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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade esporicida
do peroxido de hidrogénio sobre bolores isolados de laminado para a

confecgdo de embalagens destinadas ao envase asséptico de polpa de tomate.

A contaminagdo da superficie interna do laminado (polietileno /
cartdo/ polietileno/ Aluminio/ polietileno) foi estabelecida mediante método
de contato de superficie com esponja (3M) ; 1 % x 3” x 5/8” e 4dgua peptonada
0,1% (p/v) como diluente. Foi amostrada no laminado em movimento uma
area correspondente a 60 embalagens (24 amostras) e 102 embalagens (44

amostras) produzidas em 1 minuto em duas industrias A e B, respectivamente.

Somente duas amostras entre as 24 da indistria A e uma amostra
entre as 44 coletadas da industria B mostraram contaminag¢do com bolores. As
contagens medias de bolores termorresistentes foram menores que
1UFC/100cm” de superficie interna da embalagem, no entanto nas 3 amostras
contaminadas foram isolados e identificados 7 bolores sendo seis ndo
termorresistentes € apenas um termorresistente (7alaromyces. flavus), no
entanto o Paecilomyces variotii foi considerado o mais resistente aos testes
iniciais com peréxido a 5,10,20,35 e 40% (p/p) em temperatura ambiente e 10

segundos de contato dentre todos os isolados.

Os ensaios de resisténcia termoquimica foram realizados com
suspensdes de 1 € 4 meses de esporos de Paecilomyces variotii € ascosporos
de Neosartorya fischeri (controle). Tratamentos combinados com perédxido de

hidrogénio (35,40 e 45%; p/p) e temperaturas (40,60 e 70°C) nos tempos de
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contato de 2,4,6,8 ¢ 10 segundos, foram aplicados aos esporos e a contagem

foi realizada apo6s neutralizagdo com catalase (Sigma).

O bolor N fischeri conhecido como termorresistente também foi o
mais resistente ao tratamento com H,0O,, mas ndo foi isolado do laminado.
Para o N.fischeri a concentragdo de H,O, foi altamente significativa e para
P.variotii as interagdes idade x temperatura, idade x concentragdo de H,O, e
concentragdo de H,O, x temperatura foram significativas (95%) mas os efeitos

isolados das varidveis ndo foram significativos.

Para os bolores N.fischeri e P.variotii, na temperatura de 40°C e
nas concentragdes de 35 ¢ 40% (p/p) de peroxido de hidrogénio, foi possivel
observar a diferenga de comportamento entre as idades, mas em temperaturas
maiores (60 e 70°C) e na concentragdo de H,O, de 45%(p/p) o efeito do H,0,
e temperatura foi drastico impedindo a detecgdo de diferenca de

comportamento entre as idades.

Considerando a incidéncia de bolores detectada, conclui-se que
um tratamento de 6 segundos, 35%(p/p) de H,O, e 70°C eliminou os bolores
comuns ¢ as formas esporuladas menos resistentes dos bolores
termorresistentes sendo adequada para contaminagdes de até 1 esporo/100cm?.
Para o caso de populagdes maiores ou a incidéncia de bolores altamente
resistentes, um tratamento com 40%(p/p) de perdoxido de hidrogénio, na
temperatura de 70°C e com 10 segundos de contato ira assegurar uma baixa

probabilidade dos sobreviventes (107).
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the sporicidal activity of
hydrogen peroxide against molds isolated from packaging laminate designed
for aseptic packaging of tomato pulp.

Contamination from the inside surface of the packaging laminate
was acessed by surface contact method (Sveum et al.1992) with 1 4” x 3”
x 5/8” sponge (3M) and peptone 0,1 % (w/v) water used as diluent. Sampled
area of the moving laminate corresponded to 60 packages (24 samples) and

102 packages ( 44 samples) produced in 1 minute at industry A and B.

Only two out of 24 samples from industry A and one sample out
of 44 collected from industry B showed mold contamination. Mean mold
count were < 1 UFC/ 100 cm® of internal laminate surface. Nevertheless from
3 contaminated samples, seven molds were isolated and identified. Six
isolated molds were not heat resistant and only one, 7. flavus, was heat
resistant. Among the isolates . variotii was the most resistant to hydrogen
peroxide when challenged to 5,10,20,30 and 40% (w/w) applied at ambient

temperature during 10 seconds contact time.

For the combined resistance, heat - peroxide, spores suspensions
of 1 and 4 months of P. variotii and ascospores de N. fischeri (control) were
tested individually. Combined treatment with hydrogen peroxide (35,40,45 %
,w/w) and temperature (40,60 and 70°C) at contact time 2.4,6.8 and 10

seconds were applied and survivors count were performed after hydrogen
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peroxide neutralization with catalase (Sigma)

The mould N. fischeri known as heat resistant, was the most
resistant when challenged with hydrogen peroxide but it wasn’t isolated from
the packaging laminate. To N.fischeri the hydrogen peroxide concentration
was higly significative (95%) and to P.variotii also all the interactions were
significative: age x H,0, concentration, age x temperature and H,O, x

temperature but not each variable alone.

To N. fischeri and P.variotii at 40°C and 35 and 40%(w/w) of
hydrogen peroxide it was possible to observe the difference of behavior
between ages but at higher temperatures(60 and 70°C) and 45% of hydrogen
peroxide the effect of the interaction hydrogen peroxide and temperature was

so big that was not possible to detect difference of behavior between ages.

In this work considering the incidence of moulds detected, we can
conclude that a treatment of 6 seconds contact time, 35% (w/w) of hydrogen
peroxide and 70°C can eliminate the common moulds and less resistant forms
of mould been adequated for contamination less than 1 spore/100cm?. For
higher populations or the incidence of more resistants mould spores a
treatment with 10 seconds contact time will give a low probability of survivors
(10™).
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1- INTRODUCAO

Nos 1ltimos anos, ocorreu uma intensa utilizagdo de embalagens
assépticas, principalmente para leite € derivados, e também para outros tipos
de produtos. Para derivados de tomate foram vendidas no ano de 1995 um
total de 290 milhdes de unidades, com um aumento para 400 milhdes de
unidades no ano de 2000. As razdes para o desenvolvimento do sistema
cartonado tipo Tetra Pak sdo muitas, principalmente o fornecimento de
alimentos com maior tempo de conservagdo e melhor qualidade. O fator
tempo de conservagdo em temperatura ambiente, principalmente nos produtos

longa vida, traz ao consumidor de paises tropicais uma vantagem adicional.

Muitos dos problemas com relagdo ao sistema cartonado tipo
Tetra Pak ja foram resolvidos, porém, existem muitos pardmetros que

necessitam ainda serem estudados.

No sistema que utiliza laminados a esterilizagao da embalagem,
principalmente da parte que entrara em contato com o alimento, € realizada
utilizando-se o peréxido de hidrogénio (H,O,), que é o agente esterilizante
mais utilizado comercialmente. Geralmente, na indlstria esse agente €
utilizado na concentragdo de 35% (p/p), juntamente com um umectante. O
peroxido de hidrogénio possui agdo oxidante sobre a parede celular de
microrganismos levando-os a morte. O Food and Drug Administration (FDA)
estabelece um limite para residuos de peréxido em embalagens nos Estados
Unidos, que €é de 0,5 ug/ml, porém, no Brasil a legislagdo ndo estabelece

limites para o residual do perdxido de hidrogénio em embalagens.

A concentragao de peroxido de hidrogénio utilizada para a

1



desinfec¢do de embalagens é muito importante assim como a temperatura,
pois esse procedimento deve ser eficiente para a eliminagdo de esporos de

bactérias e fungos termorresistentes.

Grande parte das pesquisas desenvolvidas sobre a agdo de
peroxido de hidrogénio nos microrganismos referem-se a seu efeito nos
esporos de bacilos, principalmente Bacillus subtilis (Toledo, 1973). Poucos
trabalhos relatam a agdo do peroxido de hidrogénio em fungos e menos ainda

em bolores termorresistentes.

Os esporos de fungos termorresistentes podem estar presentes no
material utilizado para a confecgdo de embalagens, por exemplo no papeldo, e
através de microfuros no laminado plastico entrar em contato com o produto e
causar a deterioragdo do mesmo, além da produgdo de micotoxinas, que
poderia ocorrer para algumas espécies de fungos acarretando riscos a saude

publica.

Os fungos termorresistentes mais estudados pertencem ao género
Neosartorya, Byssochlamys e Talaromyces e estes sdo causadores

freqiientemente de deterioragdo em produtos industrializados com frutas .

A caracteristica dos fungos termorresistentes é a formacgao de
ascosporos (esporos formados sexualmente no interior de estruturas chamadas
ascos) que sao muito resistentes, sendo que a forma e ornamentagdo desses
esporos podem variar com o tipo, as espécies e linhagens de microrganismos.
Os fungos termorresistentes além da resisténcia as altas temperaturas, podem

ser resistentes as altas concentragdes de peroxido de hidrogénio, irradiagao,
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além de outros agentes como baixos valores de potencial hidrogeni6nico (pH),

baixas concentragdes de oxigénio e atividades de 4gua (ay,).

Alguns fatores podem aumentar a termorresisténcia como a idade
do esporo, presenga de solutos no meio, 4cidos graxos e acidos organicos de
cadeia curta. Segundo dados da literatura, os esporos mais velhos seriam mais
resistentes a temperatura e esse parametro devera ser investigado nesse

trabalho.

Além dos bolores termorresistentes, existem outros que possuem
uma alta resisténcia ao peréxido de hidrogénio, como por exemplo o Mucor
spinescens, porém, com baixa resisténcia térmica, sendo que a ocorréncia
destes e de outros fungos com as mesmas caracteristicas ser4 investigada com

relagdo a presenga no laminado.

A ocorréncia de bolores termorresistentes em polpa de tomate
envasada assepticamente, na matéria prima e na dgua de lavagem dos tomates,
constatada por Baglioni (1998) fez surgir a necessidade de um estudo da
contaminagdo das embalagens por estes microrganismos. O aparecimento de
destes fungos em produtos derivados de tomate pode acarretar varios
problemas, como a produgdo de micotoxinas, elevagio do pH com
possibilidade do desenvolvimento de bactérias, presenga de micélio,

escurecimento do produto e perda de viscosidade da polpa.

O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade esporicida
do perdxido de hidrogénio sobre bolores isolados de laminado utilizado para a

confecgdo de embalagens tipo Tetra Brik ©,
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2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Nivel de contaminacio de embalagens assépticas

O processo asséptico ¢ uma técnica bem aceita para a preservagdo
de alimentos fluidos. A alta temperatura e o curto tempo de exposi¢do ao
calor, que ¢ utilizado para estabilizar o produto, permite a maxima retengdo

dos nutrientes € melhor qualidade dos alimentos (Toledo, 1975).

A esterilidade comercial da superficie da embalagem em contato
com o alimento ¢ um pré-requisito para a tecnologia do acondicionamento
asséptico. O grau de esterilizagdo obtido no material ¢ proporcional ao nivel
de contaminagdo, eficiéncia do tratamento e¢ a area da embalagem. A
contaminagdo do material de embalagem, exceto algumas excegdes, ocorre
através do ar e em menor grau por contato com equipamentos de embalagem e
seres humanos. A interagdo entre esses microrganismos e o material de
embalagem ¢ fraca, devido principalmente a4 for¢a de gravidade ou
eletrostaticas, o que possibilita uma facil remogdo dos mesmos (Virnamo,
1982).

Entretanto, os esporos bacterianos estdo usualmente presentes em
pequena quantidade em materiais de embalagem usados em sistemas
assépticos (Smith & Brown, 1980). A média da contagem total de
microrganismos obtida por um método de swab (ndo especificado pelos
autores) na superficie de polietileno, que entra em contato com o alimento, no
material de embalagem cartonada foi de 2-5 microrganismos/100cm®.Os

grupos de microrganismos freqiientemente presentes foram aproximadamente
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10% leveduras, 20% bolores, € os 70% restantes sdo bactérias. Esta flora
indica uma infecgéo pelo ar que corresponde diretamente a0 modo como o
material de embalagem foi produzido, estocado e utilizado. Esta contaminag&o
depende das condigdes microbioldgicas (higiénicas) da 4rea na qual a maquina
de envase asséptico estd instalada. Estas condigdes sio levadas em
consideragdo para se determinar o niimero e, o mais importante, os tipos de
microrganismos encontrados (Varnamo, 1982 e von Bockelmann & von
Bockelmann,1986).

2.2. Peroxido de Hidrogénio

O peroxido de hidrogénio (peso molecular =34,01) é um forte
agente oxidante capaz de inativar uma grande variedade de microrganismos na
forma vegetativa e esporos bacterianos. Na sua forma pura, livre de agua, o
perdoxido de hidrogénio € um liquido incolor € viscoso, semelhante a 4gua em
muitas das suas propriedades. O peroxido de hidrogénio é obtido por hidrélise
dos perdxidos, especialmente do acido persulfiirico (S; Og H, ) ou de seus sais
(Rose,1983).

Durante a respirag@o aerdbica, na transferéncia de elétrons para o
oxigénio, que € o aceptor final de elétrons, e na redugdo do oxigénio com
formagdo de &4gua, podem ser produzidas espécies de oxigénio com
propriedades reativas, tanto no sistema microbiano como no homem. As
espécies de oxigénio reativas sdo o anion superdxido (O,"), radicais hidroxilas
(OH) e peroxido de hidrogénio (H,O,) que podem interagir com outros
constituintes celulares, tais como DNA, RNA, lipidios e proteinas, alterando

estas moléculas. As espécies reativas de oxigénio podem surgir pela
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exposi¢do a certas condigdes ambientais como as radiagdes ionizantes (raio

X), radiagdo UV, e pela oxidagdo - redugdo de certas drogas (Ahern, 1991).

O agente esterilizante peréxido de hidrogénio ndo € propriamente
reativo, porém, é convertido em radicais, tais como o radical hidroxil (OH)), e
sdo esses radicais que oxidam os componentes do esporo. O perdxido de
hidrogénio, em solugdo aquosa, nio modifica de modo oxidativo os éacidos
nucléicos, lipidios ou proteinas na auséncia de catalisadores, pois estes sdo 0s
que proporcionam a formagdo dos radicais. Presumivelmente, a necessidade
da formagdo de radicais é a base principal da grande dependéncia da

temperatura para a morte de esporos ( Shin et al., 1994).

O peroxido de hidrogénio é conhecido ha muito tempo por ser um
excelente agente esporicida e bactericida. Seu emprego € uma alternativa para
inativar conidios fangicos (Buchen & Marth, 1977), sendo utilizado
extensivamente para a esterilizagdo e desinfecgéo, especialmente em processos
assépticos e materiais de embalagem (Shin et al, 1994). O perdéxido de
hidrogénio tem agao oxidante na parede celular dos microrganismos levando-
os a morte (Oliveira, 1988). Segundo Toledo et al. (1973), o peroxido de
hidrogénio é o agente esterilizante mais utilizado por ndo deixar “off-flavor”
no produto e sim apenas pequenos residuos no material de embalagem, que
podem ser tolerados sem efeitos adversos. O ar quente utilizado ap6s o banho
de peroxido no material para a produgdo de embalagens, e para dissipar o

peroxido de hidrogénio restante (Stevenson & Shafer, 1983).

Os regulamentos do FDA nos Estados Unidos limitam o residual

maximo de peréxido de hidrogénio como sendo de 0,5 ug/ml, determinado em
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agua destilada, analisado imediatamente apds o processo de embalagem e nas
condigdes de produgdo. Esse residual ¢ critico ¢ deve ser muito bem
monitorado principalmente no caso de alimentos com baixa acidez, como
sucos contendo vitamina C, pois o acido ascorbico é o componente mais
sensivel ao residual de perdxido (Toledo,1988), além de outras vitaminas
presentes nos alimentos que podem ser oxidadas pelo peroxido (Toledo,
1975).

Segundo Lick (1971) a catalase ¢ uma enzima presente em quase
todas as células animais e de plantas e ¢ utilizada para cessar a reagdo do
peroxido de hidrogénio (Bauldry, 1983); Bayliss & Waites (1982); Toledo et
al.(1973); Toledo (1988); McNeillie & Bieser (1993); Tsuchida & Tsuchido
(1997). Existem muitos tipos de catalase, porém, Setlow & Setlow (1993) e
Buchen & Marth (1977) utilizaram a catalase proveniente de figado bovino
para destruir o peréxido de hidrogénio residual, esta enzima catalisa a seguinte
reacao:

catalase
2H,0, —» 2H,0+0,

A utilizagdo do peroxido de hidrogénio aquoso como um
esterilizante quimico ja é conhecida por mais de um século, bem como suas
propriedades germicidas (Bayliss & Waites, 1982; Toledo, 1975; Stannard et
al., 1983; Baldry, 1983 e Stevenson & Shafer, 1983). O peréxido de
hidrogénio pode ser aplicado através de um banho quando se trabalha com
material em bobina, ou por “spray” em embalagens pré-formadas (Oliveira &
Padula, 1988).

O tempo correto de exposigdo ao peroxido ¢ um fator muito
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importante para uma boa esterilizagdo. Segundo Toledo (1988), embora o
tempo de exposicdo seja facilmente estabelecido em laboratorio, quando
geralmente os esporos sdo adicionados diretamente na solugdo de perdxido,
esses dados sdo de dificil extrapolagido para a pratica comercial , ja que €
dificil monitorar diretamente a presenga e concentracdo de peroxido de
hidrogénio na superficie do material de embalagem apds a saida do tanque de

contato com o agente esterilizante.

A destruigao dos esporos pelo perdxido de hidrogénio € maior em
pH acido do que em neutro ou alcalino e altamente dependente da
temperatura. Esse agente quimico € um esporicida muito fraco em temperatura
ambiente, mas € muito potente em temperaturas mais altas (Shin et al., 1994),
porém, Buchen & Marth (1977) encontraram que, em temperaturas mais
baixas, o peroxido foi mais efetivo em reduzir a contagem de esporos do que o
calor sozinho, sendo que na auséncia de peroxido leva-se horas e dias para
obter 90% de destruigdo de esporos de Aspergillus flavus a 45°C, porém , na
presencga de 6% de H,O, foi obtida uma redugao de 99,9 % em 20 minutos a

40°C para esporos de A4 . flavus NRRL 3353.

Smilanick et al. (1995) investigaram a utilizagdo de solugdo de
peroxido de hidrogénio nas concentragées de 5, 10 e 15 % (p/p) na
temperatura de 25°C para o combate da “doenga do fungo verde”, que ocorre
em citrus e é tipica do periodo de pdés colheita e causada pelo fungo
Penicillium digitatum. Os autores encontraram que, nas condigdes de estudo, o
peroxido ndo foi eficiente contra esse fungo e dependendo do tempo de

exposi¢ao os frutos foram danificados com o tratamento.



Segundo Stevenson & Shafer (1983), as solugdes de peroxido de
hidrogénio em baixas concentragdes sdo bactericidas, mas ndo altamente
esporicidas. A eficiéncia esporicida aumenta com o aumento da concentragao.
Para obter uma atividade esporicida rapida sio utilizadas concentragdes
relativamente altas (35%), em alguns sistemas assépticos para a esterilizagdo
do material de embalagem. Toledo (1988) ressalta que normalmente os
sistemas comerciais trabalham na esterilizagio de embalagens com a
concentragdo de 35% (peso/peso) de peroxido de hidrogénio, sendo que a
ocorréncia de uma operagdo impropria do sistema pode gerar niveis de
residuos que excedem a tolerdncia permitida, sendo que, dentre os

componentes do alimento, o acido ascorbico é o mais sensivel ao peréxido de
hidrogénio residual.

Shin et al. (1994) observaram que a morte causada pelo peroxido
de hidrogénio (1% (p/p) de H,0, a 50°C) parece similar a morte causada pelo
calor, na qual os esporos mortos permanecem intactos e totalmente refrateis,
porém, em concentragdes mais altas de peréxido como 15% (p/p) a 60°C
foram observadas rupturas das membranas mais externas da capa do esporo de
B. megaterium. Entretanto, a morte pelo peréxido de hidrogénio € diferente da
morte pela pressdo, que inicialmente induz a germinagdo € entdo mata as

formas resultantes.

Ito et al. (1973) trabalharam com Clostridium botulium e
observaram que, quando ha um aumento da temperatura (55°C) e
concentragdo de perdxido de hidrogénio (20%), ha um aumento do efeito
esporicida deste agente. Segundo estes autores, o Cl botulinum 169B

apresentou uma resisténcia ao peroxido de hidrogénio 35% nas temperaturas
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de 71,1°C e 87.8°C de 5 e 3 segundos, respectivamente € o B. subtilis

(globigii) apresentou resisténcia de 16 segundos na temperatura de 87,8°C.

Bauldry (1983) comparou a atividade esporicida e bactericida do
acido peracético e do peroxido de hidrogénio, em células vegetativas e esporos
de leveduras e bactérias. O autor encontrou que o peroxido de hidrogénio €
mais efetivo como esporicida do que como bactericida e o acido peracético é
um excelente bactericida, fungicida e esporicida. Alasri et al. (1993)
observaram que o 4acido peracético apresentava maior atividade sobre os
esporos do que o perdxido de hidrogénio na desinfecgdo de membranas de
ultrafiltragdo, agindo principalmente sobre esporos de Bacillus subtilis , sendo
que a combinagdo de 21 ppm de acido peracético com 2813 ppm de peroxido
de hidrogénio permitiu uma total desinfec¢do dessas membranas, em 2-3 horas
de contato. O acido peracético esta sendo bem utilizado em outros sistemas
assépticos ndo laminados, principalmente sua mistura com peroxido de

hidrogénio ou outros produtos .

O peroxido de hidrogénio possui muitas utilidades além de agente
esterilizante. Segundo McNeillie & Bieser (1993) ele pode ser utilizado para a
obtengdo de farinhas de baixa caloria, a partir de cascas de arroz, talos de
milho e palha de trigo. Nesse processo, as fibras sdo colocadas em contato
com peroxido de hidrogénio 10 % na faixa de pH de 9 a 12, para que ocorra a

quebra das ligninas, obtendo-se uma farinha de baixa caloria e boa qualidade.

2.2.1. Resisténcia ao peroxido de hidrogénio
a. Esporos Bacterianos
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Toledo et al. (1973) variaram a concentragdo de perdxido de
hidrogénio de 10 a 41 % (peso/volume) frente a alguns esporos de organismos
deterioradores de alimentos, em temperaturas na faixa de 24 a 76°C. Os
autores observaram que os esporos de Bacillus subtilis var. globigii foram os
mais resistentes de todos testados, o que também foi relatado por Smith &
Brown (1980). Estes observaram que em concentragdes mais altas ( 41 %) e
na temperatura de 24°C houve uma diminui¢do do valor “D”. Observaram
ainda que os esporos apresentaram uma morte mais rapida em temperaturas
mais altas (76°C) na concentragdo de 25,8% de perdxido de hidrogénio. Os
esporos submetidos a choque térmico de 80°C por 20 minutos, antes da
exposi¢do ao peroxido de hidrogénio, tiveram uma diminui¢io na sua
resisténcia. Os autores encontraram ainda que os esporos umidos eram mais

resistentes ao peroxido de hidrogénio do que os esporos secos.

Klapes & Vesley (1990) utilizaram o peréxido de hidrogénio na
forma de vapor e analisaram sua atuagdo, com relagdo a eliminagio de esporos
de Bacillus subtilis subesp. globigii e Bacillus stearothermophilus na
desinfecgdo do interior de uma centrifuga. Os autores encontraram que o
peroxido nessa forma possui uma capacidade esporicida significativa, porém,
alguns estudos precisam ser realizados para a utilizagdo do peréxido na forma
de vapor como esterilizante, principalmente devido a falta de informag6es
sobre 0 mecanismo de morte e os fatores que o influenciam. Os esporos de B.
stearothermophilus foram os mais resistentes a esse tratamento. A utilizagdo
dessa tecnologia possui muitas aplicagdes em produtos farmacéuticos,
equipamentos na industria, materiais de embalagem e fermentadores e ainda
possul uma vantagem que ¢ a penetragdo em lugares inacessiveis para o

peréxido liquido. O vapor de peréxido de hidrogénio € um substituto dos
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esterilizantes gasosos como o 6xido de etileno e formaldeido que sdo toxicos e

carcinogénicos.

Setlow & Setlow (1993) estudaram esporos de Bacillus subtilis e
a presenga de um tipo de proteina (SASP), pequena, acido-solivel, do tipo
o/, que estaria ligada ao DNA conferindo resisténcia, evitando a quebra do
mesmo pelo peréxido de hidrogénio. Foram estudados trés tipos de esporos: os
que possuiam a proteina SASP; os que ndo possuiam (a8’ € tipos selvagem
(wt). Os esporos que ndo possuiam a proteina ligada ao DNA (o) e que
sobreviveram ao tratamento com o perdxido de hidrogénio desenvolveram um
namero significativo de mutagdes, sendo que essas, segundo os autores,
podem significar que as proteinas SASP do tipo o/ protegem diretamente o
DNA do esporo contra os efeitos do peroxido de hidrogénio e inferem ainda

sobre a prote¢do dessa proteina contra outros agentes que danificam a célula.

Popham et al. (1995) encontraram, porém, que as proteinas SASP
tipo o/P, ligadas ao DNA do esporo, conferiam prote¢do com relagdo a
radiag@o ultra-violeta e ao calor seco. Segundo os autores, a resisténcia de
esporos de Bacillus subtilis com relagdo ao peréxido de hidrogénio e calor
umido estaria ligada ao conteudo de dgua presente no nicleo do esporo, pois,
quando houve aumento do conteudo de agua no micleo houve diminui¢do de

resisténcia dos esporos, com relagido ao peréxido e calor umido.

b. Espores de bolores

Vicini et al. (1983) isolaram a partir de suco de pera ¢ tomate

alterados em embalagens Tetrabrik® o bolor Mucor spinescens, que produzia
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esporos com baixa termorresisténcia, com um Dgo = 0,5 - 0,7 minutos, porém,
com resisténcia elevada ao peréxido de hidrogénio sendo que na concentragéo
de 30 % e com 1 minuto de contato foram obtidas 0,5 a 1,5 redugdes decimais

e mais de 4 para Aspergillus ochraceus e Penicillium expansum também

presentes nos sucos.

Spotti & Casolari (1987) encontraram que o bolor Mucor
spinescens (isolado de suco de laranja deteriorado) era mais resistente ao
peroxido de hidrogénio e possuia a maior quantidade de catalase no interior do
esporo do que os bolores Aspergillus ochraceus e Penicillium expansum,

ambos com baixa resisténcia ao peroxido.

Buchen & Marth (1977) trabalharam com duas linhagens de
Aspergillus parasiticus € uma linhagem de Aspergillus flavus e estas foram
submetidas a tratamentos com peréxido de hidrogénio nas concentragdes de 2,
4, e 6 % (peso/volume) e temperaturas de 20, 30 e 40°C. Os conidios
utilizados eram coletados de culturas de 7, 10 e¢ 14 dias. Os autores
encontraram que a idade do esporo variou entre as linhagens, influenciando o
grau de inativagdo pelo perdxido de hidrogénio, sendo que em uma delas
houve diferenga apreciavel nas trés idades com relagdo a resisténcia ao
peroxido de hidrogénio.Esta linhagem se apresentou como a mais resistente
entre as testadas, e neste caso os conidios de 10 dias tratados com 2 e 6 % de
peroxido de hidrogénio apresentaram Dyy € Dyo maior que 120 minutos e os de
14 dias a 40°C (2% de peroxido), 30°C (4% de peroxido) e 20°C (6% de
peroxido) tiveram um D de 61,9 minutos, 67 min. e 46,8 min,
respectivamente. Os conidios mais jovens ( 7 dias) foram menos resistentes

com Dy oc de 32,9 minutos € Dypc de 55 minutos. Segundo os autores,
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embora os conidios mais velhos (10 e 14 dias) foram mais resistentes que 0s
mais jovens, ndo ficou muito evidente uma tendéncia geral da resisténcia ao

peroxido de hidrogénio com relagdo a idade do esporo.

Buchen & Marth (1977) inferem que a destruicdo de esporos
provavelmente € devida a desnaturagdo de proteinas; sendo que os esporos do
género Aspergillus possuem uma grande quantidade de proteinas, o que faz
com que esses esporos sejam muito susceptiveis a oxidagdo pelo peroxido de

hidrogénio (H;0,), que é um agente oxidante muito potente.

Segundo Sussman & Douthit (1973) a diferen¢a mais evidente
entre os esporos € cé€lulas vegetativas ocorre na parede. Embora ocorra uma
grande variagdo na parede dos varios tipos de esporos € no numero de
camadas, as paredes dos estadios vegetativos dos fungos usualmente sio mais
finas e menos complexas. No fungo Neurospora essa diferenga foi examinada
em detalhe e encontrado que os ascosporos e conidios possuiam paredes mais
compactas € mais complexas e eram mais resistentes as condi¢bes adversas do
meio ambiente ( pH, aw, agentes quimicos, concentragdo de sais, altas € baixas
temperaturas, e etc.) e constitucionalmente dormentes quando comparados
com as células vegetativas. A quitina, que é um polimero de N-acetyl-D-
glucosamine, € o principal constituinte das paredes de esporos fingicos e
micélio segundo Pitt & Hocking (1985) e Madigan et. al.(1997).

2.2.1.1. Métodos para avaliagio de resisténcia ao peréxido de hidrogénio

a- Bolores

Para a avaliagdo de resisténcia de bolores ao peroxido Buchen &
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Marth (1977) utilizaram uma suspensdo de esporos de Aspergillus flavus e
Aspergillus parasiticus obtidas a partir do crescimento do fungo por 7, 10 e 14
dias a 28°C. A concentragdo inicial de esporos variou de 5x10° a 1x 10’ por
mL e esta suspensdo foi estocada entre 1 e 2°C por 8 semanas, antes da sua
utilizagdo. As concentragdes de peroxido utilizadas foram 2, 4 e 6 % e essas
solugdes eram preparadas para cada experimento, a partir de uma solugdo de
perdxido de hidrogénio com 30 % de concentragdo. Devido a natureza instavel
do peroxido, a concentragdo inicial da solugdo a 30% era determinada

mensalmente de modo quantitativo por titulagido iodométrica.

