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RESUMO

Industrias de alimentos pasteurizados a base de frutas encontram sérios problemas decorrentes da
presenca de bolores termo-resistentes, que germinam apds o tratamento térmico, provocando a
deterioracao do produto. O objetivo desta revisdo € apresentar estudos sobre o desenvolvimento de
bolores termo-resistentes em sucos de frutas concentrados, métodos recomendados para
enumeracdo destes fungos e a influéncia da composicao do suco na sobrevivéncia dos ascosporos
apods o tratamento térmico.

Palavras-chave: bolores termo-resistentes; sucos concentrados; ascOsporos.
ABSTRACT

Food industry pasteurized fruit-based encounter serious problems arising from the presence of heat-
resistant molds, which germinate after heat treatment, causing deterioration of the product. The aim
of this review is to present studies on the development of heat-resistant molds in fruit juice
concentrates, recommended methods for enumeration of fungi and the influence of juice
composition on survival of ascospores after heat treatment.

Keywords: heat-resistant mold; concentrated juices; ascospores.
INTRODUCAO

Atualmente, os sucos de frutas industrializados tém grande aceitagdo por parte dos
consumidores, que procuram produtos in natura, em substitui¢do aos refrigerantes. A elaboracdo
manual de sucos é uma pratica cada vez menos adotada por boa parte da populagdo, que possui
acelerado ritmo de vida. Tal fato explica o surgimento de diversas marcas comerciais de sucos de
frutas industrializados no mercado nacional. Por causa da demanda por este tipo de alimento, as
inddstrias t€m investido intensamente em tecnologia para a formulacdo de novos ingredientes e
aditivos, responsaveis por caracteristicas funcionais, evitando a adicdo de conservantes quimicos
que depreciam a imagem funcional do produto (CAMARGO et al., 2007). 16
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Estas bebidas, ricas em nutrientes, estdo sujeitas a contaminagdo microbiana, notadamente por
bolores e leveduras, que encontram no suco um meio propicio para o seu desenvolvimento. O
controle do crescimento destes microrganismos pode ser feito pela pasteurizacio, tratamento mais
aceitdvel pelos consumidores do que a adi¢do de conservantes (BAGLIONI, 1998).

Os fungos possuem baixa resisténcia térmica, sendo normalmente eliminados pela pasteurizagao,
que destréi conidios e hifas. Contudo existe uma pequena classe de bolores que sdo termo-
resistentes, alguns deles, lembrando esporos bacterianos. A resisténcia térmica € decorrente da
presenca de esporos sexuados, conhecidos por ascosporos, que resistem ao tratamento térmico.
Estes esporos podem permanecer em estado de dorméncia em restos de frutas apodrecidas e no solo,
necessitando de uma ativacdo térmica para germinarem, o que corresponde aos processamentos
térmicos comerciais (TOURNAS & TRAXLER, 1994). Apds a germinagcdo dos esporos, a
deterioragdo do alimento pode ocasionar alteragdes como: escurecimento, separacdo de fases,
diminui¢do da viscosidade provocada pela excre¢do de enzimas pectinoliticas, alcaliniza¢do do suco
e mau cheiro (ARAGAO, 1989).

Outros fatores contribuem para a sobrevivéncia e a alteracdo da resisténcia térmica de fungos
termo-resistentes, dentre eles, destacam-se a presenca de 4dcidos organicos, teor de sélidos soluveis,
tipos de meios de aquecimento e a adi¢do de conservantes. A atividade de dgua, atmosfera e o pH
do meio também sdo considerados fatores importantes para a resisténcia térmica de fungos
(SLONGO, 2004; SLONGO et al., 2005).

Outro agravante para a presenca destes fungos no alimento € o fato de que muitos bolores termo-
resistentes sado micotoxigénicos, o que faz com que, atualmente, haja um controle maior quanto a
sua presenca no alimento (BAGLIONI, 1998).

O objetivo desta revisdo € apresentar estudos sobre o desenvolvimento de bolores termo-
resistentes em sucos de frutas concentrados, métodos recomendados para enumeracao destes fungos
e a influéncia da composic¢ao do suco na sobrevivéncia dos ascosporos apds o tratamento térmico.

REVISAO DA LITERATURA
e CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DOS FUNGOS TERMO-RESISTENTES

A forma sexuada dos bolores termo-resistentes € que lhes confere a resisténcia. A interacao
sexual se inicia entre hifas compativeis e apds a plasmogamia (fusdo da parede celular) e
cariogamia (fusao dos nucleos), havendo formac¢ao de um ntcleo dipléide. Através de uma divisao
meidtica, o nicleo passa a ter quatro ascosporos hapldides, que por mitose formam 0ito ascosporos.
Estes ascosporos ficam encerrados em estruturas conhecidas como ascos, razdo pela qual estes
fungos sdo chamados de Ascomicetos. Quando os ascos amadurecem, os ascosporos sao liberados
(SALOMAO, 2002).

