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1 INTRODUCAO

Ha varios anos vem se observando a deterioragcdo de produtos pasteurizados e enlatados
de frutas por microrganismos resistentes ao calor. Os fungos filamentosos termorresistentes séo
importantes organismos deteriorantes e tém representado continuo problema para a indUstria de
alimentos. Seus ascOsporos e esclerdcios vegetativos sobrevivem aos tratamentos térmicos
normalmente aplicados em produtos de frutas e, subsequientemente, podem se desenvolver em
suas embalagens mesmo sob baixa tens@o de oxigénio (KOTZEKIDOU, 1997). As alteracdes
causadas nesses produtos séo verificadas pelo desenvolvimento dos fungos na parte superior das
embalagens, beneficiando-se do oxigénio residual. Ascosporos de Neosartorya fischeri,
Byssochlamys fulva, Byssochlamys nivea, Talaromyces flavus e Eupenicillium spp sdo extremamente
resistentes e frequentemente encontrados em produtos de frutas contaminados, principalmente
nos processados termicamente (RAJASHEKHARA, SURESH e ETHIRAJ, 1996; UGWUANYI e
OBETA, 1999). Esses ascésporos podem permanecer em estado de dorméncia em restos de frutas
apodrecidos e no solo (RAJASHEKHARA, SURESH e ETHIRAJ, 2000; TOURNAS e TRAXLER,
1994). As chances de contaminacdo come¢cam desde a etapa da colheita até o processamento das
frutas, quando ocorre a ativagao dos ascosporos dormentes pelo tratamento térmico. Os produtos
de frutas deteriorados por fungos apresentam substancial alteragéo devido a producao de enzimas
pectinoliticas que “quebram” a estrutura dos tecidos das frutas (UGWUANYI e OBETA, 1999) Os
referidos fungos também s&@o conhecidos pela producdo de vérias micotoxinas durante seu
desenvolvimento nos produtos de frutas, o que representa grave problema de saude publica (KING
JUNIOR e WHITEHAND, 1990; PIECKOVA e JESENSKA, 1997).

Aresisténcia ao calor de fungos termorresistentes varia de cepa para cepa e com a natureza
do meio de aquecimento (pH, °Brix, tipo de meio e outros). Assim, a compara¢do da resisténcia
térmica desses fungos é de fundamental importancia uma vez que pode contribuir para a variagdo
dos parametros de esteriliza¢do durante a industrializacdo de suco de abacaxi.

Esta pesquisa teve por objetivo estudar a resisténcia térmica dos fungos termorresistentes
B.nivea e N.fischeri em suco de abacaxi.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 PREPARAGCAO DOS ASCOSPOROS

Obteve-se a suspensao de ascosporos apos inoculagdo de vinte garrafas de Roux, contendo
Agar Extrato de Malte (MEA, pH 5,4), incubadas a 30°C por 30 dias. Transcorrido esse periodo, a
superficie do meio foi “raspada” com o auxilio de pérolas de vidro e bagueta de vidro estéreis. A
massa obtida foi filtrada em gaze estéril e submetida a duas centrifugacdes, ambas a 4000 rpm
durante 30 minutos a 5°C. A suspensao final foi obtida pela ressuspensédo dos ascdsporos em agua
estéril suficiente para atingir concentracdo proxima de 107 ascésporos/mL. A estocagem até o
momento de sua utilizacdo ocorreu sob refrigeracdo em frasco contendo pérolas de vidro.

2.2 RESISTENCIA TERMICA

Os ensaios de resisténcia térmica para os dois fungos termorresistentes foram realizados
utilizando-se suco de abacaxi (pH 3,4 e 12°Brix) como meio de aquecimento nas temperaturas de
85, 90 e 92°C. Para o choque térmico, 0,2 mL da suspensao de ascdsporos foram adicionados a
1,8 mL de suco de abacaxi em Tubos de Destruigdo Térmica (TDT) selados com macarico (oxigénio/
gas liquefeito de petréleo). Apos ajuste da temperatura do banho termostatico, os tubos foram
submersos em agua nas temperaturas do tratamento térmico. Transcorrido cada tempo de
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aquecimento, mais o atraso térmico (tempo necessdario para o meio de aquecimento atingir a
temperatura desejada), os tubos eram removidos e resfriados imediatamente em banho de gelo. A
amostra referente ao tempo zero para todas as temperaturas foi submetida apenas ao tratamento
otimo de ativacao (85°C/10 minutos), previamente definido. Apos resfriamento, foram realizadas as
diluicdes decimais seriadas e a semeadura em placas estéreis descartaveis de 1,0 mL em meio
MEA contendo 50 mg/L de rosa de bengala. A incubacdo ocorreu a 30°C e as contagens foram
realizadas a partir do terceiro dia (SALOMAO, SLONGO e ARAGAO, 2006).