Os experimentos dos autores Buchen & Marth (1977) foram
realizados nas temperaturas de 20, 30 e 40°C na presenca das trés
concentragdes de peroxido, utilizando-se um banho termostaticamente
controlado e equipado com um agitador para a uniformizagdo do tratamento.
Os autores utilizaram 90 ml de soluggo de peréxido de hidrogénio, para cada
concentragdo, esta solu¢do foi equilibrada na temperatura desejada, utilizando-
se o banho, por 20 minutos. Foi acrescentada a solugdo, assepticamente, 10
mL de suspensdo de esporos . Em intervalos de tempo foi retirado 1 mL da
mistura (peroxido + esporos) e descartado em agua contendo catalase, para
decompor o peroxido residual. Os esporos sobreviventes foram plaqueados em
dois meios de cultura (Agar micologico e de Moyer). A catalase de figado
bovino foi utilizada pelos autores para decompor o peroxido residual apds o
tratamento, sendo que a eficiéncia da decomposigao foi testada pela adigdo de
iodeto de potassio e solugdo de amido, uma solugdo incolor indicava a

auséncia de peroxido.
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b- Bactérias

Stannard et al. (1983) avaliaram o efeito letal do peroxido de
hidrogénio em combinagdo com o tratamento com radiagdo UV-C
(ultravioleta de alta intensidade - 254 nm) para a redugdo da contaminagdo
microbiana em cartdes pré-formados, utilizados para a confecgdo de
embalagens de alimentos. Os microrganismos utilizados no teste pelos autores
foram Bacillus subtilis, Bacillus cereus, Bacillus stearothermophilus, e
Clostridium sporogenes, além de Flavobacterium e Corynebacterium e
Bacillus 1solados de leite UHT deteriorado. A suspensdo de esporos dos
microrganismos foi preparada em laboratério. Dois tipos de laminado foram
utilizados sendo que um nd3o continha aluminio. Os laminados foram
inoculados com os microrganismos utilizando um borrifador. Foi pulverizada
uma solugdo com 10° ou 10* organismos/mL por 1 segundo para dar um
inéculo final de 107 ou 10 organismos por embalagem, respectivamente. As
embalagens foram deixadas secar. Foram utilizadas concentragdes de perdxido
de 0 % a 30% ( peso/volume) adicionadas usando um “spray” para pulverizar
o peréxido no interior da embalagem, sob uma pressdo de 20 Ib/polegada® em
uma taxa de 0,1 mL por 0,6 segundos, para cada embalagem. Em algumas
embalagens foi combinado o tratamento com UV-C. Segundo os autores, os
esporos juntamente com o peroxido de hidrogénio, apés o término do
tratamento das embalagens foram adicionados em uma mistura de proteose -
peptona (Difco) e catalase para remogao do peroxido residual. Este tipo de
trabalho realizado por Stannard et al. (1983) sobre uma superficie ndo € muito
comum, ja que a maioria dos trabalhos encontrados na literatura para a
avaliagao do efeito do peroxido frente a esporos sdo realizados em meio

liquido.
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2.2.2. Efeito do peréxido de hidrogénio e radiacio ultra-violeta

Os estudos com relagdo ao efeito do peréxido e radiagio

ultravioleta referem-se predominantemente as bactérias.

A porgdo ultravioleta no espectro de radiagdes situa-se em
comprimentos de onda abaixo de 450 nm. As radiag¢des ultravioletas na faixa
de 210 e 330 nm s3o mais eficientes como germicidas. Essas radiagdes sdo
absorvidas pelas proteinas e acidos nucleicos, provocando mutagdes genéticas
e inativa¢do de enzimas, podendo resultar na morte da célula, porém, o maior
efeito ocorre sobre 0 DNA. Os bolores sdo mais resistentes que as bactérias
Gram negativas ndo esporogénicas, cocos Gram positivos e alguns esporos de
bactérias. Na area de alimentos, as lampadas UV (ultra-violeta) possuem
varias aplicagdes, sendo uma delas a esterilizagdo de embalagens para

produtos submetidos ao envase asséptico (Roitmam et al., 1988).

A luz UV segundo Papa et al. (1995) ¢é utilizada em cdmaras de
maturagdo de salame para evitar o ataque por fungos e leveduras indesejaveis
a esse processo ¢ também em camaras de maturagdo de queijos e outras

instalagdes ligadas a manipulagdo/manuseio de alimentos.

Segundo Bayliss & Waites (1979) os esporos de Bacillus subtilis
irradiados com luz ultra violeta, na presenga de peroxido de hidrogénio,
tiveram uma morte rapida, sendo até 2000 vezes maior do que quando foram
submetidos somente a irradiagao. A irradiagao UV e o peréxido de hidrogénio
agem sinergisticamente matando os esporos, quando utilizados juntos e nio

sucessivamente, sendo o mesmo observado por Bayliss & Waites (1980) com
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bactérias ndo esporogénicas.

Bayliss & Waites (1982) encontraram que os esporos de Bacillus
subtilis, irradiados com luz ultra-violeta, na presenga de 2,5 % (peso/volume)
de peroxido de hidrogénio, tiveram uma morte rapida, porém, concentragdes
acima de 2,5 % protegiam os esporos contra os efeitos da radiagdo. Segundo
os autores, a utilizagdo de uma ldmpada ultra violeta de alta intensidade (1,8 x
10° mW/cm?), combinada com baixas concentragbes de peroxido de
hidrogénio, permite a esterilizagdo rapida de superficies de embalagem,
contaminadas com esporos fungicos e bacterianos. As linhagens mais
resistentes de Bacillus subtilis necessitaram de um aquecimento prévio e
suave, para se obter a redugdo de microrganismos exigida para a esterilizagdo

de embalagens utilizadas em processamento asséptico.

Stannard et al. (1983) werificaram que houve um efeito
sinergistico do tratamento com peréxido de hidrogénio, combinado com a
irradiagdo ultra - violeta de alta intensidade sobre esporos de Bacillus subtilis ,
sendo que, a letalidade maxima ocorreu na faixa de concentragdo entre 0,5 e 1
% de peroxido e com 10 segundos de irradiagdo. A eficiéncia do tratamento
foi dependente também do tipo de superficie interna do cartdo, ja4 que os
experimentos foram realizados em embalagens de cartio pré-formadas. O
melhor efeito letal sobre os esporos foi obtido no cartdo revestido com
polietileno. Os autores ressaltam ainda que os resultados obtidos sdo
referentes a experimentos realizados sobre a superficie da embalagem, sendo
que a maioria ¢ realizado com esporos em solugdo (Bayliss & Waites, 1979 ;

Bayliss & Waites, 1982) e ndo sobre superficies.
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2.2.3. Aplicagio de peréxido de hidrogénio no Sistema Tetra Brik Aseptic

No sistema Tetra Brik Aseptic (TBA) o laminado destinado a
confecg¢do das embalagens assépticas esta na forma de bobina. Esse laminado
¢ introduzido na maquina e, em movimento, passa através de um banho de
peroéxido de hidrogénio por imersdo. Apés o tempo de contato de
aproximadamente 6 segundos com o agente esterilizante, um par de rolos
remove o excesso de peroxido. Apés a desinfecg¢do, o material ganha forma
em um tubo de selagem longitudinal. O per6xido de hidrogénio restante sofre
evaporagdo pelo calor em um tubo de aquecimento com ar (sistema TBA3).
Primeiramente a dgua € evaporada do perdxido, ocorrendo um aumento na
temperatura e na concentragdo de perdxido, e logo apds ocorre a evaporagio
do agente esterilizante. A maior temperatura alcangada no interior do tubo de
laminado, na camada de plastico, é de aproximadamente 120°C (von
Bockelmann, 1982). O produto ja esterilizado é adicionado nessa fase
ocorrendo a selagem transversal, obtendo-se entdo a forma final das

embalagens.

Segundo Buchener (1978) citado por Smith & Brown (1980), os
sistemas de embalagens assépticas empregam o perdxido de hidrogénio na
faixa de concentragdes de 10 - 35 % em temperatura ambiente ou temperaturas
mais elevadas, na forma de spray ou banho de imersdo. Quando o sistema de
desinfecgdo € realizado por imersdo, os pontos criticos de controle sdo: a
concentragdo do peroxido de hidrogénio, o tempo e a temperatura de
exposi¢do ao agente esterilizante e o nivel de perdxido para oferecer total

cobertura da superficie de contato (Varnamo,1982)
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2.3 - Fungos Termorresistentes

2.3.1. Sub Reino Ascomicotina

Os fungos do sub - reino Ascomicotina s3o chamados
“Ascomicetos” pois produzem suas estruturas reprodutivas, ascosporos, dentro
de um saco chamado asco. Na maioria dos fungos, o nucleo existe no estado
hapléide. Em um ponto do ciclo de vida do ascomiceto (Figura 1), sdo
produzidos nucleos dipléides por fusdo nuclear. Este nucleo sofre meiose
dentro do asco, seguido por uma divisdo mitética e entdo sofrem diferenciagdo
em oito ascosporos haploides. Quando os ascosporos amadurecem 0s ascos
sofrem ruptura e estes sdo liberados. Os ascosporos possuem parede fina,

altamente refrateis e sdo geralmente ornamentados.
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Figura 1. Ciclo reprodutivo dos ascomicetos. Fonte: Adaptado de Samsom
& Van Reenen Hoekstra (1988) citado por Gumerato (1995)
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2.3.2. Caracteristicas

A maior parte dos fungos apresenta uma limitada resisténcia ao
calor. Os esporos assexuais (conidios) dos géneros mais comuns como
Penicillium, Aspergillus, Mucor, Rhizopus e Fusarium sio mortos quando
expostos a temperaturas de 60°C durante cinco minutos (Tournas,1994). As
células vegetativas desses géneros também sdo inativadas dentro de 5 a 10

minutos quando aquecidas em agua destilada.

Os bolores termorresistentes mais freqiientemente estudados sdo
do género Byssochlamys, Neosartorya e Talaromyces devido a participagao
desses na deterioragdo de frutas processadas e produtos derivados (Tournas &
Traxler, 1994), porém, a produgdo de toxinas por esses microrganismos,
principalmente nos produtos derivados de frutas, ¢ um fator preocupante. O
género Byssochlamys pode produzir a patulina, acido Bissoclamico,
Byssotoxina A, Assimetrina e Variotina. Certas linhagens de Neosartorya
fischeri sdo capazes também de produzir toxinas como as fumitremorginas A,
B e C e verruculogena. Estes compostos podem agir no sistema nervoso

central provocando tremores, convulsdes e morte em animais (Tournas, 1994).

A caracteristica dos bolores termorresistentes ¢ a formagdo de
ascosporos (grupo dos Ascomicetos) resistentes, sendo que a forma e
ornamentagdo desses esporos podem variar com o tipo, as espécies € linhagens
de microrganismos (Tournas, 1994). Os géneros de interesse na area de
alimentos normalmente produzem ascos e ascosporos que podem estar dentro
de um corpo esférico de parede lisa, a cleistotécia (género Eupenicillium spp e

Neosartorya spp.) ou num corpo de paredes formadas de hifas, a gimnotécia
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(género Talaromyces spp) (Pitt & Hocking,1985).

Os ascos geralmente amadurecem vagarosamente apOs uma
incubagdo por 10 dias a 25°C, e usualmente nascem dentro de um grande

corpo macroscopico chamado ascocarpo (Pitt & Hocking 1985).

Normalmente, as variedades de Neosartorya fischeri sdo descritas
com base na ornamentagdo de seus ascosporos, porém, Girardin & Latge
(1992) utilizaram padrdes de proteinas e antigénicos para diferenciar entre trés
variedades de N. fischeri e separar este grupo do fungo Aspergillus fumigatus.
Os autores utilizaram técnicas como eletroforese em gel realizada a partir de
extratos de micélio dos dois fungos. As propriedades antigénicas foram
estudadas com o teste ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) e o
teste de Imunoblotes.

Samson et al. (1992) trabalharam com polpa de framboesa e
concluiram que amostras grandes (100g ou 100ml) sdo importantes para a
enumeragdo de fungos termorresistentes, assim como Beuchat & Pitt (1992),
principalmente pela baixa incidéncia de ascosporos em frutas (1 a 10 por
100g). Samson et al. (1992), Beuchat & Pitt (1992) e Hocking & Pitt (1984)
citados por Samsom et al. (1992) utilizaram 100g de produto a ser analisado.
Hocking & Pitt (1984) citados por Samsom et al. (1992) observaram ainda que
um tempo maior que 7 dias é necessario para a enumeragao e identificagdo de
bolores termorresistentes, por permitir a germinagdo de esporos que foram
injuriados pelo tratamento térmico aplicado na amostra (80°C por 30min),
pratica utilizada para separagdo de bolores ndo termorresistentes dos bolores

termorresistentes.
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Jesenska et al. (1991) sugeriram ainda um melhor entendimento
da ecologia dos fungos termorresistentes, devido a perdas consideraveis
causadas por eles na industria. Os autores encontraram que o solo contém
grandes quantidades do bolor Neosartorya fischeri, por isso os equipamentos
das plantas de processamento devem ser protegidos do solo e pd, assim como

a matéria prima.

O ascomiceto do género Neosartorya contém sete espécies que
sdo, N. aurata, N. aureola, N. fennelliae, N. fischeri var. fischeri, N.
quadricincta, N. spathulata e N. stramenia e trés variedades que sdo N.
fischeri var. fischeri, N. fischeri var.glabra e N. fischeri var. spinosa (Nielsen
& Samson , 1992). Segundo os autores, muitas das espécies do género de
Neosartorya sdo capazes de produzir metabolitos secundarios toxicos € nem
todas as espécies sdo causadoras de deterioragdo em produtos produzidos com
frutas. As variedades mais comumente encontradas em produtos deteriorados
derivados de frutas sdo Neosartorya fischeri var. glabra e Neosartorya

fischeri var. spinosa.

O fungo Neosartorya fischeri (anamorfo = Aspergillus
fischerianus = Aspergillus fischeri) cresce na faixa de temperatura de 10 -
52°C com uma faixa 6tima de 26 - 45°C. Os ascosporos formados no estado
teleomorfico sdo excepcionalmente termorresistentes (Nielsen et al., 1989)
podendo sobreviver aos processos térmicos comerciais de alguns produtos
derivados de frutas e sucos, sendo esse um fator preocupante e que merece
atencdo especial (Splittstoesser et al., 1993). Segundo Jesenska et al. (1991), o
bolor Neosartorya fischeri ¢ um membro da familia dos micomicetos

formando cleistotécia e ascosporos de varias morfologias que podem
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sobreviver a temperaturas de 70°C por 120 minutos ¢ 85°C por 60 minutos ou

até temperaturas maiores.

Em 1969, acreditava-se que o género Byssochlamys, que
compreende duas espécies B. fulva € B. nivea era o umico que produzia
ascosporos suficientemente resistentes ao calor ¢ que sobreviviam aos

processos térmicos de alimentos com alta acidez (Splittstoesser et al., 1969).

Nielsen et al. (1989) encontraram que o bolor termorresistente
Byssochlamys nivea ¢ capaz de crescer e produzir patulina em atmosferas com
baixas quantidades de oxigénio (0,2 % de oxigénio), porém, ndo em condi¢des
anaerobicas estritas. Para Neosartorya fischeri, os autores encontraram que
esse fungo apresentou crescimento em atmosfera com até 0,1 % de oxigénio,
com uma pequena produgdo de fumitremorginas A, C e verruculogena. Rice
(1980) demonstrou que os contetidos de oxigénio no “headspace” em alguns
sucos comercializados, como o de uva em embalagens de vidro foi de 0,16 -
0,58 % de Oxigénio. Com essa afirmagdo, segundo o autor, é possivel inferir
que o N. fischeri pode crescer e produzir fumitremorginas em alguns produtos
a base de frutas, especialmente aqueles acondicionados em embalagens que

ndo sdo fechadas hermeticamente.

Beuchat (1992) trabalhou com virios tipos de frutas em pé e
encontrou que os ascosporos dos fungos Neosartorya fischeri e Talaromyces
flavus podem manter a viabilidade em atividade de agua (ay) de 0,23 e 25°C,
em periodos longos de estocagem (30 meses), que segundo o autor, é um

periodo maior do que o normalmente utilizado na pratica comercial.
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Splittstoesser & Splittstoesser (1977) compararam os fungos
Byssochlamys fulva e Aspergillus sp (Aspergillus fischeri) e encontraram
similaridades entre eles, como a necessidade de calor para a quebra de
dorméncia do esporo, ordem ndo logaritmica de morte e aumento de
resisténcia ao calor em solugdes contendo agucar, sendo a maior diferenga

entre eles a resposta aos acidos organicos.

Maggi et al. (1994) encontraram que os ascosporos de
Byssochlamys nivea, Byssochlamys fulva e Neosartorya fischeri foram os mais
resistentes quando submetidos a tratamentos com altas pressdes (6000, 7000,
8000 e 9000 bars) a 20°C, com pré-aquecimento do produto a 50 e 60°C. Foi
utilizado nectar de damasco e agua destilada. Os ascosporos de Talaromyces
flavus apresentaram baixa resisténcia nas condi¢des estudadas, porém, os
ascosporos de Byssochlamys nivea , que se mostraram 0s mais resistentes,
foram completamente inativados na pressdo de 8000 bars em 3 minutos com

um pré-aquecimento de 50°C.

Splittstoesser & Churey (1991) observaram que, com a adigdo de
100 mg/l de dioxido de enxofre (SO,) em suco de frutas, houve redugdo em
50% da resisténcia ao calor de ascosporos de Neosartorya fischeri e, com 0
aumento de pH de 3.0 para 5,0, o efeito do SO, foi menor sobre a redugio de

termorresisténcia.

Samsom et al (1992) fizeram um levantamento dos
microrganismos existentes em polpa de framboesa e as suas viabilidades apos
o tratamento térmico a 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, e 100°C. Na temperatura de

70°C e acima, so foram detectados os bolores termorresistentes Neosartorya,
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Eupenicillium, Hamigera e Byssochlamys. Foram isoladas trés espécies do
fungo Hamigera, descrito pela primeira vez nesse estudo como um bolor
deteriorador de alimento e termorresistente. Aragdo (1989) estudou a
ocorréncia de fungos filamentosos termorresistentes em 15 amostras de polpa
de morango sendo que o género mais prevalente foi o Eupenicillium spp e em
segundo Talaromyces spp além de Byssoclhamys nivea e N. fischeri com

menor ocorréncia.

Baglioni (1998) encontrou que a ocorréncia de fungos
filamentosos termorresistentes durante o processamento asséptico de polpa de
tomate € baixo variando de <1 a 8 UFC/100 ml de amostra, porém, maiores
contagens para esses bolores foram obtidas na matéria prima, na agua de pré-
lavagem e transporte. De 50 isolados de fungos termorresistentes encontrados
pelo autor, o mais termorresistente foi o N. fischeri com sobrevivéncia ao
choque de 100°C por 25 minutos em polpa de tomate. A deterioragdo causada
por este bolor foi a perda total de viscosidade da polpa, elevagdo do pH até 9,0

e escurecimento do produto.

2.3.3. Meio de crescimento, isolamento e esporulagio de fungos

termorresistentes

A escolha do meio de crescimento é muito importante pois € nele
que caracteristicas especiais sdo observadas para que se possa identificar um
fungo. O meio escolhido depende muito do que se deseja obter, se o interesse
€ que o fungo tenha intensa esporulagdo ou ascosporos mais resistentes ou um

crescimento mais rapido utiliza-se o meio mais adequado para cada propésito.
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Segundo Tournas (1994), o fungo Byssochlamys fulva cresce
rapidamente em agar Czapek e igualmente de modo rapido em CYA ( agar
extrato de levedura). As coldnias obtidas em Agar batata dextrose (PDA) e
Agar extrato de malte (MEA) sdo semelhantes aquelas do agar Czapek, exceto
por elas serem mais funiculosas. O fungo Byssochlamys nivea apresenta um
crescimento rapido em agar Czapek a 30°C e o crescimento € similar em PDA
e MEA, sendo mais rapido no inicio em MEA, porém, o B. nivea cresce
melhor em agar Saboraud, alcangando um didmetro de col6nia de 45 mm apds
2 dias.Se o objetivo € a obtencdo de estruturas conidiais, estas sdo obtidas

mais abundantemente em agar Czapek do que em MEA.

O meio de cultura Agar malte (M.A) , também pode ser utilizado
para o crescimento dos fungos termorresistentes. Segundo Peterson (1992),
quando um bolor ¢ incubado nesse meio a 25°C, ele produz ascomata
abundantemente e um nimero limitado de conidios, portanto, a aparéncia da
colonia é dominada pela ascomata. Nenhum exudato ou pigmento soluvel foi
observado pelo autor com a cultura de Aspergillus thermomutatus nesse meio

e temperatura de incubagdo.

O fungo Neosartorya fischeri, segundo Tournas (1994),
desenvolve cleistotécia de modo abundante em CYA, porém, as coldnias
formadas em MEA sido maiores. Ja para Talaromyces flavus ocorre
crescimento em CYA e MEA de modo semelhante, porém, em MEA ocorre a

formagao de gimnotécia de modo mais abundante.

King Jr. & Whitehand (1990) observaram que os ascosporos do

fungo Talaromyces flavus eram mais termorresistentes quando o fungo teve
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seu crescimento em MEA, em estado solido, do que quando cresceu em um
meio de composi¢do similar, porém, sem agar. Segundo os autores, esse dado
€ muito importante porque em uma situagdo pratica, um fungo que contamina
um produto pode variar na sua resisténcia térmica, dependendo do meio no
qual ele cresceu e produziu ascosporos, que pode ser na superficie de um
liquido ou em contato com superficies na industria, ou tecido de plantas antes

do processamento.

Os bolores do género Neosartorya, segundo Nielsen & Samson
(1992), podem ser cultivados em varios meios de cultura como o agar farinha
de aveia (OA); agar extrato de levedura Czapek (CYA); agar extrato de malte
(MEA); agar sacarose extrato de levedura (YES), porém, os ascosporos
utilizados na pesquisa foram coletados do meio OA, sem explicagdo do autor
para a escolha. O meio de crescimento utilizado para Neosartorya fischeri por

Conner & Beauchat (1987b) foi o PDA (pH 5,6) com incubagdo a 30°C.

Para o isolamento do fungo N. fischeri a partir de amostras de
solo, foi utilizado por Jesenska et al. (1991) o meio agar Saboraud com pH
6,57, contendo ainda 150 mg de rosa bengala/L.. Tournas & Traxler (1994)
isolaram o fungo N .fischeri de suco de abacaxi concentrado e utilizaram o

agar Czapek para o crescimento e esporulagio deste fungo.

O meio utilizado por Nielsen et al. (1989), quando o objetivo foi a
produgdo de toxinas, mais precisamente de fumitremorginas, foi o CYA, por
este meio ter se revelado, por estudos prévios, um bom substrato para a

produgao destas toxinas.
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Casella et al. (1990) testaram a influéncia do meio de crescimento
na resisténcia térmica de ascosporos de Byssochlamys nivea e encontraram
que os esporos provenientes do meio MEA eram mais termorresistentes do

que os obtidos a partir do meio PDA .

King Jr. & Halbrook (1987) escolheram o MEA para
Talaromyces flavus como meio de crescimento pois este meio proporcionou

um maior crescimento a este bolor do que o PDA, quando foram comparados.

Bayne & Michener (1979), em seu experimento para a
determinagdo de resisténcia térmica de ascosporos de Byssochalmys, tinham a
necessidade de utilizar um meio de crescimento que desse condi¢des para a
formag@o de ascosporos mais termorresistentes. Foi observado pelos autores
que nem todas as linhagens cresciam rapidamente ou mesmo produziam ascos
nos meios considerados padroes como o PDA ¢ MEA. Os autores inferem
sobre a possibilidade de que somente culturas crescidas em meios naturais
produzam ascosporos tdo resistentes como os encontrados na contaminagao

industrial.

Splittstoesser et al. (1969) compararam caldos de extrato de
levedura- triptona - glucose, PDA e caldo de extrato de malte e obtiveram a

maxima populagdo de esporos de Byssochlamys fulva em caldo de extrato de

malte, apés uma incubagdo de 7-14 dias a 30°C, sendo o pH 6timo do meio
abaixo de 3,0.

Apesar de existirem muitos meios para o crescimento de bolores

termorresistentes, os que mais sdo citados pela literatura para o crescimento e
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esporulagdo dos géneros Neosartorya, Byssochlamys, Talaromyces sio o
MEA, PDA e CYA, porém, deve-se levar em consideragdo o objetivo de cada
estudo. Sabe-se pela literatura que os meios de crescimento com maior teor de

agucar produzem esporos mais termorresistentes.

2.3.4. Fatores que aumentam a termorresisténcia

Segundo Pitt & Hocking (1985) o grau de resisténcia térmica dos
ascosporos de N. fischeri ¢ comparavel ao de muitos esporos bacterianos e
maior do que a resisténcia dos ascosporos de Byssochlamys fulva. A
resisténcia ao calor das espécies de fungos termorresistentes ¢ dependente de
varios fatores, como a cepa em estudo, o tipo de meio de aquecimento, o
tratamento térmico aplicado, a idade dos ascosporos, o meio de esporulagdo
entre outros. Baglioni (1998) fez uma revisdo completa dos fatores, sendo

discutidos aqui apenas os mais relevantes.

2.3.4.1.Temperatura de crescimento

Segundo King Jr. & Whitehand (1990), a temperatura na qual o
fungo cresce ¢ muito importante para sua resisténcia ao calor. O fungo
Talaromyces flavus teve seu crescimento nas temperaturas de 20, 25, 30 e
35°C. Os autores encontraram que houve uma produgdo abundante de
ascosporos nas temperaturas de 25, 30 e 35°C e limitada a 20°C.A resisténcia
térmica foi maior para os ascosporos produzidos em temperaturas extremas,
ou seja, 20 e 35°C, sendo Uk de 5,2 e 4,8 minutos, respectivamente, do que
para os ascoporos produzidos nas temperaturas intermediarias de 25 e 30°C

sendo Vk de 3,0 e 4,1 minutos, respectivamente.
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2.3.4.2. Idade do esporo

Doyle & Marth (1975 a) trabalharam com conidios de Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus que foram testados nas temperaturas de 40,
50, 55 e 60°C utilizando calor umido em varias idades do esporo. Os autores
encontraram que conidios mais velhos eram menos resistentes ao calor umido,
do que os mais jovens quando tratados a 55°C por aproximadamente 45

minutos.

Conner & Beuchat (1987 b) encontraram que ascosporos de
Neosartorya fischeri var. glaber FRR 1833 de 21 dias de idade eram mais
termorresistentes que os de 8 dias. Os ascosporos cultivados em temperaturas
menores (18 e 21°C) tendiam a ser menos resistentes ao calor do que
ascosporos da mesma idade, cultivados a 25 e 30°C. Su & Beuchat (1984)
citados por Conner & Beuchat (1987b) indicaram que células fisiologicamente
velhas de Hansenula anomala eram mais termorresistentes que células jovens.
Segundo os autores, esse resultado seria devido as reagdes bioquimicas serem
dependentes da temperatura, sendo assim, os ascosporos formados em
temperaturas de incubagdo menores sio fisiologicamente mais jovens do que

aqueles formados em temperaturas maiores.

Segundo Conner & Beuchat (1987 a) muitos fatores podem
influenciar a resposta de ascosporos de Neosartorya fischeri ao tratamento
térmico e assim causar uma variagdo nos valores D (tempo em minutos
necessario para reduzir uma populagdo em 90% em uma dada temperatura)
obtidos em estudos de tempo de morte térmica (TDT). Assim, para a
padronizagdo dos valores D, os fatores como natureza do meio de
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aquecimento, produgdo de ascosporos, idade dos esporos, pH do meio e
presenga de 4acidos organicos devem ser bem definidos, assim como a

temperatura do tratamento.

Casella et al. (1990) observaram que os ascosporos mais velhos
(16 semanas) de Byssochlamys nivea eram mais resistentes ao tratamento
térmico do que os mais jovens ( 8 semanas), porém, esse fato somente ocorreu
quando os esporos eram obtidos a partir de um meio muito nutritivo como o
MEA nas temperaturas de 25 e 35° C. No meio PDA, que é menos nutritivo,
esse fato somente ocorreu com a incubagéo a 35°C e ndo a 25°C, nesse ¢aso 0
substrato afetou a termorresisténcia dos ascosporos. Conner & Beuchat (1987
b), entretanto, encontraram que o tipo de meio de esporulacdo ndo afetou a
termorresisténcia de ascosporos de Neosartorya fischeri, porém, Su &
Beachaut (1987) citado por Conner & Beuchat (1987 b), observaram que a
composi¢do do meio de esporulagdo influenciava a resisténcia ao calor da

levedura ascoporogena Hansenula anomala.

Nielsen & Nielsen (1995) estudaram o efeito de alguns
desinfetantes sobre fungos normalmente encontrados em processos de
fabricagdo de pades e queijos e investigaram a resisténcia de ascosporos e
conidios de vérias idades frente ao etanol 70 %. As culturas utilizadas para
testar a relagéo existente entre a idade do ascosporo ¢ a resisténcia ao etanol
foram cultivadas de 17 a 110 dias. Os autores encontraram que a resisténcia
dos ascosporos de Eurotium repens, Monascus ruber e Neosartorya
pseudofischeri era fortemente aumentada pela idade, porém, para conidios de
alguns fungos néo foi observada a relagio entre o0 aumento da idade do esporo

€ aumento da resisténcia ao etanol 70 %. Os autores inferem que o aumento de
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resisténcia observada com a idade, para ascosporos, pode ser conseqiiéncia de
alteragOes estruturais e/ ou bioquimicas ocorridas no esporo com o tempo, o

que poderia explicar essa alteragdo de resisténcia ao etanol.

Tournas & Traxler (1994) trabalharam com ascosporos de
Neosartorya fischeri de 1, 2, 3 e 6 meses de idade, isolados de suco
concentrado de abacaxi, que foram aquecidos a 88 °C por 1 hora em agua
deionizada e encontraram que os ascosporos mais velhos eram mais resistentes
do que os mais jovens a essa temperatura. Segundo os autores, quando o
processo € delineado, com relagdo a temperatura de aquecimento, deve-se
considerar a presenc¢a de ascosporos extremamente maduros e assim delineia-

S€ 0 Processo.

2.3.4.3 Altas concentragdes de solutos no meio

Doyle & Marth (1975 a, b) mostraram que a resisténcia ao calor
de conidiosporos de Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus aumentou em

solugdes que continham sacarose, glucose e cloreto de sodio.

Splittstoesser (1978) citado por Tournas (1994) estudaram o
efeito de aguicares na resisténcia ao calor de ascosporos de Byssochlamys fulva
e Aspergillus fischeri. O autor observou que, quando os esporos eram
aquecidos em solugdes de glicose, havia um nimero maior de sobreviventes.
Splittstoesser & Splittstoesser (1977) igualmente observaram que, com a
elevagdo da concentragdo da solugdo de glicose, para os mesmos
microrganismos, houve aumento no numero de sobreviventes apds o

tratamento térmico de 75 minutos a 85°C para Byssochlamys fulva e 60
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minutos a 85°C para Aspergillus WR1, levando-os a concluir que a glucose
possuia um efeito protetor. Conner ¢ Beuchat (1987 a) encontraram que a
resisténcia de ascosporos de trés linhagens de Neosartorya fischeri em
temperaturas elevadas aumentava em solugdes contendo maiores
concentragdes de sacarideos. Os autores testaram o meio de suco de maga
(12,3°Brix), uva (16,6°Brix) e tampéo fosfato e encontraram que as linhagens
sobreviveram ao tratamento de 95°C por 30 minutos em suco de maca e ndo
nos outros meios, isto sugere que os agucares, glicose, sacarose e frutose, em
associagdo com os acidos organicos ou pH do suco de mag, protegeram 0s

ascosporos.

Tournas & Traxler (1994) encontraram que os ascosporos de
Neosartorya fischeri aquecidos a 85, 88, 90, 95 e 100°C por 1 hora, em suco
de abacaxi concentrado (42,7 Brix), eram mais termorresistentes do que
quando aquecidos em agua deionizada estéril e suco de abacaxi (12,6°Brix)
sendo esse efeito protetor muito perceptivel, provavelmente devido a maior

porcentagem de so6lidos solaveis.
Uma maior quantidade de agicar no meio de aquecimento
também aumentou a resisténcia ao calor de ascosporos de Talaromyces flavus

(King Jr & Whitehand, 1990).