Muitos bolores termo-resistentes possuem uma forma mais eficaz de proteger seus esporos
sexuados, envolvendo os ascos em estruturas conhecidas por “ascocarpos”. Muitos bolores termo-
resistentes formam ascocarpos do tipo “cleistotécio” ou ‘“‘gimnotécio”. Ambos os ascocarpos
possuem estrutura globosa e fechada, liberando os ascos na maturidade ou por desintegracdo da
membrana. O gimnotécio difere do cleistotécio por ser um ascocarpo constituido de hifas
frouxamente entrelacadas (SALOMAO, 2002). Estes Ascomicetos, por serem fungos perfeitos,
possuem um ciclo de vida assexuado e sexuado. A forma predominante (assexuada ou sexuada) no
meio ird depender de uma série de fatores, tais como: temperatura de incubacdo, meio de cultivo,
pH, entre outros.
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e ESPECIES DE FUNGOS TERMO-RESISTENTES

Os fungos termo-resistentes mais comumente envolvidos na deterioracdo de alimentos sdo o
Byssochlamys fulva e Neosartorya fischeri, capazes de resistir a um tratamento térmico feito em
temperaturas superiores a 90° C (HOFFMANN, 2008; SALOMAO et al., 2008). Outros géneros
citados como termo-resistentes sao B. nivea, Talaromyces flavus e Eupenicillium sp.

e GENERO Byssochlamys

Os fungos do género Byssochlamys sdo caracterizados pela auséncia de cleistotécio,
gimnotécio ou qualquer outro corpo que envolva os ascos durante o desenvolvimento. Os ascos em
Byssochlamys sdo produzidos em cachos irregulares abertos, contendo geralmente oito ascosporos
em associacdo com fragmentos de hifas brancas. O habitat do Byssochlamys € o solo, na qual as
frutas podem tornar-se contaminadas com Byssochlamys (BAGLIONI, 1998).

O género Byssochlamys ¢ resistente ao calor e capaz de crescer sob tensdes de oxigénio muito
baixa e de produzir enzimas pectinoliticas. A combinagdo dessas tr€s caracteristicas fisiolégicas
fazem o gé€nero Byssochlamys muito importante como deteriorante de leites pasteurizados e
conservas de frutas podendo causar grandes prejuizos econdmicos (HOUBRAKEN et al., 2006).

Além de causar a deterioragdo dos produtos pasteurizados, algumas espécies de Byssochlamys
também sdo capazes de produzir micotoxinas, incluindo patulina, byssotoxina A e 4cido
bissoclamico. (HOUBRAKEN et al., loc. cit.).

De acordo com a literatura quatro especies de Byssochlamys j& foram descritas: B. fulva, B.
nivea, B. zollerniae e B. verrucosa. As espécies B. fulva e B. nivea sdo as mais citadas como
deteriorantes e produtoras de micotoxinas em alimentos. A espécie B. fulva foi isolada de frutas
recém colhidas, particularmente uvas, morangos e ameixas. E encontrada, também, em morangos
processados, sucos de frutas e alimentos infantis a base de frutas (HOUBRAKEN et al., loc. cit,
SALOMAO et al., loc. cif). A 25°C, forma coldnias no MEA (Malr Extract Agar) e CYA (Czapek
Yeast Extract Agar) de aspecto um pouco flocoso, castanho-verde oliva, com cor similar mais clara
no reverso (Figura 1). A formagdo de conidios é abundante. A 30° C, a produ¢do de conidios no
MEA e CYA € moderada. As coldnias sdo amarronzadas, com partes esbranquicadas provenientes
das hifas onde os ascos sdo produzidos; o reverso da colonia varia de castanho-verde oliva a
castanho escuro. No MEA e CYA seus ascos atipicamente ndo estdo encerrados em ascocarpos e,
ao contrdrio da espécie B. nivea, ndo forma clamidésporos (BEUCHAT & PITT, 2001).

Os ascos se formam melhor a 30 °C, maturando em 7-12 dias; a 25° C, o teleomorfo se forma
em culturas novas, mas apresentam maturacdo lenta, quando ocorre. Os ascos sdo esféricos a
subesféricos e os ascosporos sdo elipsoidais, hialinos, cor de palha (Figura 2). O anamorfo é mais
bem observado a 25 °C e consiste de penicilios do Paecilomyces fulvus.
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a

Figura 1. Byssochlamys fulva crescendo no MEA (a) e em CYA (b), respectivamente
(KUBATOVA, 2006).

Figura 2. Ascos do Byssochlamys fulva (setas). Aumento: 1200x. (MAGALHAES et al., 2009).

e GENERO Neosartorya

Durante uma pesquisa de investigacdo de fungos termo-resistentes em frutas, SURESH et al.
(1996) mostraram que uma espécie de fungo isolado de uvas apresentou-se moderadamente
resistente a temperatura, € mais tarde, este microrganismo foi identificado como sendo Neosartorya
fischeri.

A andlise macroscépica deste fungo € realizada principalmente em meios CYA e MEA (PITT &
HOCKING, 1985). A 25° C, o bolor forma no CYA e MEA coldnias algodonosas com micélio que
varia da cor branca a creme, com grande producao de cleistotécios brancos (Figura 3).
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Figura 3 Neosartorya no MEA, formando coldnias com circulos concéntricos (MAGALHAES et
al., 2009).

As colonias podem ter cabecas conidiais esverdeadas espalhadas com reverso amarelado. Os
cleistotécios brancos amadurecem em 1-2 semanas a 25° C; os ascosporos sdo elipsoidais,
ornamentados com duas saliéncias longitudinais (Figura 4). O anamorfo (Figuras 5 e 6) é o
Aspergillus fischerianus, do tipo unisseriado (BEUCHAT & PITT, 2001).

Figura 4. Ascosporos equatoriais do Neosartorya fischeri. Aumento: 1200x. (MAGALHAES et al.,
2009).
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Figura 5. Visualizagdo da forma anamorfa aspergilar da Neosartorya. Aumento: 400x
(MAGALHAES et al., 2009).

