C) sobre a
produgdo de fumitremorginas Ae Ce verruculogena por N. fischeri . Foi demonstrado
que o pH, tipo e concentragdo de acido orginico geralmente tém influéncia sobre a
quantidade de micotoxinas produzidas. Em pH 2.5, a sintese de micotoxinas foi
promovida pelos trés 4cidos testados . Em um outro trabalbo (NIELSEN er of. 1989b)
foi examinada a formagdo de micotoxinas por N. fischeri (CYA, 25°C) em atmosferas
com diferentes tensdes de oxigénio. Foi constatada uma produgdo de fumitremorginas
A e C e verruculogena em atmosferas contendo 3.0 % ¢ 20.9 % de Oz (ar). Entretanto
esta produgo foi significantemente reduzida nas tensdes mais baixas de O2 (1.0 % ¢
0.10 %).

1.2 Qutras espécies de fungos termoresistentes

Outras espécies de fungos termoresistentes podem, ocasionalmente, estarem
envolvidas na deterioracio de alimentos. Entre estas espécies estfio incluidas
Eupenicillium  spp., Talaromyces trachyspermus, Tolaromyces  wortmanii,
Talaromyces emersonii, Eurotium herbariorum, espécies de Penicillium formadoras
de escleréoios e Aspergillus fumigatus. Da mesma maneira que os fungos
termoresistentes mais frequentemente isolados, o solo ¢ a principal fonte de
contaminagdo de vegetais no campo.

Eupenicillium se caracteriza pela produgdo de cleistotécios MAcroscopicos
(100 - 500 pm), de forma esférica a ovoide,com paredes lisas e, frequentemente de cor
brilhante estando em associagfio com um anamorfo do género Penicillium. Em muitas
espécies, os cleistotécios tornam-se rigidos assim que se desenvolvem, podendo
permanecer desta maneira por varias semanas ou méses até a maturagdo a partir do
centro fornecendo grande nimero de ascos com 0o ascoSPOros cada (HOCKING &
PITT 1984; TOURNAS 1994). De acordo com 0 experimenio de SAMSON e
al (1992), houve dificuldades quanto ao cultive e identificacio de isolados
pertencentes ao género Eupenicillium devido a uma baixa produgdo de ascosporos ou
mesme a auséncia em um tempo de incubagfo superior a 6 semanas. S0 escassos 08
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relatos sobre a ocorréncia de fingos deste género em alimentos; entretanto podem ser
destacados os seguintes isolamentos : Eupenicillium javanicum e Eupenicillium
euglaucum isolados de polpa de morango (ARAGAQ 1989), Eupenicillium
brefeldianum e Eupenicillium lapidosum de polpa de framboesa (SAMSON et
al. 1992), Eupenicillium brefeldianum de suco de magd (VAN DER SPUY et al.
1975), Eupenicillium spp. de suco de frutas (HOCKING & PITT 1984; PITT &
HOCKING 1985).

Ao contrario de 7. flavus, outras espécies de Talaromyces raramente sd0
incriminadas como contaminantes ou deterioradoras de alimentos. Todavia, como
exemplos de ocorréncia destas espécies podem ser citados : T. bacillisporus em sucos
de frutas (PITT & HOCKING 1985), T. trachyspermus ¢ T. wortmanii em polpa de
morango (ARAGAO 1989), 7. emersonii em polpa de framboesa (SAMSON et
al. 1992), T. trachyspermus em suco de abacaxi (ENIGL et al. 1993).

SPLITTSTOESSER et al. (1989) investigaram a termoresisténcia de um fungo
flamentoso xerofilico isolado de géleia de uva, que foi identificado como Eurotium
herbariorum. Segundo este estudo, E. herbariorum tem um crescimento dtimo em
meio contendo 40 a 60 % de sacarose e, COomoO noO <aso de outros fungos
termoresistentes, 0s seus ascosporos necessitam de ativagio térmica para germinar €
se desenvolver em um dado substrato. O aumento da quantidade de sélidos solaveis no
meio de aguecimento protegem 0$ ascosporos contra inativagdio térmica . Em suco de
uva S°BRIX , os valores de D (70°C) e Z foram 2.5 minytos e 9.1°C enquanto que em
suco de uva 65°BRIX os valores de D{70°C) ¢ Z foram 5.2 minutos e 7.1°C. O efeito
do aumento de resisténcia térmica dos ascosporos com 2 idade ¢ bem menor em
comparacio com outros fungos termoresistentes. A adicdio de concentragdes baixas de
acido sorbico e acido fumarico no meio de aquecimento afetam pouco a resisténcia
térmica dos ascosporos .

A sobrevivéncia de fungos ao tratamento de pasteurizagdo devido a formagéo de
esclerGeios foi constatada por WILLIAMS er al. (1941), que relataram a deterioragdo
de vacinio enlatado por Penicillium lapidosum . Mais tarde, foi verificada que esta
espécie era capaz de produzir uma fase perfeita (Eupenicillium) (HOCKING & PITT
1984},

Uma outra espécie que merece destaque & Aspergillus fumigatus, isolado
ocasionalmente de alimentos in natura ou processados. Existe a hipotese de que
algumas linhagens de A. fumigatus sejam linhagens de Neosartorya fischeri que
perderam a capacidade de formar ascos (SPLITTSTOESSER et al. 1971). ARAGAO
(1989) encontrou que, 13.3 % do total de cepas de fungos termoresistentes isoladas de
polpa de morango pertenciam a espécie Aspergillus fumigatus . Em exame de
amostras de conservas ¢ sucos de frutas deterioradas por fungos em 1989, JESENKA
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et al.(1991) constataram uma frequéncia de isolamento para A. fumigatus de 1.5 %.
GUMERATO (1995) isolou A. fumigatus de polpa de maga.

1.3 Cinética de inativacio

Grande parte dos microorganismos apresentam uma {axa de inativagio térmica
logaritimica, ou seja, é obtida uma linha reta quando se constroi a curva de morte
plotando-se logaritime do nimero de sobreviventes versus tempo de aquecimento a
uma dada temperatura (KING Jr. et al. 1979). A curva de inativacdio térmica exibida
pelos fungos termoresistentes ¢ 20 logaritimica , apresentando um “ombro™ no inicto,
seguido de uma taxa de morte acelerada (parte logaritimica da curva). A medida que a
temperatura de inativagio aumenta, a fase “lag”ou “ombro” vai diminuindo, ficando a
curva semelhante a uma reta (KING Jr.ef al. 1979, BAYNE & MICHENER 1979,
KING & HALBROOK 1987; KING Jr. & WHITEHAND 1990; KOTZEKIDOU
1997).

A medida da resisténcia térmica de microorganismos {células ou esporos) que
seguem uma taxa de morte logaritimica ¢é feita pela determinagio dos pardmetros
“D7(tempo requerido a uma dada temperatura para destruir 90 % da populagdo de
migroorganismos em um meio de aquecimento definido) e “Z” {(graus de temperatura
requeridos para ocasionar uma variagio de 10 vezes no valor de D). ALDERTON &
SNELL (1970) introduziram uma metodologia de linearizagdo para 0 mesmo tipo de
curva de morte daquela exibida pelos fungos termoresistentes, permitindo que se
calcule parimetros andlogosa“D7e “7” da curva logaritimica.

Grande parte dos dados referentes a parametros cinéticos para fungos
termoresistentes existentes na literatura foram calculados tomando-se a porgdo linear
da curva de morte, obtendo-se assim, D e Z pelo método utilizado para uma curva
logaritimica. Entretanto, BAYNE & MICHENER (1979) ¢ ARAGAO (1989)
verificaram que os tempos de aquecimento, a uma dada temperatura, Necessarios para
que haja um determinado namero de redugdes decimais s3o mais proximos dos valores
experimentais quando se emprega o método de linearizaglo da curva (ALDERTON &
SNELL 1970) para obten¢fio dos parametros cinéticos, em uma comparagdo com 0
caleulo utilizando somente a porgdo linear da curva.

Pelo método de ALDERTON & SNELL (1970), a lincarizagio da curva de
sobreviventes ¢ dada pela seguinte equagao .

(log N- log No)* =kt + C (eq. 1}

onde :
No = nimero inicial de ascosporos / ml
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N = namero de sobreviventes apos um tempo t de tratamento térmico a uma
temperatura definida

a = expoente para linearizagdo

k = constante de taxa de morte (coeficiente angular da curva linearizada)

C = constante e intercepto da curva linearizada.

O valor de “a” é o inverso do coeficiente angular da curva log(log No - log N)
versus log t, sendo calculado para o menor tratamento térmico € podendo ser aplicado
na linearizago das demais curvas. Se a taxa de morte seguir exatamente a equagdo 1 ¢
ndo houver erros experimentais, “C” seria zero. Assim, 0 valor de “1/k “ é derivado da
equagdo 2 :

1k=t{ogNo~logN) (eq. 2)

Esta, por sua vez, ¢ similar 3 equagdo da curva logaritimica, quando a = 1
{equagdo 3} :

D=t (log No~-log N} {eq. 3)
Por analogia das equages 2 € 3, “1I/k7 ¢ um pardmetro equivalente a “D”. O
parfmetro equivalente a “Z” (Z*) pode ser obtido invertendo-se o valor do coeficiente

angular da curva - (log k) versus Temperatura.

1.4 Controle da deterioracio por fungos termoresistentes

Para o controle de fungos termoresistentes em produtos derivados de vegetais €
fundamental a adogfio de boas praticas de higiene ¢ sanificaciio da planta , sabendo
que os principais veiculos de contaminagio por estes Microorganismos sao o solo ¢
matéria prima ja em decomposigio que pode contaminar frutos sadios (EIROA &
AMSTALDEN 1985; EIROA 1989; MAGGI e af 1994). Entdio, os mais mmportantes
pontos criticos no controle de fungos termoresistentes sdo matéria prima e as primeiras
fases do processamento (lavagem ¢ sele¢do) (SPOTTI et al. 1992).

Segundo HOCKING & PITT (1984), a etapa de lavagem de frutos lisos deve
ser feita cuidadosamente com solugdo de hipoclorito (aproximadamente 100 ppm). Ja
frutos rugesos (onde € mais dificil a eliminagdo de ascosporos) devem ser destinados &
glaboragio de produtos que serdo mantidos sob refrigeragdo , nio havendo
deterioracdo por fungos termoresistentes devido a baixa temperatura de estocagem .

JESENKA et al (1991) fizeram as seguintes recomendagbes para 0 controle de
Neosartorya fischeri e, por extenso, de outros fungos termoresistentes na inddstria de
processamento vegetal © 1) Os equipamentos da planta devem estar protegidos do
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contato com o solo e a poeira; 2) A matéria prima deve ser cuidadosamente limpa
(removidos os residuos do solo), 3) Apds lavagem, a dgua de lavagem deve ser
imediatamente removida; 4) Toda atengdo deve ser voltada para qualquer fator (no
sentido de evita-lo) que possa influir em uma possivel contamina¢io da matéria prima
e areas do processamento por solo e poeira.

Particularmente no caso de derivados de frutas, a adigio de pequenas
guantidades de conservantes (normalmente benzoato de sédio e/ou sorbato de
potassio) nas suas formulagBes aumenta a efetividade da pasteurizagfio (aumenta taxa
de inativagdo dos ascosporos) e retarda a germinagdo de a5COSpOIOS quE possam vir a
sobreviver com posterior crescimento do fungo, ou seja, a vida de prateleira destes
produtos ¢ aumentada (BEUCHAT 1986).

ROLAND & BEUCHAT (1984) investigaram os efeitos do benzoato de sodio,
sorbato de potassio e SOz em diferentes concentragdies sobre o crescimento e
produgdo de patulina por Byssochlamys nivea em suco de magd nas temperaturas 21,
30 & 37°C. O crescimento do fungo nestas temperaturas (dentro de um periodo de
incubagdo de 25 dias) ¢ retardado de forma significativa por 75 ppm de SO2, 150 ppm
de sorbato de potassio ¢ 500 ppm de benzoato de sodio. Foi constatado que o SOz foi
mais efetivo entre os trés conservantes (inibigdo do fungo em concentragio menor).
No caso do mesmo teste usando-se suco de uva {ROLAND et al.1984), resultados
semelhantes foram obtidos.

KING & HALBROOK (1987) estudaram a eficacia dos conservantes sorbato de
potassio e benzoato de sodio para inibir o crescimento de T. flavus, tendo como
varigveis o pH do meio de crescimento, concentragio dos conservantes e diferenca
entre linhagens desta espécie de fungo. Foram testadas 4 linhagens de 7. flavus;, Agar
Batata Dextrose Acidificado (pH 3.5) ¢ Agar Extrato de Malte (pH 5.4) como meios
de crescimento € concentragdes dos conservantes entre 0 ¢ 600 pg / mi de meio de
crescimento. Observou-se uma eficiéncia maior dos conservantes em pH 3.5, uma vez
que a concentragio de 100 ug/ml para ambos 0§ conservames inibiu 70 flavus nas
quatro linhagens testadas. Em pH 5 4 entretanto, foram necessdrias concentragdes
maiores para inibig3io, sendo gque no Caso do benzoato, 600 ug/ml de meio foi
insuficiente para evitar o crescimento do fungo ¢ para o sorbato de potassio foi preciso
para inibigdo utilizar diferentes concentracdes no meio (300 a 500 pg/ml), dependendo
da linhagem. Concluiram que a forma ndo dissociada dos conservantes ¢ a forma
antifingica efetiva, acontecendo em pH 3.5, onde as formas ndo dissociadas dos
4cidos benzdico e sorbico correspondem a 83 ¢ 93 % respectivamente.

Em experimento com as rés variedades de N. fischeri (var. glabra, var. spinosa
e var. fischeri), NIELSEN (1991) avalion como esta espécie de funge € afetada
simultaneamente por tamanho do inéculo, pH, benzoato de sodio, sorbato de potassio
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e SO2 em meio sintético (designado para conter mistura de agucares da maioria das
frutas), utilizando-se método impedimétrico. Os resultados indicaram : 1) Que o tempo
de detecgdo do fungo & inversamente proporcional ao tamanho do inoculo, pH ¢
temperatura; 2) A forma nio dissociada dos preservativos ¢ a efetiva contra o fungo;
3) A resisténcia aos conservantes varia com a linhagem de N. fischeri ; 4) Para imbir a
variedade glabra foi necessaria maior concentragdo de conservantes, indicando maior
resisténcia desta variedade aos conservantes.

1.5 O use de altas pressdes na inativagdoe de ascosporos de fungos termoresistentes

O emprego de pressdes hidrostaticas elevadas (500 - 10000 bar) em
alimentos para destruir microorganismos deteriorantes e inativar enzimas, vem sendo
estudado e utilizado recentemente. De forma diferente daquela que ocorre com o
tratamento térmico, onde a penetragdo de calor € fun¢do do tempo ¢ da geometria da
embalagem, a transmiss3o de presso ocorre de forma isostatica, ou seja, instantinea ¢
uniformemente por todo alimento, sendo possivel a preservagdo de nutrigntes €
compostos responsaveis pelo aroma ¢ sabor ( BUTZ et al.1996; ROSENTHAL &
SILVA 1997 }.