Conner & Beuchat (1987) encontraram maiores concentragdes de

glicerol, manitol e trealose em ascosporos mais termorresistentes.
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2.3.4.4.Acidos graxos

A presenga de 4cidos graxos de cadeia longa (com mais de 20
carbonos) em ascosporos de Byssochlamys fulva é apontado por Banner et al.
(1979) como um provavel fator de termorresisténcia deste fungo. Os autores
observaram ainda que os minerais mais abundantes nos esporos das duas
linhagens de Byssochlamys fulva eram fosforo, potassio e sodio, porém, eles
estdo presentes em esporos de outros fungos ndo sendo provavelmente esse o

fator que confere termorresisténcia a esse género.

2.3.4.5.Acidos orginicos

King Jr. & Whitehand (1990) ndo observaram a influéncia dos
diferentes tipos de acidos orgéanicos (4cido citrico, malico, lactico ou tartarico)
presentes no meio de aquecimento (pH 5,0 e 16° Brix) com rela¢do a maior ou

menor termorresisténcia de Talaromyces flavus.

Conner & Beuchat (1987 b) estudaram trés linhagens de
Neosartorya fischeri em suco de magd, uva e tampao fosfato 0,1M (pH 7,0) e
encontraram que o tipo , porcentagem e molaridade do acido organico,
adicionado ao meio de aquecimento agem sinergisticamente com o calor para

inativar os ascosporos de N. fischeri.

Conner & Beuchat (1987 b) enfatizam ainda que o conhecimento
de fatores tais como, o tipo de acido organico em sucos de frutas e o pH
fornecem um melhor direcionamento dos procedimentos que podem ser

utilizados, para mais efetivamente inativar ascosporos pelo calor em produtos
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a base de frutas, reduzindo assim o risco de deteriora¢do do produto.

Splittstoesser & Splittstoesser (1977) encontraram que em
Byssochlamys fulva houve uma maior resisténcia ao calor (85° C por 120
minutos) quando os esporos foram aquecidos em solugdes de pH=3,0 dos
acidos malico, tartarico e citrico € uma menor resisténcia quando o meio de
aquecimento foi uma solugdo dos acidos fumarico, lactico, succinico e acético.
Todos os acidos mencionados foram testados separadamente. Os autores
observaram ainda que, em Aspergillus a adigio de acidos organicos nio

aumentou € nem diminuiu a termorresisténcia dos esporos deste bolor.

2.3.4.6. Potencial Hidrogeniénico (pH)

O pH do meio, segundo Splittstoesser et al. (1969) é um fator que
afeta a producdo de ascosporos caso de Byssochlamys fulva. A maxima
produgdo de ascosporos foi obtida no meio de caldo de extrato de malte, na
faixa de pH 2 - 3.

Segundo Splittstoesser & Splittstoesser (1977) os ascosporos de
Byssochlamys fulva apresentaram uma maxima resisténcia ao tratamento de
85°C por 60 minutos entre pH 3,0 e 4,0. Em pH maior, eles se mostraram mais
sensiveis ao tratamento térmico. Em ascosporos de Aspergillus fischeri os

autores observaram uma boa porcentagem de sobrevivéncia entre pH 3,0 € 5.5.

2.4. Fungos Imperfeitos - Sub reino Deuteromycotina

Os deuteromicetos ou fungos imperfeitos incluem importantes
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contaminantes de alimentos, apresentando muitas espécies capazes de
produzirem metabolitos toxicos (Samson & Hoekstra, 1988). Produzem
somente esporos assexuais ou “imperfeitos” que sdo quase sempre haploides.
A forma geral dos esporos dos deuteromicetos é o conidio, mas existem outros
nomes especializados para tipos especificos de conidios. Por ndo apresentarem
ascosporos, os deuteromicetos nao sio usualmente termorresistentes, mas os
conidios podem ser muitos resistentes a agentes quimicos (Pitt & Hocking,
1985).

2.4.1. Paecilomyces variotii

O P. variotii segundo Whitfield et al.(1997) pode converter o
fungicida 2.4,6 tribromophenol em 2.4,6 tribromoanisole que possui um odor
azedo, esse composto foi encontrado em uvas passas embaladas em bolsas de
polietileno, apds uma semana de estocagem, sendo o composto produzido a 22
ou 30°C.

E conhecida a utilizagdio de acido sorbico e seu sais como agentes
antimicrobianos em margarinas € queijos processados e também que fungos e
bactérias acido-lacticas podem metabolizar os sorbatos por descarboxilagio,
produzindo trans-1,3 pentadieno ou trans-piperileno. Linhagens de P. variotii
resistentes ao sorbato foram isoladas de amostras de queijos € margarina com
“off flavor” onde foi encontrado o composto trans—1,3-pentadieno (Sensidoni
et al., 1994). O P. variotii também foi causador de deterioragdo em Oleos
comestiveis (Hocking, 1994) e foi totalmente eliminado quando irradiado com
6 kGy em sementes de gergelim artificialmente contaminadas com esse fungo
(Hammad et al., 1995).
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2.5. Parametros de resisténcia térmica

Splittstoesser et al. (1972) verificaram que a ativagio de
ascosporos de Byssochlamys fulva era influenciada pela temperatura e pelo
meio no qual eles estavam. Os autores encontraram que a 60°C por 120
minutos o numero de esporos ativados foi maior em pH 1,0, sendo que com o
aumento do pH para 1,4 ocorreu uma diminui¢do de quase 90 % no numero de
esporos ativados. Os esporos ativados foram estocados em suspensdo aquosa a
32°C, sendo que apos periodos de tempos essa suspensdo foi plaqueada e os

autores observaram que 50% dos esporos voltaram ao estado de dorméncia.

Algumas pesquisas tém sido realizadas para a determinagdo dos
pardmetros de resisténcia térmica em bolores, utilizando sucos de frutas e
outros meios como substrato. Um resumo destes valores é apresentado na
tabela 1.
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Tabela 1. Parametros de resisténcia térmica de bolores

Autor Valor de Do | Valor Z Método e Meio
Bolor (minutos) °C) utilizado
Dgo e 59,5
Neosartorya fischeri Dgs=14.5 6,17
Dgo = 2,6
D93 = 0,5
Dgg o 193,1
Dys= 34,6 6,15
Byssochlamys nivea Dg=16,3
- D93 = 1,?
Aragdo Frasco de trés bocas
(1989) D;s=353,9 ( Meio = Suco de morango
Talaromyces flavus Dyo=17,9 9,25 com pH = 3,0 e 15°Brix)
D” =3 ,3
Dgu = 0,9
Eupemciﬂium Dga = 14,5
javamcum ng = 3,7 7,79
Dgo — 0,8
Doyle & Marth | Aspergillus flavus Dss=3,1 40 Frasco de trés bocas
(1975 a) (Meio = Solugao Tampao
A.parasiticus Dss=8,4 3,9 com pH=7,0)
(conidios de 10 dias)
A . flavus Dss=3,7 Frasco de trés bocas
Doyle & Marth (PH=4.5) * Meio = Agua tamponada
(1975 b) A . parasiticus Dss-17,7 mun. com acetato de sodio e
(pH =3,5) acido aceético
Michener & Tubo TDT (Tempo de
King. Jr.(1974) | Byssochiamys fulva Dgs =13 * morte térmica) e Frasco de
trés bocas
Meio = suco de uva
Bayne & Byssochlamys fulva | Dy =1,2 246 Tubos TDT. Meio =
Michener (1979) (1més) (3logio) * Solugdo de glicose 16°Brix
+ 0,033m de acido
tartarico, pH = 5.0
King. Jr. & Talaromyces flavus Dgyp=22a8 10,3 Tubos TDT. Meio =
Halbrook (1987) (1més) Glucose - acido tartarico ,
pH=5.0
Tournas & Neosartorya fischeri Dss = 20,6 Put & De Jong (1982)
Traxler (1994) ( 3 meses) Dg=12,6 9,1 (Meio = Agua deionizada)
Dogo=4,7
Dgs=2,8
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Ccontinuagdo da tabela 1 da pagina 39

Dsgs =22 Tubos TDT fechados com
King Jr. & Talaromyces flavus (meio liquido) calor
Whitehand Dgs =39 * (MGiO = Solug:éo de
(1990) (me1o solido) glicose 16°Brix + 0,033m
de acido tartarico, pH =
5,0)
Neosartorya fischeri
Do = 6,14
1 més de idade Dy, =472 10,8 Tubos TDT selados com
Baglioni Doy = 2,62 (mes 3‘1“9?11131“0
meio = polpa de tomate,
(1998) 8°Brix)
Do = 10,2
3 meses de idade Ds; = 6,31 11,6
Dy, =4,59
Neosartorya aureoia Dss =10 Tubos capilares fechados
Splittstoesser et |  N.fischeri var. Dys = 12 * com aquecimento
al. (1993) glabra Dgs =12 (Meio= Suco de uva
N. pseudofischeri 4,5°Brix)
Neosartorya fischeri Dss= 15,11 Tubos TDT fechados com
Gumerato ( 1 més de idade) Dy = 4,70 tampao de algoddo
(1995) Dy=2,63 5,28 (meio = suco de magi
Dy; =043 15,5°Brix e pH = 3,0)
Neosartorya aureola Dss =10 12,0 Tubos com tampa
Nielsen & N. pseudofischeri Dygs =25 7,0 rosqueavel colocados em
Samsom (1992) N. fischeri var. Dgy=2 9,0 banho com agitagao
fischeri (Meio = Suco de maga)

* = Valores de Z (°C) ndo foram apresentados no trabalho

2.6. Cinética da Inativagio térmica (Método de linearizacio de Alderton

& Snell , 1970)

A maior parte dos microrganismos apresenta uma taxa de

nativagdo térmica logaritimica, ou seja, é obtida uma linha reta quando se

constr0i a curva de morte plotando-se o logaritimo do nimero de

sobreviventes versus tempo de aquecimento a uma dada temperatura (King Jr.

et al, 1979). Ao colocar os valores encontrados para os fungos
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termorresistentes em graficos, observa-se que a curva de inativacio térmica
ndo ¢ logaritimica, apresentando um “ombro” no inicio, seguido de uma taxa
de morte acelerada (parte logaritimica da curva). A medida que a temperatura
de inativagdo aumenta, a fase “lag” ou “ombro” vai diminuindo, ficando a
curva semelhante a uma reta (King Jr. et al. 1979; Bayne & Michener, 1979;
King & Halbrook 1987; Kotzekidou, 1997, Baglioni, 1998). Um dos métodos
utilizados para linearizagdo da curva nio logaritmica de sobrevivéncia é o

método de Alderton & Snell (1970)

Para linearizacdo da curva de sobreviventes pelo método de

Alderton & Snell (1970), utiliza-se a seguinte equacao:

(logN —log No)* =kt + C| (equagdo 1)

onde:

No = Numero 1nicial de esporos/ml

N = Numero de sobreviventes ap6s um tempo t de tratamento térmico a uma
dada temperatura (esporos/ml)

a = expoente para linearizagao

k = Constante de taxa de morte (coeficiente angular da curva linearizada) em
min™ |
C = Constante e intercepto da curva linearizada

T= tempo (minutos)

O valor de “a” é o inverso do coeficiente angular da curva log
(logNo — log N ) versus log t, sendo calculado para o menor tratamento
térmico e pode ser aplicado na linearizagdo das demais curvas. Se a taxa de
morte segue a equacdo 1 e se ndo ocorrerem erros experimentais, “C’’seria

zero. Sendo assim, o valor de “I/k’¢ derivado da equagao 2:
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Vk =t/ (logNo — logN)| (equagdo 2)

A equagdo 2 ¢ similar a equagdo da curva logaritimica, quando

a=1

D=1t/ (log No- log N) | (equagdo 3)

Por analogia das equagdes 2 e 3, “1/k”é um pardmetro

equivalente a “D” (Baglioni, 1998)

2.7. Métodos para avaliagio de resisténcia térmica em bolores

Basicamente sdo 4 os métodos utilizados para a avaliagdo de
resisténcia térmica de esporos de microrganismos - método do frasco de trés
bocas, tubo TDT (selados ou ndo), tubo capilar e lata TDT, sendo que todos se
baseiam no aquecimento do microrganismo nas temperaturas de estudo
desejadas e verificagdo da posterior sobrevivéncia do mesmo. Nos ensaios
para essa avaliagdo os parametros temperatura e tempo de processo devem ser

rigorosamente controlados (Stumbo, 1973).

A metodologia utilizada para verificagdo da resisténcia térmica de
fungos ¢é realizada em varias etapas. A metologia envolve produgdo de um lote
de esporos, coleta, ativagdo e posterior aplicagdo de choques programados e

subcultura em meio de recuperagio adequado.

a — Producio e coleta de ascosporos

Para a produgdo de ascoporos de bolores termorresistentes foram

utilizados por Aragdo (1989) e Casella et al. (1990) os meios de cultura PDA e
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MEA, porém Baglioni (1998) utilizou somente 0 MEA para bolores isolados
de polpa de tomate processada assepticamente, agua de lavagem e transporte.
Kotzekidou (1997) utilizou o meio MEA para a obtengdo de bolores de
Byssochlamys nivea, B. fulva e N. fischeri isolados de pasta de tomate em lata.
Rajashekhara et al. (1996) estudou o bolor N. fischeri isolado de mamao
deteriorado e Suresh et al. (1996) estudou o N. fischeri isolado de uvas sendo
que ambos utilizaram o meio PDA em placas para produgdo de ascosporos
deste bolor. Scott & Bernard (1987) utizaram o meio Agar malte (M.A) para
produgédo de esporos de Talaromyces flavus e Neosartorya fischeri isolados de
sucos de abacaxi com “grapefruit” e de suco de magad. King Jr & Whitehand
(1990) utilizaram o meio MEA adicionado de 7,5 ppm de rosa bengala e
incubados por 30 dias a 25°C para a produgdo de ascosporos de 7alaromyces
flavus var. macrosporus, isolada de sucos de frutas deteriorados. King Jr &
Halbrook (1987) utilizaram o meio Caldo Extrato de Malte para a produgdo de

ascosporos que eram homogeneizados continuamente com ajuda de um

misturador.

Segundo Casella et al. (1990), houve um forte aumento nos
valores de D com o aumento da idade de ascosporos de Byssochlamys nivea
crescidos em meio de cultura MEA, este aumento foi menos pronunciado em
ascosporos cultivados em PDA. O meio MEA € um meio mais nutritivo que o
meio PDA e sendo assim ascosporos formados em meio mais nutritivo (MEA)

foram mais resistentes a temperatura.

Splittstoesser & Splittstoesser (1977) observaram que nao houve
alteragdo na contagem da suspensdo de ascosporos de Byssochlamys fulva

causada pelo congelamento, sendo de 190x10° /ml antes e 200 x 10° /ml apos
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o congelamento e descongelamento de 9 vezes em 25 dias. As suspensdes de
ascosporos preparadas para o bolor N. fischeri por Rajashekhara et al. (1996) e

Suresh et al. (1996) foram congeladas até a utilizagdo posterior .

Aragdo (1989) e Scott & Bernard (1987) apés o tempo de 4 a 6
semanas de incubagdo coletaram os ascosporos por raspagem do micélio,
filtragdo e estocados em garrafas contendo pérolas de vidro em geladeira
(4°C) até a utiliza¢@o. A presenga de ascosporos e ascos foi verificada através

de exame sob microscopio.

Na pesquisa de Aragdo (1989), a coleta dos ascosporos da
superficie do meio foi realizada adicionando-se pérolas de vidro e agua estéril
em cada garrafa, com agitagdo manual. A suspensdo resultante foi filtrada
através de varias camadas de gaze estéril e centrifugada a 5000 rpm por 15
minutos. Para se obter uma limpeza mais completa dos esporos, estes foram
centrifugados com 4gua estéril (duas vezes) e o precipitado ressuspendido em
agua estéril, para obtengdo de uma contagem final entre 10° e 10’
ascosporos/ml. Para todos os fungos em estudo o procedimento de
centrifugagdo foi suficiente para liberar os ascosporos dos ascos, exceto para o
Byssochlamys nivea, que foi submetido a varios procedimentos, porém,
nenhum foi satisfatorio, demonstrando segundo o autor, que essas estruturas

possuem alta resisténcia fisica nesse bolor .

Baglioni (1998) utilizou uma bagueta de vidro estéril para
raspagem do micélio e a suspensdo resultante foi centrifugada 3 vezes para
limpeza a 11962,6 x g por 15 minutos a 4°C. Para a coleta de ascosporos de N.

fischeri por Suresh et al. (1996) e Rajashekhara et al. (1996) foi utilizada agua
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destilada estéril contendo 0,1% de Tween 80 para evitar formagdo de grumos.

King Jr & Halbrook (1987) utilizaram agua peptonada 0,1% para
lavagem dos ascosporos de 7. flavus. Os ascos e cleistotécia foram quebrados
por pressdo (até 8000 PSIG) como também em King Jr & Whitehand (1990)
para ascosporos de 7. flavus var macrosporos. Baglioni (1998) e Gumerato
(1995) utilizaram 4gua destilada estéril para lavagem dos ascosporos dos
bolores isolados e para as suspensdes que apresentavam grumos Ou ascos
inteiros utilizaram o processo de sonicagdo, sendo o tempo de 2 em 2 minutos,
com observagdo sob microscopio, até auséncia de grumos em Baglioni (1998)

e por 20 minutos em Gumerato (1995) .
b - Ativacao dos esporos

King Jr & Halbrook (1987) encontraram que a ativagio térmica
para as 3 culturas estudadas de 7. flavus era de 12 - 15 minutos a 80°C, 6-8

minutos a 85°C e 1-2 minutos a 90°C.

O binémio 6timo (tempo X temperatura) para ativagao do fungo
termorresistente N. fischeri encontrado por Rajashekhara et al. (1996) foi 80°C
por 30 minutos e Suresh et al. (1996) encontraram 15 a 60 minutos a 75°C ou

15 minutos a 80°C sendo que ambos utilizaram a metodologia do frasco de 3
bocas . King Jr. et al. (1979) utilizaram tubos TDT selados para ativagdo a

80°C por 20 minutos de ascosporos de Byssochlamys fulva .
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c- Determinacao de resisténcia térmica

No caso de Aragdo (1989), o método utilizado foi o do frasco de
trés bocas, como também por Doyle & Marth (1975 a e b) para determinar a
resisténcia térmica de conidios de Aspergillus e Rajashekhara et al. (1996) e
Suresh et al. (1996) para encontrar a resisténcia térmica de ascosporos de
Neosartorya fischeri. Além deste método, Aragdo (1989) testou também o
método com tubos TDT, porém, os resultados obtidos ndo foram

reprodutiveis.

King Jr & Halbrook (1987) utilizaram o meio de glicose —
tartarato (5 mg/ml) 16° Brix como meio de aquecimento para determinar a
resisténcia térmica de 7. flavus, sendo esse meio de aquecimento utilizado
para a comparagdo com estudos prévios de bolores termorresistentes. A curva
de morte obtida ndo era logaritimica, porém, se aproximava da curva
logaritimica em temperaturas mais elevadas. Os ensaios foram realizados
utilizando-se tubos TDT selados como também em Scott & Bernard (1987),
Kotzekidou (1997), King Jr & Whitehand (1990).

Casella et al. (1990) utilizaram bolsas de aluminio estéreis seladas
com um dispositivo especial para os testes de resisténcia térmica, sendo que a
suspensdo de esporos nas bolsas atingiam a temperatura do teste em menos de

15 segundos, ap6s imersdo no banho de dgua pré aquecido.

A resisténcia térmica foi conduzida por Splittstoesser &
Splittstoesser (1977) com esporos previamente ativados sendo utilizados tubos

de rosca de 16x 150 mm. Apds o aquecimento por um periodo de tempo
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desejado, os tubos foram transferidos para banho de gelo até as suspensdes

serem plaqueadas.

King Jr. et al. (1979) utilizaram tubos TDT selados no magarico
para os ensaios de resisténcia térmica dos ascosporos de B. fulva. Os tempos
de aquecimento foram corrigidos utilizando-se 1,7 min de subida da

temperatura (“‘come up time”).

2.8. Meio de recuperagido apoés ensaios de resisténcia térmica

No trabalho de Aragdo (1989), foi colocado no interior do baldo
de trés bocas o suco de morango estéril e este foi aquecido até a estabilizagido
na temperatura desejada, colocando-se em seguida a suspensdo de esporos
previamente ativada. As amostras foram retiradas inicialmente e
subseqiientemente em tempos definidos, resfriadas e plaqueadas em PDA com

rosa bengala e incubadas a 30°C.

Buchen & Marth ( 1977) avaliaram dois tipos de meios (agar
micolégico e Meio de Moyer) para a recuperagdo de conidios de Aspergillus
flavus e Aspergillus parasiticus, apos experimento de resisténcia ao peroxido
de hidrogénio, nas temperaturas de 20, 30 e 40°C. Os autores ndo encontraram
diferengas na recuperagdo dos conidios nos dois meios. Com o resultado deste
experimento € possivel inferir que, o tipo de meio ndo foi um fator
determinante para a recuperagdo de conidios apoOs o tratamento, porém, nesse
caso ¢ preciso levar em consideragdo que as temperaturas de tratamento ndo
eram altas. Segundo os autores, os conidios de Aspergillus ndo mostraram

exigéncias especificas para a germinagao € crescimento apos o tratamento.
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Tournas & Traxler (1994) escolheram o meio agar Czapek para a
recuperagao de ascosporos de N. fischeri que sofreram o tratamento térmico de
85, 88, 90, 95 ou 100°C por 1 hora. Os esporos foram plaqueados e incubados
a 30°C por 10 dias. O mesmo meio foi utilizado para o crescimento e

esporulagao.

Gumerato (1995) utilizou a contagem em profundidade em meio

MEA para determinar o nimero de sobreviventes de N, fischeri isolado de
magas, apos o tratamento térmico dos ascosporos a 85, 88, 90 e 93°C, sendo a
leitura das colonias formadas realizada apos 72 horas (+/- 4 horas) a 30°C (+/-

1°C).

Splittstoesser & Churey (1991), Splittstoesser et al. (1993) e
Beauchat (1992) utilizaram o meio PDA para a recuperagao de ascosporos

apos serem submetidos ao tratamento térmico.

Para espécies de Byssochlamys alguns autores (Bayne &
Michener (1979), Splittstoesser & Splittstoesser,1977) utilizaram o meio PDA

para a recuperagdo de ascosporos apés o tratamento térmico.

Banner et al. (1979) utilizaram o meio agar extrato de levedura
com triptona e glucose e 8,3ug/ml de rosa bengala para a estimativa dos
ascosporos sobreviventes de Byssochlamys fulva , apés o tratamento de

resisténcia térmica a 85°C por 15, 30, 90 e 120 minutos.

Casella et al. (1990) utilizaram o meio 4gar extrato de levedura,
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extrato de malte, peptona e glucose (YMPG) suplementado com acetato de
potassio para a recuperagdo de ascosporos de Byssochlamys nivea submetidos
a tratamento térmico a 80, 85, 87, 88, 89, 90 e 95°C por 12 minutos. Segundo
os autores, 0 meio YMPG com adigdo de acetato de potassio (0,01M)
forneceu melhor recuperagdo que os meios MEA e PDA, sendo o mais

indicado nesse ¢aso.

Splittstoesser et al. (1993) estudaram a recuperagdo de ascosporos
apés tratamento térmico de 25 minutos a 85°C e observaram que a
recuperagdo dos ascosporos era melhor em caldo com 3% de extrato de malte,
utilizando o método do numero mais provavel (NMP) do que quando
plaqueados em PDA, porém, os valores de D foram similares para os dois

meios.

Poucos sdo os trabalhos encontrados na literatura, referentes aos
melhores meios para a recupera¢do de bolores submetidos a ensaios de
resisténcia térmica e comparando sua eficiéncia, sendo assim, pelo encontrado
na literatura € possivel observar que o meio PDA ¢ MEA poderiam ser
utilizados como meio de recuperagdo para bolores do género Neosartorya e

Byssochlamys.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1. Levantamento de microrganismos presentes em laminado destinado a

producio de embalagens Tetra brik®

Inicialmente, foi realizado um levantamento da contaminagio na
superficie do laminado (polietileno/cartio/polietileno/aluminio/polietileno)
destinado a fabricagdo das embalagens Tetra Brik® para polpa de tomate
8°Brix, com capacidade de 520g e dimensdes de 322 mm x 167mm. As coletas
foram realizadas antes do banho de peréxido, na parte traseira das envasadoras
Tetra Brik Aseptic®, TBA3 e TBAS8, em duas industrias processadoras de
tomate (Plantas A e B ) que utilizam o envase asséptico. Na realidade, o
levantamento da contaminagdo foi realizado no polietileno que cobre o
laminado na parte interna (figura 2). O método utilizado para este
levantamento foi o de contato de superficie (SWAB) descrito por Sveum et al.
(1992), sendo que foi amostrado 1 minuto de produ¢do com o laminado em
movimento, da maquina de envase TBA3 que produz 60 embalagens /minuto
totalizando uma é4rea amostrada de 0,7014m® na planta A, para cada
amostragem. Na maquina TBA8 que produz 100 embalagens/minuto (dados
do fabricante), foi analisada uma 4rea amostrada de 1,19 m’ na planta B,
considerando-se uma produgdo de 102 embalagens /min, sendo esse dado

obtido de 3 contagens com auxilio de um cronémetro (somente na planta B).

O ensaio foi realizado para os fungos nio termorresistentes e para
fungos termorresistentes em duplicata. Para o contato com a superficie, foi
utilizada uma esponja estéril de celulose 3M ( 1 %” x 3” x 5/8” antes da

hidratagdo ), previamente testada para determinar a presenga de inibidores
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(item3.3), molhada inicialmente em 25 ml de diluente (dgua peptonada 0,1%),
e apés o contato colocada rapidamente em frasco estéril , com pequenas
modificacdes do método descrito por Sveum et al. (1992), como o tamanho da
esponja e a quantidade de diluente utilizado. Os frascos foram trazidos ao
laboratoério onde as esponjas foram cuidadosamente retiradas com auxilio de
pinga estéril e colocadas em 50 ml de diluente (agua peptonada 0,1%) em saco
estéril para “Stomacher”. As esponjas foram massageadas pressionando-se o
lado externo do saco para facilitar o desprendimento de esporos que poderiam

estar agregados a ela.

Para as amostras trazidas ao laboratério, de cada lote em
particular, duas foram destinadas a andlise de bolores termorresistentes e

outras duas para a analise de bolores ndo termorresistentes.

Foram realizadas 6 coletas para a planta A (24 amostras) durante
a entresafra de 1998 e 11 coletas (44 amostras) para a planta B, durante a safra

1998/99, totalizando 68 amostras para as duas plantas estudadas.
3.2. Composicao das embalagens amostradas

As embalagens amostradas pela técnica de contato de superficie
das empresas participantes do projeto foram de 520 g e possuiam a seguinte

composig¢ao:
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Camada externa (polietileno ou cera)

Tinta de impressao

Papel Base (duplex ou camada tinica)

Camada laminada (polietileno)

Folha de aluminio

Camada interna 1( polietileno)

Camada interna 2 ( polietileno)

Figura 2. Camadas da embalagem Tetra Brik (Varnamo,1982)

A estrutura basica do material utilizado para a confec¢do de
embalagens assépticas €: polietileno / cartdo / polietileno / Aluminio /
polietileno. O polietileno externo ¢ responsavel pela prote¢do da impressdo . O
cartdo utilizado € do tipo duplex, sendo a superficie externa branqueada e a
interna nio branqueada, ¢ tem como principal fun¢do conferir rigidez a
embalagem. A camada intermediaria de polietileno auxilia na resisténcia da
embalagem, além de unir a folha de aluminio ao cartdo. A folha de aluminio é
a principal responsavel pelas caracteristicas de barreira a luz e gases e é muito
importante para a selagem transversal das embalagens. O polietileno interno é
o responsavel pelo fechamento hermético da embalagem. O polietileno interno
€ composto por duas camadas podendo ser polietileno/polietileno ou Surlyn /
polietileno e a utilizagdo de cada um depende das caracteristicas do produto

envasado (Varnamo, 1982).
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3.2.1. Analise microbiologica do papeldo componente da caixa de

embalagem asséptica

Inicialmente foi efetuado um procedimento de limpeza na
superficie das embalagens, que antes continha polpa de tomate, utilizando-se
alcool 70% e hipoclorito de sddio 500 ppm, deixando-se em contato por
aproximadamente 10 minutos, sendo essa analise realizada no interior da

camara de fluxo laminar vertical.

O procedimento utilizado foi o de delaminagdo fisica. Com o
auxilio de um bisturi e uma pinga estéreis foram retiradas as camadas, até se
separar o papeldo, de onde foram feitos cortes nas dimensdes de 2 x 2 cm.
Foram depositados 4 quadrados em cada placa contendo meio PDA
previamente solidificado, em duplicata. Os quadrados foram retirados em
pontos aleatérios na embalagem. O mesmo esquema de analise foi realizado

para as temperaturas incubagdo de 30°C e 25°C .

Para facilitar o corte do papeldo foi utilizada uma superficie
estéril de metal um bisturi com 1amina estéril € uma régua para a medida dos

quadrados. O procedimento foi realizado utilizando-se luvas estereis.
A delaminacgido quimica n3o foi utilizada devido aos reagentes

empregados serem prejudiciais ao levantamento dos possiveis bolores

existentes no papelao.
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3.3. Teste de presenca de inibidores nas esponjas de celulose utilizadas no

método de contato com a superficie (SWAB)

No laboratério, as esponjas foram cortadas nas dimensﬁes
utilizadas na pesquisa, lavadas e secas em estufa a 60°C e esterilizadas a
121°C por 15 minutos. Paralelamente, em placas de Petri foi vertido o meio de
cultura PDA, acidificado com 4cido tartarico 10%. Apds solidificacio do meio
de cultura nas placas, foi inoculado 0,1 ml de suspensdo de esporos de
Neosartorya fischeri ( aproximadamente 10’ esporos/ml ) sobre a superficie e
espalhado com espatula de Drigalsky. Apos esse procedimento as esponjas
foram depositadas sobre o meio contendo os esporos. As placas foram
incubadas a 30 °C por 7 dias, sendo nesse periodo, observada a formacéo ou
nao de halo de inibigdo. Foram testadas 10 esponjas de celulose e 10 de

poliuretano.

A selecdo de esponja e ndo de cotonete foi de acordo com
Pecorelli et al. (1993) que estudaram a amostragem de superficie com trés
metodos diferentes, entre eles cotonete ¢ o método da esponja, sendo este
ultimo o mais efetivo na recuperagdo dos microrganismos com resultados mais

representativos por amostrar uma superficie maior.
3.4. Quantificacio de bolores termorresistentes

Os volumes de 50 ml de diluente referentes as amostras
destinadas 2 anélise dos bolores termorresistentes foram transferidos para tubo
de rosca estéril e submetidos ao choque térmico de 80°C por 30 minutos

(Beauchat & Pitt, 1992), para eliminar os organismos sensiveis ao calor e para
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ativar os esporos dormentes. As amostras apés o choque foram mantidas em

banho de gelo por 1 minuto.

Apbs o choque térmico, 1 ml da amostra foi utilizada para
dilui¢des decimais em agua destilada estéril até a dilui¢do 10™ , e semeadas
em duplicata em profundidade em PDA de concentracdo simples com adigao
de acido tartarico 10 % na proporgdo de 1,2 ml para 100 ml de meio para
inibi¢do do crescimento de bactérias ( Tournas, 1994; Beauchat & Pitt, 1992;
Pitt & Hocking, 1985). As placas foram embaladas em saco plastico e
incubadas a 30°C por 10 dias. O restante da amostra, apds a retirada da
aliquota, foi filtrada em Membrana Millipore (Ester de celulose, 0,22 um de
poro) com a utiliza¢@o de seringa estéril. A membrana foi depositada em placa
contendo meio PDA previamente solidificado e as placas incubadas a 30°C

por 10 dias.