Figura 6. Colonias do fungo Neosartorya fischeri crescido em suco, mostrando a forma aspergilar
(assexuada) e sexuada (regides em branco), formando circulos concéntricos (MAGALHAES et al.
2009).

e GENERO Talaromyces

Talaromyces é um gé€nero de bolor deteriorante de frutas e produtos derivados, comumente
encontrado em suco de polpas comerciais congeladas de morango (SALOMAO, 2002).

O género caracteriza-se pela produgcdo de gimnotécios brancos ou amarelados em associagcdao
com o estado anamorfico caracteristico de Penicillium, Paecilomyces ou Geosmithia. Gimnotécio €
0 ascocarpo composto por hifas finas entrelacadas resultando numa estrutura mais ou menos
fechada de tamanho indeterminado.

A espécie mais comumente isolada de alimentos 4cidos termoprocessados é o Talaromyces
macrosporus. O anamorfo desta espécie é o Penicillium macrosporus. No meio CYA a 25 °C,
observa-se um micélio amarelo a brilhante, com formacdo ocasional de exsudados avermelhados.
No MEA, as coldnias possuem coloragdo similar, mas sdo maiores que no CYA (Figura 7);
observa-se também neste meio uma formacao abundante de gimnotécios. Os gimnotécios sdo de cor
amarelo brilhante e amadurecem apds duas semanas, com ascosporos amarelos, elipsoidais, com
paredes espinhosas Neste meio de cultura a 30°C, ocorre formagdo de pigmento vermelho soltvel
no agar (BEUCHAT & PITT, 2001). 21
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b

Figura 7. Crescimento do Talaromyces macrosporus em meios de cultura MEA (a) e CYA (b)
(KUBATOVA, 2006).

e GENERO Eupenicillium

O fungo Eupenicillium spp. tem a capacidade de produzir esporos de parede lisa, com
formato esférico a ovéide, sendo comum a visualizagdo de cleistotécio que, posteriormente, liberara
no meio ascos contendo oito ascosporos. Suas caracteristicas de crescimento em CYA sdo de
crescimento rdpido e denso, com micélio amarelo e pouco exsudado sem cor, sendo seu reverso
usualmente dmbar (PITT & HOCKING 1985).

Segundo  TOURNAS (1994), o fungo Eupenicillium brefeldianum ¢é o principal
microrganismo responsével pela deterioracdo de sucos na Africa. ARAGAO (1989) demonstrou em
seus estudos com suco de morango que a espécie de maior incidéncia se tratava de Eupenicillium
com capacidade de resisténcia térmica maior do que a citada por outros autores.

MICOTOXINAS EXCRETADAS POR BOLORES TERMO-RESISTENTES

Os fungos termo-resistentes podem produzir diferentes metabdlitos secundérios téxicos, entre
0s quais estdo a patulina, o dcido bissoclamico, byssotoxina A, assimetrina e variotina (B. fulva / B.
nivea), terreina, verruculogena. fumitremorginas A, B, C, fischerina (N. fischeri) todas com efeitos
téxicos comprovados em animais (TANIWAKI & DA SILVA, 2001; HOFFMANN, 2008).

e PATULINA

A patulina € a 4-hidroxi-4Hfuro[3,2-c]piran-2(6H)-ona, uma lactona do grupo dos policetideos.
Esta micotoxina € sintetizada por espécies de Aspergillus (A. clavatus, A. terreus), Penicillium (P.
urtical, P expansum) e Byssochlamys (B. nivea, B. fulva). B. nivea foi capaz de produzir esta
micotoxina, quando o fungo se desenvolveu em produtos armazenados a temperatura ambiente. As
frutas mais atingidas foram maca, abacaxi, uva e morango, utilizadas na fabricacdo de sucos
concentrados (MELLO, 2004).
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Primeiramente, esta micotoxina foi descrita como um antibidtico, sendo posteriormente
comprovado seu alto grau de toxicidade para tal fim. Ensaios em humanos demonstraram que a
patulina causa hiperemia, congestio e lesdes hemorrdgicas, particularmente no trato gastrintestinal,
nauseas e vomitos (TOURNAS, 1994).

PRIETA et al. (1992) & MAHFOUD et al. (2002), propuseram que ela altera a funcio de
barreira das células do epitélio intestinal, levando a injdrias e degeneracao celular com conseqiiente
inflamacdo e hemorragia. WICHMANN et al. (2002) demonstraram que esta micotoxina seria
capaz de diminuir a producdo de ©-interferon (IFN-gama) por linfécitos T-helper (Thl), sendo um
fator de risco para o desenvolvimento de doencas alérgicas.

e FUMITREMOERGINAS E VERRUCULOGENA

As fumitremorginas A e B (HOIRE & YAHMAZAKI, 1981) e verruculogena (PATTERSON
et al., 1981) sdo provenientes de linhagens de N. fischeri. As Ultimas trés micotoxinas sio membros
do grupo das fumitremorginas, que inclui ainda fumitremorginas C e TR-2 (COLE et al., 1974).
Estas toxinas agem no sistema nervoso central causando tremores, convulsdes e a morte de animais
(PERERA et al., 1982; YAMAZAKI, et al., 1971; YAMAZAK], et al., 1979). A verruculogena € a
mais téxica, causando tremores em suinos e ovelhas numa concentragdo de 5 a 10 mg/kg de peso
corporal, administrado por meio intravenal (PERERA et al., 1982).