S3o poucos os relatos sobre o uso de altas pressdes na inativacdo de ascosporos
de fungos termoresistentes. MAGGI et al. (1994) avaliaram o efeito de altas pressoes
sobre ascosporos de fungos termoresistentes em néctar de apricot e agua. Foram
testadas as espécies B. fulva;, B.nivea, N. fischeri ¢ T. flavus. Suspenstes de
ascosporos destes fungos foram ativadas (70°C/15 minutos) e inoculadas em néctar de
apricot e 4gua (concentragdo final de 10° - 10° ascosporos / ml). Vinte mililitros das
amostras inoculadas com cada espécie de fungo separadamente foram colocadas em
embalagens de polietileno (7X12 cm) e submetidas 2 pressio entre 6000 ¢ 9000 bar na
temperatura ambiente (20°C) ou depois de serem aquecidas até 50 e 60°C em banho
termostatico. A primeira evidéncia € que 0S asCOSporos sdo mais sensiveis & alta
pressdo em agua que no nectar, indicando que ha uma certa prote¢do contra a
inativagdo neste. No néctar de apricot (tratamento de 9000 bar / 20 minutes) a 20°C,
7. flavus se mostrou mais sensivel, sendo os seus ascosporos inativados rapidamente |
ascosporos de N. fischeri foram reduzidos em 2 ciclos logaritimicos enquanto que para
B. fulva e B. nivea ndo houve nenhuma inativagdo (mais resistentes & pressdo).
Entretanto, no pré-aquecimento a 50°C e tratamento a 8000 bar/ 1-4 minutos e
pré-aquecimento a 60°C e 7000 bar / 1-2 minutos todas as quatro espécies foram
inativadas demonstrando que o tratamento a alta pressdo para destrmgdo dos
ascosporos so ¢ efetivo se a etapa anterior for um aquecimento do produto até uma
temperatura branda

BUTZ et al.{1996) investigaram a resposta de algumas espéoies de fungos
termoresistentes (B. nivea, B. fulva, Furotium spp, E upenicillium spp « Paecilomyces
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spp.) frente a um tratamento combinado alta pressdo - temperatura. As formas
vegetativas (conidios/hifas) foram destruidas pelo tratamento mais brando (300 MPa /
25°C). Os ascosporos de B. nivea se mostraram mais baroresistentes sendo
necessarias pressées acima de 600 MPa para inativagdo, ao contrario do que ocorreu
para as outras espécies testadas que foram destruidas com tratamentos mais brandos.
Em testes com ascosporos de B. nivea, descobriram que ¢ mais efetivo a aplicagéo da
alta pressio (700 MPa / 60°C) antes do tratamento térmico (80°C / 30 minutos) que o
inverso, indicando que a pressfo sensibilizou os ascosporos, facilitando a agdo
inativadora do calor. Ainda em teste com B. nivea foi constatada uma inativagio maior
dos ascosporos em suco de uva que em solugdo salina fisiologica (tratamento de 700
MPa / 70°C) contrastando com MAGGI et al. (1994) onde a resisténcia a pressdo era
maior em néctar de apricot em relagic & agua destilada. Em verificagfio feita por
BUTZ et al(1996) dentro do mesmo trabalho, observou-se com o auxilio da
microscopia eletrbnica que a alta pressdo rompe ascos e danifica parede dos
ascosporos (B. nivea, tratamento de 700 MPa / 70°C, tempo suficiente para inativagdo
total dos ascosporos).

1.6 Estabelecimento de niveis aceitdveis para fungos termoresistentes

Para se estabelecer niveis aceitiveis de ascosporos de fungos termoresistentes
em um dado alimento, deve-se levar em consideragfo : 1) Se a matéria prima € o
ingrediente principal ou nfio; 2) Se o produto final contera conservantes ou ndo; 3) O
tratamento térmico utilizado; 4) O eventual emprego de operagles de concentragao
e/ou congelamento (HOCKING & PITT 1984; EIROA 1989; BEUCHAT & PITT
1992).

Uma contagem de 5 ascosporos por 100 g (ml) do produto em uma etapa
imediatamente anterior a0 tratamento térmico constitue um sério  problema
(BEUCHAT & PITT 1992). Para suco de maracujd, 0s resultados praticos tém
mostrado que um nivel de contaminagio menor que 2 ascosporos por 160 ml tem um
efeito insignificante sobre o produto final. Contudo, niveis de contaminagfo maiores
que 2 ascosporos por 100 mi sdo frequentemente inaceitaveis (HOCKING & PITT
1984). Em alguns produtos como “blends” de sucos de frutas que serdo processados
pelo sistema UHT e que ndo contém conservantes quimicos, s sera aceito um nivel de
contaminag3o inicial mais baixo que os relatados acima . Por exemplo, um produtor de
suco de fruta pasteurizado tem como especificagdo a auséncia de Byssochlamys em
100 m} de amostra retirada de 200 liros de matéria prima (CARTWRIGHT &
HOCKING 1984; BEUCHAT & PITT 1992).
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1.7 Detecciio ¢ Enumeracio de Funges Termoresistentes em alimentos

Todos os métodos ja desenvolvidos para a deteccfo e enumeracdo de fungos
termoresistentes incluem um choque térmico para destruir as formas termosensiveis e
ativar os ascosporos de fungos termoresistentes. Por causa da baixa incidéncia de
fungos termoresistentes em alimentos, € recomendavel o uso de amostras grandes nas
analises (BEUCHAT & PITT 1992; TOURNAS 1994).

MURDOCK & HATCHER (1978) desenvolveram um método simples para
detecgdio de fungos termoresistentes em Sucos de frutas e concentrados. Tal método
consiste das seguintes etapas : 1) Colocar 50 gramas de amostra em uma garrafa
medicinal estéril (8 0z.) ou frasco de cultura de tecido (250 ml); 2) Adicionar 50 ml de
4gua estéril, 3) Em um banho termostatico, aplicar um choque térmico de 77°C por 30
minutos (comegar a contagem do tempo quando a mistura atingir esta temperatura);
4) Resfriar imediatamente; 3) Distribuir 30 a 40 ml entre 4 ou 5 placas de petri,
adicionar 4gar simples (2 %) e misturar ; 6) Incubar as placas e a garrafa contendo o
restante do produto a 30°C; 7) Examinar as placas e as garrafas semanalmente para
verificar crescimento dos fungos e, se apos 30 dias nenhum crescimento tiver ocorrido,
estes devem ser descartados. Quando sao testados produtos com menos de 33°BRIX,
deve-se omitir a etapa de diluigdo.

O método de plagueamento de MURDOCK & HATCHER (1978) fo1 adaptado
para amostras maiores, sendo descrito por HOCKING & PITT (1984) ¢ PITT &
HOCKING (1985): Duas amostras de 50 ml sdo colocadas em tubos de 200 X 30 mm,
sendo em seguida aquecidas por 30 minutos quando as amostras atingem 80°C em
banho termostatico; loge apés sio resfriadas rapidamente. Cada amostra de 30 mi
deve ser distribuida entre 4 placas de petri de 150 mm e misturada com Agar Batata
Dextrose (PDA) 1.5 vezes concentrado . As placas de petrt devem ser envolvidas por
um saco plastico para evitar ressecamento € incubadas 2 30°C por um periodo de até
30 dias, devendo ser examinadas semanalmente para verificar crescimento. Se a
amostra a ser testada tiver mais de 35°BRIX, esta deve ser diluida (1:1) com agua
peptonada (0.1 %) ou em um diluente similar. Para amostras muito 4cidas, como 0
suco de maracuja (pH 2) deve-se ajustar 0 pH para 3.4 - 3.6 com NaOH .

Uma outra variagio do método de plaqueamento foi recomendada por PITT e
al (1992) : Cem gramas de produto ( preferencialmente divididas em duas porgdes
de 50 m! ) devem ser aquecidas a 75°C por 30 minutos efetivos, resfriados, misturados
na proporgdo 1. 1 com Agar Batata Dextrose (PDA) ou outro agar nutriente com dupla
concentragdo ¢ distribuidas em placas de petri. Incubar a 30°C e examinar 7 dias
depois. Caso ndo tenha ocorrido crescimento, examinar apds um longo periodo (até 30
dias).
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O maior problema associado com o método de plaqueamento ¢ a possibilidade
de contaminagdo aérea . O aparecimento de coldnias verdes de Penicillium ou
colonias de espéeies comuns de Aspergillus como 4. flavus ou A. niger sao evidéncias
claras de contaminagdo. Este tipo de colbnia deve ser ignorada quando for feita a
enumeragio. Para minimizar este problema, o plaqueamento deve ser feito,
preferencialmente, em cdmara de fluxo laminar (HOCKING & PITT 1984; PITT &
HOCKING 1985; BEUCHAT & PITT 1992; PITT et al 1992).

Se o produto contiver um grande nimero de esporos bacterianos {como espécies
de Bacillus), antibisticos devem ser adicionados ao gar batata dextrose ou outro agar
nutriente utilizado. A adigfio de 100 p.p.m. de cloranfenicol ¢ suficiente para evitar o
crescimento destas bactérias. A acidificacio do meio nfio ¢ recomendada, uma vez que
os ascosporos podem estar “estressados” pelo tratamento térmico (HOCKING &
PITT 1984, 1992; PITT & HOCKING 1985; BEUCHAT & PITT 1992). O longo
tempo de incubagdo (até 30 dias) permite que 08 ascOSpPOroS debilitados ou mjuriados
pelo calor tenham um tempo adicional para a formagdo de coldnias (MURDOCK &
HATCHER 1978; BEUCHAT & PITT 1992).

Existe um método mais direto para a detecgio de fungos termoresistentes,
indicado para polpa de frutas e outros materiais semisdlidos, tem a vantagem de evitar
problemas de contaminagfo aérea, além de mimimizar perdas de mistura. Frascos
medicinais contendo 50 ml de amostra sdo aquecidos em banho termostatico na
posigdo perpendicular durante 30 minutos a 80°C, resfriados e incubados & 30°C por
30 dias na posigao horizontal, permitindo a formagdo de uma grande superficie para o
crescimento dos fungos. O uso de recipientes de maior volume, como as garrafas de
Roux permitern que se utilize quantidades maiores de amostra (HOCKING & PITT
1984: PITT & HOCKING 1985; BEUCHAT & PITT 1992; GUMERATO 1995).

2. ASPECTOS GERAIS SOBRE A DETERIORACAQ
MICROBIOLOGICA DOS DERIVADOS DE TOMATE

A deterioragio microbioldgica em produtos de tomate € causada por
microorganismos capazes de se desenvolver em valores de pH < 4.6 . Entre ¢stes
microorganismos podem ser citadas bactérias esporogeénicas (geralmente associadas a
um tratamento térmico insuficiente ou resfriamento inadequado), bactérias nfo
esporogénicas , fungos filamentosos ¢ leveduras (geralmente associados a uma
recontaminacdo pos processo). Uma matéria prima excessivamente contarminada por
microorganismos do solo também pode resultar em um produto final deteriorado,
embora o tratamento térmice aplicado seja correto (LEITAO 1973; FIGUEIREDO
1974; PAISANO 1974; VICINI 1984,1986; PORRETTA 1992).
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2.1 Deterioraciio por bactérias esporogénicas

2 1.1 Bacillus coagulans

£ a mais importante espécie deterioradora de produtos de tomate entre as
bactérias esporogénicas aerObias-anaerobias facultativas. Possui elevada resisténcia
térmica, sendo o microorganismo alvo no estabelecimento do tratamento térmico em
derivados de tomate. Apresenta atividade fermentativa sobre carboidratos, sem
produgdo de gas (Deterioragdo “flat sour”). E uma bactéria gram positiva na forma de
bastonete longo; o pH étimo de crescimento € 5, mas cresce até 4 dependendo da
populagdo inicial de esporos contaminantes ¢ da linhagem; a temperatura Otima de
crescimento é 45°C com ampla faixa de temperatura de crescimento, variando entre 30
e 55°C (bactéria termofila facultativa). A causa da deterioragfio por esta bacienia €
geralmente devida a um tratamento térmico insuficiente ou resfriamento inadequado.
Estio entre as medidas de controle desta bactéria : um processamento térmico €
resfriamento adequados, boas praticas de higiene € sanificagdo da planta, boas praticas
de lavagem/selegio/manuseio da matéria prima, devendo esta dltima ser de boa
qualidade (LEITAO 1973; FIGUEIREDO 1974; PAISANO 1974; FONSECA 1982,
VICINI 1984.1986; PORRETTA 1992). Estima-se que 08 niveis de contaminagdo por
esporos desta bactéria sdo 3,5. 10° esporos / g € 635-1100 esporos/g no solo e tomates
ndo lavados, respectivamente (ALSKOG 1993).

9 1.2 Bacillus polymixa ¢ Bacillus macerans

Considerados menos importantes que Bacillus coagulans na deterioragdc de
produtos dcidos como 0s derivados de tomate, constituem excegdes enlre as bacténas
do género Bacillus, uma vez que estas apresentam atividade fermentativa intensa
acompanhada da produgdo de gases . Bacillus polymixa apresenta fermentagdo
butileno glicdlica com a produgdo dos 4cidos acético e lactico, butileno glicol, COz e
Ha. Os principais produtos da fermentagdo feita por Bacillus macerans s4o a acetona ¢
o dlcool etilico. A causa da deterioragdo por estas bactérias pode ser vazamento
(recontaminagdo pela agua de resfriamento) ou tratamento térmico msuficiente
(LEITAQ 1973, FIGUEIREDO 1974; PAISANO 1974; VICINI 1984,1986,
PORRETTA 1992).

2 1.3 Clostridisun pasteuriqnum € (Clostridium butyricum

S50 microorganismos anaerabios  estritos, mesofilos, apresentam intensa
atividade fermentativa sobre carboidratos com produgdo enorme de gases (Cze 2} e
4cido butirico. Provoca estufamento da embalagem € odor butirico no produto. Tém
uma faixa de temperatura de crescimento entre 28 ¢ 32°C e se desenvolve em pH > 3.7
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(principalmente em pH >4, como no ¢aso dos derivados de tomate). A causa principal
da deterioragiio por estas bactérias ¢ um tratamento térmico insuficiente (LEITAQ
1973: FIGUEIREDO 1974; PAISANO 1974; FONSECA 1982; VICINI 1984,1986;
PORRETTA 1992).

2.2 Deterioracio por bactérias ndo esporogénicas

2 2.1 Bacténias lacticas

Entre as bactérias ndo esporogénicas deterioradoras de produtos de tomate, 0
grupo das bactérias lacticas € 0 mais importante. Este grupo compreende os géneros
Lactobacillus  (homofermentativo  ou heterofermentativo),  Leuconosioc
(homofermentativo),  Streplococcus (homofermentativo) e  Pediococcus
(homofermentativo). Os microorganismos que sdo heterofermentativos produzem gas
{CO2) no derivado de tomate, mas ¢ possivel encontrar bactérias lacticas que
produzem estufamento de embalagens € que sdo homofermentativas in vitro. Sa0
microaerdfilas, diminuem o pH do derivado de tomate, podem produzir estufamento da
embalagem ou ndo. A grande maioria das bactérias lacticas tem baixa resisténcia ao
calor sendo facilmente destruidas exceto as bactérias do género Streptococcus (S,
faecalis, S. thermophilus, etc) que sdo termodlricas . A causa principal da
deterioragdo por bactérias lacticas € a recontaminagio pos processo. No caso de
concentrado de tomate pode ser também insuficiente tratamento térmico (LEITAO
1973: FIGUEIREDO 1974; PAISANO 1974; VICINI 1984,1986; PORRETTA 1992},

2.2 2 Entercbacténias

A deterioragio causada por enterobactérias ¢ devido a recontaminagio pos
processo, sendo que s¢ oS coliformes se adaptam ac ambiente dos derivados ndo
concentrados de tomate. Os géneros Enterobacter € Kiehsiella se desenvolvem em
produtos de tomate com produgio de gases (CO2 e Hz) provocando estufamento da
embalagem. A deterioragio causada por este tipo de bactéria é muito mais comum no
processamento asséptico, comparando-s¢ com 0 processamento tradicional (VICINI
19%4, 1986; PORRETTA 1992).

2.2 3 Bactérias Acéticas

Ligadas & recontaminagd0 pos processo, as bactérias do género Gluconobacter
e Acetobacter diminuem o pH de derivados de tomate ndo concentrados em virtude da
produgdo de acido acético, ndo havendo alteracio da embalagem (VICINI 1984,1986).
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2.3 Deterioraciio por fungos ¢ leveduras

2.3.1 Fumgos filamentosos

A maioria dos fungos filamentosos sdo pouco resistentes ao calor, com exceqdo
dos fungos termoresistentes que sobrevivem ao tratamento térmico de pasteurizaco.
Estes microorganismos sdo importantes na pré contaminagdo da matéria prima,
podendo aparecer na planta de processamento de tomate devido a falta de lgiene
(PAISANO 1974; FIGUEIREDO 1974). A causa principal da deterioracdo de
produtos de tomate por fungos ¢ a recontaminagdo pos processo, mas pode ser
rambém insuficiente tratamento térmico no caso do concentrado de tomate. No caso de
recontaminagio pds processo, estdo incluidos como deterioradores os fungos cujos
esporos s30 resistentes & dgua oxigenada , ocorrendo contaminagio durante o envase
asséptico (VICINI er al. 1983; VICINI 1984, 1986; BULGARELLI & BRACKETT
1992; PORRETTA 1992).