Cada coldnia de bolor, presumivelmente termorresistente i1solado
foi transferida cuidadosamente, utilizando-se al¢a de inoculag@o e capela de

fluxo laminar, para placas de Petri contendo o meio de cultura PDA em

duplicata, e incubadas a 30°C por 10 dias.

Para a observagdo dos bolores sob microscopio foi utilizada a

coloragdo com lactofucsina descrita por Pitt & Hocking (1985).
3.4.1.Manutencao e identificacao das culturas de bolores

Com o procedimento de transferéncias das colonias, foram

obtidas culturas puras utilizadas para o estoque dos fungos, utilizando-se os
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métodos de preservacio em silica gel e estocagem sob 6leo mineral, descritos
por Smith & Onions (1983) além do método de estocagem em 4gua descrito
por Castellani (1939, 1967) e citado por Smith & Onions (1983). As culturas
puras obtidas foram utilizadas para:

a - identifica¢do dos microrganismos até o nivel taxondmico de género através
de analise microscépica e macroscopica (Aragdo, 1989) ou com a utilizagio
do programa de computador FUNG-HOM para identificacio de fungos
comuns em alimentos, desenvolvido por Gumerato (1995).

b - para a produgdo de esporos, a serem utilizados nos ensaios de resisténcia

ao peroxido de hidrogénio.
3.4.1.1. Exame microscépico dos bolores isolados

Todos os bolores isolados foram observados sob microscopio
optico binocular utilizando—se para melhor visualizac@o o corante lactofucsina
(0,1% de 4cido fucsinico dissolvido em 4cido lactico 85% ou de maior pureza)
recomendado por Pitt & Hocking, (1985). A parede flingica e os esporos sio
altamente resistentes a corantes, e este, segundo os autores, é 0 corante mais
efetivo para o uso em microbiologia de alimentos. Os aumentos utilizados

para observagao foram 250, 400 e 1000 vezes.
3.4.2. Producio de esporos

Para a produgdo de esporos, inicialmente foi realizada a
transferéncia dos microrganismos das placas de PDA, com auxilio de alca de
niquel cromo, para garrafas de Roux, contendo 200 ml de meio de cultura

MEA esterilizado a 121°C por 15 minutos e solidificado. As garrafas foram
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inoculadas com 0,5 ml de suspensdo previamente preparada de cada bolor
termorresistente. Essa suspensdo foi preparada previamente transferindo-se,
com auxilio de uma alga em “L” estéril, um fragmento do fungo para um tubo
com tampa rosqueavel de 13 X 100 mm contendo 2 ml de solugdo 0,05% de
Tween 80 (para dispersdo dos esporos), seguido de agitacdo. No presente
estudo, deseja-se que os ascosporos tenham alta termorresisténcia, entdao o

meio escolhido para a produgao de esporos foi 0 MEA.

Apods a inoculagdo dos fungos, as garrafas foram incubadas
horizontalmente, em camara escura a temperatura de 30 °C para os fungos
termorresistentes (N. fischeri e Talaromyces flavus) e 25°C para os demais
fungos, por 30 e 120 dias. Foram inoculadas 15 garrafas de Roux para cada
microrganismo, € para cada idade do esporo, visando obter uma quantidade

suficiente de suspensdo de esporos para a realiza¢do dos testes posteriores.

3.4.2.1. Coleta, Ativacao e Contagem dos esporos

A coleta dos esporos da superficie das garrafas de Roux contendo
meio MEA foi realizada por raspagem delicada na superficie do meio, com
utilizacdo de bagueta estéril de vidro com ponta esférica e 25 ml de 4gua
estéril em cada garrafa, essa suspensdo foi filtrada através de 3 camadas de

gaze estéril para retengdo de hifas e restos de meio de cultura.

As coletas de esporos foram realizadas com 1 e 4 meses de 1dade.
Nos ensaios da primeira fase do trabalho (testes com peréxido de hidrogénio
em temperatura ambiente) as suspensdes de esporos para todos os fungos

tinham 1 més de idade, na segunda fase, onde foram testados o bolor N.
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fischeri (controle) e o bolor escolhido como o mais resistente ao peroxido de
hidrogénio e como o mais termorressistente apos choques térmicos sucessivos,

as suspensdes de esporos possuiam 1 e 4 meses de idade.

Apdés a coleta dos esporos a suspensio obtida (bolores
termorresistentes) foi submetida a uma centrifugagio a 4°C por 15 minutos a
11962,6 x g (Tournas & Traxler, 1994) e o precipitado foi lavado em duas
centrifuga¢des com dgua estéril. Apds a segunda centrifugacio, a suspensdo
foi submetida ao processo de sonicagio em banho de gelo ( 0-4 °C) por até 20
minutos, com observagdes periddicas sob microscépio, até obtencdo de

ascosporos livres, sem a presen¢a de grumos.

A suspensdo final foi transferida para um frasco de diluigio,
previamente autoclavado com capacidade de 165 ml, contendo

aproximadamente 30 pérolas de vidro.

Ap0s cada coleta de esporos, foram realizadas observacdes sob
microscopio Optico, para que se tivesse certeza de que a suspensdo obtida
continha o minimo possivel de hifas. As suspensdes foram estocadas em

geladeira a 4°C, por um periodo de 3 a 6 meses.

Para a ativagdo dos esporos dormentes foram transferidos 0,2 ml
de suspensdo de esporos e 1,8 ml de dgua destilada estéril para tubos TDT
fechados com tampdo de algoddo. A suspensio foi submetida a varios
binémios tempo x temperatura e plaqueada até a obtencio do binémio 6timo
para a ativa¢do do microrganismo. Para a obtengio da concentragio desejada

da suspensdo foi realizada uma contagem por dilui¢do e plaqueamento em
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profundidade em MEA e as placas incubadas a 30°C por 7 dias para fungos

termorresistentes (FT) ou 25 °C por 5 dias para fungos ndo termorresistentes
(FNT).

Para os bolores ndo termorresistentes ndo foi necessario realizar
os experimentos de sonicagdo € ativagdo, ja que estes ndo sio Ascomicetos e

portanto ndo possuem ascos € ascoSpPoros.

A coleta de esporos de Epicoccum nigrum foi realizada como ja
descrita no inicio do item, porém, com algumas modificagdes. A suspensido
contendo hifas e esporos foi centrifugada a 11962,6 x g por 15 minutos a 4°C
e o precipitado lavado com agua destilada estéril, sonicado por 10 minutos
com 0 objetivo de separar os esporos, que sdo conidios multicelulares e estio
localizados em um arranjo chamado “sporodochia”, sendo muito dificil a total
separagdo dos conidios de restos de hifas, seja por filtragdo ou centrifugagio.
Foram realizadas 3 filtragdes com 1 , 2 e 3 camadas de gaze, para uma melhor

separagao dos conidios e “sporodochia™ das hifas.

3.4.2.2. Concentracao 6tima de catalase utilizada para neutralizacio do

peroxido nos testes de resisténcia dos esporos ao peréxido

Foram realizados testes iniciais para encontrar a concentragio
necessaria de enzima para a neutralizagdo de todo o perdxido, apds os
tratamentos. Para esses ensaios, utilizou-se 0s mesmos esquemas empregados
posteriormente para testar a resisténcia dos esporos de bolores ao peréxido em
temperatura ambiente (figura3) e com calor (figura 4), porém, o volume

correspondente a suspensdo de esporos foi substituido por dgua destilada e os
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testes ndo foram realizados em ambiente estéril. Os testes foram realizados
apenas para a concentragdo de peroxido de 45%, que foi a maior concentracio
testada nesta pesquisa. Apos ter sido encontrada a concentra¢do da enzima
1deal para decompor todo o peréxido, esta foi padronizada e utilizada para as
menores concentragdes de perdxido testadas. Uma combinagdo das
metodologias de Buchen & Marth (1977), Toledo et al.(1973) e Tsuchida e
Tsuchido (1997) foi utilizada. As condi¢des 6timas da enzima foram sempre
respeitadas, como, por exemplo, a temperatura de 25°C e pH 7,0. Para a
diluicdo da enzima foi utilizada solugdo salina 0,85% (Cloreto de sddio
0,85%)

Baseando-se na concentragio utilizada por Toledo et. al.(1973)
que foi de 0,5 mg /ml, foram realizados testes com outras concentracdes
maiores e menores daquela utilizada pelo autor. As concentracdes testadas
foram de 0,05 mg/ml; 0,5 mg/ml; 5 mg/ml e 15 mg/ml e para testar a
decomposi¢do do peréxido de hidrogénio. Apos a retirada da aliquota para os
testes microbiologicos foi adicionado 5 ml de iodeto de potassio e 1 ml de
solugdo de amido 1% sendo a presenca de perdxido indicada pelo
aparecimento da coloragdo azul e a auséncia do agente foi determinada quando
a solu¢do permaneceu incolor. Esses resultados foram confirmados com a
aparelho Refloquant plus®. A densidade da catalase era 1,0 g/ml sendo assim
1,5 g foi igual a 1,5 ml. Na primeira fase utilizou-se uma solu¢io contendo 1,5
ml da enzima e 99 ml de salina (concentracio da enzima de 13.432
unidades/ml), enquanto, na segunda fase, essa solugio foi composta de 0,3 ml
da enzima e 19,5 ml de solugfo salina 0,85% (concentracio da enzima de

13.500 unidades/ml).
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Em geral, os trabalhos que utilizam a catalase para decomposicio
do peroxido, apenas citam que a quantidade da enzima utilizada foi
“excessiva”, porém, sem a quantificacdo dessa informac@o. No presente
trabalho, utilizou-se a enzima liquida de figado bovino C-30, da Sigma. A
solu¢do contendo catalase foi preparada misturando-se a enzima com solug¢do
salina 0,85%, sendo o volume de enzima de 1,5 ml e 99 ml de solucéo salina
nos testes com perdxido em temperatura ambiente e de 0,3 ml de enzima e

19,5 ml de solugdo salina nos testes com peroxido e calor.

3.4.2.3. Teste do efeito da catalase sobre os esporos de N. fischeri e P.

variotii

Antes do inicio dos experimentos com o peroxido de hidrogénio,
foi realizado um teste em triplicata, utilizando a enzima catalase na
concentracdo de 15,15g/1 (13432 unidades/ml). O objetivo destes ensaios foi
observar se esta enzima poderia inibir o crescimento dos bolores. Para o teste
utilizou-se o mesmo esquema da primeira fase do trabalho (figura 3), porém,
substituindo o peréxido por agua destilada e a concentragdo de enzima foi
mantida. Também foram realizados experimentos sem a enzima (branco). As
suspensdes de esporos dos bolores Neosartorya fischeri (1 meés) e
Paecilomyces variotii (1 més), ambas com populagdo de 107 esboros/m],

foram utilizadas para os testes.

A contagem dos esporos foi realizada em profundidade
utilizando-se o meio de cultura MEA com incubagdo a 25°C para P. variotii

por 5 dias e 30°C para N. fischeri por 7 dias.
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3.4.3. Teste de resisténcia dos esporos de bolores ao peroxido de

hidrogénio a temperatura ambiente

Foram testadas trés metodologias para o teste com o perdxido e
suspensdo de esporos, seguindo as recomendagdes propostas por Tsuchida &
Tsuchido (1997), Buchen & Marth (1977) e Toledo et al. (1973), sendo essa
ultima escolhida por se apresentar mais detalhada e apropriada ao tipo de teste

requerido no trabalho.

Na primeira fase dos ensaios de resisténcia ao peréxido, todos os
bolores isolados da embalagem foram testados a temperatura ambiente. A
partir dos resultados desse ensaio foi selecionado o bolor mais resistente, em
conjunto com o N fischeri, para a segunda fase da pesquisa onde foram
testadas concentragdes de perdxido de 35, 40 e 45 % e temperaturas de 40, 60
e 70°C. Para os testes preliminares, foram utilizados bolores com 1 més de

1dade.

Na primeira fase, foram testados 1 ml da suspensio de esporos e
4 ml de soluc@do de peréxido de hidrogénio, misturados com uma seringa de 5
ml. As concentragdes de peréxido ensaiadas foram 5, 10, 20, 35 e 40% (p/p),

em temperatura ambiente (25°C) e duplicata (Figura 3).

As solugdes de peroxido de hidrogénio apds o preparo sdo muito
instaveis e, devido a este fato, foram preparadas e utilizadas no mesmo dia .
As solugBes foram preparadas a partir de peréxido de hidrogénio mais
concentrado de 35% (Asepticper) e 50 % (IX®501), (peso/peso), da Peréxidos

do Brasil Ltda, ambos de grau alimenticio. Para o preparo das solugoes, foi
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utilizada agua deionizada estéril (Tsuchida & Tsuchido, 1997). A solugdo
estoque (comercial) foi analisada mensalmente por titulagdo iodométrica
(Buchen & Marth, 1977). As concentracoes de perdxido foram calculadas com
base na razio 4:1. O pH das solucdes de H,O, com 5, 10, 20, 35 e 40% foram
3,0; 2,6; 2,03; 1,80; 1,60; respectivamente.

O tempo de contato entre os esporos € a solu¢do de peroxido foi
de 10 segundos para todas as concentracdes. Apds o contato com o peroxido,
1 ml de amostra foi colocada em 100,5 ml de uma solu¢do concentrada
(15,15g/1) de catalase de figado bovino (Sigma — C-30) descrita por Toledo et
al. (1973), para a decomposigdo do perdxido residual. Apés 1 minuto de
reacio e retirada da aliquota para contagem, a eficiéncia da decomposigdo do
peréxido foi testada pela adigdo no becker de 5 ml de Iodeto de potassio IN e
1 ml de solugdo de amido 1% descritas em Toledo et al. (1973). O
aparecimento de uma solugdo incolor indica a completa decomposi¢do do
peroxido, a cor azul indica que a solugdo ainda possui peroxido de hidrogénio
que nio foi totalmente decomposto pela catalase. Utilizou-se o reflectdmetro
RQflex plus - Reflectoquant® da Merck® para quantificar o residual de
peroxido, para isso uma fita da Merck era mergulhada rapidamente no becker
contendo a solugdo que deveria ser analisada, sendo a faixa de analise desse
equipamento de 0,2 — 20 mg/l. O principio do Reflectoquant® ¢ a

Refratometria (Luz incidente — Luz remanescente = Luz absorvida)
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Suspensao de
esporos (bolores)
isolados)

107 ou 108 €sporos
/ml

1 ml

A 4
Seringa contendo 4
ml de perdxido de
hidrogénio
(5,10,20,35 e 40%)

Acgdo

1ml

Béquer contendo

99 ml de solugdo

salina + 1,5 ml de
catalase

llml

Diluigdes
sucessivas

l 1ml

Plaqueamento em
profundidade

-

Incubagio por 7
dias a 25 ou 30°C

Neutralizacdo

Figura 3. Esquema do ensaio realizado com esporos tratados com

peroxido de hidrogénio - Primeira fase
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Apos o tempo de contato com a catalase, foi retirado
assepticamente 1 ml da solugdo contendo os esporos e plaqueado em
profundidade em meio de cultura MEA em dilui¢do serial até 10 e duplicata.
As placas foram incubadas a 25 ou 30°C por 7 dias. Segundo Splittstoesser &
Churey (1993), estudos preliminares indicaram que o plaqueamento em
profundidade e superficie mostram resultados similares na enumeracio de

ascosporos.

Os dois bolores que apresentaram contagem mais alta apds
tratamento com peroxido de hidrogénio foram submetidos a fase seguinte, que

foi a aplicacdo dos choques térmicos sucessivos.

3.4.4. Aplicac¢ido de choques térmicos sucessivos

Foram utilizadas as suspensdes de esporos de bolores

previamente preparadas no item 3.4.2 e em uma concentragdo de 10

esporos/ml.

Com a aplicagdo de choques térmicos sucessivos (tabela 2) foi
obtido o bolor mais termorresistente que foi utilizado para os ensaios
posteriores, juntamente com o bolor Neosartorya fischeri utilizado como
controle, por ser citado na literatura como o 1mais termorresistente

(Splittstoesser et al. ,1993; Tournas & Traxler, 1994, Baglioni,1998).

Para a aplicacdo do procedimento de choques sucessivos foi
colocado 0,2 ml de suspens@o de esporos em um tubo TDT e 1,8 ml de agua

destilada estéril. Previamente foi determinado o atraso térmico (“come up
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time”) para atingir a temperatura de choque dentro do tubo TDT. Em um tubo
foi colocado um termopar, previamente aferido, e a temperatura foi
acompanhada através de aquisitor de dados Omega modelo CL511, O
termopar foi disposto, de modo que deveria permanecer centralizado no
interior do tubo durante o ensaio. Apés a determinacio do atraso térmico os
tubos foram levados ao banho de 6leo nos binémios temperatura x tempo

listados na tabela 2.

Tabela 2. Temperaturas (°C) e tempos (minutos) para os choques sucessivos.

Temperatura(°C) Tempo(minutos)

80 20
85 15
90 10
95 10
100 5

100 10
100 22
100 25

Apos a aplicagdo de cada choque, foi retirada uma amostra de 1
ml da suspensio de esporos, sendo diluida até 10™ e semeada em profundidade
no meio de cultura MEA, em duplicata. As placas foram embaladas em saco
plastico e incubadas a 25°C por 5 dias. O N. fischeri foi também submetido

aos choques térmicos sendo as placas incubadas a 30°C por 7 dias.
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O fungo que sobreviveu ao mais alto choque térmico foi
considerado o mais termorresistente € utilizado nas proximas etapas do

trabalho.

3.4.5. Producao de esporos de diversas idades

O fungo isolado do laminado que foi mais resistente ao
tratamento com peréxido e aos choques térmicos, juntamente com o
Neosartorya fischeri, proveniente de culturas puras existentes no laboratorio,
foram transferidos para garrafas de Roux contendo 200 mL de meio MEA e
incubados a 30°C por 4 e 16 semanas (Tournas & Traxler, 1994), sendo que,
para cada idade (1 més e 4 meses), foram realizadas todas as etapas

subsequentes descritas para os fungos termorresistentes.

3.4.5.1. Coleta dos ascosporos

A coleta foi realizada como ja descrito no item 3.4.2.1.

3.4.5.2. Ativac¢ao dos esporos

Para o Neosartorya fischeri foi realizado o procedimento de
ativacdo, para obteng¢do da ativagdo 6tima em solugéo aquosa, combinando-se
varias temperaturas e tempos, que foram definidos com base nos dados da
literatura. O outro bolor utilizado, apesar de ser resistente ao peroxido, ndo era

um Ascomiceto nao sendo necessario o processo de ativagao.

O método para a constru¢do das curvas de ativacdo foi o utilizado

por Gumerato (1995).



3.4.6.Teste de resisténcia dos esporos ao peroxido de hidrogénio e ao calor

Inicialmente foi determinado o tempo de subida até a temperatura
desejada, utilizando termopar flexivel, procedimento realizado para todas as

temperaturas estudadas.

Para cada lote de esporos do isolado mais termorresistente foram
realizados os ensaios com o perdxido de hidrogénio, nas concentracdes de 35,
40 e 45% (O pH das solugdes foi de 1,75; 1,54 e 1,2, respectivamente) e nas
temperaturas de 40, 60, 70°C (Figura 4). As concentragdes de peroxido foram
calculadas utilizando a razdo 1,8 ml de perdxido e 0,2 ml de suspensdo de
esporos. Em um tubo de ensaio estéril (12 x 95 mm) foi adicionado 1,8 ml de
solucdo de perdxido de hidrogénio na concentragio a ser ensaiada. Os tubos
foram colocados em banho de 4gua com agitagdo, termostaticamente ajustado
para a temperatura ensaiada. Apds o atraso térmico, quando a solugio atingiu
a temperatura desejada foi adicionado 0,2 ml de solugdo de esporos do bolor,
com uma concentragio de 10’ esporos/ml e homogeneizada (Buchen & Marth,
1977). Juntamente com o tubo estéril contendo a solu¢do de perdxido, foi
colocado um tubo contendo 0 mesmo volume de 4gua e um termopar ajustado
no centro do tubo, para o melhor acompanhamento do momento da obtencio

da temperatura desejada para o teste.

Os tempos de contato entre a suspensio de esporos e o peroxido
de hidrogénio foram 2, 4, 6, 8 e 10 segundos ( tempos sugeridos pela empresa
participante do projeto) foram medidos com auxilio de um crondmetro. Apos
o tempo de contato; 0,2 ml de amostra foi retirada e transferida para um frasco
contendo 19,5 ml de solugio salina 0,85% e 0,3 ml (270.000 unidades) de
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catalase de figado bovino (Sigma — C30) na concentragdo de 15,15 g/l. A
verifica¢do da completa decomposicdo do perdxido residual foi realizada

como ja descrito no item 3.4.3.

Imediatamente apds o tratamento com a catalase foi retirado 1 ml
de amostra, utilizado para dilui¢io serial até 10 em 9 ml de dgua peptonada
0,1% estéril, semeada em profundidade em MEA com incubacao a 30°C por 7

dias.

A partir dos resultados obtidos com a contagem dos sobreviventes
aos tratamentos com peroxido de hidrogénio foram construidas curvas de
sobreviventes, para cada idade do esporo, concentra¢do de peroxido €
temperatura. Os resultados foram plotados em grafico sendo no eixo das
abcissas o tempo de contato em minutos e na ordenada o niumero (logaritmo)
de sobrevivente, a partir da curva de sobreviventes, foi determinado por
regressao o parametro D, utilizando-se apenas a por¢do linear da curva. O

parametro Z (°C) foi obtido a partir dos valores de D por regressao linear.

Todos os testes foram realizados em duplicata.
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Suspensdo de esporos
com
1 e 4 meses de idade
10 esporos/ml

l 0,2 ml

Igné%era;‘;ag) Tubo de ensaio contendo:
(40,60 e 1,8 ml de peréxido de
: . %
Tempes s — hldrogen:; (3/5,) 40 ou 45 Acdo
contato: (2,4,6,8 op/p
e 10 segundos)
0.2 ml Tubo de rosca (100x

25mm) contendo:

19,5 ml de solucdo salina
= + J Neutralizacdo

0,3 ml de catalase (C30-
Sigma) na concentragio
de 15,15 g/l

¢ 1 ml

Diluicoes sucessivas
até 10™

l Iml

Plaqueamento em
profundidade

.

Incubagio por 7 dias
a 25 ou 30°C

Figura 4. Esquema de ensaio de teste de resisténcia realizado com €esporos

tratados com peréxido de hidrogénio e calor - Segunda fase
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3.5. Bolores nao termorresistentes

Para o levantamento dos bolores ndo termorresistentes, presentes
na superficie do laminado das embalagens Tetra brik® foram utilizadas as duas
amostras de cada lote ndo submetidas ao choque térmico inicial, permitindo
assim o isolamento de bolores ndo termorresistentes com a possibilidade de

serem resistentes ao peréxido de hidrogénio.
3.5.1. Contagem e Isolamento

Do volume total de 50 ml (medido em proveta estéril), obtido
apoOs lavagem da esponja com agua peptonada 0,1 %, foi retirado 1 ml da
amostra contendo presumivelmente os microrganismos € que foi utilizada para
a diluicdo serial até 10™, em duplicata, plaqueadas em meio de cultura PDA
(agar batata dextrose) adicionado de 4cido tartarico 10% na proporgdo de 1,2
ml para 100 ml de meio. As placas foram embaladas em saco plastico e
incubadas a 25°C por 10 dias. Apos a retirada da aliquota para dilui¢do, o
volume restante da amostra foi filtrado utilizando-se uma seringa estéril em
membrana de celulose Millipore com 0,22um de poro. As membranas foram
depositadas em meio PDA previamente solidificado e as placas incubadas a

25°C por 10 dias.

Os bolores que apresentaram crescimento nesse meio foram
cuidadosamente transferidos com al¢a de inoculagdo para outras placas,
contendo PDA acidificado e incubadas a 25°C por 3 a 10 dias. Foram isoladas
culturas puras de cada bolor utilizadas para a identificagdo e estocadas

conforme item 3.4.1.
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3.5.2. Identificacdo e manutencio dos bolores isolados

Os procedimentos realizados para identificacio, manuten¢ao e
observacdo sob microscépio dos bolores ndo termorresistentes isolados foram

0s mesmos descritos nos itens 3.4.1 e 3.4.1.1 para bolores termorresistentes.

3.5.3. Producio de esporos

Os bolores isolados foram transferidos para garrafas de Roux
contendo 200 ml de meio MEA e incubados a 25°C por 30 dias. A coleta dos
esporos foi realizada como ja descrito no item 3.4.2.1, para os bolores

termorresistentes, exceto para o bolor Epicoccum nigrum .

Para o bolor Epicoccum nigrum isolado do laminado, a produgio
de esporos foi realizada no meio Agar aveia (OA), recomendado por Samsom
& van Reenen Hoekstra (1988), em placas de Petri. O fungo foi inoculado e as
placas levadas para estufa para o crescimento por 3 dias a 25°C. Apés este
periodo as placas foram transferidas para uma cimara contendo uma lampada
de ultra violeta (comprimento de onda de 300 — 380 nm) por 30 dias. O
comprimento de onda da luz utilizada para induzir a esporulacdo nio é o
mesmo da faixa de luz ultra violeta que pode ser letal ou mutagénica, que é de
200 a 300 nm. A garrafa de Roux ndo foi utilizada pois a esporulacdo era
prejudicada, provavelmente devido aos desvios da radiagio UV causados pela
espessura do vidro. As culturas desse fungo freqiientemente permanecem
estéreis, sendo a esporulagdo induzida pela exposigio a luz negra (Samsom &

van Reenen Hoekstra, 1988 e Smith & Onions, 1983).



Foram produzidos também esporos para os bolores Aspergillus
parasiticus, Paecilomyces variotii, Penicillium decumbens, Aspergillus

sidowii, Penicillium citrinum.
3.5.4. Suspensao de esporos

A suspensdo de esporos com concentragao de aproximadamente
107 esporos/ml foi acertada mediante contagem em profundidade em MEA a

25°C por 7 dias.
3.5.5. Teste com peroxido de hidrogénio em temperatura ambiente

Todos os bolores foram testados para a obtengdo do mais
resistente ao perdxido de hidrogénio, nas concentra¢des de 5, 10, 20, 35 €
40%, em temperatura ambiente e o tempo de contato de 10 segundos (Figura
3). A decomposigio deste agente apds o tratamento foi realizada com a enzima

catalase, como ja descrito no item 3.4.3.

Ap0s o contato com a catalase, 1 ml da amostra foi utilizada para
o preparo das diluigdes seriais até 10™ esporos/ml. O meio de cultura utilizado
foi o MEA, o qual foi plaqueado em profundidade e em duplicata, sendo as

placas embaladas em saco plastico e incubadas a 25°C durante 7 dias.

O bolor mais resistente ao peroxido de hidrogénio em
temperatura ambiente foi identificado, submetido aos choques térmicos
sucessivos como descrito no item 3.4.4, e escolhido para os ensaios

posteriores, onde foi submetido & temperaturas de 40, 60 e 70°C em
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concentragdes de peroxido de hidrogénio de 35, 40 e 45% e nos intervalos de
contato de 2, 4, 6, 8 e 10 segundos (Figura 4) item 3.4.3, juntamente com o

bolor Neosartorya fischeri.
Todos os testes foram realizados em duplicata.

3.5.6.Resisténcia ao peroxido de hidrogénio e calor

Com o procedimento de tratamento da suspensio de esporos com
peroxido de hidrogénio em varias concentracdes, temperaturas e tempos de

contato foi obtido o pardmetro D utilizando o mesmo procedimento do item
3.4.6.

Cabe ressaltar que todos os procedimentos realizados para os
bolores termorresistentes foram exatamente os mesmos para os ndo
termorresistentes, porém, sem o choque térmico inicial na amostra e a

temperatura de incubagao que foi de 25°C para os nio termorresistentes.

3.6. Resisténcia térmica de N.fischeri e do bolor isolado do material de

embalagem

A resisténcia térmica dos bolores foi determinada utilizando-se
tubos TDT estéreis preenchidos com 1,8 ml de agua destilada e inoculados
com 0,2 ml de suspensdo de esporos, seguido de homogeneizacio. Os tubos
foram fechados com algodio e colocados em banho de 6leo (Polystat®com +/-
0,1°C de precisdo) ajustado na temperatura de 90°C para esporos com 4 meses

de idade de N. fischeri e 85°C para os esporos com 4 meses do bolor
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selecionado para os tratamentos com peroxido e calor, na segunda fase do
trabalho. O tempo de subida até a temperatura desejada foi determinado
previamente, utilizando termopar flexivel para monitorar a temperatura em
tubo TDT preenchido com 4gua destilada. Em cada tempo de aquecimento

definido, os tubos foram retirados do banho e resfriados imediatamente em
banho de gelo.

Os tubos foram abertos assepticamente, em seguida foram feitas
diluigdes seriais e semeadas em profundidade com MEA em duplicata. As
placas foram incubadas a 30°C para N. fischeri e 25°C para P.variotii por 7
dias e a leitura das colonias formadas, feitas a partir do terceiro até o sétimo
dia de incubagdo. A contagem foi expressa em UFC/ml. Sabendo-se o numero
de sobreviventes e o tempo de aquecimento respectivo, foram construidas as
curvas de morte. Como as curvas de morte apresentaram comportamento nao
logaritimico nas temperaturas empregadas. Foi utilizado o método de
lineariza¢do de Alderton & Snell (1970) determinando-se 0s parametros

equivalentes a “D”(I/k).
3.7. Analise das embalagens apés o banho de perdxido

Foram coletadas amostras obtidas durante os testes iniciais de
partida da maquina TBAS, apés a higienizagdo na Planta B. Com esse
procedimento, foi possivel coletar embalagens vazias que passaram pelo
banho de perdxido nas condigdes normais de desinfeccdo e foram seladas,
porém , sem serem envasadas com o produto. As embalagens foram coletadas
aleatoriamente sendo posteriormente selecionadas aquelas com selagem

adequada. Foram escolhidas 10 embalagens ja fechadas e trazidas ao
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laboratorio, 5 foram destinadas a analise de bolores termorresistentes e 5 para

bolores nao termorresistentes .

As embalagens foram lavadas com 50 ml de agua peptonada
0,1% e agitadas vigorosamente, apds esse procedimento a solucéo foi retirada
da embalagem e submetida ao choque térmico de 80°C por 30 minutos ou nio,
diluigdo serial e plaqueamento e o restante da amostra foi filtrado utilizando
membrana de celulose Millipore 0,22 um. As membranas foram transferidas,
com auxilio de uma pinga estéril para placas de PDA solidificadas e incubadas
em estufa a 30°C por 30 dias para fungos termorresistentes e 25°C por 7 dias
para os fungos néo termorresistentes. Foram realizadas 5 coletas num total de

50 amostras analisadas.

3.8. Teste em planta de envase asséptico utilizando o banho de desinfecciio

com 40% de concentracio de peroxido de hidrogénio

Este teste foi realizado com a finalidade de medir o indice
residual de peréxido no produto, apés a aplicagdo de um procedimento de
desinfec¢@o da embalagem, utilizando uma solugio de peréxido de hidrogénio
com concentragdo de 40% (p/p) preparada pela Perdxidos do Brasil®. A
maquina utilizada para o teste foi a TBA8 (6000 embalagens/h) e a
temperatura do peroxido foi de 71°C e o tempo de contato entre o agente
esterilizante e o material da embalagem foi de 6 segundos, que ¢é o padrdo da

maquina.