Dependendo do alimento e das condi¢des de armazenagem, o bolor excreta fumitremorgina A,
B e C e verrucologena (BAGLIONI, 1998, CARRILO, 2003).

e METODOS DE ENUMERACAO DE BOLORES TERMO-RESISTENTES

Um dos métodos mais citados na bibliografia especializada sobre enumeracao de bolores termo-
resistente é o elaborado por BEUCHAT & PITT (2001). O método baseia-se na inativagao pelo
calor de formas vegetativas (forma assexuada) e eliminacdo de células bacterianas e também de
esporos fungicos nao resistentes ao calor. O tratamento térmico ativa os ascosporos de bolores
termo-resistentes, que apds o abaixamento da temperatura, irdo germinar. A temperatura e
condig¢des do tratamento térmico variam de acordo com o bolor termo-resistente. Uma vez que os
ascosporos, apds o tratamento térmico, encontram-se fragilizados, os autores recomendam
corre¢des na amostra, de forma a evitar um stress adicional durante o tratamento térmico. Outro
fator importante na metodologia preconizada pelos autores € decorrente da baixa concentracao dos
ascosporos normalmente encontrada nos alimentos. Por conseguinte, na deteccao de bolores termo-
resistentes € importante se analisar grandes volumes de amostra.

BEUCHAT & PITT (loc. cit.), elaboraram dois métodos de Enumeracao de Bolores Termo-
resistentes, quais sejam:

e PLAQUEAMENTO

Frutas e produtos contendo pedagos de frutas devem ser misturados ou homogeneizados antes
da anélise. Colocar no jarro do liquidificador 100 g da amostra e 100 mL de dgua estéril. Agitar por
5 minutos ou até se obter uma mistura homogénea. Apds a agitacdo, fechar o jarro usando um saco
de polietileno e colocd-lo em banho-maria ajustado a 75 — 80° C por 1,5 horas. Este procedimento
assegura que o homogeneizado ficard pelo menos 30 minutos a 75° C.

23



. . . INSTITUTO FEDERAL DE

. . EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
RIO DE JANEIRO

Perspectivas da Ciéncia e Tecnologia, v.4, n. 1/2, (2012)

A mistura 100 g de amostra e 100 mL de dgua estéril pode também ser homogeneizada no
stomacher por 2 — 4 minutos. Apds a homogeneizagdo, tirar duas por¢des de 50 mL e colocd-las em
tubos de ensaio estéreis de 200 x 30 mm. Os tubos deverdo ser incubados em um banho-maria a 75
— 80° C por 30 minutos.

As amostras nos jarros ou tubos de ensaio devem estar bem mergulhadas no banho-maria. Apds
o periodo estipulado, as amostras devem ser rapidamente resfriadas a temperatura ambiente,
podendo ser empregado um banho de gelo. Apés o aquecimento, cada duplicata de 50 mL, obtida
do homogeneizado no liquidificador ou do stomacher, serd misturada com 10 mL de PDA (Porato
Dextrose Agar) ou MEA liquefeitos, preparados 1,5 vezes mais concentrados. A mistura deve ser
vertida em 4 placas de Petri de 150 mm de didmetro. As placas devem ser embaladas em sacos de
pldstico para evitar ressecamento e incubadas a 30° C por 30 dias e examinadas semanalmente.
Ascosporos vidveis irdo germinar e formar colonias dentro de 7 a 10 dias; contudo, 0s ascosporos
que foram injuriados pelo tratamento térmico irdo necessitar de um tempo de incuba¢do maior. O
tempo de 30 dias de incubacdo ¢ suficiente para o amadurecimento e esporulacio do bolor, o que ird
auxiliar na sua identificagao.

Sucos de frutas com Brix (1 °Brix = 1 g de sacarose por 100 g de soluc¢do) inferior a 35° sdo
analisados da forma acima descrita; sucos com Brix superior a 35° e também concentrados de frutas
devem ser diluidos na propor¢ao 1:2, usando dgua estéril e misturados antes do tratamento térmico
ser aplicado.

Amostras de baixa acidez estdo sujeitas a contaminagdo bacteriana, por conseguinte, devem ser
acidificadas ou acrescidas de cloranfenicol. Amostras muito 4dcidas devem ter o seu pH ajustado
entre 3,4 -3,6 utilizando solucdo de NaOH 10%. A contamina¢do da amostra nesta técnica € muito
grande, ocorrendo principalmente no instante em que a amostra € vertida para as placas.

e INCUBACAO DIRETA

Neste método evita-se a contaminagdo que ocorre no procedimento anterior, quando da
transferéncia da amostra para as placas de Petri e também impede o ressecamento do agar, durante a
incubacao.

Aliquotas de 50 mL de amostras ja homogeneizadas sdo aquecidas em recipientes do tipo
frasco Roux em banho-maria a 80° C por 30 minutos e entdo incubadas de forma a se ter uma
posicdo com maior drea superficial (obtida pela inclinagdo dos frascos), a 30° C, por 30 dias.
Amostras de volumes maiores que 100 mL podem ser analisadas por esta técnica. Uma
desvantagem deste método é que fica mais dificil a retirada de amostras do bolor da superficie do
suco para posterior identificacdo.