Além de provocar mudangas organolépticas nos produtos de tomate, o
crescimento de fungos nestes pode favorecer o desenvolvimento de microorganismos
tipicos de produtos de baixa acidez, através de um aumento de pH. Este fenbmeno ¢
conhecido como metabiosis ,sendo constatado por diferentes pesquisadores
(HUTHNEN et al. 1976, MUNDT 1978, ODLAUG & PEFLUG 1979, MUNDT &
NORMAN 1982; DRAUGHON et al. 1988). MUNDT (1978) investigou o efeito
provocado pela contaminagdo por diferentes especies de fungos sobre o pH do suco de
tomate. Tubos contendo suco de tomate esterilizado foram inoculados com 58 espéeies
de fungos diferentes e incubados a temperatura ambiente (22°C) por 35 diz.. Apds
este tempo de incubagdo, os tubos foram aquecidos em vapor para destruir os fungos e
medidos os valores de pH resultantes de cada tubo homogeneizado. Os resultados
mostraram que todos os fungos estudados (com excegdo de 2 espécies) aumentaram o
pH de 4.1 (inicial) para pHs iguais ou maiores que 4.9 (havendo casos de pH acima de
9) dependendo de cada espécie de fungo. Entre 0s fungos testados, estavam duas
espécies que ja foram incriminadas como termoresistentes em alimentos : Aspergillus
fumigatus (constou do grupo de fungos que aumentou o pH do suco de tomate para um
valor dentro da faixa 5.1 - 6.0) e Aspergillus {Neosartorya) fischeri esteve dentro do
grupo que aumentou o pH para um valor dentro da faixa 8.1 - 9.0 . ODLAUG &
PFLUG (1979) demonstraram que em suco de tomate um fungo do género Aspergillus
(Aspergillus gracilis) cria um ambiente favoravel ao crescimento e produgfo de toxina
por Clostridium botulinum nas proximidades ou diretamente abaixo do crescimento
micelial. Em uma unidade n3o hermética, onde inoculou-se os dois MICTOOTZanismos
(fungo e bactéria) em suco de tomate, houve abundante crescimento do fungo com ¢
desenvolvimento de um gradiente de pH abaixo do micélio, permitindo crescimento do
Cl botulinum e produgdo de toxina botulinica. No mesmo experimento com uma
unidade hermética, houve um crescimento bem reduzido do fungo sem ocorréncia de
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um gradiente de pH, entretanto, crescimento de Cl botulinum e baixos niveis de
toxina ainda foram produzidos. Os resultados sugeriram que 0 crescimento de A.
gracilis po suco de fomate cria um microambiente abaixo do micélio (pH
provavelmente maior que 4.6) no qual esporos de C! botulimun possam germinar,
haver reprodugdo e formagdo da toxina botulinica.

Existern casos de deterioragio por fungos em derivados de tomate, tipicamente
ligados a0 envase asséptico. VICINI et al. (1983) examinaram embalagens cartonadas
estufadas contendo suco de tomate. Constataram as seguintes alteragdes no produto
(suco) : presenga de micélio esbranquigado, leve aroma alcodlico, sem alteragdo de pH
e predominincia de CO2. O fungo deteriorador foi identificado como sendo Mucor
spinescens, com 0 qual foi feita uma série de testes, de onde se obteve que este tem
baixa resisténcia térmica, produz uma grande quantidade de CO2, tem uma resisténcia
ao U.V. pequena, tem uma olevada resisténcia 4 Agua oxigesada 30 % é
completamente inibido por 4 ppm de pimaricina ou por acido benzdico (200 ppm em
pH 4 / 400 ppm em pH 3) ou por 500 ppm de sorbato de potdssio (pH 4). Foi
investigado também a capacidade de outras espécies de fungos estufarem embalagens
com produto de tomate . Encontrou-se que, apos 3 semanas a 25°C, produziram este
efeito as espécies . Rhizopus oryzae, Rhizopus nigricans € Mucor racemosus.
PORRETTA (1992) cita ainda outras espécies capazes de produzirem estufamento em
embalagens cartonadas ¢ oufras embalagens flexiveis contendo dertvado de tomate :
Acremonium FOSEOgriseum, Geotrichum candidum, Mucor javanicus.

A contagem de filamentos de fungos em produtos de tomate pelo método de
Howard vem sendo empregada para determinar o grau de limpeza ¢ os cuidados no
processamento. A baixa contagem por este método ndo assegura que o processamento
tenha sido adequado, entretanto, a conlagem alta sempre indica deficiénoia no
processamento (YOKOYA 1976; PAISANO 1974; FONSECA 1982). O numero de
flamentos de fungos nos derivados de tomate podem ser controlados por uma lavagem
e selegdo eficiente da matéria prima e higienizaco dos equipamentos, ou s¢ja, toda a
superficie que entra em confato com o tomate devem estar convenientemente lmpas
(PAISANG 1974; FONSECA 1982). Entretanto, existe uma relagio direta entre
contagem Howard em tomates in natura ¢ Umidade Relativa (UR %), ou seja, quanto
maior a UR, mator a confagem Howard nos frutos (FERNANDES 1995). YOKOYA
(1976) descreveu brevemente os principais géneros de fungos encontrados em tomates
e seus produtos : 1) Alternaria ; 23 Colletrotrichum phomoides que causa antracnose ,
3) Oidium; 4) Mucor ¢ Rhizopus, 5} Fusarium; 6) Penicillium ¢ 7) Aspergillus. Este
autor enfatiza que tanto fungos como bactérias penetram no tomate por rompimentos
existentes na casca, que podem ser causados por chuvas excessivas, variagdo de
umidade, insetos, passaros, manipulagdo inadequada, etc. $6 no caso da antracnose, ©
fungo pode penetrar no tomate intacto. Encontram-se estes fungos na indistria quando
a limpeza é deficiente . A tolerincia méxima de contagem Howard (% de campos
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positivos) em derivados de tomate varia com o pais, como : EUA (40 %), Italia (50 -
60 %), Chile (40-60 %), Brasil (40 %) (FERNANDES 1995).

2.3.2 Leveduras

Raramente estdo envolvidas em casos de deterioragfio de produtos de tomate
devido & sua baixa resisténcia térmica. A causa principal da deterioragfio por esie
grupo de microorganismos é a recontaminagdio poés processo, porém, no caso da
elaboragfio do concentrado de tomate, pode ser também por tratamento térmico
deficiente. Os produtos principais da fermentagéo feitas por leveduras em produtos de
tomate sdo 0 CO2 e o etanol, provocando estufamento da embalagem. As leveduras
podem estar associadas as bactérias lacticas em deterioragdes dos derivados de tomate
(FIGUEIREDOQ 1974; VICINI 1984,1986 ; PORRETTA 1992).
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Il - MATERIAIS E METODOS

1. Amostragem

1.1 Nuimero de amostragens e obtencdo das amostras

No periodo de safra de 1996 do tomate, foram feitas 9 amostragens
(correspondendo 3 ao inicio, 3 ao pico € 3 ao fim de safra) e 5 no periodo de
entresafra As amostras foram obtidas diretamente da linha de processamento
asséptico de polpa de tomate de uma indistria localizada no Estado de S3o Paulo. A
quantidade coletada / amostra foi de 3.5+ 0.5 Kg,, sendo mantidas sob refrigeragio
(com excegdo do produto final) até o momento da analise (ftem 2). Os pontos de
amostragem  escolhidos estio indicados nos fluxogramas simplificados do
processamento da polpa de tomate com teor de solidos soliveis de 8°BRIX, nos
periodos de safra e entresafra (figuras 1 e 2, respectivamente).

1.2 Periodo de safra do tomate

Durante o periodo de safra do tomate ( Julho - Novembro 1996), foram
coletadas os seguintes tipos de amostras © 1) Matéria-Prima (tomate apoOs chegada na
industria), 2) Agua de transporte ¢ pré-lavagem da matéria prima ; 3) Produto
imediatamente antes da esterilizacfio (no tanque de equilibrio); 4) Produto final
embalado em envase em embalagem cartonada (520 g) e 5) Produto final estocado
durante 3 meses em temperatura ambiente,

1 3 Periodo de entresafra do tomate

Durante o periodo de entresafra ( Janeiro - Abril 1997), foram coletados os
seguintes tipos de amostras : 1) Concentrado de tomate com teor de solidos soluveis
de 29 °BRIX ( matéria prima na entresafra ), 2) Produto imediatamente antes da
esterilizagio; 3) Produto final embalado em envase em embalagem cartonada (520 g)
e 4) Produto final estocado durante 3 meses em temperatura ambiente.

2. Deteccio e Enumeraciio de fungos termoresistentes

Foi utilizado o método de plagueamento (HOCKING & PITT 1984, PITT &
HOCKING 1985, BEUCHAT & PITT 1992, PITT et 0l 1992, SAMBON e&f al. 1992)
para a detecgo de fungos termoresistentes nas amostras, uma vezZ que testes
preliminares mostraram que este método recupera maior guantidade de esporos
quando comparado com o método de incubagdo direta (HOCKING & PITT 1984,
PITT & HOCKING 1985, BEUCHAT & PITT 1992). Ensaios preliminares
mostraram também gue, no método de plaqueamento ptilizando a concentragdo de
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cloranfenicol recomendada no meio de cultura (100 mg/l), houve grande interferéncia
de actinomicetos na contagem de bolores termoresistentes. Para diminuir esta
interferéncia foi feita a acidificagio do meio de crescimento com solugfo de 4cido
tartarico 10% p/v {para pH final = 3.5) e adigdo de cloranfenicol na concentragdo final

de2 g/l.

2.1 Preparo das amostras

A matéria-prima foi desintegrada ¢ homogenizada em triturador metalico estéril.
Cem gramas do homogenizado resultante foram distribuidos, excepcionalmente, entre
4 tubos com tampa rosqueavel de 25X200 mm (25 ml de amostra/tubo). O uso de uma
quantidade maior de tubos se justifica pelo fato do homogenizado de tomate se
separar em fases (polpa/soro) durante choque térmico e dilatar o seu volume. Assim, é
mais facil e seguro aplicar o chogue térmico em guantidades menores deste
homogenizado dentro dos tubos com tampa rosquesvel. As amostras de concentrado
de tomate foram diluidas com 4gua peptonada 0.1 % (1:2)p/v antes da aplicagdo do
chogue e homogenizadas em triturador estéril. Para os outros tipos de amostras (Agua
de pré lavagem e transporte, produto antes da esterilizagfio e produto final) foi seguida
normalmente a metodologia a seguir (item 2.3) ndo sendo NECESSArio um preparo
prévio (uso direto das amostras).

2 2 Determinacio do tempo de subida da temperatura

Tubos com tampa rosquedvel 25X200 mm foram preenchidos com a quantidade
adequada de amostra (25 ou 50 mi); inseriu-se um termometro estando o seu bulbo no
centro do volume ocupado pela amostra. Este conjunto assim montado foi colocado
em um banho termostitico ajustado a 80°C, acionando-se no mesmo instante ©
cronémetro. Quando a amostra atingiu 80°C (monitoramento através do termdmetro)
registrou-se 0 tempo marcado pelo crondmetro (tempo de subida).

3 3 Procedimento de enumerago dos fungos termoresistentes

Cem gramas (ml) de amostra foram transferidas assepticamente para dois tubos
com tampa rosqueavel 25X200 mm (50 ml em cada tubo) e submetidos 2 um choque
térmico em banho termostitico (HAAKE, precisdo de + 0,1°C) regulado & 80°C.
Quando a amostra atingiu 80°C ( tempo de subida previamente determinado conforme
item 22) , foi iniciada a contagem do tempo de choque térmico (20 minutos)
(BEUCHAT & PITT 1992). Terminado o tempo de choque térmico, os tubos foram
resfriados até cerca de 45-50°C e o contetido destes (100 ml), transferidos para um
erlenmeyer contendo 100 ml de dgar batata dextrose {PDA, DIFCO)} com 50 mg/l de
rosa de bengala e 4 g/ de cloranfenicol (meio em concentragio dupla). O conteido
resultante foi acidificado com solugdo de 4cido tartarico 10 % piv (pH final =3.5),
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misturado bem e distribuido em 8 placas de Petri de 90 mm de didmetro.Todo este
procedimento foi feito em_camara de fluxo laminar . Apos solidificagdo da mistura nas
placas, estas foram envolvidas por um saco plastico (para gvitar ressecamento) ¢

incubadas 4 30°C por 1 més. Para cada amostra, este procedimento foi feito em
triplicata.

3. Isolamento e Estocagem dos fungos termoresistentes

3.1 Isolamento

Cada coldénia de fungo que se desenvolven nas placas de enumeragdo (ftem 2.3)
foi isolada em placas contendo 25 m! de PDA (pH 5.6, DIFCO) transferindo-se com o
auxilio de uma al¢a em “L”, um fragmento da col6nia original para o centro das placas
corn o meio de isolamento (PDA) em duplicata. As culturas puras (verificagio visual)
diferentes entre si  dentro de cada lote receberam um codigo (de acordo com a
sequéncia de isolamento, lote e origem ou tipo de amostra). Como exemplo, tem-se
que o décimo fungo isolado da maténa prima pertencente a0 lote 2, recebeu o codigo
110L2PMP.

3.2 Estocagem

Os fungos isolados e codificados foram estocados em silica gel de acordo com
a metodologia descrita por MURO & LUCHI {1989y ¢ GUMERATO (1995). A
prévia preparagdio do material que foi utilizado consistiu de : 1) Foram preenchidos
frascos tipo penicilina (10 mi) até cerca da metade do seu volume com silica-gel (4-8
mm particula), tampados com algoddo e colocados em um recipiente metalico para ser
esterilizado em calor seco (180°C / 4 horas). Apds o periodo de esterilizacio,
deixou-se esfriar e acondicionou-s¢ o material estéril sob refrigeragdo; 2) Fot
preparada uma solugdo de leite desnatado 5 % e esterilizada por 121°C/10 minutos e
3} Foram esterilizadas as tampas de borracha a serem utilizadas no fechamento dos
frascos tipo penicilina (121°C/15 minutos).

O procedimento de estocagem seguiu basicamenie as seguintes etapas
(operagdes em cAmara de fluxo laminar) : 1) Foram transferidos 8 mi da solugéo de
leite desnatado 5 % estéril para a placa contendo o fungo cultivado (ftem 3.1)
2) Foram retirados levemente 0s €sporos da superficie do fungo com o auxilio de uma
bagueta ou alga estéril; 3) Fot transferido gradualmente para o frasco tipo penicilina
{material previamente preparado) cerca de 1.0 ml da suspensdo de esporos resuitante
contida na placa (transferéncia gota a gota). Agitou-se o frasco para que a absorgdo
da suspensdo pela silica gel fosse o mais uniforme possivel e, apos esta operagio, este
foi colocado imediatamente em banho de gelo por cerca de 5 minutos; 4) Foi retirado
o tampdo de algodfo e fechado o frasco com tampa de borracha estéril e 5) Foi
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lacrado o frasco tipo penicilina com selo de aluminio . Este procedimento foi realizado
em duplicata para cada fungo codificado.

4. Seleciio do isolade mais termoresistente

A suspensdo de esporos {com 1 més de idade) de cada isolado codificado de
fungo foi submetido a diferentes choques térmicos , variando entre 80°C / 20 minutos
e 100°C/ 25 minutos , se necessario, para definir o isolado mais termoresistente dentro
de cada lote e entre todos os lotes. A tabela 1 mostra todos os choques térmicos
aplicados neste item,

Tabela 1 - Choques térmicos aplicados (Temperatura / tempo) a0s fungos isolados

Temperatura {°C) Tempo {minutos)
£0 20
85 15
90 10
95 5

10
20
100 5
10
20
22%
25*%

* Choques térmicos utilizados na defini¢do do fungo mais termorasistente

4.1 Esporulagdo

Garrafas de Roux contendo 200 mi de Agar Extrato de Malte (MEA, formulado
segundo PITT 1979) foram inoculadas com 0.5 ml de suspensio previamente
preparada de cada cepa de fungo termoresistente. A prévia preparagdo desta
suspensio consistiz em transferir, com o auxilio de uma alga em “L estéril, um
fragmento do fungo para um tubo com tampa rosquedvel de  13X100 mm  contendo
2 m! de solugdo 0.05 % de Tween 80 (para dispersar 08 esporos), seguido de agitagdo.
O procedimento de inoculagdo nas garrafas de Roux foi feito em duplicata para cada
isolado de fungo termoresistente codificado, com incubagdo das garrafas & 30°C por 1
més, para permitir a esporulagio ¢ desenvolvimento de resisténcia dos ascosporos.
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4.2 Coleta dos esporos

Apds o periodo de incubagdio de 1 més, vinte e cinco mililitros de agua esténl
foram transferidos para cada garrafa contendo os fungos cultivados por 1 més e, a
superficie do fungo raspada levemente com O auxilio de uma bagueta esténl . A
suspensdo recém preparada foi filirada através de camadas de gaze estéril e recolida
em um tubo estéril com tampa rosquedvel de 25X200 mm, sendo estocado sob
refrigeraciio (4°C).