Foram coletadas 20 embalagens envasadas com 4gua e agitadas

por 15 segundos. Imediatamente apds a abertura das embalagens com estilete,
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o residual de peroxido em mg/l (ppm) foi analisado na agua (conforme
metodologia indicada pelo FDA), utilizando-se o reflectometro RQflex plus -

Reflectoquant® (Merck).

3.9.Utilizacdo do microscopio Confocal

Ascosporos de N. fischeri e P. variotii com 1 més de idade foram
tratados com solugdes de peroxido de hidrogénio a 35% e 40% (p/p), a 70°C,
com tempo de contato de 6 segundos. Com o objetivo de observar possiveis
alteracdes morfologicas e/ou fisiologicas, utilizou-se um microscopio
Confocal com varredura a laser (cripton/argénio) modelo MCR 10024 UV
visivel, fabricado pela Bio-rad e equipado com microscopio Zeiss Axovert
completo e Software Lasersharp. Foram utilizados varios recursos disponiveis
nesse aparelho, como o “zoom” para melhor visualizagdo da imagem, a
observa¢do da imagem em trés dimensdes, 0 que ndo seria possivel com a

microscopia optica comum.

3.9.1. Metodologia para montagem de laminas

Para a preparagdo das ldminas, foram utilizados os procedimentos

a seguir:

a) Filtragdo dos esporos em membrana de policarbonato 0,6 um de poro,
utilizando-se aparato para filtragdo a vacuo, ap0s o tratamento com

peroxido e neutralizagido em solucao de catalase

y)



b) Apés a retengdo dos esporos na membrana, foram adicionados 2 ml do

corante fluorescente acridine orange (excitagdo a 487 nm) a 0,025% (p/v)
em tampdo citrato 0,1M, pH 6,5, acertado com hidroxido de sédio
(Pettipher et al, 1980), aplicado por 2 minutos nos ascosporos. Apos esse
tempo procedeu-se novamente a filtracio;

A membrana foi lavada com tamp3o citrato (pH= 6,5) para retirar o
excesso de corante; |

A membrana foi retirada cuidadosamente do aparato de filtracio com
auxilio de uma pinga e deixada secar naturalmente dentro de uma placa de
petri;

Apos a secagem, a membrana foi colocada sobre uma ldmina e coberta
com uma laminula. A laminula foi fixada na lAmina com esmalte;

Para observagdo no microscopio Confocal foi adicionada uma gota de 6leo
de imerso e as laminas foram observadas com um aumento de 1000 vezes,
utilizando-se o filtro verde para focalizagio da imagem. Apods a
focalizag@o, trocou-se o filtro verde pela posicio “laser” para a aquisi¢ao
da imagem. Todas as laminas foram observadas com o recurso de “zoom”
utilizando-se o aumento de 3000 e 5000 vezes. Com a utilizagcdo do
“zoom” de 5000 vezes ocorre uma distor¢do da imagem, devendo ser

utilizado com cautela para a interpretacio do material observado.

3.10. Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas para os dados de

resisténcia ao peréxido e calor obtidos com os bolores N. fischeri e

Paecilomyces variotii testados na segunda fase do trabalho.
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O programa utilizado foi o “Statistica” versdo 5.0 ¢ o Modulo de

Planejamento Experimental para modelos com fatores de 2 e 3 niveis .

Os efeitos das variaveis independentes foram analisados, sendo a
importancia de cada variavel obtida pela Analise de Varidncia (Anova) com
modelo final com significincia de 95%. As varidveis regressoras
(independentes) analisadas foram concentragdo de peroxido de hidrogénio
(35,40 e 45%), temperatura (40, 60 e 70°C), idade (1 e 4 meses) e o valor de D
(segundos) foi a varidvel dependente (tabela 3). Foram construidos graficos

dos efeitos estimados para os dois bolores.

Para encontrar um modelo que descrevesse o comportamento para
cada um dos bolores foi utilizada a Regressdo linear simples, e procedimento
“backward” de selegdo de wvariaveis no modelo, sendo as variaveis
significativas a 95% mantidas e as ndo significativas eliminadas. Foi
encontrada uma equagdo para o calculo do valor de D (segundos) para os dois
bolores e nas duas idades (1 € 4 meses). Para cada bindmio temperatura e
concentragdo de peroxido, a resposta obtida foi o valor D (segundos) que

foram apresentados em graficos de superficie de resposta .

Para checar o modelo foram construidos graficos com os valores

preditos pelo modelo e os observados no experimento.
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Tabela 3. Varidveis independentes e dependentes (variavel de ‘resposta)

utilizadas no modelo

Variaveis independentes | Variacdo das variaveis Variavel dependente

independentes

Concentragio de

peroxido de hidrogénio 35%, 40% e 45% Valor de D (segundos)
Temperatura 40,60 e 70°C

Idade 1 e 4 meses
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Teste de presenca de inibidores nas esponjas de celulose utilizadas no

método de contato com a superficie (SWAB)

As esponjas utilizadas para a realizacdo da metodologia de
contato com a superficie (SWAB) foram testadas com relac@o a presenca de
inibidores que poderiam impedir ou dificultar o isolamento de bolores
provenientes do laminado. Esta andlise foi realizada antes das coletas de

amostras.

A esponja escolhida foi a de celulose (3M), pois segundo Llabres
& Rose (1989) que compararam varios tipos de esponjas a de celulose
absorvia maior quantidade de liquido e era mais recomendada para este tipo de
andlise. Estes autores ainda recomendam que antes do inicio de qualquer
procedimento de amostragem as esponjas devem ser testadas com relag@o as

suas propriedades inibitorias.

As placas de Petri foram observadas com relagdo a formagao de
halo de inibi¢do ou ndo ao redor das esponjas. A esponja de celulose ndo
apresentou halo de inibi¢do, descartando-se a possibilidade de conter
compostos inibidores. Recomenda — se porém, que estas sejam bem lavadas
antes de sua utilizagdo para testes de contato com a superficie, seguidas de
esterilizagdo. Foram testadas também algumas esponjas de poliuretano em

apenas uma houve a formagao de um discreto halo de inibi¢do de 1-2 mm.
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4.2. Analise do papelido componente da embalagem

A finalidade da execugdo desta andlise foi o levantamento de
bolores que poderiam estar presentes no papeldo que constitui a segunda
camada do laminado. Essa analise foi realizada no inicio do trabalho e foram
retiradas 5 caixas de cada lote e amostrados 4 lotes num total de 20 caixas

analisadas.

Das 20 embalagens analisadas (5 embalagens para cada lote )
para a verificagdo da possivel presenga de bolores no papeldo, um dos
componentes do laminado destinado a fabricacdo de embalagens assépticas.

Nao foram isolados bolores provenientes desse material.

4.3. Levantamento dos microrganismos existentes no laminado destinado

a confecgio de embalagens assépticas

Foram realizadas 17 coletas em 2 empresas, sendo 6 amostragens
na primeira ( Planta A) de 27/3 a 28/05/98 e 11 na segunda (Planta B) de 5/08

a 7/01/99. Os resultados obtidos das coletas sio apresentados na Tabela 4 e 5.

Na planta A, o laminado destinava-se 2 confec¢do de embalagens
de Polpa de tomate (520g), na maquina de envase TBA3 (Tetra Brik Aseptic)

com produg¢do de 60 embalagens/minuto.

Na planta B, o laminado destinava-se a confec¢do de embalagens
de Purapolpa (520 gramas, 8,5-9.0 °Brix) na maquina de envase TBAS

(produc@o de 100 embalagens/minuto).
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Os codigos utilizados para os bolores sdo por exemplo:

F=Fungo

Numero = nimero do isolado
A=Planta A
E =Planta B

Numero = Numero da amostragem

Ex: F1A1l =Isolado 1 na planta A da primeira amostragem

F3E2 = Isolado 3 na planta B da segunda amostragem

Tabela 4. Resultados dos bolores isolados da superficie interna do laminado na

planta A utilizando técnica de contato de superficie .

Datada | Quantidade Total de Contagem Contagem Identificacao dos | Identificacao dos
coleta de amostras | amostras com | estimada em estimada em bolores bolores ndo
analisadas | presengade |UFC/0,7014m’| UFC/ 100cm’ | termorresistentes | termorresistentes
bolores (codigo) (codigo)
27/03/1998 4 1 71,28 1,016 . Paecilomyces
variotii
(F1A1)
2/04/98 4 0 [ e
24/04/98 4 0 O | = | == | e
30/04/98 L) 0 L m——— e
14/05/98 4 0 0 e s
28/05/98 4 1 71,28 1,016 | = - Aspergillus
parasiticus
(F2A6)
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Tabela 5. Resultados dos bolores isolados da superficie interna do laminado da

planta B utilizando a técnica de contato de superficie

Datada | Quantidad | Total de Contagem Contagem | Identificagdo dos [ Identificacdo dos
coleta e de amostras estimada estimada em bolores bolores nio
amostras com emUFC/1,19m” | UFC/100cm’ | termorresistentes |  termorresistentes
analisadas | presenca 1solados 1solados
em cada de
lote bolores
4 0 .
5/08/98
Amostra | 42,01 0,353 | e Epicoccum nigrum
1 (F3E2)
----- Penicilium
Amostra 84,3 0.71 decumbens (FAE2)
20/08/98 4 4 2 Talaromyces
favus
(FSE2)
Amostra 42,01 0,353 Aspergillus sydowii
L I (B == (F6E2)
Amostra 42,01 0,353 Penicilium citrinum
4 ———— (F7E2)
18/09/98 4 0 | - | e
6/10/98 4 0 T e ————- T L —
21/10/98 4 U — R —
16/11/98 4 0 | e —_— |
23/11/98 4 VN — mm——ee e D
28/11/98 4 T e
17/12/98 4 0 | e e
7/01/99 4 0 T [ — e —
2/03/99 4 0 | - e S —————

Analises realizadas por von Bockelmann & von Bockelmann

(1986) mostraram que, a contagem média total de microrganismos em

superficies de polietileno, em contato com o alimento, em embalagens

cartonadas foi de 2 a 5 microrganismos/100cm’, sendo desse total, 10,6%

leveduras, 20,6% bolores e 68,8% bactérias. Considerando — se o

aparecimento de 20,6% de bolores e o numero total de miCcrorganismos

encontrados pelos autores (2 - 5 microrganismos/100 c¢m?®) tem-se entio

aproximadamente de 0,412 — 1,03 bolores/100cm”. Para esses autores, a

quantidade total de microrganismos na superficie em contato com o alimento é
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importante, porém, os tipos presentes e suas contagens s3o muito mais

Importantes.

No levantamento inicial da contaminag@o existente no laminado
destinado a confeccdo de embalagens, no presente trabalho, as maiores
contagens encontradas foram 1,02 bolores/ 100cm’ para a planta A e 0,71
bolores/100 cm” para a planta B, sendo que a planta A e B se encontram na

faixa mencionada por von Bockelmann & von Bockelmann (1986). -

Somente 2 amostras de um total de 24 coletadas para a planta A e
1 amostra para a planta B de 44 amostras coletadas apresentaram crescimento
de bolores, antes do banho de perdxido, ou seja, 8,33% das amostras para
planta A e 2,27% das amostras para a planta B. Foram coletadas um total de
68 amostras nas duas plantas examinadas, sendo que apenas 6 apresentaram

bolores, ou seja 8,82%.

Os dados relatados por von Bockelmann & von Bockelmann
(1986), do levantamento da contamina¢do do polietileno, foram obtidos
imediatamente apds a producdo do material de embalagem, ndo levando em
consideragio as infecgdes posteriores nos locais de estocagem e utiliza¢do do
material. No presente trabalho, as embalagens amostradas tinham em média 7
dias de estocagem em planta. Com mais esse dado, foi possivel observar que
as condi¢cdes microbioldgicas do material de ambas as plantas estudadas no
presente trabalho eram boas, e apresentaram uma contaminag¢do por bolores

baixa.
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4.3.1. Caracteristicas dos bolores isolados

Dos bolores encontrados, apenas o Talaromyces flavus é
reconhecidamente  considerado  termorresistente  (Tournas, 1994),
freqiientemente ocorrendo em sucos de frutas, sendo que os ascosporos podem
estar no solo contaminando o fruto. A ocorréncia deste bolor é geralmente em
solos de climas tropicais (Pitt & Hocking, 1985). Produzem ascosporos que
sdo resistentes ao calor. Para o isolamento de algumas espécies, é necessario

estimular a germinacao de ascosporos dormentes (ativacio).

O Paecilomyces variotii (Fig.6) é um contaminante comum do ar,
podendo apresentar crescimento em ambientes termofilicos, e também, tem
sido reportado recentemente como um bolor resistente a preservantes como o
acido sorbico, benzodico e propidnico utilizados em alimentos‘ (Pitt &
Hocking,1985) e, também, ao borato utilizado na preservacio de madeiras,
sendo capaz de crescer em borax na concentragio de até 8g/1 em meios sélidos
(Agar malte) e liquidos (extrato de malte) e em pinheiro tratado com o
preservante. Para isso produz uma enzima, a beta-D-1,4-glucosidase que
possibilita maior absor¢do de glicose para o crescimento (Parker et al ,1999).
E um bolor fracamente xerofilico com crescimento registrado abaixo de 0,84
de a,. Possui habilidade de crescer em baixas tensdes de oxigénio. O étimo de
crescimento € de 35 a 40°C. E um contaminante freqiiente de alimentos,
matérias-primas e meios de cultura, porém, € dificil encontrar registros desse
bolor na deteriorac@o de alimentos. Segundo Lund et al. (1996) este bolor foi
predominante na micoflora de pdo embalado, a fonte de contaminégﬁo era a

maquina de fatiar os paes.
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O bolor Penicillium citrinum n3o € termorresistente, porém,
produtor de uma micotoxina chamada citrinina. O habitat mais comum para
esse bolor s3o os grios, farinhas e cereais, especialmente arroz e milho
(ICMSF, 1996). Esta espécie ¢ mesofilica com temperatura 6tima de
crescimento entre 26 a 30°C. Este bolor ¢ muito mais que um contaminante,
pois, devido a sua natureza mesofilica e ainda sua habilidade de crescer abaixo

de 0,80 de a,, apresenta capacidade de viver em um grande numero de
habitats (Pitt & Hocking, 1985).

O Penicillium decumbens ¢ uma das poucas espécies de
Penicillium que cresce entre 5 e 37°C, pode ser encontrado freqlientemente em
alimentos desidratados e por isso pode ser considerado um xerofilo. Este bolor
tem sido isolado de uma grande variedade de alimentos (Pitt & Hocking,

1985) como por exemplo o pao de forma embalado (Lund et al, 1996).

O género Aspergillus estd entre os mais conhecidos e mais
freqiientemente encontrados e possui um grande significado na deterioragdo de
alimentos e producdo de micotoxinas. O Aspergillus parasiticus nd@o € um
bolor termorresistente e ¢ rara sua ocorréncia em alimentos. .E muito
semelhante ao Aspergillus flavus e tem sido confundido muitas vezes com esta
espécie por muitos pesquisadores, podendo ser devido a isso a baixa
incidéncia encontrada em alimentos (ICMSF, 1996). A maior ocorréncia de
A. parasiticus é em regides tropicais (Pitt & Hocking, 1985) e este fungo ¢
conhecido pela producdo de aflatoxinas que sdo cronicamente toxicas para
animais, incluindo o homem. Grandes concentragdes de sal e agtcar tém efeito

altamente protetor para esse esporos (ICMSF, 1996).
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Aspergillus sydowii é uma espécie com grande distribui¢do na
natureza, porém, com rara ocorréncia em alimentos e como causa de
deterioragdo (Pitt & Hocking, 1985). E estreitamente relacionado ao
Aspergillus versicolor e possui propriedades fisiolégicas semelhantes. Foi
reportado na literatura uma a, de 0,78 como sendo a minima para o
crescimento €, com relagdo a temperatura, apenas uma pequena porcentagem
de conidios sobreviveram ao aquecimento de 50°C por 10 minutos. O
Aspergillus sydowii ¢ amplamente distribuido, porém, nio ¢é isolado
freqiientemente de alimentos, como muitas outras espécies de Aspergilli. Ele
parece contaminar principalmente alimentos, tais como a soja e o feijdo (Pitt
& Hocking, 1985).

O bolor Epicoccum nigrum (Fig 7) pertencente aos
Hyphomicetos, ¢ um saprofito, invasor secundario de tecidos mortos. E
amplamente distribuido no ar, no solo e na vegetagio em decomposicio. Sua
grande distribui¢do no ambiente significa que sua presenca é comum em
alimentos, mas ele raramente causa deterioracio. E encontrado comumente em
vegetais frescos, nozes e cereais (Pitt & Hocking, 1985). As culturas
freqiientemente permanecem estéreis sendo a esporulacdo induzida por
exposi¢do em luz UV (Samsom & van Reenen - Hoekstra, 1988). O E. nigrum
poderia ser possivelmente utilizado na industria de alimentos, pois produz um
pigmento amarelo hidrossolivel de natureza carotenéide, inodoro e insipido e
muito apropriado para aplicagdo em alimentos, sendo que esse pigmento
possul alta resisténcia a degradacdo, sendo significativamente superior a

outros produtos comerciais similares (Stricker et al. 1981).

As identificagBes destes bolores através do programa FUNG-
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HOM (Gumerato, 1995) encontram-se no Apéndice 1 exceto para o bolor
Epicoccum nigrum identificado pelo Centraalbureau Voor Schimmelcultures

(CBS) — Holanda ,1999 (Comunicagdo pessoal).

Neosartorya fischeri

Figura 5 .Neosartorya fischeri em MEA ( 5 dias ) a 30°C
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4.4. Ativacao dos ascosporos

Os ascosporos dos Ascomicetos, como por exemplo o
Neosartorya fischeri, (Fig 5) apresentam dorméncia, sendo que esta pode ser
quebrada com a realiza¢do de um tratamento de ativag¢do, que pode ser com
utilizacdo de baixas temperaturas, irradiacido, porém, o mais utilizado sio as
altas temperaturas (choques térmicos). Os tratamentos para ativacdo dos

diferentes fungos sao apresentados a seguir.
4.4.1. Ativacao do bolor N. fischeri

Foram aplicados choques térmicos programados, seguidos de
contagem, sendo possivel assim encontrar o tempo versus temperatura para a
ativacdo otima. As figuras § e 9 mostram as curvas obtidas para esporos com

tempo de incubac?o (idade) de 1 e 4 meses, respectivamente.

Foram realizadas contagens em camara de Neubauer (tabela 6)
que da uma idéia da populag@o total, que ficou em torno de 107 esporos/ml ,
incluindo esporos que podiam ndo estar viaveis para germinacao. Essa
contagem foi utilizada para os célculos de porcentagem (%) de ascosporos

ativados mostrados nas tabelas 7 e 8.
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Tabela 6. Contagem direta dos ascosporos (Camara de Neubauer) de

Neosartorya fisch

eri com 1 e 4 meses de idade

Idade da suspensao de

ascosporos (meses)

Ascosporos/ ml de suspensio

1

4,3 x10’

4

6,0 x10’

Tabela 7.Recuperacdo em MEA (profundidade) dos ascosporos de N. fischeri

com 1 més de idade e a porcentagem (%) de ascosporos ativados em

relacdo a contagem direta ( Cdmara de Neubauer)

Choque térmico Ascosporos/ ml de % de ascosporos
(°C/minutos) suspensao ativados
Sem choque térmico 1,5x10°* N
80°C/5 min. 1,0x10’ 23.25
80°C/10 min. 2,0x10° 0,46
80°C/12min. 1,5x10° 0,35
80°C/22 min. 1,0x10° 0,23
80°C/30 min. 5,0x10° 0,12

* = Contagem em camara de Neubauer
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Tabela 8.Recuperagdo em MEA (profundidade)dos ascosporos de N. fischeri
com 4 meses de idade e a porcentagem (%) de ascosporos ativados

em relagdo a contagem direta (Camara de Neubauer)

Choque térmico Ascosporos/ ml de % de ascosporos
(°C/minutos) suspensio ativados
Sem choque térmico 1,5%10° * _
85°C/ 5min. 2,0x10° 3:33
85°C/10min. 3,0x10° 5,0
85°C/15 min. 8,0x10° 13,3
85°C/20min. 2,0x10° 40,0
85°C/25min. 3,5x10° 5,83
85°C/30min. 4,5x10° 7.5

* = Contagem em camara de Neubauer

Como foi possivel observar nas tabelas 7 € 8, a contagem em
camara de Neubauer foi de 1,5 x10° UFC/ml quando os esporos no foram
submetidos ao choque térmico, para ambas as idades, e com a ativagdo otima
para N. fischeri (1 més) houve quase um ciclo logaritimico de incremento a
80°C por 5 minutos, mais precisamente 0,82 e a contagem foi realizada em
MEA (profundidade). Para o N. fischeri (4 meses) foram obtidos 1,12 ciclos
logaritimicos de incremento quando esses ascosporos foram submetidos a sua

temperatura e tempo de ativagdo 6timo (85°C por 20 minutos) .

Segundo Splittstoesser & Splittstoesser (1977), para o bolor
Aspergillus fischeri, em agua, uma alta porcentagem de esporos permaneciam
dormentes, mesmo quando aquecidos a 80°C por um periodo bastante longo,
como por exemplo 90 minutos, o que pode ter acontecido na presente pesquisa

quando se utilizou 4gua como meio de aquecimento.
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Cabe ressaltar que o bolor N. fischeri ndo foi isolado do material

de embalagem, mas da polpa de tomate e, nesta pesquisa, foi usado como
controle.
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Figura 8 Determinagdo do tempo de ativagdo 6timo de Neosartory
fischeri (1 més ) em agua destilada a 80°C.
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Figura 9. Determina¢do do tempo de ativacdo otimo de
Neosartorya fischeri (4 meses ) em agua
destilada a 85°C.
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Para o bolor Neosartorya fischeri de 4 meses, o tempo (minutos)
versus temperatura (°C) 6timo de ativagdo foi de 20 minutos a 85°C, em 4gua
destilada, sendo obtida a contagem de 2 x 10 esporos/ml apos a ativagado
(Figura 9 e Tabela &) e para N. fischeri com 1 més foi de 80°C por 5 minutos

obtendo-se uma contagem de 1,0 x 10’ ( Figura 8 e Tabela 7), comprovando—

se maior dormeéncia nos esporos mais velhos.

Aragdo (1989) encontrou que a ativagdo Otima para Neosartorya
fischeri (1 més) em suco de morango foi de 80°C por 10 minutos, havendo um
incremento de 1 ciclo logaritmico com relagdo a contagem inicial sem
ativacdo, o mesmo acréscimo encontrado por Conner & Beachat (1987)a
quando este fungo foi submetido a temperatura de 84°C por 30 e 60 minutos
em meio de suco de maga, suco de uva e tampao fosfato. No presente trabalho,
foi obtido um incremento de 1 ciclo logaritmico para N. fischeri com 1 e 4
meses de idade em agua destilada. Gumerato (1995) obteve um incremento de

3 ciclos logaritmicos para N. fischeri em agua destilada a 85°C por 5 minutos.

Splittstoesser & Churey ( 1991) compararam a ativagdo em suco
de uva 5° Brix e em agua destilada para ascosporos de N. fischeri com 1 més
de idade e encontraram que em agua a porcentagem de recuperacao dos
esporos, em relacdo a contagem através da microscopia direta, foi geralmente

menor que quando o meio de aquecimento foi o suco de uva..
4.4.2. Ativacdo do bolor Talaromyces flavus

Para o bolor Talaromyces flavus, foram ensaiadas as temperaturas
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de 70°C e 85°C por 5, 10,15, 20 e 30 minutos e 80°C por 5, 10,15, 20, 25 e 30
minutos. As temperaturas e tempos escolhidos foram baseados na literatura.
No bindémio de 80°C por 25 minutos houve incremento de 2,4 ciclos
logaritmicos, j4 que a contagem inicial foi de 1,0 x 10° esporos/ml e apos
ativagdo 6tima foi de 2,5 x 10" esporos/ml. O 7. flavus € termorresistente,
sendo assim € muito importante a ativa¢do para obtencio da contagem de
esporos germinados, ja que muitos sdo dormentes. Para os demais bolores
apresentados na Tabela 9 nio foi necessaria essa etapa, ja que eles nio sdo

Ascomicetos e ndo possuem esporos dormentes.

Aragdo (1989) encontrou 80°C por 5 minutos como sendo
melhor binémio para ativagdo de 7.flavus com 1 més de idade, em suco de
morango, com incremento de 2 ciclos logaritmicos em relagdo a contagem
inicial. Para King Jr & Halbrook (1987) o tempo versus temperatura 6timo
para 3 linhagens de 7. flavus foi de 12 —15 minutos a 80°C e para Beuchat
(1986) foram 15 — 30 minutos a 85°C e 45-120 a 80°C em tampio fosfato
(0,1M, pH 7,0). O valor de ativagdo encontrado no presente trabalho, estd
coerente com os valores descritos na literatura, sendo levadas em consideracio
diferencas na linhagem do microrganismo, meios de aquecimento e métodos

utilizados na determinac@o.

4.5. Concentracdo das suspensdes de esporos utilizadas nos ensaios com

perdxido de hidrogénio

As suspensoes de esporos utilizadas nos ensaios com peréxido de

hidrogénio possuiam as concentragdes citadas na tabela 9, apds contagem em
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profundidade em MEA, com incubagdo por 7 dias a 25 ou 30°C. Para a
execugdo dos testes foi requerida uma populagdo inicial alta para o

estabelecimento com precisdo do niimero de redugdes ocasionadas pelo agente

esterilizante.

Tabela 9. Contagem das suspensdes de esporos utilizadas nos testes com

peroxido de hidrogénio

Fungo Contagem (UFC/ml)

N. fischeri (1 més) ** 1,0x10" *

N. fischeri (4 meses) 2,0x10" *
Paecilomyces variotii ( 4 meses) 1,65x10’
Paecilomyces variotii ( 1 m»?:s)""“;|= 2,0x10’
Penicillium decumbens (1 més) 4,9x10°
Aspergillus parasiticus (1 més) 3,3x10°
Penicillium citrinum (1 més) 3,45x10°
Epicoccum nigrum (1mes) 1,0x107
Talaromyces flavus (1 més) 2,5x10" *
Aspergillus sidowii (1 més) 2,5x10°

* Apos ativacdo

** Na primeira fase do trabalho (temperatura ambiente) a suspensido de N.
fischeri (1 més) utilizada para os testes possuia a concentragio de 7,0x10” esporos/ml ap6s
a ativacao.

*#% Na primeira fase do trabalho foi utilizada a suspensdo estoque de
Paecilomyces variotii que estava com concentragdo 2,0 x10®, porém, foi necessaria a
obtencdo de uma suspensdo de trabalho com 2,0 x 10" esporos/ml, obtida a partir da
suspensdo original, para se ter um maior volume, suficiente para a realizacdo de todos os

testes da segunda fase do trabalho, e também para evitar contaminacdo da suspensdo

original (“mae”).
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4.6. Levantamento da contaminacio por bolores apés o banho de

peroxido

Foram realizadas 5 amostragens na industria B, sendo que em
cada uma foram coletadas 5 caixas para a analise de bolores termorresistentes
e 5 para bolores n3o termorresistentes, totalizando 50 embalagens analisadas.

Os resultados dessas analises se encontram na tabela 10. Nio foram isolados

bolores apds o banho de peroxido.

Tabela 10. Andlise de embalagens vazias, fechadas hermeticamente da

industria B (520g) e coletadas apds o banho de perdxido.

Datas das coletas Numero de amostras Contagem dos bolores
analisadas 1solados (UFC/ml)
termorresistentes ou nao
6/10/98 10 <1
21/10/98 10 <1
16/11/98 10 <1
28/11/98 10 <1
17/12/98 10 <1

Estes resultados sugerem que o tratamento atual com per6xido
praticado na industria € eficiente na eliminagio da contaminagio por fungos
da superficie do laminado, mas nio garante que a contaminacio encontrada

em 2,2% das amostras seja eliminada.
)
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4.7. Verificacdo da metodologia de avaliacio da superficie de contato

mediante inoculacio induzida.

Devido as baixas contagens encontradas a partir das anélises dos
swabs suspeitou - se que isso pudesse ser devido a metodologia utilizada,
verificou-se entdo a eficiéncia da recuperagdo de esporos pela agua de

lavagem da esponja.

As contagens obtidas apds o procedimento de lavagem com 20 e
50 ml foram 6,5 x 10° e 2,0 x 10° respectivamente, sendo esses valores
inseridos na equag¢do 4 para o calculo da recuperagdo dos esporos inoculados

na area de 1,19 m°.

O total de microrganismos recuperados apds a lavagem com 20
ml de dgua peptonada 0,1% (p/v) foi de 1,1x10* (UFC/1,19m?) e para 50 ml
foi de 8,4x 10' (UFC/1,19m?). A férmula utilizada para o célculo foi:

(Eq. 4)
Total de microrganismos (UFC/1,19m*)=contagem (UFC/ml) x V(ml)/1,19m’

onde:

V =volume de agua de lavagem da esponja

A metodologia provou ser efetiva para o isolamento de bolores
em superficies com baixas contagens, ou seja, quando foi inoculado 1 ml de
uma populacdo com 1x 10 esporos/ml do bolor Paecilomyces variotii ( 1 més)

em uma area de 1,19 m’ (mesma 4rea amostrada na industria) a recuperagio

101



foi de 84% dos microrganismos inoculados quando a esponja foi lavada com
50 ml de agua peptonada e de 100% quando o volume da 4gua peptonada foi
de 20ml. Certamente 20 ml de diluente seria entio o volume mais

recomendado para lavar a esponja.

A recuperagdo dos esporos inoculados foi ligeiramente maior
quando utilizado um volume de diluente menor (20 ml) para a lavagem da
esponja, porém, com a filtragdo da agua de lavagem foi comprovado que
alguns dos esporos ficam retidos na membrana Millipore® de 0,22um de poro,
principalmente pelo tamanho dos esporos fungicos que esta na faixa de Spm,
apresentando crescimento positivo quando a membrana foi incubada em meio
PDA por 7 dias a 25°C, excluindo-se a possibilidade dos esporos ndo serem
detectados, em ambos os volumes utilizados para a lavagem da esponja apds o

swab.

4.8. Resultado do ensaio para a escolha da concentracio necessaria de

catalase para neutralizar 45% de peroxido de hidrogénio

A neutraliza¢do do perdxido de hidrogénio pela catalase é uma
etapa muito importante em testes de avaliagdo da atividade esporicida deste
agente.O objetivo € cessar a reagdo do perdxido hidrogénio apds o tempo de
contato desejado com os esporos, para isso, utiliza-se a enzima catalase que
catalisa a transformacdo do peroxido de hidrogénio em oxigénio e dgua, sendo
assim, a suspensdo de esporos apos o tratamento pode ser diluida e plaqueada
sem a presenca de residual de perdxido, o que tornaria dificil a interpretacio

dos resultados.
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A solugdo de enzima utilizada nesta pesquisa apresenta
concentragéo superior aquela empregada por Tsuchida e Tsuchido (1997), que
utilizaram uma solu¢do de catalase com 5600 unidades/ml para inativar a
solugdo de peroxido de hidrogénio 10%, sendo que, nessa pesquisa, foi de
13.432 unidades/ ml na primeira fase e 13.500 unidades/ml na segunda fase da

pesquisa.