INFLUENCIA DA COMPOSICAO DO SUCO NA RESISTENCIA TERMICA
e ATIVIDADE DE AGUA

Os microrganismos necessitam de dgua, na forma disponivel, para sua sobrevivéncia e
multiplicacdo. A atividade de dgua minima varia para cada microrganismo e ela € ainda
influenciada por fatores do meio que a compdem. A influéncia da atividade de dgua sobre o
crescimento de B. nivea foi estudada em sucos e néctares de frutas suplementadas, com diferentes
concentracdes de sacarose. Os menores valores de atividade de dgua encontrados foram para o
néctar de péssego e para o suco de ameixa seca, adicionados de 40% de sacarose.
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Para que ndo haja a germinagdo de ascosporos sobreviventes do processo de pasteurizagao,
produtos com alta atividade de dgua devem ser estocados em temperaturas baixas. A diminui¢dao
simultdnea da temperatura de armazenamento e da atividade de dgua exerce acdo sinergistica na
conservagdo de alimentos termoprocessados (SLONGO, 2004).

Em estudo citado por ZIMMERMANN (2008), foi avaliado o crescimento de Neosartorya sp.
em agar contendo sucos de frutas (agar suco de manga, agar suco de laranja e agar suco de abacaxi)
contendo vdérias concentracdes de acucar adicionadas. A adicdo de sacarose nas concentracdes de
10% para o suco de abacaxi, 11,5% para o suco de laranja e 9% para o suco de manga aumentou o
numero de colonias. Entretanto, a adicdo de sacarose nas concentracdes iguais ou superiores a 30 %
para suco de abacaxi, 31,5% para suco de laranja e 29% para suco de manga, diminuiram o niimero
de coldnias produzidas.

opH

De acordo com TOURNAS (1994), € bastante ampla a faixa de pH em que os fungos termo-
resistentes podem crescer em um dado meio, como o Neosartorya fischeri, que cresce em pH’s
entre 3,0 e 7,95 e o Byssochlamys spp, que cresce em meios com pH entre 2,0 e 9,0, estando por
volta de pH 3,0 o ideal. Desta forma, observa-se que a faixa € bem ampla, inviabilizando a inibi¢ao
do crescimento destes fungos em alimentos pela correcdo do pH (HOFFMANN, 2004).

SALOMAO et al. (2004) observaram que um aumento do pH do meio de aquecimento leva
a um aumento do tempo de inativagdo dos ascOsporos a temperaturas menores que 90°C, onde
concluiram que devido a grande resisténcia térmica dos ascosporos de N. fischeri, os tratamentos
térmicos comercialmente aplicados ao concentrado de mag¢a (95°C/30s) ndo sdo suficientes para
fornecer um grau de seguranga que garanta a probabilidade de sobrevivéncia de um ascosporo a
cada 10° embalagens.

e PRESENCA DE ACIDOS ORGANICOS

BEUCHAT (1988) investigou trés cepas de Talaromyces flavus em relacdo a sua tolerincia a
acidos orgéanicos apds exposi¢do a temperaturas elevadas e constatou que os 4cidos fumdrico,
sorbico e benzodico foram explicitamente mais letais do que os dcidos acético, madlico, citrico e
tartarico. A letalidade foi reforcada quando o pH do meio de aquecimento foi reduzido de 5,0 para
2,5. De acordo com o autor, os efeitos dos dcidos na viabilidade dos ascosporos variaram em fungao
da cepa e de outros constituintes do meio de aquecimento. Os ascosporos de uma cepa de 7. flavus
com maior termo-tolerancia mostraram-se maiores e de formato elipséide menor do que os
ascosporos das cepas de menor termo-tolerancia. Segundo BEUCHAT & PITT (2001), geralmente
a porcentagem de inativagdo térmica de ascosporos em suco de uva é menor do que em suco de
manga, e a natureza protetora de certos constituintes do suco de uva (como os acidos organicos) é
que influenciam este fendmeno.
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¢ TEOR DE SOLIDOS SOLUVEIS

SLONGO et al. (2005) verificaram, em suco de mamao, que o aumento do ratio (°Brix/acidez),
ou seja, em concentracdes elevadas de acucar e baixa acidez, a atividade de dgua do meio de
aquecimento € menor, 0 que protege os ascosporos, resultando, com isso, no aumento da sua
resisténcia térmica, em comparagdo com ascosporos presentes em meios com pouca ou nenhuma
concentracdo de agucar.

O ratio é calculado através da razdo entre o valor do °Brix e a acidez, normalmente expressa
em g de 4cido citrico/100 mL de suco. Esta acidez é calculada pela titulacdo com NaOH 0,1 N de
25 mL do suco em presenga de fenolftaleina e determinada pela equagao:

Peso em gramas de acido citrico/100 mL = N, x V x 0,064 x 4, onde:

Niea1 = Normalidade real da solucao de NaOH, calculada multiplicando-se a Ny, X fator;
V = volume de NaOH gasto na titulagdo em mL;

0,064 = miliequivalente-grama do acido citrico

e MEIOS DE AQUECIMENTO

CONNER & BEUCHAT (1987) avaliaram o crescimento de ascosporos de trés cepas de
Neosartorya fischeri em diferentes meios de esporulacdo (suco de magd, suco de uva e tampao
fosfato de potdssio 0,1 M pH 7,0). Os ascosporos, de populacdo inicial aproximada de 10%/mL,
crescidos nos trés meios sobreviveram ao tratamento térmico de 84°C por 120 minutos, verificando-
se que a taxa de inativagdo térmica dos ascosporos foi menor no suco de ma¢a do que no suco de
uva e no tampao fosfato. O 4cido fumadrico, a 1 e 2% e valores de pH em 2,5, 3,0 e 3,5, aumentou
significativamente a taxa de inativacdo térmica dos ascosporos. Nas mesmas concentragdes e
valores de pH, os 4cidos acético, citrico e tartarico proporcionaram aumento moderado nas taxas de
inativacdo. O 4cido madlico apresentou pouca influéncia na taxa de inativagdo. As taxas de
inativagdo aumentaram quando os valores de pH dos meios contendo os acidos fumarico, citrico,
tartarico e acético diminuiram. Assim, o pH, o tipo, o percentual e a molaridade do 4cido orgéanico
no meio de aquecimento agem sinergicamente com o calor para inativar os ascosporos de N. fischeri
(CONNER & BEUCHAT, 1987).