4.3 Aplicacdo dos choques térmicos para selecio do isolado mais termoresisiente

Para cada fungo, foram utilizados tubos com tampa rosquedvel (16X150 mm)
com 9 ml de polpa de tomate 8°BRIX estéril (meio de aquecimento), sendo cada tubo
inoculado com 1 ml da suspensdo de esporos filtrada (seguido da homogenizagdo da
mistura resultante), para cada choque. Os choques planejados sdo mostrades na tabela
1 (um por vez), ¢ aphicados em duplicata, conforme a necessidade.

Utilizando um banho termostatico (Polystat ®, precisio + 0,1°C), foi aplicado o
choque térmico aos tubos com tampa rosqueavel com polpa de tomate inoculada, de
acordo com o bindmio tempo/temperatura especificado, sendo o tempo de choque
iniciado apés o tempo de subida em cada temperatura definida (como deserito no item
2.2). Ap6s o choque térmico, 08 tubos foram resfriados imediatamente.

Em seguida, o conteado de cada tubo foi transferido para placas de Petr
respectivas, sendo que estas receberam aproximadamente igual volume de Agar
Batata Dextrose (concentragdo dupla) seguido de homogenizagdo. Apos solidificagdo
da mistura, as placas foram incubadas a 30°C por até 7 dias. O crescimento do fungo
apds este periodo foi um indicativo de resisténcia ao chogque térmico .

5, Identificacio do isolados mais importantes

A identificagio do isolado de fungo mais termoresistente e do isolado
proveniente do produto final foi feita por um programa de computador (FUNG.HOM)
com base em 63 caracteristicas macro € micromorfolégicas do fungo (GUMERATO
1995), pelo pesquisador Homero Ferracini Gumerato (GUMERATO 1996).
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6. Ensaios com a cepa de fungo selecionada come mais termoresistente

6.1 Producdo e Coleta dos ascosporos de diferentes idades

A cepa de fungo selecionada foi inoculada (como no item 4) em 10 garrafas de
Roux contendo 200 mililitros de MEA, sendo 5 garrafas incubadas 4 30°C por 1 més
¢ 5 garrafas incubadas & 30°C por 3 méses {produgiio de 2 lotes de esporos com
diferentes idades).

Para coletar os ascosporos, 25 ml de agua destilada foi transferida para cada
garrafa ¢ a superficie do fungo raspada levemente com o auxilio de uma bagueta de
vidro estéril. A suspensdo resultante foi filtrada através de camadas de gaze esténil ¢ 13
de vidro para remover fragmentos de hifas, submetida ao ultrasom a 0-4°C com
imcrementos de 2 minutos até a obtengdo de ascosporos livres (verificagio
microscopica) ¢ centrifugada 4 5°C por 15 minutos 4 10000 rpm (TOURNAS &
TRAXLER 1994). Foi feita a lavagem do precipitado com duas centrifugagfes em
agua estéril. A suspensdo final foi preparada ressuspendendo o precipitado em um
volume de agua estéril suficiente para que a concentragiio de ascosporos (avaliada
através da contagem em Camara de Neubauer) estivesse na ordem entre 10° ¢ 10
ascosporos / ml. A suspensdo assim tratada foi estocada sob refrigeragio (4°C) até
uso em frasco com pérolas de vidro.

6.2 Determinacio das condigles éfimas de ativacfio dos ascosporos

Para determinar as condigdes Gtimas de ativagdo dos ascosporos foi usada a
temperatura de 85°C (BEUCHAT 1986) e os tempos 0 {Controle), §, 10, 15,20 ¢ 25
minutos. O tempo em que foi obtido maior recuperagdo dos ascosporos (a 85°C), foi
considerado o tempo Otimo para ativagdo .

Tubos TDT estéreis foram preenchidos com 1.8 ml de polpa de tomate de
8°BRIX estéril e inoculados com 0.2 mi da suspens3o de ascosporos preparada (item
5.1), seguido de homogenizagio. Os tubos TDT foram selados em magarico O2 /
acetilenc e colocados em banho termostatico (Polystat® com * 0,1°C de
precisio),ajustado a 85°C, para receber os choques térmicos. O temnpo de subida até a
temperatura desejada foi determinado previamente, utilizando termopar flexivel para
monitorar a temperatura em tubo TDT preenchido com polpa de tomate 8°BRIX. Em
cada tempo de aquecimento definido, os tubos foram retirados do banho e resfriados
imediatamente.

Estes tubos foram abertos assepticamente, em seguida feitas as diluigdes em
série respectivas, foi feito o plaqueamento em profundidade com MEA (formulado,
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segundo PITT 1979) (duplicata). As placas foram mcubadas a 30°C ¢ a leitura do
nimero de colénias formadas, feitas a partir do terceiro até o sétimo dia de incubagdo.
A contagem foi expressa em UFC / ml.

6.3 Ensaio de termoresisténeia dos ascosporos em polpa de tomate (8°BRIX)

Para o ensaio de termoresisténcia, foram utilizadas as temperaturas 90, 92 e
94°C, as quais estio compreendidas na faixa de temperatura utilizada para
nasteurizacdo na indistria de derivados de tomate, em diferentes tempos de
aquecimento, empregando o método dos tubos TDT selados .

Os tubos TDT foram preparados como descrito em 6.2 . Estes tubos foram
colocados em banho termostatico indicado acima, ajustado nas temperaturas definidas
e, em cada tempo de aquecimento especifico mais o atraso térmico (determinado no
ftem 6.2), os tubos foram retirados do banho ¢ resfriados imediatamente.

Como em 6.2, foram feitas as diluigdes em série respectivas ¢ o plaqueamento
com MEA (formulado, segundo PITT 1979) em profundidade (duplicata) para cada
tempo especifico em cada temperatura. As placas foram incubadas a 30°C ¢ a leitura
do mimero de coldnias formadas, feitas & partir do terceiro até o sétimo dia de
incubagfio. A contagem do nimero de sobreviventes foi expressa em UFC/ml.
Sabendo o nimero de sobreviventes e o tempo de aquecimento respective, foram
construidas as curvas de morte para cada temperatura. Como as curvas de morie
apresentaram comportamento ndo logaritimico nas temperaturas empregadas, foi
tiizado o método de linearizagio de ALDERTON & SNELL {1970}
. determinando-se os parimetros equivalentes a “D” (1/k) ¢ a partir destes ¢ das
temperaturas, o pardmetro equivalente a WA VASY

6.4 Avaliacio do tipo de deterioracdo causada pelo fungo mais termoresistente na
polpa de_tomate (8°BRIX)

Em um tubo com tampa rosquedvel de 16X150 mm, 9 m! de polpa de tomate
estéril (8°BRIX) foi inoculada com 1 ml de suspensfo de ascosporos com idade de 1
més, o contetido homogenizado e submetido ao choque de ativagiio 6tima defimdo no
item 5.2, seguido de resfriamento. A mistura polpa/suspensdo contida no tubo foi
adicionada em um Erlenmeyer contendo cerca de 150 ml de polpa de tomate esténil e
homogenizado. Esta polpa de tomate contendo o indculo de ascosporos ativados foi
incubada a 30°C por 30 dias. Apos este periodo, foram observadas as alteragOes
ocorridas na polpa (cor, odor, pH, consisténcia da polpa), bem como as caracteristicas
da coldnia de fungo crescida em polpa de tomate.
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‘Figura 1 - Fluxograma de elaboragdo da polpa de tomate 8°BRIX (periodo de safra)
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IV - RESULTADOS E DISCUSSAQO

1.Enumeracio de fungos filamentosos termoresistentes em polpa de tomate
de 8°BRIX

As tabelas 3 e 4 mostram a enumeracdo de fungos termoresistentes {contagem
média em UFC / 100 ml) em amostras procedentes de diferentes pontos do processo €
dentro de cada lote no processamento asséptico da polpa de tomate, nos periodos de
safra e entresafra do tomate, respectivamente

TABELA 3-Média da enumeragio de fungos termoresistentes (UFC/100 ml de
amostra) durante o periodo de safra do tomate (Julho/96 a Novembro/96)

LOTE Matéria | Agua Pré- |Produto antes| Produto Produto
Prima Lavagem ¢ da Final Final 3
Transporte | esterilizagfo méses apos

Hidrico Processo
#1 2 i <1 <1 <i
#2 i 1 <1 <1 <1
#3 <1 1 1 <} <1
#4 8 4 <1 1 <1
#5 1 3 1 <1 <i
#6 1 1 <{ <1 <1
#7 | 1 <} <1 <
#8 2 1 <1 <1 <]
#O* 1* - <1 <1 <1

* No lote 9, excepcionalmente, foi gtilizado concentrado de tomate proveniente do tambor como matéria prima
para o preparo da polpa (enumeraglio da poipa dituida 1:2 p/v)

TABELA 4-Média da enumeragdo de fungos termoresistentes (UFC/100 ml de
amostra) durante o periodo de entresafra do tomate (Janeiro/97 a

Abnl/97)
LOTE Concentrado | Produto antes | Produto Final | Produto Final
de Tomate da 3 méses apos
(29°BRIX) | Esterilizagio Processo
#10 <1 <1 <} <1
#11 <} <1 <] <1
#12 < <1 <1 <l
#13 <1 <1 <} <}
#14 <1 <] <} <1
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Observando-se a tabela 3, nota-se uma contagem relativamente baixa de fungos
termoresistentes e que matéria prima ¢ 4gua de pré-lavagem e transporte hidrico
forneceram as maiores contagens, permitindo uma maior recuperacgdo posterior destes
microorganismos . Este fato ja era esperado, j& que matéria prima (tomate in natura) e
agua de pré-lavagem e transporte hidrico estdo no inicio da linha de processamento,
ndo recebendo nenhum tratamento térmico, além do que a agua de transporte hidrico
ndo é clorada e recebe as sujidades da matéria prima recém chegada. Estas
constatagdes também foram feitas por GRAJALES (1996) que realizou a contagem de
fungos termoresistentes em amostras durante a elaboragdo do concentrado de tomate.
Esta autora verificou Que s6 houve contagem na maténia prima (tomate na recepgdo
tomate na sele¢@o) e que esta contagem era baixa (contagem entre <1 ¢ 15 UFC / 100
ml de amostra). Entretanto, deve-se ressaltar que GRAJALES (1996) empregou um
choque térmico de 70°C/1 hora ¢ acidificagdo até 3,5 sem o uso de antibiéticos.

A maior contagem obtida entre todos os lotes ocorreu na matéria prima do lote
4 (8 UFC / 100 ml), provavelmente devido & utilizagio de um tomate de baixa
qualidade para processamento, seguido da agua de pré-lavagem e transporte hidrico
no mesmo lote (4 UFC / 100 ml). A contagem em pico de safra foi mais alta, sendo
significantemente diferente ao nivel de 5% em relagdio a inicio e fim de safra (Ver
apéndice 2).

Nos pontos produto antes da esterilizagio e produto final (no periodo de coleta
e 3 méses apOs processo)  geralmente ndo houve contagem de fungos
termoresistentes, com excecdo da enumerag3o no produto antes da esterthzagdo no
lote 3 (1 UFC / 100 ml), lote 5 (1 UFC/ 100 ml) ¢ produto final no lote 4 (1 UFC/100
mi). No periodo de entresafra ndio foi possivel a recuperagio de fungos
termoresistentes. Porém, nio se deve excluir 2 possibilidade da existéneia de
ascosporos de fungos termoresistentes no concentrado de tomate, visto que algumas
linhagens destes podem sobreviver ao tratamento empregado para pasteurizagdo da
polpa concentrada (92°C, com posterior enchimento a quente dos tambores
metalicos), conforme serd constatado no item 2 .

2. Fungos isolados em cada lote ¢ selecdio da cepa mais termoresistente

Durante o levantamento da contaminagio da safra ¢ entresafra de 1996, foram
obtidos um total de 50 isolados de fungos termoresistentes, cujos esporos com | més
de idade foram submetidos a diferentes choques ténmicos que variaram entre 80°C /
20 minutos e 100°C / 25 minutos para selecionar o isolado mais termoresistente. As
tabelas 5 a 8 exibem dados e resultados sobre os isolados de fungos termoresistentes,
a relacio com a procedéncia {origem e lote) ¢ limites de sobrevivénecia aos choques
t41mIcos .
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TABELA 5 - Numero de fungos isolados por lote

LOTE Namero de cepas diferentes de | Nimero de cepas diferentes
fungos termoresistentes confirmadas como
termoresistentes
#1 9 9
#2 3 2
#3 2 2
#4 12 9
#35 8 7
#6 2 1
#7 3 4
#8 7 )
#9 2 1
#10 - -
#11 - -
#12 - -
#13 - -
#14 - -

TABELA 6 - Cédigos dos fungos termoresistentes, procedéncia ¢ limite de

sobrevivéncia
CODIGO FUNGO ORIGEM SOBREVIVENCIA ATE
[1L1PMP Matéria Prima 160°C / § minutos
IZLiPMP Matéria Prima 100°C / 10 manutos
13L1PMP Matéria Pnma 160°C / 22 munutos
[AL1PAB Agua Pré 95°C / 20 minutos
Lavageme
Transporte
ISL1PMP Matéria Prima 80°C / 20 minutos
I6L1PAR Agua Pré 80°C / 20 minutos
Lavageme
Transporte
I7LIPAB Agua Pré 95°C / § minutos
Lavageme
Transporte
IRLIPMP Matéria Prima 100°C 7 5 munutos
OLIPAB Agua Pré 85°C / 15 minutos
Lavagem e
Transporte
{10L2PMP Matéria Prima 100°C / 5 munutos

33




Continuacio da tabela 6...

111L2ZPAB Agua Pré < 80°C / 20 minutos™
Lavagem e
Transporte
112L2PAB Agua Pré 100°C / 16 minutos
Lavageme
Transporte
113L3PAB Agua Pré 80°C / 20 minutos
Lavageme
Transporte
[14LAPMP Matéria Prima 160°C / 5 minutos
[15LAPMP Matéria Prima 100°C / 22 mmnutos
1161L4PAB Agua Pré 100°C / 25 minutos
Lavageme
Transporte
117LAPAB Agua Pré 100°C / 10 minutos
Lavageme
Transporte
118LAPMP Matéria Prima < 80°C / 20 minutos"
119L4PMP Matéria Prima 8$6°C / 20 minutos
120LAPAB Agua Pré 85°C / 15 minutos
Lavagem e
Transporte
[21L4PAB Agua Pré 80°C / 20 minutos
Lavagem e
Transporte
[22L4PAB Agua Pré 85°C / 15 minutos
Lavageme
Transporte
23L3PPA Produto antes da 90°C / 10 munutos
esterilizacio
124L4PMP Matéria Prima < 80°C / 20 minutos'”
[25LAPMP Matéria Prima 20°C 7 20 minutos
1261LAPPF Produto Final < 80°C / 20 minutos’
[27LSPMP Matéria Prima 100°C / 22 minutos
128L5PAB Agua Pré 90°C / 10 minutos
Lavageme
Transporie
129L5PAR Agua Pré 100°C / 25 minutos
Lavagem e

Transporte
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Continuacio da tabela 6...

130L5PAB Agua Pré 85°C / 15 minutos
Lavagem e
Trangporte
i31LSPAB Agua Pré 100°C / 22 minutos
Lavagem ¢
Transporte
132LSPAB Agua Pré 90°C / 10 minutos
Lavageme
Transporte
I33L5PAB Agua Pré 100°C / 10 minutos
Lavagem e
Transporte
I34L5PPA Produto antes da < 80°C / 20 minutos'”
gsterilizagio
135L6PMP Matéria Prima < 80°C / 20 minutos’”
I136L6PAB Agua Pré 95°C / 10 minutos
Lavagem e
Transporte
[37L7PAB Agua Pré 95°C / 10 minutos
Lavagem e
Transporte
138L.7PMP Matéria Prima < 80°C / 20 minutos'”’
39L.7PMP Matéria Prima 80°C / 20 minutos
MOLTPMP Matéria Prima 100°C / 20 minutos
141L7PAB Agua Pré 90°C / 10 minutos
 Lavageme
Transporte
142L8PMP Matéria Prima 80°C / 20 minutos
1431L.3PMP Matéria Pnma 100°C / 20 miunutos
144L8PAB Agua Pré < 80°C / 20 minutos®”
Lavageme
Transporte
[45L8PAR Agua Pré 100°C / 25 minutos
Lavagem e
Transporte
1461L.8PMP Matéria Prima 100°C / 22 minutos
[471.8PMP Matéria Prima 50°C / 10 minutos
148L8PMP Matéria Prima 90°C / 10 minutos
49L9PCT Concentrado <80°C / 20 minutos"’

Tomate
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Continuacio da tabela 6...