Segundo Reed (1975), o estudo da cinética da decomposi¢ido
catalitica do perdxido de hidrogénio € complicada, uma vez que, enquanto a
catalase esta agindo no seu substrato (H,0,), a0 mesmo tempo esta sendo
inativada por ele. O resultado ¢ uma mudanga de concentragcdo da enzima e do
substrato, e isto ndo somente complica o estudo da cinética enzimatica, mas

também os procedimentos analiticos .

A tabela 11 apresenta os resultados dos testes com diversas

concentragdes da enzima catalase para inativar 45% de perdxido de hidrogénio

Tabela 11. Resultados dos testes com diversas concentracdes da enzima
catalase para inativar 45% de peréxido de hidrogénio

Concentracao da catalase Concentracio de Resultados do teste
ensaiada (mg de peroxido iodométrico :
enzima /ml de salina) (%) aparecimento de cor

azul (+) , incolor (-)

0,05 45 +
0,5 45 +
5,0 45 +

15,0* 45
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* = 13.432 unidades/ml na primeira fase da pesquisa e 13.500 unidades/ml na
segunda fase.
O aparecimento de solug#o incolor ap6s tratamento com a enzima

catalase indica auséncia de perdxido residual.

O tratamento mais adequado para inativar 45% de perdxido de
hidrogénio foi com 15mg de enzima/ ml de salina, permanecendo a solucido
incolor apds os testes iodométricos e portanto sendo o escolhido para a

utilizag@o nesta pesquisa.

4.8.1. Resultados do efeito da concentracio de catalase utilizada no

ensaios com os bolores . fischeri e P. variotii com 1 més de idade

Este ensaio teve como finalidade estabelecer se a aco da catalase
adicionada para inativar o peréxido tinha algum efeito nos microrganismos

ensaiados.

Os testes do efeito da catalase sobre os bolores N. fischeri e P.
variotii com 1 més de idade (tabela 12) foram realizados em triplicata antes do

inicio dos experimentos com peréxido de hidrogénio.

Observa-se, pelos resultados da tabela 12, que nio houve grande
diferenca entre as contagens dos esporos na presenca e auséncia da catalase.
Apesar dos dados ndo terem sido analisados estatisticamente, é evidente que
ndo ha interferéncia da enzima catalase na germinacio dos esporos dos bolores
testados, excluindo assim, a possibilidade desta ser um interferente na

interpretacdo dos resultados dos ensaios com peréxido.
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Tabela 12. Efeito da catalase sobre os esporos de N. fischeri e P. variotii com

1 més de idade (média de 3 experimentos)

Experimento com 13.432 Experimento com agua
Fungo unidades de catalase/ml de destilada ( seml catalase)
salina - Branco
------------------- (3 5.1 R
Neosartorya fischeri (1 més)* 2,7x 10* 3,1 x10*
Paecilomyces variotii (1 més)* 2,9x 10* 1,8 x 10"

* = Suspenséo de esporos com nivel de indculo de 10" esporos/ml

4.9. Resultados dos ensaios com peréxido de hidrogénio — Primeira fase

Todos os bolores isolados foram testados com perdxido de
hidrogénio na primeira fase do trabalho, utilizando concentragdes de 5, 10, 20,
35 e 40% a temperatura ambiente (25°C) e com 10 segundos de contato

peroxido/bolor.

Os testes com os bolores no presente trabalho foram realizados
utilizando esporos em suspensdo (esporos umidos). Ito et al. (1973)
encontraram que esporos secos de Clostridium botulinum 169B eram mais
resistentes aos tratamentos com peroxido do que esporos umidos. Toledo et al.
(1973), trabalhando com Bacillus subtilis SA22, e Smith & Brown (1980) com
B. subtilis variedade globigii, mostraram que 0s esporos imidos eram mais
resistentes aos tratamentos com H,0O, Buchen & Marth (1977) utilizaram

esporos de Aspergillus flavus e A. parasiticus em suspensio para testes com

peroxido de hidrogénio.

105



Os bolores Penicillium decumbens e Aspergillus parasiticus nio
foram resistentes a 35% de perdxido, pois foram obtidas mais de 7,0 reducdes

logaritmicas com esse tratamento (tabela 16).

O fungo Epicoccum nigrum foi o que apresentou a mais baixa
resisténcia ao perdxido, sendo que, quando exposto a uma solu¢ido com 10 %

de peroxido ja foram obtidas mais que 4,0 reducdes logaritmicas (tabela 20).

Para comparar os tratamentos, foi calculado o ntimero de
reducdes decimais y para cada um, sendo y = - log (N/Ng), onde N ¢ a

populagdo apds o tratamento e N, a populagdo inicial, sem o tratamento

(Tabelas 13 a 20).

Para o bolor Paecilomyces variotii, a concentragio de peréxido de
hidrogénio onde foi encontrada a maior redug¢io (y = 2,90) da populacio foi a
de 40%, em temperatura ambiente, com tempo de contato de 10 segundos. Era
esperado que em temperatura ambiente o efeito do perdxido fosse baixo pois
segundo Buchen & Marth (1977) a temperatura na qual ocorre o tratamento
com peréxido de hidrogénio tem um efeito marcante na inativacio dos
esporos, com o aumento da temperatura, a resisténcia do esporo diminui. Na
tabela 13 foi possivel observar que com uma concentragio de perdxido de
35% (p/p), geralmente praticada pela industria, o efeito a temperatura

ambiente € de apenas 1,9 reducdes.

Swartling & Lindgren (1962) citados por Toledo et al. (1973)
encontraram que os esporos de Bacillus subtilis ndo foram inativados quando

tratados com 22% de H,O, e 11 segundos de contato em temperatura
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ambiente, porém, quando estes esporos foram ensaiados com o H,0, e
expostos ao ar quente a 125°C por 8 a 10 segundos, ocorreu 99,2% de

destrui¢@o da populagdo de esporos.

Na tabela 14 estdo os resultados da analise com o peréxido de
hidrogénio para o bolor Neosartorya fischeri, que sobreviveu ao choque de
100°C por 25 minutos em polpa de tomate (Baglioni, 1998). Foi possivel
observar que este bolor se mostrou muito resistente ao perdxido, sendo o
maior y apresentado de 2,60 ciclos logaritmicos, na concentra¢do de 40% de
peroxido, mostrando que, pelas analises realizadas na primeira fase do
trabalho, esse bolor, juntamente com o Paecilomyces variotii € Penicillium

citrinum s30 0s mais resistentes ao agente quimico testado.

Conner & Beuchat (1987) encontraram que os tipos de proteinas
presentes nos ascosporos de N. fischeri podem estar ligadas a maior resisténcia
ao calor, assim como uma maior quantidade de glicerol, manitol e trealose
também podem estar relacionados a resisténcia a fatores estressantes. Estes
autores encontraram que, em ascosporos jovens € ndo muito resistentes ao
calor, as proteinas presentes eram peptideos pequenos ou aminoacidos € os

mais resistentes possuiam proteinas de pesos moleculares maiores.

Como pode ser observado nas tabelas 15 e 16, os bolores
Aspergillus sidowii e Aspergillus parasiticus estdo entre os menos resistentes
ao peroxido, sendo que quando expostos a solucido de 35% de perdxido foram
obtidas 4 redugOes de ciclos logaritmicos. Este fato pode ser explicado
segundo Buchen & Marth (1977) pela desnaturag@o protéica, devido a grande
quantidade de proteina nos esporos de Aspergillus, sendo 19 % na capa do
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esporo e 5 % na parede do esporo de Aspergillus oryzae, como determinado
por Horikoski e Iida (1964), sendo assim, o esporo de Aspergillus seria muito

susceptivel & oxidagdo pelo perdxido, que é um forte agente oxidante.

Tabela 13. Valores y para o tratamento com perdxido de hidrogénio sobre conidios de

Paecilomyces variotii (1 més) a temperatura ambiente.

H,0, Sobreviventes N v =- log N/No
(%) (UFC/ml)
0* 1,010’
5 8,4x10° 0,08
10 4,6x10° 0,34
20 1,3x10° 0,90
T if o0
40 SRS 1"3;(10“ .................... .é, 9_0_

* 0 =Ny (experimento sem perdxido)

** = Concentra¢io usada na industria
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Tabela 14. Valores y para o tratamento com peréxido de hidrogénio sobre ascosporos de

Neosartorya fischeri (1 més) a temperatura ambiente

H-,0, Sobreviventes N Y =- log N/No
(%) (UFC/ml)

0 1,8 x10’
5 1,5x10’ 0,08
10 1,8x10° 1,00

1,00

Ty
el

* 0 =Ny (Experimento sem peroxido)

** = Concentrag@o usada na industria

Tabela 15. Valores y (reducéo de ciclos logaritmicos) para o tratamento com peroxido de

hidrogénio sobre conidios de Aspergillus sidowii (1 més) a temperatura ambiente

H,0, Sobreviventes N v =- log N/No
(%) (UFC/ml)
0* 1,8x10
5 1,0x10 0,25
10 1,0x107 0,25

20 9,9x10° 0,26
T

* 0 = Ny (Experimento sem per6xido)

** = Concentragdo usada na industria

Para o bolor Aspergillus parasiticus ndo houve crescimento apos
ter sido tratado com 35% e 40% (p/p) de perdxido de hidrogénio (Tabela 16),

assim como para o Penicillium decumbens (Tabela 17)
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Tabela 16.Valores y para o tratamento com peréxido de hidrogénio sobre conidios de

Aspergillus parasiticus (1 més) a temperatura ambiente

H,0, Sobreviventes N =-log N/No
(%) (UFC/ml)
0% 1,710
5 1,4x10’ 0,08
10 9,1x10° 0,28

20 1,3x10° 1,12
) s
R——

* 0= Ny (Experimento sem per6xido)

** = Concentragio usada na industria

Tabela 17. Valores y para o tratamento com peréxido de hidrogénio sobre conidios de

Penicillium decumbens (1 més) a temperatura ambiente

H,0- Sobreviventes N y =- log N/No
(%) (UFC/ml)
0% 2,5x10
5 1,8x10’ 0,14
10 1,810’ 0,14

20 2,0x10° 2516
_ _ T

>7,0._... —

- OZN{)

** = Concentracio usada na industria

Para o bolor Penicillium citrinum (tabela 18) e Talaromyces
flavus (tabela 19) ndo houve crescimento quando estes foram submetidos a
40% (p/p) de peroxido de hidrogénio
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Tabela 18. Valores y para o tratamento com peroxido de hidrogénio sobre conidios de

Penicillium citrinum (1 més) a temperatura ambiente

H202 Sobreviventes N =-log N/No

(%) (UFC/ml)

0* 1,5x10

5 1,0x10’ 0,20

10 7,6x10° 0,30

20 4,6x10° 0,51

T
40 fad <1~,MM ..... e >?’0 e O

*0=Np

** = Concentra¢@o usada na industria

Tabela 19. Valores y para o tratamento com perdxido de hidrogénio sobre ascosporos de

Talaromyces flavus (1 més) a temperatura ambiente

H,0,(%) Sobreviventes N ¥ =- log N/No
(p/p) (UFC/ml)
0* 1,5x10°
5 4,1x10° 0,56
10 3,8 x10° 0,60
20 6,6x10* 1,36
SR ¥ | Ny Xy 11727

¥ 0=N0

#%* = Concentra¢io usada na industria
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Tabela 20. Valores y para o tratamento com peréxido de hidrogénio sobre conidios de

Epicoccum nigrum (1 més) a temperatura ambiente

H>0,(%) Sobreviventes N Yy =- log N/No
(p/p) (UFC/ml)
0* 1,0x10"
5 4,0x10? 1,40
10 <1 >4.0
20 <1 >4.0

* 0= Np (Experimento sem peréxido)

De todos os bolores isolados e ensaiados com perdxido de
hidrogénio na primeira fase do trabalho, os mais resistentes foram o
Neosartorya fischeri (controle), Paecilomyces variotii e Penicillium citrinum,
porém, os dois ultimos n3o sdo conhecidos como termorresistentes, sendo
assim, e com a finalidade de determinar qual era o bolor mais resistente ao
calor e ao peréxido foram testados com relacdo a sua resisténcia térmica,
aplicando choques térmicos a partir de 80°C por 20, 85°C por 15 e 90°C por
10 minutos. Nao foram testados outros choques pois o choque a 90°C ja foi
suficiente para eliminar os bolores, principalmente o P. citrinum. Apos os
choques térmicos, o bolor de maior resisténcia térmica, no caso o
Paecilomyces variotii (tabela 21), foi escolhido para a segunda fase do
trabalho, juntamente com o Neosartorya fischeri que € reconhecidamente

termorresistente.

O outro bolor testado, Talaromyces flavus, que segundo a

literatura € termorresistente, ndo apresentou alta resisténcia ao peroxido.
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Tabela 21. Choques térmicos para os esporos de Paecilomyces variotii com 1

mes de 1dade (media de dois experimentos) em agua destilada

Tratamento Populacio inicial Contagem ap0s o tratamento
UFC/ml UFC/ml
80°C — 20 minutos 2,0x10" 1,0x10"
85°C — 15 minutos 4,5x10°* 1,0x10°
90°C- 10 minutos 2,5x10* <1

O bolor Penicillium citrinum fo1 resistente ao peréxido, porém,

ele ndo foi resistente a temperatura (tabela 22).

Tabela 22. Choques térmicos para o Penicillium citrinum com 1 més de idade

( média de dois experimentos) em agua destilada

Tratamento Populag@o inicial Contagem apos o ﬁatamento
UFC/ml UFC/ml
80°C — 20 minutos 4,0x10" 1,0x10"
85°C — 15 minutos 9,5x10° <1
90°C- 10 minutos 1,0x10° <1

4.9.1. Resisténcia térmica de esporos de Neosartorya fischeri e

Paecilomyces variotii com 4 meses de idade

Nesta fase do trabalho foram encontradas as resisténcias térmicas
para o N. fischeri e P.variotii. Para N. fischeri os ensaios foram realizados
somente com a temperatura de 90°C, e para P.variotii a temperatura foi de

85°C, devido a sua baixa resisténcia a 90°C. O objetivo principal foi
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demonstrar que esses microrganismos possuiam uma alta resisténcia térmica

quando o tratamento era somente com o calor.

Os valores de resisténcia térmica foram encontrados apenas para
os bolores com 4 meses, por se tratarem dos mais resistentes a temperatura

quando comparados aos mais jovens (Tournas , 1994).

As curvas de inativacdo térmica para ambos os bolores se
apresentam ndo logaritmicas (Figuras 10 e 13), sendo assim, foi aplicado o
método Alderton & Snell (1970) para linearizagdo das mesmas, séndo este
utilizado por Bayne & Michener (1979), Aragdo (1989), Baglioni (1998) e
Splittstoesser & Splittstoesser (1977) os quais encontraram curvas nio
logaritmicas para resisténcia térmica em suco de uva 5° Brix e pH = 3,5 para
Byssochlamys fulva e Aspergillus fischeri. Segundo os autores, esse fato nio
se deve ao aglomerado dos ascosporos, a ativagdo de esporos dormentes nem
ao método de aquecimento utilizado, pois todos esses pardmetros foram
checados, sendo este fato devido ao efeito protetor de alguns sucos de frutas,
causado principalmente pelos agucares e 4cidos organicos que estio em

grande quantidade nesses produtos.

O fungo Neosartorya fischeri é um fungo tennorresisteﬁte, sendo
que o meio no qual ele sofre tratamento térmico € muito importante para sua
resisténcia, pois em meios com maior quantidade de soélidos soldveis a
resisténcia a temperatura tende a ser maior. Ao comparar dados de resisténcia
térmica de fungos, ¢ importante observar o meio de aquecimento, idade e o

meétodo utilizado.
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A figura 11 refere-se a obtengdo do expoente de linearizacéo a ,
através da curva log (logNo — logN) versus log t dos dados da tabela 23, na
temperatura de 90°C, sendo este expoente aplicado na linearizacio da curva.
A figura 12 mostra a curva de linearizaco pelo método de Alderton & Snell

(1970) para ascosporos de M. fischeri com 4 meses de idade.

Tabela 23 — Contagem do numero de sobreviventes com o tempo de
aquecimento, em agua destilada, de ascosporos de N. fischeri

com 4 meses de idade a 90°C, média de dois experimentos.

Tempo de aquecimento (minutos) Numero de sobreviventes (UFC/ml)
0 2,5x10’
2 4,5x10°
4 3,5x10°
6 4,5x10°
8 3,0x10°
10 1,5x10°
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Nimero de sobreviventes(UFC/ml)
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Figura 10. Curva de inativagdo térmica em 4gua destilada a

04

90°C para ascosporos de N. fischeri com 4 meses

03

02

0,1

log (logNo-logN)

-0,1 .

-0.2
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0.2 0.4 0,6 0.8 1 1.2
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Figura 11. Determinagdo do valor de “a” para ascosporos
de N. fischeri com 4 meses de idade a 90°C
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O valor do parametro “a” para os ascosporos de N. fischeri com 4

meses foi de 1,48 com R = 0,9915.

O valor de Dy, (minutos ) encontrado no presente trabalho para o
N. fischeri (4 meses de idade) foi de 3,11 minutos em agua destilada (tabela
24) utilizando-se Alderton & Snell (1970), sendo que, encontrando-se o valor
de D pela reta da regressido dos valores este foi de 4,5 minutos com R? de
0,9531, sendo encontrado por Tournas & Traxler (1994) para N. fischeri com
3 meses de idade um Dygec de 4,7 minutos em agua destilada e 7,6 minutos em
suco de abacaxi concentrado (pH = 3.4 e 42,7° Brix). Beuchat (1986) testou 3
linhagens de M. fischeri com 2 meses de idade a 91°C em 5 tipos de geléias de
frutas e os valores de D (min) encontrados para todos os casos foi menor que
2,0 minutos. Baglioni (1998) encontrou para N. fischeri com 3 meses de idade

em polpa de tomate (8°Brix) um Dggec de 10,2 minutos e Rajashekhara et al

3.5
5! /
e
5 /'/
3 / TR |
/ K= 0,321 |
s R*=0,9775
. / .
/ . r 90C
0.5 4 p
2

0

(logNo-logN7

] 4 E» SI l.D 12

Tempo (Minutos)
Figura 12. Curva de lineariza¢cdo da inativacio térmica de N.
fischeri em agua destilada a 90°C para ascosporos
com 4 meses de idade
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(1996) encontraram um Dgooc de 3,90 minutos em tampdo fosfato para N.
fischeri com 1 més de idade, valor coerente ao estabelecido nesta pesquisa.
Gumerato (1995) encontrou um Dggec de 2,63 minutos para N. fischeri com 1

meés de idade em suco de maca (15,5 Brix e pH=3,0).

Tabela 24. Valores de resisténcia térmica para ascosporos de N. fischeri com 4

meses de idade a 90°C

Temperatura K (min. ) C R /k (min)

onrC 0,321 0,116 0,9775 %Ll

As diferengas de valores de resisténcia térmica podem estar
relacionadas a linhagem utilizada, método de producdo de esporos, método
para determinar a resisténcia térmica, € / ou o produto no qual os esporos
foram aquecidos, porém, o valor de Dggc para N. fischeri ( 4 meses) esta

proximo dos valores citados na literatura.

Como o bolor Paecilomyces variotii apresentou também uma
morte térmica ndo logaritimica foi também utilizado método de linearizacio
de Alderton & Snell (1970). A figura 13 mostra a curva de inativagdo térmica,
na figura 14 pode ser visto a curva de determinagio do valor “a” e na figura 15
foi construida a curva de lineariza¢do da inativag@o térmica. Na tabela 25 sdo
mostrados o numero de sobreviventes (UFC/ml) apos cada tempo de
aquecimento a 85°C. Na tabela 26 esta o valor de Dgsec de 3,44 minutos para o
P.variotii, que pode ser considerado alto, ja que a maioria dos fungos possui

uma baixa resisténcia térmica.
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Tabela 25— Contagem do numero de sobreviventes com o tempo de

aquecimento, de ascosporos de Paecilomyces variotii, em agua

destilada, com 4 meses de idade a 85°C, média de dois

experimentos.

Tempo de aquecimento (minutos)

Numero de sobreviventes (UFC/ml)

0 1,0)(104
2 2,5}(105
4 1,1}{10:l
6 1,0x10°
8 1,0x10°
10 2,0)(10I
1,00E+04 g
\\\
N
\
1,00E+03 \ ~
2, b
£ x
% 1,00E+02 \a\ [—e—35C]
L ~
s 2N
==
& 1,00E+01
1,00E+00 .
0 2 4 6 8 10 12

Tempo (minutos)

Figura 13. Curva de inativagdo térmica para conidios de -
Paecilomyces variotii (4 meses) em agua destilada a

85°C
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Figura 15. Curva de linearizacdo da inativacdo térmica de

conidios de Paecilomyces variotii com 4 meses de

1dade
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Tabela 26. Valores de resisténcia térmica para conidios de Paecilomyces

variotii com 4 meses de idade a 85°C

Temperatura K (min. ™) & R* I/k (min)
85°C 0,2905 -0,123 0,9844 3,44

Foi encontrada a resisténcia térmica a 85°C para o bolor
Paecilomyces variotii, pois quando este foi submetido a temperatura de 90°C
por 1 minuto n3o houve recuperagdo de sobreviventes, provavelmente o D

para esse microrganismo a 90°C seja menor que 1 minuto.

O fungo N. fischeri com 4 meses de idade foi submetido a
temperatura de 70°C, porém, nessa temperatura ele se mostrou altamente
resistente, sendo que apds 24 horas de aquecimento observou-se apenas uma
ligeira queda na populagé@o. A resisténcia térmica a 70°C foi realizada apenas
para que se pudesse visualizar a inativagdo desse bolor quando submetido
somente a a¢do da temperatura e comparar sua resisténcia quando o fungo foi
tratado com uma solugdo de H,O, a 70°C. E conhecido pela literatura que
70°C funciona como uma temperatura de ativagdo e ndo de morte para esse
bolor. O valor D (segundos) para o N. fischeri (4 meses) exposto a tratamento
combinado de peroxido de hidrogénio 35% e 70°C foi de apenas 11,36
segundos (Figura 29), com isso foi demonstrado que a resisténcia do
microrganismo diminui muito com a exposi¢do ao peroxido, principalmente

devido a formagao de radicais (OH), reagdo que ¢ catalisada pela temperatura.
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4.10. Ensaios com 35%, 40% e 45% de peroxido de hidrogénio nas
temperaturas de 40, 60 e 75°C para Paecilomyces variotii e

Neosartorya fischeri com 1 e 4 meses de idade =Segunda Fase

As contagens dos sobreviventes foram realizadas sempre apos a

inativagao do peroxido em solugdo de catalase.

Para os dados obtidos, foram calculados os wvalores de D
(segundos), considerando apenas a parte linear das curvas obtidas, o valor Z
(°C ) e as reducgdes de ciclos logaritmicos foram calculados utilizando — se a
populacdo 1nicial (No) e a populagdo apds o tratamento. Foram realizadas as
analises estatisticas dos dados e estas foram inseridas juntamente com a
analise dos dados observados e serviram para corroborar tendéncias ja

observadas.

Nas tabelas 27 a 38 sdo apresentadas as redugdes de ciclos
logaritmicos apds cada tratamento com perdxido, para os dois bolores
estudados, sendo possivel a visualizagdo do efeito deste agente sobre esses

microrganismos.
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Tabela 27. Redugdo decimais (y) para o tratamento de esporos de
Paecilomyces variotii (4 meses) com 35 % de perdxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N y =-log N/No

(°C) (segundos) (UFC/ml)
0 3,75x10°
2 7,0 x10° 0,73
40 4 6,0x10° 0,79
6* 6,5x10° 0,76
8 6,0x10° 0,79
10 4,5x10° 0,92
0 1,5x10°
6,0x10° 0,40
60 4 4,75x10° 0,50
6* 3,0x10° 0,70
8 1,3x10° 1,06
10 3,00x10* 1,70
0 2,0x10°
3,75x10° 0,73
70 4 6,0x10° 1,52
6* 2,0x10° 2,00
8 4,15x10° 2,68
10 1,5x10° 3,12
0 1,5x10°
7 2,25x10° 0,82
4 2,5x10" 1,78
75 6* 3,75x10° 2,60
8 1,75x10° 2,93
10 1,00x10° 3,18

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 28. Reduc@o decimais (y) para o tratamento de esporos de
Paecilomyces variotii (4 meses) com 40 % de peroxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N y =- log N/No

°cO) (segundos) (UFC/ml)
0 2,75x10°
2 3,3x10° 0,92
4 2,75x10° 1,00
40 6* 2,25x10° 1,09
8 2,0x10° 1,14
10 4,1x10° 1,83
0 3,7x10°
2,3x10° 1,21
4 2,0x10* 2,27
60 6* 1,5x10* 2,39
8 3,5x10° 3,02
10 7,5x10° 3,69
0 1,25x10° |
2 5,0x10° 1,40
4 1,25x10" 2,0
70 6% 1,0x10° ' 3,09
8 ' <] >3,09
10 <1 >3.09

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 29. Reducdo decimais (y) para o tratamento de esporos de
Paecilomyces variotii (4 meses) com 45 % de peroxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N y =- log N/No

(°C) (segundos) (UFC/ml)
0 2,15x10°
2 6,25 x10° 0,54
40 4 2,45x10° 0,94
6* 1,5x10° 1,16
8 1,47x10° 1,16
10 2,0x10* 2,03
0 1,7x10°
2,8x10* 1,78
60 4 2,5x10° 2,83
6* 7,5x10 3,35
8 <1 >3,35
10 <1 >3,35
0 2,45x10°
1,0x10* 2,40
70 4 <1 >2,40
6* <] >2,40
8 <1 >2,40
10 <1 >2.40

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 30. Redugdo decimais (y) para o tratamento de esporos de
Neosartorya fischeri (4 meses) com 35% de perdxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N vy =- log N/No

°O) (segundos) (UFC/ml)
0 3,0x10°
2 1,25 x10° 1,38
4 4,50x10* 1,82
40 6* 3,50x10* 1,93
8 3,25x10* 1,96
10 2,4x10* 2,10
0 3,50x10°
2 4,75x10* 187
4 3,00x10* 2,07
60 6* 2,0x10* 2,24
8 1,75x10* 2,30
10 1,25x10° 2,45
0 2,5x10°
2,5x10° 2,00 -
4 1,25x10* 2,30
70 6* 1,0x10* 2,40
8 7,25x10° 2,54
10 6,75x10° 257
0 2,0x10°
2,0x10° 2,0
4 1,0x10* 2,30
75 6* 7,0x10° A5
8 3,5x10° 2,76
10 3,5x10° 2,76

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 31. Redugdo decimais (y) para o tratamento de esporos de
Neosartorya fischeri (4 meses) com 40 % de perdxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N v =- log N/No

(°O) (segundos) (UFC/ml)
0 4,5x10°
2 2,25 x10° 1,30
4 2,0x10° 1,35
40 6* 5,5x10* 1,91
8 4,75x10° 1,98
10 3,0x10* 2,18
0 4,5x10°
9 2,0x10° 135
4 1,5x10° 1,48
60 6* 2,5x10* 025
8 2,0x10* 2,35
10 1,5x10° 3,48
0 2,82x10°
1,8x10° 1,19
4 1,65x10° 1,23
70 G 1,90x10* 2,14
| g 5,5x10° 271
10 2,0x10 4,15
0 2,5x10°
/) 1,0x10° 1,39
4 2,0x10°* 2,10
75 6* 3,5x10° 2,85
8 8,0x10° 3,49
10 1,0x10? 4,40

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 32. Redugdo decimais (y) para o tratamento com esporos de
Neosartorya fischeri (4 meses) com 45% de peroxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N =-log N/No
(°O) (segundos) (UFC/ml)
0 4,0x10°
g 9,5x10° 0,62
4 3,0x10° 1,12
40 6* 1,0x10° 1,60
8 3,1x10* 2,11
10 1,0x10* 2,60
4,50x10°
3,5x10° o 4
8,9x10* 1,70
60 6+ 2,5x10° 3,25
8 3,0x10° 3,18
10 <1 >3,18
0 6,5x10°
6,5x10° 1,0
4 5,0x10* 2,11
70 6* 3,5x10° 337
8 1,0x10° 3,81
10 <1 >3,81

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 33.Redugdo decimais (y) para o tratamento de esporos de Paecilomyces
variotii (1 més) com 35 % de peroxido de hidrogénio em

diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N y =- log N/No

(°cO) (segundos) (UFC/ml)
0 5,25x10°
2 2,2 x10° 1,38
40 4 4,0x10* 2.12
6* 2,5x10* 230
8 2,0x10* 2,42
10 3,5x10° 3,18
0 8,5x10°
3 1,95x10° 1,64
60 4 4,0x10° 3,33
6* 1,0x10? 4,93
8 1,0x10? 4,93
10 <1 >4,93
0 3,5x10°
) 1,7x10° 3,31
70 4 1,0x10? 4,54
; 6k ey >4,54
8 <1 >4,54
10 <1 >4,54

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 34. Redu¢@o decimais (y) para o tratamento de esporos de
Paecilomyces variotii (1 més) com 40 % de perdxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N y =- log N/No

°cO) (segundos) (UFC/ml)
0 5,75x10°
2 1,3x10° 1,64
40 4 6,25x10° 1,96
6* 2,75x10* 2,32
8 1,4x10* 2,61
10 5,50x10° 3,02
0 3,5x10°
2 6,0x10* 1.97
60 4 4,0x10° 2,94
6* 8,0x10° 3,64
8 <1 >3,64
10 <1 >3 64
0 1,70x10° '
2 <1 >4.,0
70 4 <1 >4,0
6* <] >4.0
8 <1 >4.,0
10 <1 >4,0

* = Tempo de contato utilizado na industria

130



Tabela 35. Reducdo decimais (y) para o tratamento de esporos de
Paecilomyces variotii (1 més) com 45 % de perdxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N v =- log N/No

(°cC) (segundos) (UFC/ml)
0 2,0x10°
2 1,5x10* 2,12
40 4 5,5x10° 2,56
6* 1,7x10° 3,07
8 7,5%10 3,42
10 2,5x102 3,00
0 3,5x10°
5,5x10° 2,80
60 4 5,5x10° 3,80
6* <1 >3,80
8 <1 >3,80
10 <1 >3,80
0 4,5x10°
2 <1 >4,0
70 4 <1 >4,0
S : <1 >4.0
8 <1 >4.0

10 <1 >4.0

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 36. Reduc¢ao decimais (y) para o tratamento de esporos de Neosartorya
fischeri (1 més) com 35 % de peréxido de hidrogénio em

diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N y =-log N/No

°O) (segundos) (UFC/ml)
0 4,0x10°
2 2,0x10° 1,30
4 1,70x10° 1:%7
40 6* 4,5x10* 1,95
g 4,0x10°* 2,00
10 3,2x10° 2,10
0 4,5x10°
) 1,75x10° 1,41
4 5,0x10* 1,95
60 6* 2,5x10* 225
8 2,0x10* 2,35
10 2,0x10* 2.35
0 3,75x10°
2 1,75x10° 1,33
2,25x10* 2.2
70 - 6* 1,5%10* 2,40
8 1,0x10° 25T
10 8,25x10° 2,66
0 4,0x10°
2 1,0x10° 1,60
4 1,5x10* 2,42
75 6 6,0x10° 2.80: "
8 2,0x10° 3,30
10 2,0x10° 3,30

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela3d7. Redu¢do decimais (y) para o tratamento de esporos de
Neosartorya fischeri (1 més) com 40% de peroxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N v =-log N/No

©C) (segundos) (UFC/ml)
0 2,75x10°
5 1,75x10° 1,20 -
4 5,0x10" L.14
4 6+ 2,8x10* 1,99
8 1,0x10* L
10 6,0x10° 2,66
3,95x10°
1,25x10° 1,50
4 2,65x10" ol
o 6 8,0x10° 2,69
g 4,05x10° 2.99
{0 3,0x10° 3,12
) 4,75x10°
) 1,0x10° 158
4 1,62x10°* 2,47
- i A 3,0x10° 3,20
: 8 l,jxlos 3,56
10 6,0x10° 3,90

* = Tempo de contato utilizado na industria
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Tabela 38. Redugéo de ciclos logaritmicos (y) para o tratamento de esporos
de Neosartorya fischeri (1 més) com 45% de peroxido de

hidrogénio em diferentes tempos de contato e temperaturas

Temperatura  Tempo de contato Sobreviventes N y =- log N/No

O (segundos) (UFC/ml)
0 6,5x10°
2 6,0x10° 1,03
4 5,5x10° 1,07
40 6* 2,0x10° 1,51
8 8,0x10* 1,91
10 3,5x10* 297
0 6,5x10°
2,9x10° 1,35
4 2,65x10° 1,39
60 6* 1,3x10° 1,70
8 2,0x10° 2,51
10 4,0x10° 3,21
0 4,5x10°
1,47x10° 1,48
4 1,1x10° 1,61
70 6* 2,0x10° 235
| 8 - 2,0x10° 3,35
10 <1 >335

* = Tempo de contato e temperatura utilizados na industria
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Para o bolor Paecilomyces variotii com 1 més de idade ensaiado
com a concentracdo de 35 % de peroxido a 70°C e 4 segundos de contato
foram obtidas 4,54 redugdes de ciclos logaritmicos (tabela 33) com D de 1,62
segundos (Figura 31). O tratamento com perdxido a 35% mostrou-se eficiente
para esse bolor com essa idade ¢ nas condigdes descritas. Para o tempo de
contato de 6 segundos a 70°C, que € o utilizado pela industria, houve mais que
que 4,54 ciclos logaritmicos de reducdo, sendo este tempo de contato
suficiente para a eliminagédo deste bolor a 70°C. Levando-se em consideragio
que a contaminacdo do laminado por esse bolor ¢ de 1UFC/100cm’ e nos
testes realizados em laboratorio foram obtidas mais que 4 redu¢des decimais
para esses parametros, o tratamento industrial pode ser considerado eficiente
para a eliminagdo principalmente dos esporos jovens (1 més de idade) desse

bolor, que foi isolado no material de embalagem.