Em outra pesquisa sobre fatores que interferem na resisténcia térmica de ascosporos de
Talaromyces flavus, BEUCHAT (1988) investigou a influéncia do meio de crescimento,
temperatura de incubacdo, idade e acticares, como sacarose, glicose e frutose em suco de maga. Dos
oito meios estudados, as férmulas ricas em carboidratos apresentaram os maiores indices de
producdo de ascosporos. Aqueles resistentes ao calor desenvolveram-se mais rapidamente em agar
aveia e, em todas as etapas, o aumento de sua tolerancia ao calor foi correlacionada a idade das
culturas, acima de 30 dias de incubacdo. Uma pequena mudanca na tolerancia ao calor foi notada
em culturas de idades entre 30 e 58 dias. A resisténcia térmica foi menor quando 7. flavus cresceu a
21°C, comparado a 25° e 30°C.

A protecdo contra a inativacdo térmica aumentou quando os ascosporos foram aquecidos em
suco de mac¢a suplementado com acticares em concentragdes suficientes para reduzir a atividade de
dgua para 0,96, com 60% de sacarose, 34,5% de glicose e frutose. Este efeito protetor ndo foi
influenciado pelo tipo de agicar (BEUCHAT, 1988). No estudo de GUMERATO (1995) foi isolado
o fungo Neosartotya fischeri presente na matéria prima, em polpa de maca, e no concentrado de
maca, mesmo depois deste ultimo produto ter passado por efeitos térmicos da pasteurizacdo e
concentragdo, demonstrando potencial de resisténcia térmica do isolado.
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e ADICAO DE CONSERVANTES

King et al. (1969) investigaram a adi¢do de didxido de enxofre (SO;) em suco de uva para

inativacao de ascosporos de Byssochlamys fulva, verificando que os valores da redu¢do decimal (D)
a 88°C foram 4,5 e 1,6 minutos correspondentes a adicdo de 90 e 250 ppm de SO,, respectivamente.
Por outro lado, o controle (sem adi¢do de SO,) apresentou um valor D (88° C) de 8,8 minutos,
indicando que o uso de SO, influencia significativamente a inativacao térmica de ascosporos.
Sete anos mais tarde, foi observado que o SO, em concentragdes muito baixas (50 ppm) reduziram
a termo resisténcia de B. nivea (BEUCHAT, 1976). SLONGO (2004) cita um estudo em que se
trabalhou com ascosporos de Neosartorya fischeri e sucos de manga e de uva que continham
sorbato de potéassio (0,1 %) ou benzoato de sédio (0,1 %) ou a combinacdo de ambos (0,05 %),
foram avaliados os resultados da resisténcia térmica destes ascosporos nesses meios. O tratamento
térmico aplicado foi de 85° C por 10 minutos e a maior inativag¢do térmica foi conseguido no suco
de manga que continha a combinac¢do de ambos os conservantes (benzoato e sorbato). A adicdo de
conservante no suco de uva ndao mostrou efeito na letalidade dos ascosporos, o que s ocorreu,
embora de forma pouco expressiva, devido a associacdo daqueles conservantes. Com o propdsito de
fornecer subsidios quanto ao uso de quantidades mais racionais de conservantes pela industria de
alimentos e, portanto, tornar seu consumo menos danoso a populacio, LOPEZ et al. (2009)
determinaram in vitro a concentragdo minima de metabissulfito de sédio, benzoato de sédio e
sorbato de potdssio necessdria e suficiente para inibir o crescimento micelial e a germinagao de
ascosporos de Byssochlamys fulva, Neosartorya fischeri e Talaromyces flavus em meio de cultivo
acidificado (pH 3,5). Foi demonstrado que metabissulfito de sédio em baixas concentracdes € tao
eficiente na inibicdo dos fungos mencionados quanto aos demais conservantes em altas
concentracdes. Por comparagao com os procedimentos utilizados pelas industrias de alimentos, €
possivel inferir que estas podem reformular o uso de conservantes, considerando-se o tipo de
matéria-prima, a temperatura de processamento, a combinacdo e concentragdo efetivamente
necessdria de aditivos, bem como os efeitos toxicos desses compostos para a saide humana
(LOPEZ et al., 2009).