I50L9PCT Concentrado 30°C / 20 minutos
Tomate

(1) Os isolados que nfo sobreviveram ao choque inicial (80°C/20 minutos) sstdo indicados na tabela acima como
sobrevivéneia menor que 80°C/20 minutos

TABELA 7 - Sobrevivéncia de 50 isolados submetidos a diferentes choques térmicos

CHOQUES Sobrevivéncia (%)
80°C / 20 mun. 82.0
85°C/ 15 mm. 64.0
90°C / 10 min. 56.0
95°C / 5 min. 46.0
95°C / 10 min. 44.0
95°C / 20 min. 380
1060°C / 5 mun. 36.0
100°C / 10 min. 280
100°C / 20 min. 22.0
100°C/ 22 min. 18.0
100°C/25 min. 6.0

A primeira coluna da tabela 5 mostra o nimero de fungos termoresistentes
diferentes isolados por lote. Todavia, apds isolamento, cultivo em melo sintético
(MEA) por 1 més com posterior coleta dos esporos e aplicagio de diferentes choques
térmicos (etapa de selegdio do isolado mais termoresistente), pode-se observar
(segunda coluna da mesma tabela) que nem todos os isolados obtidos sobreviveram ao
mesmo choque aplicado no procedimento de enumeragdo (80°C / 20 minutos), ou
seja, niio houve confirmagio de sobrevivéncia destes ao choque inicial. Este fato leva
as seguintes hipoteses : o isolado produz um esporo menos termoresistente no meio
sintético ou o isolado ndo produz a forma termoresistente no meio sintético dentro do
tempo de incubagdo estipulado. Esta ultima hipdtese foi relatada por SAMSON et
al.(1992), que em estudo com linhagens de Eupenicillium spp., constataram que
algumas destas ndo produziram ascosporos, mesmo dentro de um tempo de incubagéo
de 6 semanas.
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TABELA 8 - Fungos mais termoresistentes dentro de cada lote de produgao de polpa
de tomate

LOTE CODIGO FUNGO ORIGEM Sobrevivéncia até ..
#1 I3LiPMP Matéria Prima 100°C/22 minutos
# [12L2PAB Agua Pré- 100°C/10 minutos

Lavagem ¢

Transporte
Hidrico

#3 123L3PPA Produto antes da 90°C/10 minutos

esterilizagio

#4 1161 4PAB Agua Pré- 100°C/25 minutos

Lavagem ¢

Transporte
Hidnco

45 [29L5PAR Agua Pré- 100°C/25 minutos
Lavagem e

Transporte
Hidrico

#6 136L6PAB Agua Pré- 95°C/10 minutos
Lavagem ¢

Transporte
Hidrico

#7 140L7PMP Matéria Prima 100°C/20 minutos

48 145L8PAB Agua Pré- 100°C/25 minutos
Lavageme

Trangporte
Hidrico

#9 130L9PCT Congentrado 80°C/20 minutos
Tomaie

A verificagio de que ascosporos de fungos termoresistentes  presentes
originalinente nas amostras podem apresentar termoresisténcia diferente (maior ou
menor) em relagdo aos ascosporos das mesmas linhagens de fungos obtidos in vitro,
foi feita por JESENKA et al(1993) que, examinando amostras de solo, compararam a
resisténeia térmica de ascosporos de fungos termoresistentes procedentes destas
amostras através de dois experimentos : {a) Choques térmicos sucessivos (60 - 90°C,
a cada 10 minutos) diretamente nas amostras (verificagdo da resisténcia térmica dos
ascosporos originarios do solo); (b) Choques térmicos sucessivos (70 - 90°C/10-60
minutos) em ascosporos dos fungos isclados em (a) obtidos in vitro (a partir de
culturas puras cultivadas em meio sintético / ascosporos com 1-2 méses de idade).
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Observaram que 0s ascOSPoros se mostraram mais termoresistentes no experimento
(a) ou (b), dependendo da espécie testada. Como exemplos, o fungo Neosartorya
fischeri sobreviveu até 90°C/40 minutos pelo experimento (a) e pelo experimento (b)
até 80°C/60 minutos; indicando maior termoresisténcia dos ascosporos presentes no
solo. Em contrapartida, para Talaromyces flavus aconteceu a situagdio mversa !
sobrevivéncia até 70°C/60 minutos pelo experimento (a) ¢ pelo expenmento (b) até
90°C/10 minutos, indicando maior termoresisténcia dos ascosporos obtidos i vifro .

De acordo com 2 figura 3, a maior porcentagem de isolados vem da dgua de pré
lavagem e transporte (46 %), seguido da matéria prima (44 %) A tabela 6 exibe o
limite de sobrevivéncia de cada isolado aos choques ¢ nesta pode-se notar que ¢ Gnico
fungo isolado de produto final (126LAPPF) ndo sobreviveu ao choque icial (80°C/20
minutos). Este fungo foi identificado como Penicillium implicatum (Ver
caracteristicas de identificagio no apéndice 3). Na literatura ndo consta que esta
espécie seja termoresistente (PITT & HOCKING 1985). Entretanto , existe a
possibilidade de que esta linhagem de P. implicatum em particular produza forma
termoresistente na natureza, mas perca esta capacidade quando cultivada in vitro .

A tabela 7 mostra a distribuigfio (%) de sobrevivéncia dos isolados aos choques
térmicos . Deve ser observado na tabela 5 que 82,0 % dos isolados sobreviveram ao
choque inicial ; que 46,8 % podem sobreviver & 95°C / 5 minutos (possivel
sobrevivéncia ao tratamento de pasteurizagdo da polpa concentrada) e que isolados
altamente resistentes ao calor (sobrevivéncia a 100°C / 5 minutos) representam 36,0
% do total de isolados. A figura 4 ilustra esta distribuigio (%) mostrada na tabela 7.

O fungo selecionado como o mais termoresistente foi 116L4PAB (sobrevivéncia
3 100°C / 25 minutos). Os isolados 129L5PAB ¢ 145L8PAB (mesmo indicativo de
resisténeia, segundo tabela &), coincidiram macro e micromorfologicamente com este,
tratando-se, entdo, do mesmo fungo. O isolado do fungo selecionado foi identificado
como sendo Neosartorya fischeri (ver caracteristicas de identificacdo no apéndice 4)
sendo encontrado tanto na agua de pré-lavagem e transporte hidrico quanto na matéria
prima (tomate).

A ocorréncia do fungo N. fischeri em frutas e seus produtos vem sendo relatada
constantemente nos altimos dez anos (SCOTT & BERNARD 1987; ARAGAO 1989;
SAMSON et al1992: ENIGL e al1993; TOURNAS & TRAXLER 1994,
GUMERATO 1995; RAJASHEKHARA ef al.1996). Entretanto, 56 recentemente foi
reportada a presenga de N. fischeri em produto de tomate (KOTZEKIDOU 1997).
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3. Ativaciio 6tima dos ascosporos do isolado mais termoresistente

Os resultados dos ensaios de ativagiio 6tima dos ascosporos do isolado mais
termoresistente (N. fischeri) A 85°C, estdo exibidos nas tabelas de 9 a 12 ¢ na figura 5
(curvas de ativagdo). As tabelas 10 ¢ 11 mostram o nimero de ascosporos
recuperados por cada choque ¢ a % de ascosporos ativados (em polpa de tomate,
8°BRIX), tomando-se como referéncia a contagem direta dos ascosporos feita com 0
anxilio da camara de Neubauer (Tabela 9). Os tempos (3 85°C) onde se obteve maior
recuperagdo de ascosporos (maior % de ascosporos ativados) para 0s as5cosporos com
1 més e 3 méses de idade foram, respectivamente, 10 ¢ 20 minutos (sintetizados na
tabela 12).

TABELA 9 - Contagem direta dos ascosporos (Cimara Neubauer)

Suspensdo de Ascosporos Ascosporos / mi de suspensdo
com ! més de idade 7,6 . 10°
com 3 méses de idade 39 .10

TABELA 10 - Recuperagdio dos ascosporos com | més de idade e a % de ascosporos
ativados em relag@o a contagem direta

Choque Térmico Ascosporos/ml de % de ascosporos
suspensio ativados
85°C/5min. 3,0.10° 39.5
85°C/10 min. 7,5. 10° 68.7
85°C/15 min. 6.5.10° 85.5
85°C/20 min. 3,5.10° 46.1
85°C/25 min. 1,5.10° 19.7

TABELA 11 - Recuperago dos ascosporos com 3 méses de idade e % de ascosporos

ativados em relagfio com a contagem direta

Choque Ténmico Ascosporos/ml de % de ascosporos
suspensdo ativados
85°C/5min, 4,0. 10° 103
85°C/10 min, 9.3.10° 239
85°C/15 min. 1,6.10° 41.0
8£5°C/20 min. 3,1.10 79.5
£5°C/25 min, 1,9.10° 487
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TABELA 12 - Ativagdo 6tima dos ascosporos

Ascosporos Choque Térmico para ativagdo 6tima
Com 1 mes 85°C/10 minutos
Com 3 méses 85°C/20 minutos

Pela tabela 9, pode-se observar que a maior obtengdo de ascosporos (para um
mesmo procedimento de preparagdo da suspensdo) ocorreu para a cultura do fungo em
questdo com 3 méses de idade (cerca de 5.1 vezes maior em relagdio a de um més),
indicando um aumento da produgdio de ascosporos com o tempo de incubagdo do
fungo, podendo ser explicado pela observagdo feita por CONNER & BEUCHAT
(1987a) no estudo do fungo N. fischeri, onde o_gsgotamento de nutrientes estimula a
ascosporogénese. Assim sendo, o maior numero de ascosporos ap0s 3 méses de
incubagio em relagdo aos de 1 més, podenia estar associada ao esgotamento gradual
de nutrientes no meio de crescimento com o tempo de incubagio.

Pelas tabelas 10 e 11, nota-se que a combinagdo tempo/temperatura para
ativagdo Otima dos ascosporos recuperou uma maior % de ascosporos com 1 més
(98.7 %) comparando aos de 3 méses (79.5 %). Além disso, as tabelas 10, 11 e 12
mostram , para uma mesma temperatura (85°C), um mator tempo requerido para
ativagdo Otima de ascosporos com 3 méses (20 minutos), j4 que, para os de 1 més o
tempo ¢ de 10 minutos. Estes 2 fatos sugerem que 08 ascoSporos de N. fischeri
desenvolvem uma maior dorméncia com o tempo de incubagfo, estando de acordo
com os relatos de CONNER & BEUCHAT (1987b) e CONNER ef ol (1987).

BEUCHAT (1986) construiu curvas de ativagdo a 85°C (utihzando tampdo
fosfato 0.1 M, pH 7 como meio de aquecimento) para trés linhagens diferentes de M.
fischeri (ascosporos com 64 dias). As trés linhagens mostraram ativagdo similar sendo
que a faixa de tempo 6tima considerando as trés linhagens esteve entre 15 ¢ 30
minutos. J4, GUMERATO (1995), em ensaio semelhante para 1 linhagem de N
fischeri (ascosporos com 1 més de idade) obteve que a ativagfio Otima a 85°C para
esta linhagem era 5 minutos, utilizando agua destilada como meio de aquecimento,
Portanto, os tempos encontrados para ativagdo 6tima a 85°C no presente experimento
(10 e 20 minutos, para ascosporos com 1 e 3 méses respectivamente) estdio dentro da
faixa reportada em trabalhos anteriores.

4. Avaliacdo do tipo de deterioragio causada pelo fungo mais termoresistente na
polpa de tomate

O aspecto da coldnia da linhagem de fungo mais termoresistente (N. fischeri)
que cresceu sob a polpa de tomate era na forma de casca, sendo amarela clara



arenosa, com produgio de exudado marrom na superficie. Esta colonia tornou-se
visivel trés dias ap6s a inoculagdo.

A polpa de tomate (8°BRIX) sofren as seguintes alteragdes, apos o periodo de
1 més de incubagdo : 1) Escurecimento devido & produgéo de pigmento escuro pelo
fungo; 2) Separagdo de fases (soro/polpa); 3) Grande diminuigio na viscosidade da
polpa; 4) Forte alcalinizagio da polpa, uma vez que 0 pH subiu de 4,30 (inicial} para
8 99 (final); 5) Odor levemente amoniacal.

A ocorréneia da separagdo de fases e grande diminui¢ho na viscosidade da
polpa de tomate sdo fortes indicativos da produgdo e agdo de pectinases, sendo que
esta evidéncia para N. fischeri ¢ citada por TOURNAS {1994). O aumento de pH em
produtos de tomate provocado por fungos filamentosos € reconhecido em Varios
trabathos (HUTHNEN er al 1976, MUNDT 1978; ODLAUG & PFLUG 1979,
MUNDT & NORMAN 1982; DRAUGHON et al. 1988). Para Neosartorya fischeri
em particular, MUNDT (1978} constatou que esta espécie de fungo pode aumentar o
pH inicial do suco de tomate (4.1) para a faixa de 8.1 - 9.0 (final). Assim, o valor de
pH encontrado neste ensaio (8.99) esta dentro da faixa de pH apresentada pelo autor
acima. Ainda, pode-se dizer que o fendmeno de alcalinizagdo da polpa e a presenga de
odor amoniacal sugerem a liberagio de NH3 (amdmia) pelo fungo na polpa de tomate.

5. Resisténcia Térmica do fungo isolado mais termoresistente (N. fischeri)

Foram feitas as determinagdes de resisténcia térmica dos ascosporos com 1 més
de idade e com 3 méses de idade, sendo os pardmetros calculados de resisténcia
térmica comparados apropriadamente. As tabelas 13 ¢ 14 mostram as contagens do
nimero de sobreviventes com o tempo de aquecimento para ascosporos com 1 mése
3 méses de idade, respectivamente, nas temperaturas Q0, 92 e 94°C.

Uma vez que as curvas de inativagdo térmica se apresentaram nfio logaritimicas
(figuras 6 ¢ 7)de acordo com oS relatos de KING Jr. et al(1979); BAYNE &
MICHENER (1979); KING & HALBROOK (1987); ARAGAO (1989); KING Jr. &
WHITEHAND (1990), KOTZEKIDOU (1997), foi aplicado o método de
ALDERTON & SNELL (1970) para lincarizagdo das curvas , comprovadoe por
BAYNE & MICHENER (1979) ¢ ARAGAO (1989) como mais adequado para o
caloulo destes parimetros (maior proximidade com dados experimentais). A
linearizag8o da curva por &ste método segue a equagdo 1 (ftem 1.3 - Revisdo
Bibiliogrifica).
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TABELA 13 - Contagem do nimero de sobreviventes com o tempo de aquecimento

em polpa de tomate 8°BRIX, pH 4.3 de ascosporos de N. fischeri
com 1 més de idade

TEMPERATURA ; 90°C
Tempo de aquecimento (min.) Nimero de sobreviventes (UFC/ml)
0 7.5.10°
3 5.0.10°
6 12 10°
9 9.1.1¢°
12 1,0.10°
TEMPERATURA : 92°C
Tempo de aquecimento (min.) Numero de sobreviventes (UFC/mi)
0 7,5.10°
2 40, 10°
4 20.10°
6 1,5.10°
8 3.0.10°
TEMPERATURA ;. 94°C
Tempo de aquecimento (min.) Niamero de sobreviventes (UFC/ml)
0 7,5 . 10°
i 30.10°
2 2.8, 10°
3 50.10°
4 3,5.10°

A figura 8 refere-se a obtengio do expoente de linearizagio a , através da curva
log (fog No - log N} versus log t , na menor temperatura de tratamento térmico
utilizada (90°C), sendo este expoente aplicado na linearizagfo das demais curvas. As
figuras 9 ¢ 10 mostram as curvas de linearizagio pelo método de ALDERTON &
SNELL (1970) para ascosporos de 1 € 3 méses, respectivamente . A figura 11 (-Log k
versus Temperatura) refere-se 4 obtengdo do parmetro Z* para os ascosporos de
diferentes idades. Os valores e pardmetros de resisténcia térmica para 0s ascoSporos
de N. fischeri estiio sintetizados nas tabelas 15 a 19.
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TABELA 14 - Contagem do numero de sobreviventes com o tempo de aquecimento

em polpa de tomate 8°BRIX, pH 4.3 de ascosporos de N. fischeri
com 3 méses de idade

TEMPERATURA ; 90°C
Tempo de aquecimento (min.) Nuamero de sobreviventes (UFC/ml)
0 3,1.10
5 2.1.1¢7
10 8,5.10°
15 2.8 . 10°
20 2,5 . 107
TEMPERATURA : 92°C
Tempo de aquecimento (min.) Ntmmero de sobreviventes (UFC/mi)
0 3.1.10
3 1,7.10
6 73.10°
9 16.10°
12 1,5 . 10°
TEMPERATURA : 94°C
Tempo de aquecimento (min.) Nuamero de sobreviventes (UFC/mi)
0 31,107
2 11,107
4 54.10°
6 1,3.10°
8 1,0.10°

TABELA 15 - Valores do pardmetro “a”

ASCOSPOROS “q” R
1 més 0.4272 0.993
3 méses 0.3911 0 966

(1) R? - Coeficientes de correlacio das curvas iog (log No - log NJ versus log t 4 9%0°C

TABELA 16 - Valores de resisténcia térmica para ascosporos com 1 més de idade
para cada temperatura

TEMPERATURA (°C)| k (min.”) C R @ 1/k (min.)
90 0.1629 -0.0539 0.988 6.14
92 0.2120 0.2399 0.971 472
94 0.3817 0.3216 0.983 2.62
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TABELA 17 - Valores de resisténcia térmica para ascosporos com 3 méses de idade

para cada temperatura

TEMPERATURA| k{min.") C R’ @ 1/k (min.)
CO)
90 0.0984 -0.0469 0.971 10.2
92 0.1584 0.0471 0.960 6.31
%4 0.2178 0.2073 0.950 4.59

(2) R* : Coeficientes de correlagio das curvas (log No - log N} versus tempo para determinacio dek e C (Quadros 14
el®)

TABELA 18 - Valores de Z* para ascosporos de diferentes idades e respectivos
coeficientes de correlagdo

ASCOSPOROS 7* (°C) R? (3)
1 més 10.8 0.954
3 méses 116 (0.987

{3) R? = coeficiente de correlagdo para curvas - log k versus Temperatura para determinagio de Z*.