Com os resultados obtidos na tabela 27 foi possivel observar que
o bolor P.variotii com 4 meses de idade foi mais resistente do que o P. variotii
com 1 més de idade. Para o bolor mais jovem houve 4,54 ciclos logaritmicos
de redug¢do com 4 segundos de contato na temperatura de 70°C e 35% de
peroxido de hidrogénio (tabela 33) e para o mais velho nessa mesma
temperatura, tempo de contato e concentragdo de peroxido foram obtidos
apenas 1,52 ciclos logaritmicos de reducdo e com 6 segundos de contato
obteve-se apenas 2 ciclos de redugéo (tabela 27). Com o aumento do tempo de

contato para 10 segundos, foram obtidas 3,12 redugdes de ciclos logaritmicos.

Devido a resisténcia do P.variotii na concentragdo de 35% de
peroxido de hidrogénio a 70°C foi ensaiada a temperatura de 75°C, sendo que

com 6 e 10 segundos de contato foram obtidas, respectivamente, 2,60 e 3,18
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reducdes logaritmicas (tabela 27).

Como pode ser observado na tabela 39, com a concentracio de
40% de perdxido de hidrogénio e 10 segundos de contato a 70°C, foi possivel
a obten¢do de mais que 4 redugdes decimais para o P. variotii com 1 més de
idade e mais que 3 redugdes decimais para o mesmo bolor com 4 meses de
idade, sendo este bolor isolado do laminado, e esta seria uma alternativa,
principalmente em casos onde se tem uma populagio inicial mais alta (maior
que 10° esporos/100cm?), porém, este aumento no tempo de contato tem a
limitagdo de causar uma reducfo na velocidade de producio da maquina TBA,
ja que o padrdo s3o 6 segundos de contato. No presente trabalho, o tempo de
contato de 6 segundos foi suficiente, ja que a populacdo inicial isolada do
laminado foi baixa, (menor que 10* esporos/100cm?) sendo esta é situagdo
mais comum. O N. fischeri foi mais resistente ao tratamento com 40% de
H,0; e como pode ser observado com 6 segundos niio foram obtidos 4 ciclos

de redugdo logaritmica, tendo isso ocorrido com 10 segundos de contato.

Para contamina¢des menores que 10° esporos/ml o tratamento
com uma solu¢ido 35% de perdxido de hidrogénio, 6 segundos de contato a
70°C foi suficiente para a diminui¢do de no minimo dois ciclos logaritmicos

para os dois bolores estudados.
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Tabela39. Comparacdo da reducdo de ciclos logaritimicos para o P. variotii €

N. fischeri expostos a 40% de peréxido de hidrogénio a 70°C nos

tempos de 6 e 10 segundos.

Fungo/ 1dade Tempos de contato Reducao de ciclos
(segundos) logaritimicos ()
Paecilomyces variotii 6 =>4.0 .
(1 més) 10 >4.0
Paecilomyces variotii 6 3,09
(4 meses) 10 >3,09
Neosartorya fischeri 6 3,2
( 1 més) 10 39
Neosartorya fischeri 6 2,14
( 4 meses) 10 4,15

4.10.1. Efeito do aumento da concentracao de H,O, nos valores de D

Em todas as curvas de sobreviventes apresentadas nesta pesquisa

as linhas pontilhadas correspondem as curvas experimentais ¢ as linhas cheias

as retas de regresso obtidas utilizando o software Excel.

No presente trabalho, os valores de D diminuiram com o aumento

nas concentracdes de peréxido de hidrogénio, como o encontrado por Buchen
& Marth (1977) para fungos e Swartling & Lindgreen (1968), Tsuchida &
Tsuchido (1997) e Toledo et al.(1973) para bactérias. Cabe ressaltar que, neste

caso, o valor D refere-se ao parAmetro de resisténcia ao tratamento

termoquimico.
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Os conidios de Aspergillus parasiticus (linhagens NRRL 2999 e
NRRL 3315) e Aspergillus flavus NRRL3353 foram tratados por Buchen &
Marth (1977) com 2, 4 ¢ 6% de peréxido de hidrogénio nas temperaturas de
20, 30 e 40°C, sendo que, para todas as linhagens e temperaturas ensaiadas,
houve uma grande diminuigio no valor de D quando se aumentou a
concentragdo de peroxido de 2 para 4%, exceto para a linhagem NRRL 3353 a
20°C que ndo apresentou diminui¢io no valor de D. Para a linhagem
NRRL2999 os valores de D (minutos) com 2% de H,O, e 20, 30 e 40°C
foram, respectivamente, 39,5, 23.2 e 9,0 minutos e com 4% de peroxido foram
a 20, 30 e 40°C de 18,3; 8,6 € 4,9, respectivamente. Quando a concentragio
foi elevada de 4 para 6% houve diminui¢do no valor de D, porém, com menos
intensidade para as linhagens NRRL 2999 e NRRL 3315, porém, para a
linhagem NRRL 3353 os valores de D diminuiram pela metade quando se

aumentou a concentragdo de 4 para 6 % de peroxido.

As figuras 16 e 17 mostram a diminuigdo do valor de D para o
P.variotti com 4 meses de idade quando a concentragdo de perdxido de
hidrogénio ensaiada foi elevada de 40 para 45% (p/p). Conforme foi
observado nas figuras 16 e 17 para o bolor P.variotii com 4 meses, 0 aumento
da concentragéo de peréxido exerce influéncia significativa nos valores de D,
0 que pode ser observado também para o P. variotii com 1 més de idade
(figuras 33 e 34). Na figura 19, foi possivel observar que, com 0 aumento da
concentragdo de perdxido de hidrogénio, diminui a diferenga da resisténcia
entre as duas idades de P.variotii, com nivel de significancia de 95%, este fato
¢ mais notério a 40°C. Para melhor visualizagdo da figura 19 observar as
distancias entre as idades, sendo a idade de 4 meses representada por um

quadrado e a de um més por um circulo.

138



1,00E+07

1,00E+06 s x

1,00E+05

-y

~ DU=1UZ0s K.ZI=U, 741

1,00E+04

1,00E+03

1,00E+02

LOOEH)] e o

Numero de sobreviventes (UFC/ml)

1,00E+00

Figura 16.

sy .-
'_

10 12
Tempo(s)
Curvas de sobreviventes para Paecilomyces variotii (4

meses) exposto a 40% de H,0; a 40, 60 e 70°C

Ll @

e ———

% e —
1,00E+05 = .
== —
1,00E+04 S C=6,22s R°=0,863
I1 ‘\\ X \xx_‘:..._
1,00E+03 s = =

Nimero de sobreviventes (UFC/ml)

1,00E+01

1,00E+00

10

Tempo (segundos)

Figura 17. Curvas de sobreviventes para Paecilomyces variotii (4

meses) exposto a 45% de H,0; a 40,60 e 70°C

139

12

|- - -40C
‘- |- -60C |

70C



Para o bolor Paecilomyces variotii, as interacdes entre idade
versus peroxido e temperatura versus perdxido foram significativas a 95%
(tabela 6 - apéndice 2)

A variavel concentragdo de perdxido foi altamente significativa

(95%) para N. fischeri ver ANOVA (tabela 3 - apéndice 2).

Conforme foi observado para o bolor N. fischeri (4 meses)
ensaiado com 35 % de perdxido, os valores de Dygec € Dgoec foram 23,5 e
14,35 segundos ( Fig.18), respectivamente. Quando este bolor foi tratado com
40% de peroxido, os valores de Dypec € Dgpec foram 8,42 e 3,90 segundos

(Figura 21), respectivamente, ocorrendo uma grande diminuic¢io no valor de D

quando houve um aumento na concentracio do agente esterilizante.
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Figura 19. Grafico tridimensional dos valores de D para P.variotii (1 e

4 meses) exposto a 35,40 e 45% de peréxido de hidrogénio
nas temperaturas de 40, 60 e 70°C
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Conforme eleva-se a concentragéo de peroxido para o N. fischeri,
a diferenga de comportamento em relagéo a temperatura diminui para ambas
as idades (Figura 20 e figura 1 do Apéndice 2) com 95% de significancia, o
mesmo ocorrendo com os valores de D obtidos a partir dos dados observados
para N.fischeri (1 e 4 meses) ensaiado com 45% de perdxido de hidrogénio,
sendo que os valores sao bem proximos para as duas idades nessa
concentragdo (figuras 23 e 24) . Esta diferenca de comportamento é devida a

interacdo idade versus peroxido ser significativa a 95% (Tabela3- Apéndice2)
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Figura 23.Curvas de sobreviventes de Neosartorya
fischeri (4 meses) exposto a 45% de H,O, a
40, 60 € 70°C

O bolor N. fischeri (1 e 4 meses) foi mais resistente a

concentracdo de 45% de peroxido do que o P.variotii, apresentando 2,35 e
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3,27 redugdes logaritmicas, respectivamente, com 6 segundos de tratamento
(tabela 33 e 38). A figura 24 mostra o bolor N. fischeri com 1 més submetido a

concentragdo de 45% de peroxido.
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Figura 24. Curvas de sobreviventes para N.fischeri (1 més) exposto a
45% de peroxido de hidrogénio nas temperaturas de 40,60 e
70°C

Na figura 25 observa-se a diferenca entre valores de D das 3
concentragdes de peroxido estudadas, sendo que essa diferenga foi devido a
concentragdo de peroxido e ndo a temperatura ou idade, pois é possivel
observar na tabela 3 (Anova) no apéndice 2 que a variavel concentragdo de

peroxido foi altamente significativa para esse bolor.
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Figura 25. Gréfico tridimensional dos valores de D para N. fischeri ( 1 e 4 meses
de idade) nas temperaturas de 40, 60 e 70°C e nas concentragdes de
35,40 e 45%

A concentracdo de 45% de H,O, foi bastante letal para os esporos
de P. variotii, sendo que para os esporos com 1 més quando expostos a essa
concentracdo e a 70°C ndo foram recuperados sobreviventes, mesmo em
tempos de contato muito pequenos, como 2 segundos (tabela 35 ). Para
esporos com 4 meses, houve recuperacio pelo metodo utilizado quando estes
foram submetidos ao tempo de contato de 2 segundos, porém, com 4 segundos

nao foram encontrados sobreviventes.

A concentragdo de 45% dificilmente seria utilizada
industrialmente, no caso de desinfeccdo de embalagens, principalmente pela
liberacdo de vapores irritantes com o aquecimento e a dificuldade de

eliminagdo total do agente com permanéncia de residuos, muito prejudicial
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para certos produtos, principalmente os ricos em vitamina C.

Ito et al. (1973) compararam a resisténcia de alguns
microrganismos expostos a 35% de peroxido de hidrogénio e foi encontrado
que o Clostridium botulinum 169B possuia um valor D7 1oc de 5 segundos e
Dyg7 soc de 3 segundos, ja para o Bacillus stearothermophilus 1518 0 Dg; goc foi
de 14 segundos, sendo o segundo mais resistente ao tratamento com essa
concentragdo de peréxido. Denny (1973)' citado por Toledo (1975) encontrou
que o Clostridium botulinum 169B foi a mais resistente das linhagens, com

Dggec de 1,8 segundos, quando expostos a 35% de H,0s.

Segundo Cerf & Hermier (1972) o indice de reducio decimal
(valor D) para Bacillus cereus quando submetido ao tratamento com 15% de
H,0, a 80°C e pH = 2,0 foi de 5 segundos e as curvas encontradas nio eram
logaritmicas, como as encontradas nesta pesquisa que mostraram um rapido
decrescimo inicial predominando as curvas com concavidade para cima. Cerf
¢ Hermier (1972) encontraram 4 tipos diferentes de curvas para o género
Bacillus podendo ser uma reta, uma reta precedida de ombro, uma reta
precedida por uma concavidade por mais de um ciclo de reducio decimal,
porém, a predominancia foi de curvas céncavas para cima e algumas linhagens

mostraram “tailing”.

Para melhorar a desinfeccdo poderia ser indicado o aumento da
concentracdo de 35% (p/p) para 40% (p/p) no banho de perdxido, sendo que
esta mudanga € viavel porque o residual verificado para essa concentracio foi

em média 0,385 ppm, abaixo do exigido pelo FDA.

! Denny,C. Personal communication. National canners Association., Washinghton D.C., 1973.
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4.10.2. Efeito da idade dos esporos de bolores no valor de D

Como foi possivel observar nas figuras 21 e 22, para o fungo N.
Jischeri com 4 meses de idade submetido ao tratamento com 40% (p/p) de
peroxido de hidrogénio os valores de Dygec , Dggoc € D7pec foram, 8.42; 3.90 e
2,7 segundos, respectivamente, e para 0 mesmo fungo com 1 més de idade os
valores de Dypec , Degec € Drgec foram 4,05; 4,93 e 3,61, respectivamente
(figura 27). Foi possivel observar uma grande diferenga dos valores de D com
relagdo a idade para a concentragdo de 40% de H,0,, na temperatura de 40°C,
sendo que nas temperaturas mais altas esse efeito ndo foi muito marcante. O
efeito da idade também foi altamente visivel na concentragdo de 35% de
perdxido e na temperatura de 40°C, nesse caso o valor D para N. fischeri com
4 meses foi de 23,5 segundos e para N. fischeri com 1 més foi de 9,0
segundos. Quando eleva-se a concentragdo de peroxido e a temperatura o
efeito da idade fica mascarado para esse bolor, conforme corroborado pelas
analises estatisticas (figura 20 e tabela 3 no Apéndice 2) onde as interagdes

idade versus peroxido e idade versus temperatura foram significativas.

Segundo Tournas & Traxler (1994) a menor resisténcia térmica
demonstrada por esporos mais jovens de N. fischeri pode ser devido a
matura¢do incompleta e maior conteudo de agua. No presente trabalho, nos
resultados de resisténcia ao peroxido de hidrogénio encontrados para N.
fischeri (1 e 4 meses de idade), considerando-se todas as concentragdes
analisadas, nfdo se observou uma grande diferenga de comportamento entre as
duas idades. Provavelmente, os esporos mais jovens (1 més) ja possuam
maturidade e baixa atividade de agua, suficiente para conferir uma maior
resisténcia ao peroxido.
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Para o Paecilomyces variotii, foi possivel observar uma grande
diferenga no comportamento dos esporos com relacdo a idade na temperatura
mais baixa (40°C). Em temperaturas e concentracdes de peréxido mais altas o
efeito sinergistico dessas duas variaveis foi tio grande que néo foi observada
diferenca de comportamento entre as idades (Figura 19 e Figura 3 no
Apéndice 2). Provavelmente, os esporos de 1 més possuam uma maturagio
mais tardia e maior atividade de 4gua e, portanto, menor resisténcia ao
peroxido do que os esporos com 4 meses de idade. Sendo assim, como nio se
sabe quanto tempo os esporos ficam na natureza é importante evitar formas de
contaminag¢do do laminado, principalmente pela estocagem inadequada. Cabe
ressaltar que os esporos de P.variotii sdo conidios, obtidos por reproducio
assexuada e os esporos de N. fischeri s3o ascosporos obtidos por reproducio
sexuada, havendo portanto diferengas entre eles que podem ser responsaveis

por diferencas de comportamento.

Bundgaard - Nielsen & Nielsen (1995) encontraram que a
resisténcia dos ascoporos de Monascus ruber, Eurotium repens e Neosartorya
pseudofischeri ao tratamento com etanol 70% por 10 minutos aumentou com a
idade (21, 35 e 110 dias), porém, a idade ndo afetou a resisténcia de conidios
de 5 linhagens de Penicillium submetidas a0 mesmo tratamento. Os autores
observaram ainda nesse estudo que havia variacdo na resisténcia aos

fungicidas testados entre diferentes isolados de uma mesma espécie.

Conner & Beauchat ( 1987b) inferem que o aumento nas
concentragdes de glicerol, manitol e trealose que ocorrem nos ascosporos de
11 para 25 dias do bolor N. fischeri, pode ser o mecanismo pelo qual o

ascosporo diminui sua atividade de 4gua interna, mantendo assim a sua
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viabilidade enzimatica e também melhorando sua resisténcia ao “stress”

ambiental, fato que pode ter ocorrido no presente trabalho .
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Buchen & Marth (1977) encontraram que para a linhagem de
Aspergillus parasiticus (NRRL 2999) a resisténcia dos conidios ndo foi
afetada pela idade da cultura, porém, para linhagens de Aspergillus parasiticus
(NRRL 3315) e 4spergillus flavus (NRRL 3353) os conidios mais velhos (10
e 14 dias) foram aparentemente mais resistentes do que os produzidos com 7
dias, mas essa diferen¢a ndo ficou evidente e, segundo os autores, outras
variaveis como a temperatura e a concentracdo de perdxido devem ser levadas
em consideracdo, sendo esta observacdo muito importante para a presente

pesquisa.

Foi observada uma diferenca nos valores de D relacionada com a

idade dos esporos, por exemplo a 35% de peroxido de hidrogénio e 40°C para
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0 Paecilomyces variotii com 1 e 4 meses os valores de D foram 5,13 e 25,05
segundos, respectivamente, (figuras 31.e 32), porém, esta diferenca ndo foi
significativa para a varidvel idade sozinha sendo significativa para as
interagdes. Provavelmente, essa relacdo da idade e aumento de resisténcia ao
peroxido de hidrogénio somente seja observada quando os esporos sao
coletados em um intervalo maior, como no caso do presente trabalho (le4
meses), podendo também depender do microrganismo e da linhagem estudada.
Na pesquisa de Buchen & Marth (1977), os intervalos de coleta de 7, 10 e 14
dias podem ter sido insuficientes para observagio dessa diferenca em algumas

linhagens estudadas.
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4.10.3. Influéncia da temperatura nos valores de D

Na maquina TBA3, o banho de peroxido ocorre a temperatura
ambiente, porém, logo ap6s o banho, a superficie da embalagem € submetida a
uma temperatura de 120°C na camada de polietileno na superficie da
embalagem. O aquecimento se faz por uma resisténcia, cuja temperatura varia
entre 400 — 600°C, conforme indicacdes de Viarnamo (1982). Esse
procedimento faz a remoc¢do de residuos de perdoxido na superficie da
embalagem. Na maquina TBAS, a temperatura do banho € ajustada a 70°C e
controlada por um sensor e o material de embalagem apos desinfec¢do com
per6xido passa por um sistema de rolos espremedores para a retirada dos

residuos de perdéxido (Tetra Pak — comunicagdo pessoal).

O efeito esporicida do peroxido de hidrogénio foi incrementado
com a elevacdo da temperatura. Para o bolor Neosartorya fischeri com 1 e 4
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meses em todas as concentragdes de peroxido utilizadas, observou-se que,
quando a temperatura foi elevada de 40 para 70°C houve uma reducio no
valor de D de no minimo a metade. Por exemplo, para N. fischeri (4 meses)
tratado com 35% de perdxido, o valor Dygec foi de 23,5 segundos (figura 18)

enquanto que, o valor de D;gec foi de 11,7 segundos (figura 30).

A influéncia do aumento de temperatura para o P. variotii 1 e 4
meses também foi consideravelmente grande para todas concentracoes

testadas, ocorrendo uma diminui¢do de até 10 vezes no valor de D quando a

temperatura foi elevada de 40 para 70°C (figuras 16, 17, 33 e 34).

O efeito do valor de D com a elevagio da temperatura observada
no presente trabalho, € corroborada pelas analises estatisticas. Para o P.variotii
a temperatura foi significativa a 95% quando considerada a interagio perdxido
versus temperatura (tabela 6-apéndice 2). Para o N.fischeri a variavel
temperatura individualmente foi significativa a 95%, bem como a interacio

entre idade versus temperatura (tabela 3 —apéndice 2).

A temperatura exerceu um importante papel como catalisador
para o peroxido de hidrogénio na formacdo de radicais (radicais OH') e, sio
esses radicais, que supostamente reagem com os componentes do esporo, tal
como afirmam Shin et al. (1994). A acdo sinergistica temperatura versus
concentragdo de perdxido parece exercer uma grande influéncia na diminuicio

da resisténcia do microrganismo.
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Conforme pode ser observado nas figuras 29 e 30 para N. fischeri
1 e 4 meses, respectivamente, quando ocorreu um aumento na temperatura de
5? C obteve-se uma diminui¢@o evidente do valor de D para Neosartorya
fischeri (1més), sendo Dygec de 11,36 segundos € D 75-c de 4,57 segundos. Para
N. fischeri com 4 meses quando ensaiado com 35% de H,0, a diminuicdo no
valor de D ndo foi muito grande sendo Dgpec € D7sec de 11,7 € 8,2 _segundos,
respectivamente. Esta diminui¢do do valor de D ndo foi tdo evidente para
Paecilomyces variotii com 4 meses de idade e 35% de perdéxido de hidrogénio

sendo Dypec de 3,36 e Dsoc de 2,2 segundos (figura 26).

Na figura 22, podemos observar que a mudanga de 70 para 75°C
em esporos de N.fischeri com 4 meses tratados com 40% de perdxido
praticamente ndo alterou o valor de D deste microrganismo, o mesmo
ocorrendo para os esporos com mesma idade e 35% de H,0,, onde a alteragio

foi pequena nio justificando portanto esse aumento de temperatura.

Ito et al. (1973) encontraram que esporos de Clostridium
botulinum 62 A tratados com 20% de perdxido de hidrogénio tinham sua
resisténcia diminuida quando a temperatura era elevada de 20 para 40 e 55°C.
Com a elevagdo da temperatura a curva de sobreviventes mostrou uma
diminuicdo do “lag” inicial e do “tailing”, aproximando-se mais de uma reta,
fato que também ocorreu com os tratamentos onde houve o aumento nas
concentragdes de peroxido. Uma situagdo similar pode ser observada na figura

31 para o P.variotii (1 més).

Para os dois bolores estudados a temperatura foi significativa a
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95% na diminui¢do da resisténcia do microrganismo (Tabelas 3 ¢ 6 no
apéndice 2), sendo assim, para melhorar a desinfec¢do sugere-se uma correta
manutengdo € controle da temperatura do banho de perdxido de hidrogénio
mantendo-se a concentragdo do agente esterilizante utilizada comercialmente

(35%) que foi estabelecida pelo FDA.

4.10.4. Modelo de regressio linear ajustado para os valores de D para os

bolores N. fischeri e P. variotii

Utilizou-se a regressdo linear simples para tratamento dos dados
observados de N. fischeri e P. variotii, com inclusdo das componentes
quadraticas para peroxido, linear para idade, temperatura e peroxido e
interagdo entre peroxido versus idade e perdxido versus temperatura para N.
fischeri e procedimento “backward” de sele¢cdo de variaveis no modelo, ou
seja, as variaveis que ndo foram significativas a 95% foram omitidas do
modelo. Para o P. variotii foram incluidas as componentes lineares para idade,
peroxido e temperatura, a temperatura quadratica foir mantida para dar

estabilidade ao modelo, e todas as interagdes entre os efeitos lineares.

O modelo encontrado para o bolor Neosartorya fischeri descreve
satisfatoriamente o fendmeno e apresenta um R’ de 0,9153 (Tabela 3 -
Apéndice 2) podendo ser utilizado para os bolores estudados dentro das

condigdes estabelecidas nesta pesquisa.

Para a regido experimental contendo os limites:
1més < idade < 4meses
35% < concentragdo de peroxido <45%

40°C < temperatura < 70°C
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O valor de D dos experimentos para o Neosartorya fischeri com 1
més pode ser estimado pelas equagdes 5 (modelo completo) e 6 (modelo

simplificado) e para N. fischeri com 4 meses pelas equacdes 7 e 8.

N. fischeri com 1 més de idade (I = 1):

D=282,3781+12,23.1-13,5712.P+0,1622.P*+0,0725.T-0,1861.1.P-0,0738.L T| (Eq 5)

D=294,61 - 13,76.P - 0,0013.T + 0,1622.P*> | (Eq.6)

N. fischeri com 4 meses de idade (I = 4):

D=282,3781+12,23.1-13,57 12.P+0,1622.P2+0,0725.T-0,186I.I.P~0,0738.I.T (Eq7)

D=331,3-14,316.P — 0,2225. T + 0,1622 . P~ (Eq. 8)

Onde:

I = 1dade (meses)

P = Concentragéo de perdxido (%)

T= Temperatura em graus Celsius

D= Tempo (segundos) para reduzir em 90% a concentra¢do inicial de

microrganismos

Para a regido experimental contendo os limites:
Imés < idade < 4meses
35%s= concentragio de perdxido <45%

40°C< temperatura < 70°C
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Os valores de D (segundos) dos experimentos para o
Paecilomyces variotii com 1 més podem ser estimados pelas equagdes 9
(modelo completo) ou 10 (modelo simplificado) e Paecilomyces variotii com

4 meses pelas equagdes 11 ou 12.

Para os modelos ajustados dos dois bolores foram contruidos

graficos de superficies de resposta.

Na figura 35 mostra-se a relagdo tridimensional de efeito de
peroxido de hidrogénio, idade e resisténcia térmica do N. fischeri com 1 més
de idade. Nota-se que em baixas concentragdes de H,O, e idade maior se

registram os mais altos valores de D.
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E 17.050
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Figura 35. Superficie de resposta para o modelo ajustado de N.fischeri
(1 e 4 meses)

Na figura 36 é mostrada a relagdo tridimensional do efeito da
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idade e temperatura na resisténcia do N. fischeri (1 ¢ 4 meses) onde a
diferenca observada entre os trés pontos foi devida a concentragdo de peroxido
e ndo a temperatura ou a idade, pois o efeito do peroxido de hidrogénio €
muito forte. A superficie de resposta da figura 37 mostra 0 comportamento
médio entre temperatura e peroxido de hidrogénio para N. fischeri nas duas
idades, sendo possivel observar a diferenga de comportamento entre as duas

idades apenas na temperatura mais baixa (40°C).
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Figura 36. Superficie de resposta para o modelo ajustado de N. fischeri
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Figura 37. Comportamento médio entre temperatura e peroxido de
hidrogénio para V. fischeri com 1 e 4 meses de idade

Paecilomyces variotii com 1 més de idade (I=1)

D=120,56+21,4931.I~1,91S9.P-3,5155.T+O,0l70.T2—0,3348.I.P-O,1291.I.T+0,O448.P.T

(Eq9)

D= 142,0531 -2,2507.P — 3,6446.T +0,0448.P.T + 0,0170.T | (Eq.10)

Paecilomyces variotii com 4 meses de idade (I=4)

D=120,56+21,4931.1-1,9159.P-3,5155.T+0,0170.T2-0,3348.L. P-0,1291.1. T+0,0448.P.T

(Eq 11)
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D= 206,5324 — 3,2551.P — 4,0319.T + 0,0448.P.T + 0,0170.T> | (Eq. 12)

onde:

I =idade (meses)

P = Concentracio de perdxido em porcentagem (%)

T= Temperatura em graus Celsius

D= Tempo (segundos) para reduzir em 90% a concentra¢do inicial de

microrganismos

Com os tratamentos mais drasticos (temperaturas e concentragoes
de peréxido mais altas), a morte dos microrganismos foi tdo rapida que o
método de contagem ndo foi suficientemente sensivel para detectar os

possiveis sobreviventes, que provavelmente estariam abaixo da regido quantal

(menor que 1UFC/ml).

Para o bolor Paecilomyces variotii o valor de R quadrado foi de
0,89325 sendo o modelo considerado satisfatorio, principalmente por se tratar
de um experimento biolégico e com tempos de contato entre o agente
esterilizante € os esporos muito curtos, medidos em segundos como o
realizado por Swartling & Lindgreen (1968) que citam os problemas em se
trabalhar com tempos de contato muito curtos, principalmente pela dificuldade

de reprodutibilidade dos experimentos.

Cabe indicar que os modelos propostos somente sao validos para

os bolores e condigdes estudadas no presente trabalho.
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Para o bolor P. variotii com 1 e 4 meses a superficie de resposta €

apresentada na figura 38, para o comportamento entre temperatura € peroxido.

E possivel observar a diferenga acentuada entre as idades apenas em

temperatura baixa (40°C).
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Figura 38. Superficie de resposta para o modelo ajustado de Paecilomyces
variotii com 1 e 4 meses de idade

Na tabela 40 sdo apresentados para o P. variotii, nas duas idades
os valores de D encontrados pelo célculo da regressdio na porgdo linear das
curvas (valores observados) e os valores encontrados pela aplicagdo dos
modelos (valores preditos) e podem ser vistos na figura 39. Os dados de M.
fischeri ficaram muito bem distribuidos ao longo da linha de 45 graus e podem

ser vistos na figura 40. Para o P.variotii pelo fato de ser menos resistente a
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auséncia de valores em altas temperaturas e concentragdes de peroxido €
notdrio, sendo que os dados de valores de D ficaram concentrados na porgao

inferior da reta de 45 graus para este bolor.