2.3 CALCULO DA TAXA DE MORTE TERMICA DOS ASCOSPOROS

Como as curvas de sobreviventes de fungos termorresistentes normalmente nao sao
logaritmicas, o método de linearizacdo das curvas de sobreviventes (ALDERTON e SNELL,
1970) foi aplicado para possibilitar o calculo dos parametros cinéticos equivalentes a D (1/k) e
Z (Z*). Na equacgéo proposta por esse método, (log No — log N)2 = kt + C, No e N representam
o numero inicial e final de ascosporos/mL, respectivamente. O tempo de aquecimento (minutos)
em dada temperatura é representado por “t”, a constante de taxa de morte (coeficiente angular
da curva linearizada, expressa em minutos) por “k” e o intercepto da curva linearizada por “C”".
O expoente de linearizacdo “a” pode ser obtido pelo inverso da inclinacao do grafico: log (log
No — log N) versus log t. Esse valor, calculado na menor temperatura de tratamento térmico,
pode ser aplicado na linearizacdo das curvas obtidas de tratamentos mais severos. Assim, se
a taxa de morte seguir a equacédo linearizada e n&do houver erros experimentais (valor de C
igual a zero), o valor de 1/k deriva da equacgao 1/k =t/ (log No — log N)2, similar a equacéo da
curva logaritmica D =t / (log No —log N) quando “a” é igual a 1. Por analogia entre as duas
Ultimas equacdes, o parametro “1/k” equivale a “D”. O parametro equivalente a “Z" é Z*, que
pode ser obtido pelo negativo do inverso do coeficiente angular da curva (— log k) versus
temperatura (°C).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 sdo apresentadas as curvas de sobreviventes dos ascésporos de B.nivea e de
N.fischeri, respectivamente, construidas pelas contagens de colénias que sobreviveram aos choques
térmicos. Para as curvas construidas na menor temperatura (85°C) verificou-se a presenga de
“ombro” no inicio, seguido de taxa de morte acelerada (parte logaritmica da curva). N&o se tratando
de curva linear seria inapropriado calcular os tradicionais valores “D” e “Z”", portanto optou-se pelo
método de linearizacao para a obtencao de parametros cinéticos equivalentes. Ja com o aumento
da temperatura (90 e 92°C), as curvas tornam-se praticamente lineares. KING JUNIOR e
WHITEHAND (1990) também observaram esse fendbmeno e constataram que altas temperaturas
mascaram a nado-linearidade das curvas, sendo necessarias temperaturas mais baixas para
evidenciar o fendbmeno.

A curva de sobreviventes de B.nivea na temperatura de 85°C (Figura 1) propicia a
visualizacdo clara do “ombro”, causado pela dorméncia dos ascosporos. Notou-se ainda pelos
resultados graficos, a grande extensao dos tratamentos a 85°C para ascOsporos de B.nivea em
comparacao com ascosporos de N.fischeri nas mesmas condigdes.

Para possibilitar o calculo dos parédmetros cinéticos equivalentes a D e Z aplicou-se o método
de linearizacéo de curvas de sobreviventes de acordo com ALDERTON e SNELL (1970), considerado
adequado para o céalculo desses parametros por KING JUNIOR e WHITEHAND (1990),
KOTZEKIDOU (1997), BAGLIONI (1998), RAJASHEKHARA, SURESH e ETHIRAJ (1996),
RAJASHEKHARA, SURESH e ETHIRAJ (2000), SALOMAO et al. (2004), SLONGO, MIORELLI e
ARAGAO (2005) e por SALOMAO, SLONGO e ARAGAO (2007).
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FIGURA 1 - CURVAS DE SOBREVIVENTES PARA ASCOSPOROS DE B.nivea (A) E DE
N.fischeri (B) EM SUCO DE ABACAXI (pH 3,5; 12°BRIX) NAS DIFERENTES
TEMPERATURAS DE TRATAMENTO TERMICO
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Os valores do expoente “a” (0,713 e 0,6125), calculados a 85°C para os dois fungos em suco

de abacaxi, foram obtidos pelas curvas representadas na Figura 2 para B.nivea e N.fischeri.

FIGURA 2 - CURVAS PARA DETERMINACAO DO PARAMETRO “A” NA TEMPERATURA
DE 85°C PARA (-®-) B.nivea E (-O-) N.fischeri EM SUCO DE ABACAXI
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A Figura 3 apresenta os graficos das curvas de sobreviventes linearizadas para os

ascosporos de B.nivea e de N.fischeri, respectivamente, em suco de abacaxi.