TABELA 19 - Aumento da resisténcia térmica com a idade dos ascosporos nas

temperaturas testadas
TEMPERATURA (°C)| N°de vezes em que o valor de 1/k para ascosporos
com 3 méses é mator que os de 1 més
90 1.7
92 1.3
94 1.8

Comparando as figuras 6 e 7 (Namero de sobreviventes versus tempo de
aquecimento, para ascosporos com 1 e 3 méses respectivamente) observa-s¢ no caso
de 3 méses de incubagdo (figura 7) uma fase lag (“ombro™) muito mais acentuada,
além de um tempo maior de aquecimento requerido para inativacdo destes ascosporos,
sendo que estas constatagdes indicam que a constituico de ascosporos com maior
idade dificultam a penetracdo de calor nestes. De acordo com CONNER e al (1987),
o processo de maturagdo de ascosporos de N. fischeri continua com o decorrer do
tempo de incubacdo podendo ser relacionado com o aumento progressivo_da
resisténeia térmica € que este processo de maturagdo estd relacionada com uma
sintese proteiea e abaixamento da atividade de agua interna pelo aumenta dos niveis
de glicerol, manitol e trehalose.




O fendmeno de aumento da resisténcia térmica com a idade dos ascosporos de
N. fischeri foi constatada nos trabathos de CONNER & BEUCHAT (1987a);
CONNER et al.(1987); TOURNAS & TRAXLER (1994). O quadro 17 mostra a faixa
de aumento do valor 1/k de ascosporos com 3 méses em relagio aos de 1 més (1.3 -
1.8 vezes). Os valores encontrados estfio coerentes com TOURNAS & TRAXLER
(1994) que determinaram o D (88°C) para ascosporos de N. fischeri (aquecidos em
agua deionizada) com 1 e 3 méses de idade, obtendo uma relagfo de aumento entre
eles de 1.7, valor este coincidente com o aumento de 1/k encontrado a 90°C no
presente trabatho. O valor de Z encontrado por estes autores para ascosporos de N.
fischeri com 3 méses de idade foi 9.1°C, valor este inferior ao enconirado aqui para
ascosporos com a mesma idade (Z* = 11.6°C).

Os pardmetros de morte térmica de N. fischeri obtidos neste estudo sdo
superiores aos obtidos por ARAGAO (1989), que calculou 1/k (90°C) = 5.5 minutos e
7*= 6.17°C usando suco de morango (15°BRIX, pH 2.9) como meio de aquecimento.
Entretanto, o valor obtido 1/k (90°C) para ascosporos com 1 més (6.14 minutos) esta
dentro da faixa de 1/k a 90°C (4.4 - 6.6 minutos) estabelecida por KOTZEKIDOU
(1997) para ascosporos de N. fischeri com a mesma idade, utilizando suco de tomate
(16 % de solidos soliveis, pH 4.2) como meio de aquecimento. Em relagho a
trabathos onde os pardmetros cinéticos de inativagdo térmica sdio calculados
tomando-se apenas a porcio linear da curva de morte (D e Z), os valores dos
parimetros calculados aqui sfo_superiores a todos estes.

Como Bacillus coagulans é a mais importante espécie de bactéria deterioradora
de produtos de tomate por causa da sua elevada resisténcia térmica (alvo no
processamento térmico destes alimentos), € verificado aqui se 0 tratamento comercial
aplicado na indastria de derivados de tomate (para controle de B. coagulans) controla
também fungos termoresistentes

Para B. coagulans -

D {121°C) = 2 segundos (ALSKOG 1995)

Para 12 redugdes decimais = Fo = 12D1ec = 12.2 = 24 segundos {coloca-se uma
margem de seguranga de 6 segundos) ou seja, o tratamento térmico comercial
utilizado para polpa de tomate é de 30 segundos 4 121°C.

Para N, fischeri :

Valor de k (121°C) = 46.11 minutos” (calculado por extrapolagdo dos dados obtidos
para ascosporos com 3 méses de idade).Considerando que a populagdo inictal da
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polpa antes do tratamento térmico seja 1 esporo/ 100 ml (a situagio de maior
contaminagio antes da esterilizagio verificada nos lotes 3 e 5), entho No
(populagio/embalagem) serd 5 ascosporos / embalagem

Se : t =30 segundos (0.5 minutos)
C =0.8 (estimado para 121°C)
O valor de N (populagdo final apos o processo) sera :
- Partindo-se da equagdio de linearizagfio de ALDERTON & SNELL (1970} :
(log No - log NF)* = kt + C —> log No - log NF = (kt + CY® (eq. 4)
— log NF = log No - (kt + C)* — N =10 No-(t+ Oyl (o, 5)
Aplicando os valores : N = 103 -¢o1t 05+ 0810391 _y Np < 107
-. E insignificante o valor de NF quando se utiliza 30 segundos a 121°C,

- No caso de utilizar a probabilidade de sobrevivéncia de 1 ascosporo de N fischeri
em 1 milhdo de embalagens :
Para No = 5 ascosporos / embalagem
Nr = 1 ascosporo/ 10° embalagem = 10
tem-se que o tempo de processo a 121°C seria :
t = (log No - log NF)*- C/k = (log 5 - log 105031 . 0,8/46,11 = 0,0283 minutos ou
1,7 segundos !

. Se for considerado apenas ascosporos livres, 30 segundos a 121°C seriam
suficientes, porém na polpa de tomate podem existir _ascOSpOros € ascos .
Considerando o_ensaio de _diferentes chogques (ftem 2) foi utilizada uma suspensdo
que continha ascos € ascosporos livres e este fungo (V. fischeri) suportou um choque
térmico de 100°C/25 minutos ! Deve-se levar também em conta 0 fato de que oS
ascosporos ¢ ascos desta linhagem de N. fischeri que ocorrem na natureza podem ser
mais resistentes em comparagdo com os mesmos obtidos i vitro.
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Figura 3 - Distribuigéo (%) dos isolados de fungos de acordo com a origem
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Figura 4 - Distribuigdo (%) de sobrevivéncia dos isolados de fungos aos choques térmicos
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Figura 5 - Curvas de ativagéo & 85°C
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Figura 6 - Curvas de Inativagdo Térmica - Ascosporos de N. fischeri com 1 meés
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Figura 7 - Curvas de Inativagéo Térmica - Ascosporos de N. fischeri com 3 méses
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V - CONCLUSOES

1. A incidéncia de fungos termoresistentes nas amostras da safra 1996 analisadas foi
baixa. A contaminagio mais alta ocorreu na matéria prima e agua de transporie €
pré lavagem.

2. A auséneia de fimgos termoresistentes nas amostras durante o periodo de entresafra
ndo implica necessariamente na inexisténcia destes microorganismos nestas
amostras.

3. Com base nos resultados sobre incidéncia e resisténcia dos fungos, incluindo a
comparagdo da resisténcia de B. coagulans , pode-se dizer que a maior
probabilidade de contaminagio de produto final {em embalagens assépticas) € que
ocorra apos o processamento térmico, sendo que neste caso podem ocorrer fungos
comuns (nfio termoresistentes) como contaminantes. Entretanto, nfo deve ser
ignorada a possibilidade da linhagem mais termoresistente de fungo encontrada
(pertencente & espécie N. fischeri) sobreviver ao tratamento térmico de estertlizagdo
aplicado para polpa de tomate na indistria (121°C/30 segundos), levando-se em
conta a acentuada fase “lag” das curvas de inativa¢do térmica (principalmente no
caso de ascosporos de maior idade), a eventual presenga de ascos integros no
produto antes da esterilizagio e a hipdtese de que os ascosporos deste fungo
presentes no solo podem ser mais termoresistentes que estes produzidos in vitro.

4. O ensaio de avaliagdo do tipo de deterioragio provocada pelo fungo N. fischeri em
polpa de tomate revelou que podem ocorrer profundas alterag@es no produto. O
fendmeno de elevagdio de pH na polpa pode propiciar ambiente para o
desenvolvimento de outros microorganismos (que crescem em pH > 4.6), incluindo
bactérias patogénicas, como o Clostridium botulinum.

5. O uso de uma matéria prima de boa qualidade, a lavagem e selegdo adequada desta
matéria prima, a sanificacdo e condiges assépticas das dreas de processamento ¢
embalagem sdo medidas de controle tanto de fungos termoresistentes quanto de
fungos comuns na planta de processamento de tomate,
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VI - SUGESTOES

A nivel de processamento industrial, sugerimos :

1.

Nio deixar que a agua de pré-lavagem e transporte entre na planta de
processamento. A separago dos tomates desta dgua podera ser feita por meio de
elevadores de canecas.

7. Deixar o minimo tempo possivel os tomates imersos na piscina de recepgdo

3.

encurtando o tempo de espera dos fomates para processamento para no MAXITO
2 horas.

_Realizar uma lavagem mais completa : duas etapas de lavagem por imersdo dos

tomates e uma etapa de lavagem por aspersdo . As etapas de imersdo sdo feitas em
tanques com Agua clorada (6-8 ppm), onde os tomates sdo agitados por ar
comprimido € a etapa de aspersdo com uma série de aspersores de dgua clorada a
alta pressdo (cerca de 8 atm), que retiram a agua suja ¢ restos de sujidades ¢
impurezas que ainda estejam aderidas.

. Selegdo mais apurada dos tomates : remogdo dos tomates com mais de 25 % de

area danificada.

Registro e controle do tempo de residéncia e temperatura do esterilizador.

6.Rigor no que se refere a higiene na sala de envase, incluindo a higiene dos

operadores que ai frabalham e a estocagem do material de embalagem em local
adequado.

7.Acompanhamento rigoroso do funcionamento da magquina de envase (condigdio e

ajuste de mandibula de selagem, tempo e temperatura do banho de peroxido)
controle da hermeticidade da embalagem, assim como da manutengdo ¢
estenlizagdo desta.



V - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. ALDERTON, I & SNELL, N. Chemical states of bacterial spores : heat resistance
and its kinectics at intermediate water activity. Applied Microbiology, v.19, p.565-
572, 1970.

2. ALSKOG, L. Thermal treatment of tomato products. In : SEMINARIO
INTERNACIONAL DA ATUALIZACAO DA TECNOLOGIA DO
PROCESSAMENTO E ENVASE ASSEPTICO DE PRODUTOS DERIVADOS
DE TOMATE. Anais, So Paulo, 1995.

3. ARAGAQ, G.M.F. Identificacio e determinacio da resisténcia térmica de
fungos filamentosos termoresistentes isolados da polpa de morango. Campinas,
1989, 139 p. Tese de Mestrado - Faculdade de Engenharia de Alimentos,
UNICAMP.

4. BANNER, M.J.; MATTICK, L.R. & SPLITTSTOESSER, D. F. Chemical
composition of the ascospores of Byssochlamys fulva. Journal of Food Science,
v.44,n2, p.545-548, 1979

5. BAYNE, H.G. & MICHENER, H.D. Heat resistance of Byssochlamys ascospores .
Applied Enviromental Microbiology, v.37, 0.3, p.449-453, 1979,

6. BERNHARDT, L..W. Enlatamento de hortaligas naturalmente &cidas. In
PASCHOALINO, LE. (Ed.) Processamento de Hortalicas. Campinas : Instituto
de Tecnologia de Alimentos, 1994, p.18-32. (Manual Técnico, 4).

7. BEUCHAT, L.R. Effectiveness of various food preservatives in controlling the
outgrowth of Byssochlamys nivea ascospores. Mycopathologia , v.59, 0.3, p.175-
178, 1976. Apud: 13.

8. Extraordinary heat resistance of Talaromyces flavus and
Neosartorva fischeri ascospores in fruit products. Journal of Food Science, v.51,
n.6, p.1506-1510, 1986.

9. Thermal tolerance of Talaromyces flavus ascospores as aftected
by growth medium, age and sugar content in the inactivation. Transactions of
British Mycological Seciety, v.90, n.3, p.359-364, 1988a .

78



10. Influence of organic acids on heat resistance characteristics of
Talaromyces flavus ascospores. International Journal of Food Microbiology,
v.6, p.97-105, 1988b,

il Survival of Neosartorya fischeri and Talaromyces flavus
ascospores in fruit powders. Letters of Applied Microbielogy, v.14, p.238-240,
1992.

12. & PITT, J.I. Detection and enumeration of heat resistant molds.
In : VANDERZANT, C. & SPLITTSTOESSER, D. F. (Eds.) Compendium of
Methods for the Microbiological Examination of Foods. 3* ed., Washington :
APHA., 1992, Cap. 17, p. 251-253.

13. & RICE, S.L. Byssochlamys spp. and their importance in
processed fruits . Advances in Food Research , v.25, p.237-289, 1979,

4. & TOLEDQ, R.T. Behaviour of Byssochlamys nivea ascospores
in fruit syrups. Transactions of British Mycological Seciety, v.68, n.1, p.65-71,
1977,

15 BULGARELLI, M A. & BRACKETT, R E. The importance of fungi in vegetables.
In : ARORA, D X.;MUKERIJL, K.G. & MARTH, E.H. (Eds.) Handbook of
Applied Mycology - Foods and Feeds. New York : Marcel Dekker Inc.,1991.
V.3, Cap.6, p.179-199.

16 BUTZ P..FUNTENBERGER,S.; HABERDITZL,T. & TAUSCHER, B. High
pressure inactivation of Byssochlamys nivea ascospores and other heat resistant
moulds. Lebensmittel Wissenschaft und Technologie, v.29, p.404-410, 1996.

17 CARTWRIGHT, P. & HOCKING, A.D. Byssochlamys in fruit juice. Food
Technology, v.36, 1.5, p.210-211, 1984,

18 CHANDLER, H. & KLOSTMEYER, H. Production of lipase by Byssochlamys
fulva. Journal of Food Protection, v.46, n.8, p.707-709, 1983,

19.CHU, F.S & CHANG, C.C. Proteolytic enzymes of eight Byssochlamys fulva
isolates. Mycologia, v.65, p.920, 1973. Apud 99.

20.CONNER, D.E. & BEUCHAT, L.R. Heat resistance of ascospores of Neasartorya

fischeri as affected by sporulation and heating medium . International Journal of
Food Microbiology, v.4, p.303-312, 1987a .

79



21 Efficacy of media for promoting ascospore
formation by Neosartorya fischeri and the influence of age and culture temperature
on heat resistance of ascospores . Food Microbiology, v.4, p.229-238, 1987b.