e TEMPO (IDADE) E TEMPERATURA DE PRODUCAO DE ASCOSPOROS

Ainda segundo BEUCHAT (1988), enquanto as duas cepas sdo conhecidas por desenvolverem
termotolerancia de acordo com a idade, ndo ha diferengas externas em relacdo a forma e tamanho
que possam ser descriminadas entre os ascosporos, quando da influéncia da idade (11 e 51 dias) das
culturas. Entretanto, TOURNAS e TRAXLER (1994), em estudos com N. fischeri com idades de 1,
2, 3 e 6 meses de producdo e isolados de abacaxi observaram que os ascosporos com maior idade
apresentaram resisténcia térmica superior aos de menor idade. Em seu trabalho sobre resisténcia
térmica de Byssochlamys nivea e Talaromyces flavus em suco de macd, HOFFMANN (2004) cita
um estudo sobre resisténcia térmica com o fungo 7. flavus nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35° C,
onde foi observada uma produgdo abundante de ascosporos nas temperaturas de 25, 30 e 35° C e
limitada a 20°C, mostrando que a temperatura de crescimento do fungo é fundamental para sua
resisténcia térmica. A autora menciona, também, que as temperaturas de incubacao entre 28 e 35° C
s@o Otimas para crescimento e produgao de ascosporos de Byssochlamys, mas existem isolados que,
se forem incubados abaixo de 30°C em um meio sintético, perdem irreversivelmente a capacidade
de formar ascos. Em outra pesquisa citada, também, por HOFFMANN (2004), sugere-se que ¢
necessdria a incubacdo de culturas de Byssochlamys a 30° C em laboratério para a observagdo de
ascos e ascosporos, ja que alguns isolados ndo produzem ascos a 25 e 37° C.
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Outro trabalho citado pela autora mostra testes com a influéncia da temperatura de incubacao
na produgio de ascosporos de B. nivea em Agar Extrato de Malte (MEA), por 21 dias, onde se
verificou que, nas temperaturas 20 e 37° C, a produgdo de ascosporos foi bem menor em relagdo a
producdo em 25 e 30° C, obtendo-se em 30° C o maior nimero de ascosporos.

e ATMOSFERA (02, COz, Nz)

O tipo de embalagem escolhida para o condicionamento do suco de frutas é muito importante
para a manutencdo de suas caracteristicas nutricionais e organolépticas. No caso de contaminagdo
do suco por bolores termo-resistentes € de crucial importancia a auséncia de oxigénio, devido a
estes microrganismos serem aerobios estritos. De acordo com Correa Neto (1999), o oxigénio
exerce grande influéncia na qualidade e estabilidade do suco de frutas, podendo estar presente no
produto de forma dissolvida, no espaco livre da embalagem (headspace) ou ainda ser permeado
através da mesma. Contudo, a presenca de ascosporos de B. fulva foi detectada em alimentos
pasteurizados e armazenados em embalagens cartonadas, tipo TetraPak®, o que mostra um
comportamento incomum para um fungo filamentoso (RICE, 2006).

Em trabalho realizado com sucos de frutas, ZIMMERMANN (2008) cita um estudo realizado
para verificar o crescimento de fungos e produ¢do de micotoxinas em atmosfera modificada, em
que foi observado que B. nivea foi capaz de crescer em atmosferas com 20% ou 40% de CO, e
menos que 0,5% de O,. Neste mesmo trabalho, a autora menciona outro estudo onde foi verificado
que o crescimento de B. nivea era comprometido quando o mesmo crescia em atmosferas com
elevadas concentracdes de CO,, o que proporcionou a redugao do crescimento do micélio, onde, em
alguns casos, como para atmosfera de 100% de CO,, este fungo apresentou um crescimento de
apenas 4% em relacdo ao seu crescimento normal. Em outra pesquisa mencionada pelo mesmo
autor, foi realizado estudo de tolerdncia do crescimento de fungos termo-resistentes (B. fulva,
T.flavus e N. fischeri) sob baixas tensdes de O, e demonstrado que o fungo 7. flavus é o menos
tolerante a baixos niveis de oxigénio, em relacdo aos demais.

Em estudo realizado com suco de abacaxi (12,6°Brix) e concentrado de abacaxi (42,7°Brix),
TOURNAS E TRAXLER (1994) constataram que o aumento do tempo (idade) de producdo dos
ascosporos de N. fischeri proporcionou o aumento da resisténcia térmica deste fungo em ambas as
condi¢des do meio de aquecimento (suco e concentrado), evidenciado pelo aumento do valor de D
deste fungo a temperatura de 88°C. Com estas observacdes, estes autores observaram que a
resisténcia térmica do fungo aumenta com o aumento do ratio, que € a relacdo entre °Brix e acidez
(°Brix/acidez). SLONGO et al. (2005) verificaram o mesmo perfil para a resisténcia térmica do N.
fischeri, em relacdo ao ratio, em suco de mamao e que o aumento da temperatura de producao leva
a um aumento da resisténcia térmica do fungo.

MEDIDAS ADOTADAS PARA A ELIMINACAO DE BOLORES TERMO-RESISTENTES
EM SUCOS DE FRUTAS

e BOAS PRATICAS DE FABRICACAO

Como boa parte dos fungos termo-resistentes residem no solo, podendo contaminar frutas e
posteriormente as linhas de seu processamento, as Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) tornam-se
imprescindiveis para a obtencao de produtos com qualidade assegurada (SBRT, 2007).
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As BPF sao um sistema de qualidade que assegura uma produgdo controlada com padrdes de
qualidade apropriados para o uso pretendido e requerido pelo registro. As BPF, em linhas de
processamento de sucos, consistem em: verifica¢do de critérios adequados de lavagem, por aspersao
(8 atm), para remogdo das sujidades das frutas; utilizacdo de 100 mg/L de cloro para lavagem de
frutas lisas; transporte adequado para que ndo haja risco de rompimento das frutas, facilitando com
isso a contaminacdo por fungos termo - resistentes; lavagem e sanitizacdo adequada das caixas
utilizadas para o transporte das frutas; evitar contato dos equipamentos da planta de processo com
terra ou poeira; remocao dos residuos provenientes da matéria-prima de modo a ndo terem acesso a
linha de producdo e, por fim a dgua de lavagem das frutas devera ser sempre desprezada (SBRT,
2007).