Os parametros da taxa de morte térmica (k e intercepto C), seus coeficientes de correlacao

(r?) e os valores de resisténcia térmica (1/k) para ascésporos de B.nivea e de N. fischeri foram
calculados a partir das equacdes das curvas linearizadas e estdo apresentados na Tabela 1.

FIGURA 3 - CURVAS DE LINEARIZACAO DA INATIVAGAO TERMICA DE ASCOSPOROS DE
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TABELA 1 - PARAMETROS DA TAXA DE MORTE TERMICA (k E INTERCEPTO C) E OS
VALORES DE RESISTENCIA TERMICA (1/k) PARA ASCOSPOROS DE B.nivea E DE
N. fischeri EM SUCO DE ABACAXI (pH 3,5 E 12°BRIX)

Temperatura 85°C
Ascosporos C k {min ") rZ, 11K (min)
B. nivea -0,1601 0,022 0,8297 45,45
N.fischeri 00402 0,033 0.9756 30,3
Temperatura 90°C
Ascésporos C k {(min ) rl, 11k {min)
B.nivea -0,0219 0,2192 0,9967 4 56
N.fischeri -0,1688 0,2913 0,9862 3,43
Temperatura 92°C
Ascésporos C Kk {min -1 rZ, 11K (min)
B.nivea -0,0626 08262 00,9842 1,21
N.fischeri -0,2817 00,9438 0,9671 1,06

r?,= Coeficiente de correlagéo das curvas (log No —log N)? versus tempo para a determinacéo de k e C.

O maior valor encontrado para 1/k foi de 45,45 minutos para temperatura de 85°C para ascOsporos
de B.nivea. Para ascosporos de N.fischeri na mesma temperatura, o valor de 1/k decresceu para 30,3
minutos, evidenciando sua menor resisténcia térmica em comparagdo com 0s ascosporos de B.nivea.

Os menores valores de 1/k foram encontrados na temperatura de 92°C. Nesse caso,
independente dos ascésporos, os tempos requeridos para uma reducdo logaritmica (1/k) sao
semelhantes, indicando pouca resisténcia térmica sob altas temperaturas de aquecimento.

Observando as curvas de sobreviventes e os valores de 1/k pode-se verificar que é
necessario maior tempo para obtencédo de reducéo logaritmica da populacdo de ascosporos de
B.nivea em comparacdo com a dos ascosporos de N.fischeri.

Na Figura 4 sdo apresentadas as retas de (— log k) versus temperatura (°C) para os
ascosporos de B.nivea e de N.fischeri. Os valores equivalentes a “Z”, chamados de Z*, s&o
apresentados na Tabela 2.

FIGURA 4 - DETERMINACAO DE Z* PARA B.nivea (-e-) E PARA N.fischeri (-o-) - (CURVA
TDT/FANTASMA - EQUIVALENTE)
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TABELA 2 - VALORES DE Z* PARA OS DIFERENTES ASCOSPOROS E SEUS
COEFICIENTES DE CORRELAGAO (R? EM SUCO DE ABACAXI

N

Ascbdsporos Z* (°C) re,
B .nivea 4,50 0,9982
N .fischeri 5,08 0,9835

r2, = coeficiente de correlacéo para as curvas (— log k) versus temperatura para a determinacéo de Z*.

Os valores de Z* obtidos para os diferentes ascésporos foram de 4,50 para B.nivea e de
5,08 para ascosporos de N.fischeri.

4 CONCLUSAO

Foi observado que os ascosporos de B.nivea em comparagéo com ascosporos de N.fischeri
necessitaram de maior tempo de inativacdo em temperaturas menores que 90°C. Pode-se concluir
qgue devido a grande resisténcia térmica dos ascosporos de N. fischeri, a resisténcia térmica de
B.nivea é superior em sucos de abacaxi.

ABSTRACT

THERMAL RESISTANCE EVALUATION OF Byssochlamys nivea AND Beosartorya fischeri
IN PINEAPPLE JUICE

Thermal resistance of ascospores of the thermal resistant molds B.nivea and N.fischeri has been studied
using pineapple juice (pH 3.5 and 12°Brix) as heating medium. Heat resistance was determined in Thermal
Destruction Time (TDT) at temperatures of 85, 90 and 92°C. The higher 1/k value obtained was of 45 minutes
for B.nivea ascospores at 85°C. Under the same conditions, the 1/k value for N.fischeri was 30 minutes.
Therefore, it could be seen that B.nivea ascospores presented higher thermal resistance in comparison with
N.fischeri ascospores, in pineapple juice.

KEY-WORDS: Byssochlamys nivea; Neosartorya fischeri; ASCOSPORES; PINEAPPLE JUICE.
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