22. & CHANG, C.J. Age related changes in
ultrastructure and chemical composition associated with changes in heat resistance

of Neosartorya fischeri ascospores . Transactions of British Mycological
Society, v.89, n.4, p.539-550, 1987.

23.CORRY, J.E.L. Relationships of water activity to fungal growth. In : BEUCHAT,
LR. (Ed.) Food and Beverage Mycology. 2* ed. New York : AV] Publ., 1987,
Cap.2, p.51-99.

24 DRAUGHON, F.A ; CHEN, S. & MUNDT, J.O. Metabiotic association of
Fusarium, Alternaria e Rhizoctonia with Clostridium botulinum wm fresh tomatoes.
Journal of Food Science, v.53,n.1, p.120-123, 1988.

25 ECKARDT, C. & AHRENS, E. Investigations about Byssochlamys fulva Olliver
& Smith as a potential spoilage agent in canned strawberries. Part A. Occurence
and growth of Byssochlamys fulva. Chemical Microbiologie und Technologie
Lebensmittel , v.5, p.71-75, 1977.

26 ETROA, M.N.U. Microorganismos deteriorantes de suco de frutas e medidas de
controle. Boletim SBCTA , Campinas, v.23, n.3/4, p.141-160, 1989,

27. & AMSTALDEN, V.C. Ocorréncia de espécies de Byssochlamys
em hortas, pomares e vinhedos da regidio de Campinas, Coletinia ITAL,
Campinas, v.15, p.61-70, 1985.

78 ENGEL, G. & TEUBER, M. Heat resistance of Byssochlamys nivea in milk and
cream. International Journal of Food Micrebiology, v.12, p.225-234, 1991,

29 ENIGL, D.C.; KING Jr., AD. & TOROK, T. Talaromyces trachyspermus, a heat
resistant mold isolated from fruit juice. Journal of Food Protection , v.56,n.12,
p.1039-1042, 1993.

10 FERNANDES, M. S. Contaminagdo fiingica e a legislagdo vigente no Brasile
outros paises. In : SEMINARIO INTERNACIONAL DA ATUALIZAGAO DA
TECNOLOGIA DO PROCESSAMENTO E ENVASE ASSEPTICO DE
PRODUTOS DERIVADOS DE TOMATE. Anais. S3o Paulo, 1995.



31 FIGUEIREDO, M.C.L. Fabricagdo de Extrato de Tomate . In: YOKOYA, F. (Ed.)
Microbiologia de processos e produtes alimenticios. Campinas : Publicagdo
FTPT, 1974, p.57-77.

32 FONSECA, H. Tecnologia de transformagdo - Parte C. In : MINAMI K. &
FONSECA, H. (Eds.) Tomate - Produgdo, Pré-Processamento ¢ Transformacgio
Agroindustrial . Séne Extensdo Agroindustrial, n® 8, 1982,

33 FRANK, HK ; ORTH, R. & FIGGE, A. Patulin in foods of plant origin. II. Several
kinds of fruits and vegetables products. Z. Lebensmittel Unters. Forsch., v.163,
p.111, 1977. Apud 99.

34 FRAVEL, DR. & ADAMS, P.B. Estimation of United States and world
distribution of Talaromyces flavus. Mycologia , v.78,n.4, p.684-686, 1986,

35 FRISVAD, J.C. & SAMSON, R.A. Filamentous fungi in foods and feeds :
Ecology, Spoilage and Micotoxin preduction. In : ARORA, D K. MUKERI, K.G.
& MARTH., E H. (Eds.) Handbook of Applied Mycology - Foods and Feeds.
New York : Marcel Dekker Inc.,1991. V.3, Cap.2, p.31-68.

36.GRAJALES, G.M.A. Avaliaciio microbioldgica deo concentrado de fomate em
diferentes pontos da linha de processamento. Campinas, 1996, 137 p. Tese de
Mestrado - Faculdade de Engenharia de Alimentos, UNICAMP.

37 GOMEZ, MM.; BUSTA, FF. & PFLUG, LJ. Effect of the post dry heat treatment
temperature on the recovery of ascospores of Neosartorva fischeri. Letters
Applied Microbielogy, v.8, p.59-62, 1989.

38 GUMERATO, HF. Desenvolvimento de um programa de computador para
identificacio de alguns fungos comuns em alimentos ¢ determinagdo da
resisténcia térmica de Neosartorya fischeri isolado de macis. Campinas, 1995,
08 p. Tese de Mestrado - Faculdade de Fngenharia de Alimentos, UNICAMP.

39, Comunicaciio Pessoal , 1996.

40 HANG, Y.D. & WOODAMS, E.E. Thermophilic glucoamilase from Talaromyces
flavus. Letters Applied Microbiology, v.17, p.156-157, 1993.

41, Amylolitic activity of Byssochlamys fulva .
Letters Applied Microbiology, v.18, p.77-78, 1994.

81



42 HATCHER, W.S.; WEIHE, J L.; MURDOCK, D.I; FOLLINAZZO,J.F ; HILL,
E.C. & ALBRIGO, L.G. Growth requirements and thermal resistance of fungi

belonging to genus Byssochlamys. Journal of Food Science , v.44,n.1, p.118-
122, 1979.

43 HOCKING, A.D. & PITT, J.1. Food spoilage fungi. II. Heat Resistant Fungi.
CSIRO Food Research Quaterly, v.44, n.4, p. 73-82, 1984.

a4, Introduction and summary of the First International
Workshop of Standardisation of the methods for the mycological examination of
foods. In : SAMSON, R.A.; HOCKING, A.D;PITT, J.1. & KING, AD. (Eds.)
Modern Methods in Food Mycology. Amsterdam : Elsevier, 1992, Cap.1, p.3-7.

45 HOPKINS, J. The toxicological hazards of patulin. Food Chemical Toxicology,
v.31, n.6, p.455-456, 1993,

46 HULL, R. Studies of Byssochlamys fulva and control measures 1o processed fruits.
Ann. Applied Biology, v.26, p.800-822, 1939. Apud 13.

47 HUTHNEN.C.N.: NAGSKLJ.; CUSTER,C.S. & RUSSELL, R W. Growth and
toxin production by Clostridium botulinum in moldy tomato juice. Applied
Enviremental Microbiology, v.32, n.5, p.711-715, 1976.

48 JESENKA, Z.; PIECKOVA, E. & BERNAT, D. Heat resistance of fungi from soil.
International Journal of Food Micrebiclegy, v.19, p.187-192, 1993.

49, & SEPTIKOVA, J, Thermoresistant propagules
of Neosartorya fischeri ; Some ecologic considerations. Journal of Food
Protection, v.54, n.8, p.582-584, 1951.

50 KATAN, T. Heat activation of dormant ascospores of Talaromyces flavus.
Transactions of British Mycological Society, v.84, p.748-750, 1985.

51 KAVANAGH, J; LARCHET, N.& STUART, M. Occurence of heat resistance
species of Aspergillus in canned strawberries. Nature, v.198, p.1322, 1963, Apud
99

52 KING, A.D. & HALBROOK, W.U. Ascospore heat resistance and control
measures for Talaromyces flavus isolated from fruit juice concentrate . Journal of
Food Science , v.52, p.1252-1254/ 1266, 1987.



53 KING Jr., AD.; BAYNE, HG. & ALDERTON, G. Nonlogaritimic death rate
calculations for Byssochlamys fulva and other microorganisms. Applied
Enviromental Microbiology, v.37, n.3, p.596-600, 1979,

54, - MICHENER, H.D. & ITO, K.A. Control of Byssochlamys and
related heat resistant fungi in grape products. Applied Microbiology, v.18, p.166-
173, 1969

55. - WHITEHAND, L.C. Alterations of Talaromyces flavus heat
resistance by growth conditions and heat medium composition. Journal of Food
Science , v.55, n.3, p.830-832/836, 1990,

56 KOTZEKIDOU, P. Heat resistance of Byssochlamys nivea, Byssochlamys fulva
and Neosartorya fischeri isolated from canned tomato paste . Journal of Food
Science , v.62 n2 p410-412/437, 1997.

57. Production of polygalacturonase by Byssochlamys fulva .
Journal of Industrial Microbiology, v.7, p.53-56, 1991

58 KU, M.A. & HANG, Y D. Lipolytic enzyme activity of Byssochlamys fulva.
Lebensmittel Wissenschaft und Technologie, v.27, p.390-391, 19%4.

39 LEITAO, M.F.F Microbiclogia de sucos de produtos acidos. Boletim ITAL, v.33,
p.9-42, 1973,

60.MAGGIL A, GOLA, S SPOTTL E.; ROVERE, P. & MUTTI, P. Trattamenti ad
alta pressione di ascospore di muffe termoresxstem:z e di patulina in nettare di
albicocca e in accqua. Industria Conserve, v.69, p.26-29, 1994,

61 MINAMI K. Tecnologia de Produgdo - Parte A. In : MINAMI, K. & FONSECA,
H. (Eds.) Tomate - Producds, Pré-Processamentis e Transformacgio
Agroindustrial . Série Extensdo Agroindustrial, n" §, 1982

62 MUNDT, J.0. Effect of mold growth on the pH of tomato juice . Journal of Food
Protection, v.41, nd, p.267-268, 1978,

63, & NORMAN, I M. Metabiosis and pH of moldy fresh tomatoes.
Journal of Food Protection, v.45, 1.9, p.829-832, 1982,

64 MURDOCK, D.I ; HATCHER, W S. A simple method to screen fruit juices and
concentrates for heat resistant mold. Journal of Food Protection, v.41, p.254-256,
1978,

®3



65 MURO, M.A. & LUCHI, M.R. Métodos de Preservagdo. In :
(Eds.) Preservacio de Microorganismos. Campinas :
Publicagdo F TP.T,, 1989, Cap. 1, p. 8-12.

66 NIELSEN, P.V. Preservative and temperature effect on growth of three varnieties of
the heat resistant mold, Neosartorya fischeri, as measured by an impedimetric
method. Journal of Food Science , v.56, n.6, p 17335, 1991,

67. s BEUCHAT, L.R. & FRISVAD, J.C. Growth and funutremorgin
production by Neosartorya fischeri as affected by temperature, light and water
activity. Applied Enviromental Microbielegy, v.54, n.6, p. 1504-1510, 1988,

68. Growth and fumitremorgin
production by Neosartorya fischeri as affected by food preservatives and organic
acids. Journa! of Applied Bacteriology, v.66, p.197-207, 1989a.

69. Influence of atmosferic
oxygen content on growth and fumitremorgin production by a heat resistant mold,
Neosartorya fischeri . Journat of Food Science , v.54, p.679-682, 198%b.

70.0ODLAUG, T.E. & PFLUG, L], Clostridium botulinum growth and toxin
production in tomato juice containing Aspergillus gracilis. Applied Enviromental
Microbiology, v.37, p.496-504, 1979,

71.0OKAGBUE, R. N. Heat resistant fungi in soil samples from Northern Nigeria .
Journal of Food Protection, v.52, n.1, p.59-61, 1589.

72.OLLIVER, M. & RENDLE, T. A new problem in fruit preservation . Studies on
Byssochlamys fulva and its effect on the tissues of processed fruit . Journal of
Society Chem. Ind. , v.53, p.166T, 1934. Apud 13.

73 PAISANQO, M. Suco de Tomate. In : YOKOYA, F. (Ed.) Microbiologia de
processos e produtos alimenticios. Campinas ; Publicagio FTPT, 1974, p.81-90.

74 PITT, J. L. The genus Penicillium and its Teleomorphic States Eupenicillium
and Talaromyces . London : Academic Press, 1979,

75. & HOCKING, A.D. Fungi and Food Spoeilage. Sydney : Academic
Press, 1985, 413 p.

B4



76. . SAMSON, R.A. & KING, AD.
Recomendations from the closing session of SMMEF 1L In

(Eds.) Modern metheds in food

mycology. Amsterdam : Elsevier, 1992, p.359-368.

77 PORRETTA, $. Il controllo della stabilita microbiologica dei derivati del
pomodoro. In: (Ed.) H controllo della quality dei derivati del

pomodoro. Parma : Stazione Sperimentale per I"industria delle conserve alimentan,
1992, p.204-212.

78 PUT, HM.C. A selective method for cultivating heat resistant moulds, particularly
those of genus Byssochlamys and their presence in Dutch Soil. Journal of Applied
Bacteriology, v.27, 0.1, p.59-64, 1964 Apud 13.

79 RAJASHEKHARA, E.: SURESH, E.R.& ETHIRAJ, S. Influence of different
heating media on thermal resistance of Neosartorya fischeri isolated from papaya
fruit. Journal of Applied Bacteriology, v.81, p.337-340, 1996.

80 REPS, A.; POZNANSKI, S. & KOWALSKA, W. Characteristics and biological
properties of the milk coagulating enzyme obtained from the mould Byssochlamys
fulva. Bulletim Acad. Pol. Science, v.17, p.535, 1969. Apud 99

81.RICE. S.L.; BEUCHAT, LR. & HEATON, E.K. Changes in the composition and
texture of canned peach halves infected with Byssochlamys fulva. Journal of Food
Science , v.42, p.1562-1565, 1977a.

82. & WORTHINGTON, R.E. Patulin production by
Byssochlamys spp.in fruit juices. Applied Enviromental Microbiolegy, v. 34, n 6,
p.791-796, 19770,

83 ROLAND, ].0 & BEUCHAT, L.R. Biomass and patulin production by
Byssochlamys nivea in apple juice as affected by sorbate, benzoate, SO2 and
temperature . Journal of Food Science , v.49, p.402-406, 1984,

84. - WORTHINGTON, RE. & HITCHCOCK,
H L Effects of sorbate, benzoate, sulfur dioxide and temperature on growth and
patulin production by Byssochlamys nivea in grape juice . Journal of Food
Protection, v.47, n.3, p.237-241, 1984

85 ROSENTHAL, A. & SILVA, J L. Alimentos sob pressdo. Engenharia de
Alimentos, v.14, p.37-39, 1997.

X3



86.SAMSON, R.A. Filamentous fungi in food and feed. Journal of Applied
Bacteriology Simpesium Supplement , v.18, p. 278-358, 1989.

g7. - VAN REENEN HOEKSTRA, E.S. & HARTOG, B J. Influence
of pretreatment of raspberry pulp on the detection of heat resistant moulds. In:
SAMSON, R.A.; HOCKING, A.D,; PITT, J.I. & KING, AD. (Eds.) Medern
methods in food mycology. Amsterdam : Elsevier, 1992, p. 155-158.

88 SCOTT, V.N. & BERNARD, D.T. Heat resistance of Talaromyces flavus and
Neosartorya fischeri isolates from comercial fruit juices. Journal of Food
Protection, v.50, n.1, p.18-20, 1987.

89 SPLITTSTOESSER, D. F. Fungi of importance in processed fruits. In 1 ARORA,
DK MUKERJI, K.G. & MARTH, E.H. (Eds.) Handbook of Applied Mycology -
Foods and Feeds. New York : Marcel Dekker Inc,1991. V.3, Cap 7, p.201-219.

90. - CADWELL, M.C. & MARTIN, M. Ascospore
praduction by Byssochlamys fulva, Journal of Food Science , v.34, p.248-250,
1969,

91. & CHUREY, 1.1 Reduction of heat resistance of
Neosartorya fischeri ascospores by sulphur dioxide. Journal of Food Science ,
v.36, p.876-877, 1991.

92. - EINSET, A.; WILKINSON, M.; PREZIOZE, J.
Effect of food ingredients in heat resistance of Byssochlamys fulva ascospores. n:
INTERNATIONAL CONGRESS OF FOOD SCIENCE AND TECHNOLOGY , 4,
Madrid, Proceedings...Vol.3, p.79-85.

93. - KUSS, F.R.; HARRISON, W. & PREST, D.B.
Incidence of heat resistant molds in Eastern Orchards and Vineyards. Applied
Microbiology, v.21, n.2, p.335-337, 1971.

04, - LAMMERS, ] M., DOWNING, D.L. & CHUREY,
3 1. Heat resistance of Eurotium herbariorum, a xerophiiic mold. Journal of Food
Science , v.54, n.3, p.683-685, 1989,

9s. - NIELSEN, P.V. & CHUREY, J.J. Detection of
viable ascospores of Neosartorya . Journal of Food Protection, v.56, p.599-603,
1993,

86



96, & SPLITTSTOESSER, C.M. Ascospores of
Byssochlamys compared with those of a heat resistant Aspergillus . Journal of
Food Science , v.42, p.685-688, 1977.