WELKE et al. (2009), em investigacdo da ocorréncia de fungos termo-resistentes em suco de
maca, constataram que a pasteurizagao empregada durante a produgao do suco ndo foi eficiente para
eliminar fungos do género Byssochlamys, implicando em possivel deterioracao do produto durante
0 armazenamento e na producdo de patulina. De acordo com os autores, a inativacdo de fungos
termo-resistentes € um processo complexo, em que € necessario aplicar processos térmicos severos
ou uso da chamada tecnologia de barreiras através da combinacdo de métodos de custo elevado.
Considerando estes fatores, é importante controlar a contaminacdo das frutas através da aplicacdo
de boas praticas agricolas, principalmente durante a colheita, transporte e armazenamento das frutas
(WELKE et al., loc. cit).

e CINETICA DE MORTE MICROBIANA

Grande parte dos microrganismos apresenta um comportamento logaritmico frente a inativacao
térmica por métodos de esterilizacdo, no qual é o processo que objetiva destruir todas as formas de
vida com capacidade de desenvolvimento durante os estidgios de conservacdo e de utilizagdao do
produto.

Desta maneira, uma linha reta é obtida quando se constréi uma curva de morte, “plotando” o
logaritmo do nimero de sobreviventes versus tempo de aquecimento a uma dada temperatura
(KING JR et al., 1979).

A cinética de inativagdo térmica de microrganismos que possuem uma taxa de morte
logaritmica é feita pela determinacdo dos parametros D e Z (graus de temperatura requeridos para
ocasionar uma variagdo de 10 vezes no valor de D) que podem ser obtidos a partir regressao dos
dados da propria curva de sobreviventes.

Conforme KOTZEKIDOU (1997), o bolor B.nivea apresentou valores D a 85°C (Dgs) de 19,8
minutos e B.fulva demonstrou resisténcia até 24,1 minutos, enquanto N. fischeri a esta mesma
temperatura apresentou resisténcia de 13 minutos. O bolor 7. flavus apresentou valores D a 91° C,
para as duas linhagens mais resistentes de que variaram de 2,9 a 11,7 minutos, sendo que a
linhagem menos resistente apresentou um valor D maximo igual a 2,2 minutos a 79° C. As
linhagens de N. fischeri apresentaram entre si, praticamente a mesma resisténcia, com valor D a
91°C, menor que 2,0 minutos. B. spp ndo se mostraram muito resistentes, apresentando valores D
superiores a 2,0 minutos somente em temperaturas abaixo de 77° C. Em produtos de morango, o D
para T. flavus a 91° C variou de 3,9 a 11,7 minutos e para N. fischeri foi menor que 2 minutos, a
mesma temperatura (ARAGAO 1989; SALOMAO, 2002).

29



. . - INSTITUTO FEDERAL DE

. . EDUCAGAO, CIENCIA E TECNOLOGIA
RIO DE JANEIRO

Perspectivas da Ciéncia e Tecnologia, v.4, n. 1/2, (2012)

Estudos mais recentes informam que B. nivea apresentou valores Dgs de 45,45 minutos,
Dgpem 4,56 minutos € Dgs em 1,21 minutos e N. fischeri com valores Dgs=30,3 minutos, Dyy=3,43
minutos e Dgs=1,06 minutos. Isto indica alta resisténcia térmica destes fungos termorresistentes em
tempos considerados invidveis para a pasteurizagdo do alimento (acima de 85 °C em mais de 10
segundos) sem causar danos nas condi¢des organolépticas dos produtos alimentares (SLONGO,
2007).
Segundo EIROA et al. (1985), o solo dos pomares de uva representam a maior fonte de
contaminag¢do para fruta, podendo carrear bolores termo-resistentes, desta maneira as boas praticas
de manufatura se tornam ponto fundamental na obtencao de uma produto de qualidade.

CONCLUSOES

Com base nos resultados sobre incidéncia e resisténcia dos fungos em produtos a base de frutas,
pode-se dizer que devido a elevada resisténcia dos esporos hd uma grande probabilidade desses
microrganismos serem encontrados no produto final, mesmo com a utilizacio de métodos
combinados, como adi¢cdo de conservantes, filtracio em terra diatomdcea e tratamento
termoquimico (envolvendo aquecimento e resfriamento, temperatura, atmosfera com objetivo de
alterar as propriedades aspecto visual e composicdo quimica).

Cabe considerar, também, a procedéncia da matéria-prima, quanto ao local de cultivo (solo,
clima, adubo) e forma de colheita (se a fruta tiver sido retirada diretamente do pé ou do chdo). Estes
aspectos influenciam, respectivamente, nas caracteristicas fisico-quimicas do produto, em termos de
pH, sdlidos totais, atividade de dgua, producdo de 4cidos organicos pela fruta, tendo, também,
implicagdes microbioldgicas por contaminagdo flingica, quando da retirada da fruta do solo.

Logo, o uso de matéria-prima de boa qualidade e a adocdo das Boas Praticas de Fabricacao, que
incluem o uso de matéria-prima de boa qualidade, a lavagem e selecdo adequada da matéria prima,
a certificac@o dos fornecedores, a sanitizacao e as condi¢des assépticas das areas de processamento,
sdo medidas de controle contra a multiplicacdo tanto para fungos termo-resistentes quanto para os
demais microrganismos comuns a planta de processamento de sucos concentrados.
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