97 SPOTTIL, E.; QUINTARALLA, S. & MUTTL P. Contaminazione da spore fungine
termoresistenti di fruta, pomodoro e loro derivati. Industria Conserve , v.67,
p. 421-425, 1992,

98 SPURGIN, M.M. Suspected occurence of Byssochlamys fulva in Queensland
grown canned strawberries. Queensl. Journal of Agricultural Anim. Science,
v.21, p.247-250, 1964. Apud 13.

99 TOURNAS, V. Heat Resistant Fungi of importance to the food and beverage
industry. Critical Review Microbiology, v.20, n.4,p. 243-263, 1994,

100. & TRAXLER, R W. Heat resistance of a Neosartorya fischeri
strain isolated from pineapple juice frozen concentrate. Journal of Food
Protection, v.57, n.9, p. 814-816, 1994,

101 URWUANYIL, J.O & OBETA, JAN. Incidence of heat resistant fungi in Nsukka,
Southern Nigeria. International Journal of Food Microbiology, v.13, p.157-164,
1991,

102 VAN DER SPUY, 1E.; MATHEE, IN. & CRAFFORD, D.J.A. The heat
resistance of moulds Penicillium vermiculatum Dangeard and Penicillium
brefeldianum Dodge in apple juice. Phitophylactica, v.7, p.105-108, 1975. Apud
99.

103 VICINI, E. Indagine sulle cause di alterazione microbiologica dei derivati del
pomodoro neglhi anni 1969 - 1985 Industria Conserve, v.61, p.338-345, 1986,

104. ___Note sulla microbiologia delle conserve alimentari acidi e dei derivati
det pomodoro in particolare. Industria Conserve, v.59, p.22-25, 1984

105, , BARBUTTLS..SPOTTLE.;CAMPAGNINI, M. CASTELARL F
GOLA, S; MANGANELLL E. & CASOLARI, A. Alterazione di succhi di frutta
determinata da muffe gasogene . Industria Conserve, v.58, p.238, 1983,

106 YATES, A. R. The occurence of Byssochlamys sp. moulds in Ontario. Canadian
Institate of Food Science and Technology Journal, p.7, n.2, p.148-150, 1974,

87



107.YATES, A.R. & FERGUSON, W.E. Observation on Byssochlamys nivea
isolated from cucumber brine . Canadian Journal of Botany, v.41,p. 1599-1601,
1963.

108. : SEAMAN, A.; WOODBINE, M. Growth of Byssochlamys nivea
in varios carbon dioxide atmosfers. Canadian Journal of Microbiology, v.13,
p.1120-1123, 1967.

109.YOKOYA, F. Contagem de fungos nos produtos de tomate pelo método Howard.
Industria de Alimentos, v.1, n.1, p.42-46, 1976,

110.WILLIAMS, C.C.. CAMERON, E.J. & WILLIAMS, D.B. A facultatively
anaerobic mould of unusual heat resistance. Food Research, v.6,p.69-73, 1941,
Apud 43.

88



Apéndice 1 - Meios de Cultura e solugdes utilizadas

1) Agar Batata Dextrose (PDA, DIFCO)

Infusdo de Batatas................... 200 g
Dextrose. ..o 20¢g
AT, oo 15¢
AGUA..ovoooes 1000 mi

pH final 5,6 . Esterilizar 4 121°C/ 15 minutos.

2) Solugdio Rosa de Bengala 5 % (solugdo estoque)

Rosadebengala................... 05¢g

AGUR....oovoeer e 10 g
Esterilizar a 121°C/10 minutos. Estocar sob refrigeragfo (4°C), fora do alcance da
luz .

3) Solug#o de acido tartarico 10 %
Acido Tartarico. ..o 10g
AQUA.cooiir 100 ml

Esterilizar 2 121°C/10 minutos. Estocar sob refrigeracao(4°C).

4) Solugdo de leite desnatado 5 %
Leite em po desnatado.................. 5g
AQUA. ..o 100 ml
Esterilizar a 121°C/10 minutos. Estocar sob refrigeragdo(4°C).

5y Agar Extrato de Malte (MEA, PITT 1979)

Extratode Malte.............oes 20 g
GHICOBE oo iereie e cenen e ae s 20g
Peptona........coooocoimiiiin lg
AQAT ..o 20¢g

pH final 5,5. Dissolver todos os componentes (& quente) e esterilizar a4 121°C/15
minutos.
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Apéndice 2 - Aplicagio do teste de Tukey para comparar a contaminagdo por fungos
termoresistentes em inicio, pico ¢ fim de safra

Quadro - Analise de Varianga (considerando apenas Matéria Prima e Agua de Pré
Lavagem e Transporte, pois sd0 as amostras de maior contaminagio)

Causas de Grau de Soma Quadrado Fator ¥
Variagio Liberdade Quadrados | Médio (QM) | (QM/QMiresiduo)
(CV.) (GL) (8Q)
Periodo Safra 2 5,86 2,93 73,25
Amosiras 1 0,76 0,76 19,00
Residuo s 2 0,08 0,04 -
Total 5 6,68 - -

Comparagio do F calculado (Quadro acima) e F tabelado a0 nivel de 5 % de
significincia —» Se F caleulado > F tabelado, ha diferengas significativas

F(Periodos de safra) = 73,25
F(tabelado, ao nivel de 5% de significincia) = 19,00
- Ha diferenga significativa

Teste de Tukeyv (Teste de Médias)

A3 % = q.(QMresiduo/GL)"
q (Tabelado) = 4,50
A5 % = 4,50(0,04/2)"” = 0,64 (Valor Critico)

Periodo Safra Contagens Médias de fungos termoresistentes
nos periodos
Inicio 1,25
Pico 3,20
Fim 0,99
Diferenga das médias

Pico - Inicio = 3,20-1,25 = 1,95 (Maior que 0 valor critico)
Inicio - Fim = 1,25-0,99=0,26
Pico - Fim =  3,20-0,99 =2,21(Maior que o valor critico)

. Em pico de safra, ha diferenca significativa ao nivel de § %.




Apéndice 3 - I26LAPPF - Caracteristicas de Identificagio

FUNG-HOM program fungi identification output
Unknown fungus "I26L4PPF" was identificated like :
Penicillium implicatum with probability = 99.93%

No. Micre and macrg morphological characteristics Readings results
] Colony on CYA 25C Absent (+/-) {-] Expected

2 Colony on CYA 25C convex (+/-} [-] Expected

3 Colony on CYA 25C dense (+/-) {-] Expected

4  Colony on CYA 25C very dense {+/-) {1 Expected

3 Colony on CYA 25C low {+/) [-} Expected

5 Colony on CYA 25C mucoid {+/-} {-] Expected

7 Colony on CYA 235C radially sulcate (+/-) [+} Expectad

8 Colony on CYA 23C strictly velutinous or velutinous {+f-3 {+] Expected

9 Colony on CYA 25C surface appearing powdery (+/-) [-] Expected

10 Asci on CYA 25C [Nlot found or long (um) [N Expecied
11 Ascion CYA 25C width {um) i-] Expected

12 Ascospores on CY A 25C [Njot found or long (Hm) [N} Expected
13 Ascospores on CYA 23C wadth (jum) {+] Expected

14 Cleistothecia on CYA 25C [Not found or if spherical diam um [} Expected
15  (leistothecia on CYA 25C {Njot found or if elongate long um §-] Expected

16  Gvmnothecia on CYA 25C {N]ot found or diam um {-] Expected

17 Conidia on CYA 25C [Not found or long {m) {3.1} Unexpected
18 Conidia on CYA 25C width {(pm) {3.1] Unexpected
19 Conidia on CYA 25C with rough walls (+/-) {+] Unexpected
20 Conidia on TYA 25C with smooth walls {(+/-} {~} Unexpected
21 Comidia on CYA 25C with spinose walls {(+/-) [+ Unexpected
22 Conidia on CYA 23C with thick walls {(+/-) {+} Expected
713 Conidia on CYA 25C with thin walls (+/-) [-] Expected
14 Conidia on CYA 25C barrel-shaped (+/-) i-] Expected
35 Conidia on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal {(+/+) [+ Expected
26  Conidiogenesis on CYA 25C ligth (+/-) {-] Expected
27 Conidiogenesis on CYA 25C moderaie (1/-) [-} Expected
28  Phialides per metulae on CYA 25C [Njot found or number (1 to 99) {8} Expected
29  Phialides on CYA 25C long (pm) [9.6] Expected
30 Phialides on CYA 25C widhh (um) {2.3] Expected
31 Phiatides on CYA 25C with smooth walls {+/-} [+} Unexpected
312 Phialides on CYA 25C ampulliform (+/-) [-} Expected

33 Metulae per verticil on CYA 25C [Afbsent or number {1 40 99) A} Expected
34 Metulae on O¥YA 23C long (um) [-] Unknown
35 Metlae on CY A 25C width (um} {~] Unknown
16 Wesicles on CYA 25C [Nlot found ot if spherical diam (um) M) Unexpected
317 Vesicles on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) {-] Expected

38 Stipes on CYA 25C {Nlot found or width (pm) {31 Expectad
39 Stipes on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+ Expecied
30 Stipes on CYA 25C with thin walls (+/+) [+ Expected
41 Penicilli on CYA 25C irregularly verticillate {+/-) =] Expected
42 Scleroiia on CY A 25C [Nlot found or long (um) [N] Unknown
43 Sclerotia on CYA 25C width (pm) {-} Unknown
44 Asci on CYA 36C [Njot found or diam (um) [~} Expected
45 Ascospores on CY A 30C {Njot found or fong (um) [N Expected
36 Ascospores on CYA 30C width (um) i-1 Expected
47 Ascospores on CY20S 25C [Nlot found or long (um) [N} Expected
48  Ascospores on Y208 23C width (pum) {-] Expected
19 Cleistothecia on CY208 25C (Nlot found or diam {um) {-} Expected
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FUNG-HOM program fungi identification output
Unknown fungus "[26LAPPF" was identificated hke
Penicillium implicatum with probability = 99.93%

No,  Micro and macre moerphological characteristics Repddings results
5 Conidia on CY208 25C [Nlot found or long (o) U} Missing datum
51  Conidia on £Y205 23C width (um) U} Missing datum
32 Phiatides on CY208 23C {Njot found or long (um) 4] Missing datum
33 Vesicles on CY208 25C [N]ot found or diam (pm) fUI Missing datum
$4  Colony on G25N 23C Absent (+/-) [-] Expected

55 Colony on G25N 23C dense (+/-) [+} Unexpected

36 Colony on G25N 25C low (+/-) {-] Expected

57 Colony on G23N 25C plane (+/-) [} Expected

58 Ascospores on GZSN 25C [Njot found or long (um) [N} Expected

29 Ascospores on G23N 25C width (um) {~] Expected

&0 Cleistothecia on G23N 25C [Wlot found or diam (um) [N} Expected

61  Conidia on G25N 25 C {Nijot found or diam {um) {11 Missing datum
62  Phialides on G25N 25 C [Niot found or long {pm} {11} Missing datum
63 Vesicles on G23N 25 C INlot found or diam (um) {U] Missing datum

Matched expecied pairs= 44 Matched anexpected pairs= §
Matched unknown pairs= 4 Missing characteristics = 7
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Apéndice 4 - Fungo selecionado como mais termoresistente ([16L4PAB,

[29L5PAB, [45L8PAB) - Caracteristicas de Identificagdo

FUNG-HOM program fungi identification output
Identification output data of Neasartorya fischeri with probability = 56.14% .

No.  Micro and macro morphelogical characteristics Readings results

1 Colony on CYA 25C Absent (+/-} {-] Expected

2 Colony on CYA 25C convex (+/-) [-] Expected

3 Colony on CYA 23C dense (+/-) [~} Expected

4 Colony on C'YA 23C very dense (+/-) {~} Expected

5 Colony on CYA 25C low (+/-) {+] Unexpected

6  Colony on CYA 25C mucoid (+/-) [} Expected

7 Colony on CYA 25C radially sulcate (+/-) {-} Expected

8  Colony on CY A 25C strictly velutinous or velutinous {+/-) I~} Expected

5 Colony on CYA 25C surface appearing powdery (+/-) [*+] Unexpected

10 Ascion CYA 25C {Njoi found or long (um) [1¢H Expected

11 Ascion CYA 25C width (um) {16] Expected

13 Ascospores on CYA 23C [Nlet found or long {um) {4.4] Unexpected
13 Ascospores on CYA 25C width (um) 4} Expected

14 Cleistothecia on CYA 25C {Njot found or if spherical diam sm {252] Expected

15 Cleistothecia on CYA 25C {Nlot found or if elongate long um {M] Unknown

16  Gymnothecia on CYA 25C [Njot found or diam um {-} Expected

17 Conidia on CYA 25C [Njot found or long (um) {3] Expected

18 Conidia on CYA 25C width (um) [2.5] Expected
19 Conidia on CYA 23C with rough walls (+/-) [~} Expected
20 Conidia on CY A 25C with smooth walls (+/-} {+] Expected
21 Conidia on CYA 25C with spinose walls (+/+) {-] Expected
22 Conidia on CYA 25C with thick walls (+/-) {-} Expected
21 Conidia on CY A 25C with thin walls {+/-) {~] Expeacted
24 Conidia on CYA 25C barrel-shaped (+/-) [-} Expected
35 Comdia on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) f+] Unexpected
26 Conidiogenesis on CYA 23C ligth (+/-) {-] Expected
27 Conidiogenesis on CYA 25C moderate (+/-) [+] Unexpected
78 Phialides per metulae on CYA 25C [Not found or number {11099) {1} Expected

29  Phialides on CYA 25C long (um) (6] Expected
30 Phialides on CYA 23C width (um) {2.2} Expected
31 Phialides on CYA 25C with smooth walls (/) {+} Unexpected

32 Phialides on CYA 25C ampulliform {+/-) {+] Unexpected

33 Metulae per verticil on CY A 25C [Albsent or number (1 fo 99 [A] Expacted

34 Metuize on CYA 25C long {um) [-} Unknown

35 Memiae on CYA 25C width (um) {-} Unkniown

36 Vesicles on CYA 25C [Nlot found or if spherical diam (um) [12] Expected

3 Vesicles on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [+] Unexpected

38 Stipes on CYA 25C [Njot found or width (um) {3} Expected

39 Stipes on CYA 25C with smooth walls (+/+) {+] Expecied
40 Stipes on CYA 25C with thin walls (+/-) {+] Expectad

41 Penicilli on CYA 25C irregularly verticillate (+/<} [-} Expected

42 Sclersiia on CY A 23C [Njot found or long {um) N} Unknown
43 Sclerotia on CYA 25C width (um) {~} Unknown
44 Ascion CYA 30C [Nlot found or diam (am) U] Missing datum
45 Ascospores on CYA 30C {Nlot found or leng {um} {U} Missing datum
46 Ascospores on CYA 30C width (um) {L} Missing datem
47 Ascospores on CY205 25C [Not found or long (um) [U] Missing datum
48 Ascospoeres on CY208 25C width (um) {17} Missing dafum
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Cleistothecia on CY208 25C [Nlot found or diam (pm)
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FUNG-HOM program fungi identification output
Fdentification ontput data of Neosartorya fischeri with probability = 96.14%

No. Micro and macre morphological characteristics Readings results
35 Conidia on CY208 25C [Niot found or long (um) U} Missing datum
31 Conidiz on CY208 253C width (wmn) §17] Missing datum
32 Phiatides on CY208 25C [Nlot found or long (um) {U} Missing datum
33 Vesicles on CY208 25C [Njot found or diam {um) [UT Missing datum
34 Colony on G25N 25C Absent {(+/-) [-} Expected

35  Colony on G25N 235C dense (+/-) [-] Expected

56 Colony on G23N 25C low (+/-) {+] Unexpected

37 Colony on GZ5N 25C plane (+/-) {1 Expected

38  Ascospores on G25N 25C [Njot found or long {um) [N} Unicnown

39 Ascospores on G23N 25C width (um) [-] Unknown

50 Cleistothecia on G23N 23C [N]ot found or diam {(um) Ul Missing datum
61 Conidig on G25N 25 C [Nlot found or diam {wm) {31 Unknown

62  Phialides on GZ5N 15 C [Nlot found or long (um) {3] Unknown

53 Vesicles on (25N 25 C [Njot found or diam (um) [13] Unknown

Matched expected pairs = 33 Matched unexpected pairs = 9
Matched unknown pairs = 10 Missing characteristics = 11
i

Camera lucida image of Neosartorya fischeri.

- Neosarforve fisciwri
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