Para P. variotii (1més) exposto a 35% de peroxido de hidrogénio
e 70°C o valor de D observado e o calculado pelo modelo foi de 1,62 e 1,22
segundos, respectivamente e para P.variotii (4 meses) o valor de D observado
e o calculado pelo modelo foi 3,36 e 3,43 segundos, respectivamente (tabela
40). Observa-se que n3o houve grande diferenca entre eles, € nas outras
temperaturas e concentragdes de peroxido a diferenca do valor de D observado
menos o valor de D predito variou de — 3,67 a 3,8 segundos. Os valores
negativos significam que o D observado foi menor que o D predito pelo

modelo.

Para o P.variotii com 1 més e exposto a 40% de H,O, e 70°C nao
foi calculado o valor de D pois ndo foram recuperados sobreviventes, pois a
populacio remanescente estava abaixo da regido que podia ser quantificada

pelo método de contagem em profundidade (tabela 40).

Para N. fischeri, de 18 valores de D preditos pelo modelo 55,6%
s30 maiores que os observados e para P.variotii de 15 valores calculados
46,7% dos D preditos s3o maiores que os observados. Apenas trés valores para
N. fischeri e para P. variotii apresentam um porcentagem de variac@o (tabelas
40 e 41) maior que 50% entre os valores de D observados e calculados pelo

modelo.
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Tabela 40. Valores observados e Valores preditos de D para o bolor

Paecilomyces variotii com 1 e 4 meses de idade

Idade  H,0,(%) Temperatura ~ Valores de D (segundos) Diferenga %
(°C) Observado  Calculado Obs — Calc.* Variagao**

1 35 40 5,13 7,41 -2,28 44 44
1 35 60 1,20 -0,12 1,08 90,00
1 35 70 1,62 1,22 0,4 24,70
1 40 40 5,88 5,12 0,76 12,92
1 40 60 2013 2,07 0,06 2,82
1 40 70 g r e . .
1 45 40 4,52 2,82 1.7 37,61
1 45 60 2,05 4,25 P 107,3
1 45 70 . . L .
4 35 40 25,05 21,25 3,8 15,16
4 35 60 4,0 5,97 -1,97 4925
4 35 70 3,36 3,43 -0,07 2,08
4 40 40 10,26 13,93 -3,67 38,09
4 40 60 3,49 3,13 0,36 10,32
4 40 70 2,35 2,83 -0,48 20,42
4 45 40 6,22 6,61 -0,39 6,27
4 45 60 2,0 0,29 1,71 85,5
4 45 70

* = Diferenca entre os valores observados menos os calculados

** = % (porcentagem) de variacdo = | D observado — D calculado | x 100

D observado
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Tabela 41. Valores Observados e Valores Preditos de D para o bolor

Neosartorya fischeri com 1 e 4 meses de 1dade

H,0, (%) Temperatura Valor de D (segundos) Diferenca %
Idade (°C) Observado Calculado  Obs — Calc.* variacdo**

1 35 40 9,0 11,65 -2,65 29,44
1 35 60 13,92 11,62 2.3 16,52
1 35 70 11,36 11,61 -0,25 2,20
1 40 40 4,05 3,68 0.37 9,14
1 40 60 4,93 3,65 1,28 15,96
1 40 70 3,61 3,64 -0,03 0,83
1 45 40 5,02 3,81 1,21 24,10
1 45 60 2,68 3,78 -1,1 41,00
1 45 70 2,30 3T -1,47 63.91
& 35 40 23,5 19,89 3,61 15,36
4 35 60 14,35 15,44 -1,09 7,60
4 35 70 11,70 13,22 -1,52 12,99
4 40 40 8,42 9,12 -0,7 8,31
4 40 60 3,90 4,67 -0,77 19,74
4 40 70 271 2,45 0,26 9.59
4 45 40 424 6,63 -2,39 56,37
4 45 60 2,96 2,18 0,78 26,35
4 45 70 2,08 -0,04 2,04 98,10

* = Diferenca entre o valores observados menos os calculados pelo modelo

** = 04, (porcentagem) de variacdo = | D observado — D calculado \ x 100

D observado

O valor de D observado e D calculado pelo modelo para MV.
fischeri (1 més) exposto a 35% de peréxido de hidrogénio e 70°C foi de 11,36

e 11,61 segundos, respectivamente. Para N. fischeri com 1 més e exposto a
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40% de H,O, os valores de D observados e D calculados foram de 3,61 e 3,64
segundos, respectivamente (Tabela 40).

Valores observados x Valores Preditos

30
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8 15 ]
T 4
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o
> ) + |2
+
+
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s s ]
5 0 5 10 15 20 25 30
Valares cbservados

Figura 39 Valores observados e preditos (linha continua) para Paecilomyces variotii
com le 4 meses de idade ensaiados com peroxido de hidrogénio nas
concentragdes de 35,40 e 45% nas temperaturas de 40, 60 e 70°C
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Figura 40.Valores observados e valores preditos (linha continua) para N.
Jischeri (1 e 4 meses) ensaiados com 35, 40 e 45% de peroxido de
hidrogénio nas temperaturas de 40, 60 e 70°C
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Para o N. fischeri com 4 meses o valor de D observado e D
calculado pelo modelo foi de 11,70 e 13,22 segundos, respectivamente,
quando esse bolor foi exposto a 35% de perdxido e 70°C. Para a concentracio
de 40% de peroxido, os valores de D observado e D calculado foram 2,71 e
2,45 segundos, respectivamente (tabela 41). Foi possivel observar pela Tabela
41 que as diferengas entre os valores observados e calculados variaram de
-2,65 a 3,65 segundos para o N. fischeri o que torna possivel a utilizacdo do
modelo para o calculo de valores de D para esse bolor nas condicdes
estudadas. O grafico de valores preditos e calculados para N.fischeri pode ser

visto na figura 40.
4.10.5 . Parametros De Z

Na presente pesquisa, apds terem sido calculados os valores de D
para os dois bolores, calculou-se os tempo totais de exposi¢do ao agente
esterilizante (tabela 42), para que ocorra uma queda de 4 ciclos logaritmicos
na populagcdo inicial, assumindo a populagdo inicial contaminando a
embalagem de 1 esporo/100cm” esta seria reduzida até 10 esporos/100cm?,

segundo Toledo (1973) este valor pode ser calculado pela equagio 13:

Tempo total = Tempo(s) para diminuir um ciclo logaritmico inicial + 3D Eq. 13

de exposicdo

Esta equacdo leva em conta que durante o periodo inicial de
inativacdo a maioria das curvas de destruicdo apresentam uma curvatura
concava para cima e depois seguem a ordem logaritmica de morte. No caso de
inativagdo bacteriana, as curvas de Toledo (1973) mostram uma concavidade

para baixo.
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Tabela 42. Tempo total de exposi¢do requerido (segundos) para uma

diminui¢do de 4 ciclos logaritmicos (4D)

Tempo (segundos)

Bolor Idade = Concentragio Temperatura (°C) -

(meses) de perdxido (%) 40 60 70 75
35 28,60 43,36 35,61 14,95
N. fischeri 1 40 1376 16,18 L2413 o
35 71,9 44,07 3613% 25,58
N. fischeri 4 40 26,76 13,2 L. 9.8 [
35 16,74 4,9 L 536 o
P. variotii 1 40 18,93 7,68 177" L
35 80,3 16,98 C1295 8,91

P. variotii 4 40 32,74 12,04 9,05

* = Esse valor foi estimado, j& que o valor de D, calculado graficamente, foi

menor que 0,5s, utilizou - se assim 0,5s para os céalculos.

O tempo total de exposi¢dio calculado significa quanto tempo é
necessario de contato com o peréxido de hidrogénio para que a populacio
inicial diminua em 4 ciclos logaritmicos, nas condigdes de cada concentracio
de peroxido de hidrogénio e temperaturas ensaiadas. Na presente pesquisa, a
maior contaminagdo por bolores encontrada foi de 1,02 esporos/100cm” para a
planta A e 0,71 esporos/100 cm” para a planta B e sdo valores considerados

baixos.

Para o P.variotii isolado do material de embalagem o tempo total
de exposi¢do requerido nas condi¢des industriais (35% de H,O, e 70°C) foi de

5,36 e 12,75 segundos para esporos com 1 e 4 meses, respectivamente.
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Considerando que a populagdo de bolores isolados no presente trabalho foi
baixa, o tempo de 6 segundos seria suficiente para eliminar esse bolor, porém,
se a populagdo for alta >.10° esporos/100cm?) devido a praticas inadequadas
de armazenagem do material de embalagem, o tempo padrio pode ser

insuficiente para eliminar os bolores presentes e com isso estes podem estar

presentes no material de envase.

Para o bolor N. fischeri, utilizado como controle nesta pesquisa, o
tempo total de exposi¢do requerido para diminui¢@o de 4 ciclos logaritmicos
nas condic¢des industriais (70°C, 35% H,0, (p/p) € 6 segundos de contato)
seria de 35,61 e 36,13 segundos, para esporos com 1 e 4 meses,
respectivamente, esse tempo € muito extenso comprometendo a velocidade de
producdo. Entretanto, esse tempo pode ser diminuido com um tratamento a
70°C e aumento da concentragdo de peroxido de hidrogénio para 40% (p/p)
(tabela 42).

Tournas & Traxler (1994) encontraram em testes para
determinac@o de resisténcia térmica de N. fischeri em agua destilada , suco de
abacaxi e suco concentrado de abacaxi uma correlagdo negativa entre os
valores de Z e a resisténcia térmica dos ascosporos, ou seja, houve uma
diminui¢do do valor de Z enquanto a resisténcia térmica aumentou, assim
como Beuchat (1986), reportou uma possivel correlagdo entre o aumento de
resisténcia térmica e diminuigdo dos valores de Z, para os bolores T. flavus e

N. fischeri com 2 meses de idade.

Na presente pesquisa, os valores Z (°C) obtidos ap0s o tratamento
com o peroxido de hidrogénio nas temperaturas ensaiadas podem estar
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mostrando essa correlagdo negativa, ou seja, os maiores valores de Z podem
estar relacionados a uma menor resisténcia ao perdxido. Foi possivel observar
este fato principalmente para a concentracio de 45%, onde os valores de Z
foram maiores quando comparados com as outras concentragdes testadas, este

fato pode ser visto na tabela 43 .

Tabela 43. Coeficiente térmico (°C) de P.variotii € N fischeri expostos a H,O,

nas concentragdes de 35, 40 e 45% nas temperaturas de 40, 60 e

70°C
Valores de coeficiente térmico (°C)
N.fischeri P.variotii
Concentragéo de Idade em meses (Coeficiente de regressio)
H02 (%) 1(R) 4R IR 4(R)
35 69,19 (0,73) 82,90 (0,96) (53,16 (0,74) 33,96 (0,95)
40 L 60,77 (0,99) o 46,22 (0,99)
45 80,24 (0,97) 100,48 (0,96) | .

Os valores de Z (°C) ndo foram determinados para o P. variotii
com 1 meés de idade, pois nas concentragdes de peroxido de 40 e 45% a 70°C
(Tabela 43 ) pois nio foram obtidos sobreviventes com o método utilizado,

sendo assim, para o célculo de Z é necessario que se tenha o valor de D em
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pelo menos trés temperaturas diferentes, o que ndo ocorreu no presente
trabalho para as condi¢des ja citadas, onde 0 D7pec a 40 e 45% de perdxido foi

obtido graficamente € ndo pode ser utilizado para o calculo de Z.

Smith & Brown (1980) encontraram os valores de Z para esporos
de Bacillus subtilis variedade globigii para as concentra¢des de perdxido de
10, 12,5, 20, 25 e 30 % como sendo 30,4; 24,2; 28.1; 31,5 e 23,8°C . Toledo et
al (1973) obtiverem um valor Z de 40°C para a mesma linhagem utilizada por
Smith & Brown (1980), porém, os esporos foram tratados com 25,8% de
peroxido de hidrogénio .

Swartling & Lindgreen (1968), utilizando somente as porg¢des
lineares das curvas para os calculos de D e Z, encontraram para esporos
umidos de B. subtilis, tratados com 10, 15 € 20% de perdxido de hidrogénio,
os valores de Z (°C) de 46, 52 e 47°C, respectivamente.

Nas figuras 41 e 42 sdo apresentados os graficos com os valores
de Z para P.variotii e N.fischeri, respectivamente, ambos com 4 meses de
idade.

177



Valor de D (segundos)

Valor de D (segundos)
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Figura 41. Curva fantasma de Paecilomyces variotii ( 4 meses)

exposto a 35 e 40 % de peroxido a 40, 60 e 70°C
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Figura 42. Curva fantasma de Neosarforya fischeri (4 meses)
exposto a 35, 40 e 45% de peroxido nas temperaturas

de 40, 60 e 70°C
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Nao foram encontrados valores de Z (°C) na literatura para
bolores submetidos a tratamentos com peroxido de hidrogénio, para serem
comparados com os encontrados no presente trabalho, pois praticamente todos
os trabalhos encontrados se referem a experimentos com peroxido de
hidrogénio e bactérias, principalmente Bacillus subtilis var. globigii que €

considerado o mais resistente aos tratamentos com perdxido.

4.10.6. Teste em planta de envase asséptico, com solucio de 40%(p/p) de
peroxido de hidrogénio, no banho de esterilizacdo do material de

embalagem de maquina TBAS

A concentracdo de 40 % de perdxido de hidrogénio foi testada em
planta de envase asséptico por terem sido encontrados bons resultados nos
ensaios em laboratorio para essa concentragdo, lembrando-se que a
concentracdo utilizada na industria ¢ de 35% de perdxido de hidrogénio.
Sendo assim, 40% (p/p) seria uma concentra¢ao para uso alternativo, para a
eliminacdo de bolores de superficie de material de embalagem, desde que o

residual de peroxido seja menor que 0,5 ppm.

Analisou-se 20 embalagens e as leituras do residual de perdxido
s3o apresentadas na tabela 44. A média das vinte analises foi de 0,385 ppm,
valor que se encontra na faixa exigida pelo FDA, que € no maximo de 0,5
ppm, medidos em embalagens com agua imediatamente apds o envase,
procedimento utilizado no presente trabalho. O desvio padrdo da analise das

20 amostras foi 0,198.

Com os resultados obtidos foi possivel sugerir alternativamente a
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concentragdo de 40% para desinfec¢do de superficies com elevadas
contaminagdes (maior que 10° esporos/100cm?) utilizando a temperatura de
70°C e pelo menos de 10 a 15 segundos de contato. Outra alternativa para a
diminuigdo da resisténcia desse bolor seria a elevagio da temperatura do
banho de per6xido, ndo sendo assim necessaria a alteragio da concentragdo de
peroxido estabelecida pelo FDA que ¢ de 35% (p/p) sendo esta uma mudanga

muito mais dificil.

Tabela 44. Andlise do residual de peréxido de hidrogénio apds teste em planta
de envase asséptico com solugdo de 40% de peroxido de

hidrogénio no banho de desinfecgio

Numeroda  Residualde | Numeroda Residualde | Numeroda  Residual de
Amostra H>0, Amostra H,0; Amostra H>0,
(ppm) (ppm) (ppm)
1 0,3 8 0,4 15 0,7
2 0,3 9 0,5 16 0,8
3 0,2 10 0.6 17 0,3
4 0,2 11 0,4 18 0:2
5 0,3 12 0,6 19 0,1
6 0,3 13 0,3 20 0,2
7 0,3 14 0,7

Para o N. fischeri, foi obtido pelas analises estatisticas que a
concentragdo de perdxido foi altamente significativa na diminui¢do do valor
de D sendo p= 0.000002 (Tabela 3 — Apéndice 2), e para o P.variotii a
variavel concentragdo de peroxido foi significativa a 95% na interacdo com a

idade e com a temperatura, sendo assim uma alternativa para a diminui¢do da
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resisténcia de ambos os fungos seria o aumento da concentragio de peroxido
de hidrogénio de 35 para 40% (p/p), principalmente para superficies com

contaminagdes maiores que 10° esporos/100cm®.

Os problemas na utilizagdo de altas concentragdes de H,O,,
principalmente para desinfeccdo do material destinado a producdo de
embalagens, s3o os vapores irritantes produzidos e o efeito que o residual de
peroxido pode ter sobre o acido ascorbico e outras vitaminas oxidaveis

presentes no produto a ser envasado (Toledo ,1975).

4.10.7. Utilizacdo do microscopio confocal para observacio de esporos de

P. variotii e N. fischeri tratados com H,0,

Os relatos sobre os efeitos do tratamento com peroxido de
hidrogénio na estrutura do esporo fiilngico sdo escassos. Mais freqiientes sdo
os relatos da atuagdo do perdxido de hidrogénio nas estrutura de esporos

bacterianos, os quais s3o estruturalmente diferentes de esporos fingicos.

Nenhuma alteracdo na morfologia dos esporos foi visivel com o
microscopio Confocal, sendo possivel apenas observar alguns esporos com
coloragdo alterada, o que poderia ser atribuida a permeabiliza¢do da capa do
esporo ou presenga de células mortas com conseqiiente penetragdo do corante,
porém, essa hipdtese carece de maiores comprovagdes e precisa ser melhor

estudada.

Nas figuras 43 e 44 (com utilizacdo do recurso de zoom) sdo

mostrados ascosporos de N.fischeri com 1 més de i1dade que n3o foram
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tratados com perdxido, onde observa-se muitos esporos com colorago verde
na borda, que pode ser devido a presenca de esporos viaveis. Nota-se também
a presenca de alguns esporos amarelo - alaranjados possivelmente

relacionados a esporos mortos.

Esporos de bolores possuem uma parede grossa, assim como as
celulas vegetativas dificultando sua coloragio. Uma grande variedade de
corantes sdo utilizados em Micologia, porém, muitos possuem uma baixa
penetragdo da parede do esporo (Pitt & Hocking, 1985), o que pode ter
ocorrido com o laranja de acridina, sendo assim outro corante devera ser

testado para melhor visualizagdo dos esporos apés testes com perdxido.

Na figura 45 s@o mostrados ascosporos de N. fischeri com 1 més
de idade tratados com 35% de H,0,, onde os ascosporos com bordas verdes
brilhantes e amarelas alaranjadas ainda predominam. A figura 46 mostra
ascosporos de N. fischeri com 1 més expostos a 40% de H,0,, onde observa-
se uma maior predominancia da cor verde opaca e amarelo-alaranjada, sendo
que alguns esporos estdo totalmente preenchidos pelo corante. Com o
microscopio Confocal nZio foi possivel a observacio de alteragOes
morfologicas para os esporos tratados com o agente esterilizante. No entanto,
no tratamento com 40% de perdxido observou-se uma maior permeagdo do
corante quando o esporo esta inativo, apresentando-se amarelo-alaranjado em
toda a sua totalidade e ndo apenas nas bordas. Este fato pode ser um indicativo
da alteracdo da permeabilidade da parede do esporo uma vez que houve uma

significativa penetra¢io do corante.

Os esporos de Bacillus megaterium, segundo Shin et al. (1994),
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foram mortos sem lise ou perda de refratibilidade quando tratados com
peroxido de hidrogénio em concentragdes baixas, como 1% (p/p) a 50°C,
mesmo apos uma longa incubacio, porém, quando a concentracdo do peréxido
foi elevada para 15% a 60°C a morte foi precedida de lise. Neste trabalho,
apods duas horas de tratamento, observou-se a presenca de grandes rupturas no

complexo de membranas mais externas da capa do esporo.

Para uma melhor observacéo do efeito do perdxido na integridade
da parede do esporo, o mais indicado seria a utilizagdo da Microscopia
Eletrénica de Transmissdo que possui um alto poder de resolu¢@o permitindo a

visualizacao da parede do esporo.
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Figura 43. Ascosporos de Neosartorya fischeri (1 més) sem exposi¢cdo ao

peréxido de hidrogénio (aumento de 1000 x)



Figura 44. Ascosporos de N. fischeri (1 més) sem tratamento com peroxido

(aumento + zoom = 3000x)
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Figura 45. Ascosporos de V. fischeri ( 1 més) expostos a 35% de peroxido

a 70°C por 6 segundos (aumento + zoom = 3000x)
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Figura 46. Ascosporos de N. fischeri (1 més) expostos a 40% de

peroxido a 70°C por 6 segundos (aumento + zoom = 3000x)
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5. CONCLUSOES

=

A contagem de bolores na superficie interna do laminado destinado a

confec¢io de embalagens foi baixa (0,7 a 1,0/ 100cm?).

Somente duas amostras de um total de 24 (8%) para a industria A e 1 de 44
amostras (2,2%) para a industria B apresentaram contaminacdo por

bolores.

O tratamento com perdxido (35%) a temperatura ambiente ndo foi
eficiente para destrui¢do dos esporos dos bolores N.fischeri e P.variotii. No

entanto, causa 4 ou mais reducoes logaritmicas nos fungos comuns.

Os valores de D sdo influenciados pelo aumento na concentracdo de

peroxido para ambos os bolores estudados.

O bolor utilizado como controle, Neosartorya fischeri € conhecido como o
mais termorresistente e foi também o mais resistente ao tratamento com
peréxido de hidrogénio, porém, nio foi isolado das embalagens utilizadas

no trabalho.

Para N. fischeri, com 95% de significancia, o efeito da temperatura no
valor de D foi muito mais marcante na concentragdo de 35% de peroxido
de hidrogénio do que em 40 € 45% . Com o aumento da concentracdo de
peroxido de hidrogénio a diferenca de comportamento da resisténcia se

reduz para ambas as idades devido a interacao idade versus peroxido.
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T

Para N.fischeri, apenas a 40°C e nas concentragdes de 35 e 40% de H,O,,
foi possivel observar a diferenga de comportamento entre as idades. Nas
temperaturas de 60 e 70°C e a 45% de H,0,, o efeito do perdxido foi tdo

grande para esse bolor que nao houve diferenca de comportamento entre as
1dades.

Para o bolor P. variotii as interagdes idade versus peréxido, idade versus
temperatura e peroxido versus temperatura foram significativas (95%) na
diminui¢@o do valor de D, sendo que isso ndo ocorreu para cada pardmetro

1soladamente.

Para esporos de N. fischeri (4 meses) aumentando a concentracdo de H,O,
de 35% para 40% a 70°C — 10 segundos, ocorre um aumento de 2,5 para
4,0 reducbes logaritmicas. A varidvel concentragio de perdxido foi
altamente significativa a 95% para a diminuicdo de resisténcia desse bolor

(p=0,000002)

10- Considerando todos esses fatos e a incidéncia de bolores detectada, foi

possivel concluir que um tratamento de 6 segundos, 35% de H,0, e 70°C
devera eliminar os bolores comuns e as formas esporuladas menos
resistentes dos bolores termorresistentes, sendo adequada para
contaminagdes de até 1 esporo/100cm?. Para o caso de populagdes maiores
ou de suspeita de formas altamente resistentes de esporos de bolores, um
tratamento com 40% de H,O, por 10 segundos de contato devera assegurar
uma baixa probabilidade de sobrevivéncia (10*UFC/ml). Este ultimo
tratamento ¢ viavel pois deixa um residual de peréxido de hidrogénio

inferior a 0,5 ppm.
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11-O valor da resisténcia térmica pode ser estimado dentro das condicdes

estabelecidas no presente estudo por relagdes quadraticas.

12- Sugerimos ainda que as bobinas contendo o material de embalagem
destinado ao envase asséptico sejam sempre estocadas em local limpo ,
livre, principalmente, do contato com a matéria prima € que as bobinas
estejam sempre bem protegidas com a embalagem secundéaria que as
envolvem e que estas sejam somente abertas na sala de envase cujo
ambiente deve ser monitorado rotineiramente para bolores, utilizando-se o
método de exposicdo de placas. Estas sugestdes sdo normalmente
recomendadas pelo fabricante das embalagens, no entanto, os

processadores nem sempre as seguem rigorosamente.
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APENDICE 1

Identificacao pelo programa Fung-Hom dos fungos
isolados da embalagem
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F1A1l

Fungo isolado de swab com 20 ml de diluente (dgua peptonada 0.1%) e esponja de celulose (3M). Coleta do
dia 25/3/98 na Arisco. A sub cultura foi feita em meio MA.

with probability = 95%

Unknown fungus "F1A1" was identificated like Paecilomyces variotii

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
1 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 (+/-) [-] Expected

5 Colony on CYA 25C low (+/-) [-] Expected

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

7 Colony on CYA 25C radially sulcate (+/-) [-] Expected

8 Colony on CYA 25C strictly velutinous or velulinous (+/-) [-] Expected

9 Colony on CYA 25C surface appearing powdery (+/—) [-] Expected
10 Asci on CYA 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected
11 Asci on CYA 25C width (um) (-] Expected
12 Ascospores on CYA 25C [N]ol found or long (pm) [N] Expected
13 Ascospores on CYA 25C width (um) [-] Expected
14 Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam um [N] Expected
15 Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if elongate long um [-] Expected
16 Gymnothecia on CYA 25C [N]ot found or diam um [-] Expected
17 Conidia on CYA 25C [N]ot found or long (um) [4.0] Expected
18 Conidia on CYA 25C width (um) [2.4] Expected
19 Conidia on CYA 25C with rough walls (+/-) [-] Expected
20 Conidia on CYA 25C with smooth walls (+/~) [+] Expected

3 | Conidia on CYA 25C with spinose walls (+/-) [-] Expected
22 Conidia on CYA 25C with thick walls (+/-) [-] Expected
23 Conidia on CYA 25C with thin walls (+/-) [-] Expected
24 Conidia on CYA 25C barrel-shaped (+/-) (-] Expected
25 Conidia on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [-] Expected
26 Conidiogenesis on CYA 25C ligth (+/-) [-] Expected
27 Conidiogenesis on CYA 25C moderate (+/-) [-] Expected
28 Phialides per metulae on CYA 25C [N]ot found or number (1 to 99) [1] Unknown
29 Phialides on CYA 25C long (um) [14] Expected
30 Phialides on CYA 25C width (um) [1.8] Unexpected
31 Phialides on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+] Unexpected
32 Phialides on CYA 25C ampulliform (+/-) [-] Expected
33 Metulae per verticil on CYA 25C [A]bsent or number (1 to 99) [A] Unknown
34 Metulae on CYA 25C long (um) [-] Unknown
35 Metulae on CYA 25C width (um) [-] Unknown
3 Vesicles on CYA 25C [N]ot found or il spherical diam (pum) [N] Expected
37 Vesicles on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [-] Expected
38 Stipes on CYA 25C [N]ot found or width (um) [1.8] Expected
39 Stipes on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+] Unexpected
40 Stipes on CYA 25C with thin walls (+/-) [-] Expected
41 Penicilli on CYA 25C irregularly verticillate (+/-) [+] Expected
42 Sclerotia on CYA 25C [N]ot found or long (pm) [N] Unknown
43 Sclerotia on CYA 25C width (pm) [-] Unknown
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Unknown fungus "F1A1" was identificated like Paecilomyces variotii
with probability = 95%

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
44 Asci on CYA 30C [N]ot found or diam (pum) [-] Expected

45 Ascospores on CYA 30C [N]ot found or long (um) [N] Expected

46 Ascospores on CYA 30C width (um) [-] Expected

47 Ascospores on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected

48 Ascospores on CY20S 25C width (um) [-] Expected

49 Cleistothecia on CY20S 25C [N]ot found or diam (pun) [-] Expected

50 Conidia on CY20S 25C [Njot found or long (um) [U] Missing datum
51 Conidia on CY20S 25C width (um) [U] Missing datum
52 Phialides on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
33 Vesicles on CY20S 25C [N]ot found or diam (um) [-] Unknown

54 Colony on G25N 25C Absent (+/-) [-] Expected

55 Colony on G25N 25C dense (+/-) [-] Expected

56 Colony on G25N 25C low (+/-) [+] Unexpected

57 Colony on G25N 25C plane (+/-) {-] Unexpected

58 Ascospores on G25N 25C [Njot found or long (um) [N] Expected

59 Ascospores on G25N 25C width (um) [-] Expected

60 Cleistothecia on G25N 25C [Njot found or diam (pm) [N] Expected

61 Conidia on G25N 25 C [N]ot found or diam (pum) {U] Missing datum
62 Phialides on G25N 25 C [N]ot found or long (1m) [U] Missing datum
63 Vesicles on G25N 25 C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
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F2A6

Fungo isolado de Swab no dia 27/5/98. Meio de sub cultura em PDA com desenvolvimento de uma colonia

(DELGADO),

CYA, 25°C, 7 d: Colonia com 68 mm de didmetro verde azul, com centro diferenciado, plana e lanosa, com

bordo branco e fino. Com exudado hialino e sem pigmento solivel. Reverso incolor.

CY208, 25°C, 7 d: Colonia com 64 mm de didmetro semelhante aquela formada em meio CYA, porém sem
exudado e reverso mais amarelo € sem pigmento solivel.

G25N, 25°C, 7 d: Colonia com 12 mm de didmetro, baixa, plana, esparsa, lisa e ndo densa. Conidiogénese
fraca. Sem exudado e sem pigmento solivel. Reverso incolor.

Nio apresentou estado teleomorfico.

Saida do programa FUNG-HOM:

with probability = 98.94%

Unknown fungus "F2A6" was identificated like Aspergillus parasiticus

No. Micro and macro morphmgical characteristics Readings results
1 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 (+/-) [-] Expected

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

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

7 Colony on CY A 25C radially sulcate (+'—) [-] Expected

8 Colony on CYA 25C strictly velutinous or velutinous (+/-) [-] Unexpected

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

10 Asci on CYA 25C [N]ot found or long (pm) [N] Expected

11 Asci on CYA 25C width (pm) [-] Expected

12 Ascospores on CYA 25C [N]ot found or long (pum) [N] Expected

13 Ascospores on CYA 25C width (um) [-] Expected

14 Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam um [N] Expected

15 Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if elongate long um [-] Expected

16 Gymnothecia on CYA 25C [N]ot found or diam um [-] Expected

17 Conidia on CYA 25C [N]ot found or long (um) [2.4] Unexpected
18 Conidia on CYA 25C width (pm) [2.4] Unexpected
19 Conidia on CYA 25C with rough walls (+/-) [+] Expected

20 Conidia on CYA 25C with smooth walls (+/-) [-] Expected

21 Conidia on CYA 25C with spinose walls (+/-) [-] Expected

22 Conidia on CYA 25C with thick walls (+/-) [-] Expected

23 Conidia on CYA 25C with thin walls (+/-) [-] Expected

24 Conidia on CYA 25C barrel-shaped (+/-) [-] Expected

25 Conidia on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [+] Expected

26 Conidiogenesis on CYA 25C ligth (+/-) [-] Expected

27 Conidiogenesis on CYA 25C moderate (+/—) [+] Unexpected
28 Phialides per metulac on CYA 25C [N]ot found or number (1 to 99) [99] Unknown
29 Phialides on CYA 25C long (um) [4.8] Unexpected
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with probability = 98.94%

Unknown fungus "F2A6" was identificated like Aspergillus parasiticus

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results

30 Phialides on CY A 25C width (um) [1.6] Unexpected

31 Phialides on CY A 25C with smooth walls (+/-) [+] Unexpected

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

33 Metulae per verticil on CYA 25C [A]bsent or number (1 to 99) [A] Expected

34 Metulae on CYA 25C long (um) [-] Unknown

35 Metulae on CYA 25C width (ium) [-] Unknown

36 Vesicles on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam (um) [20] Expected

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

38 Stipes on CYA 25C [N]ot found or width (im) [8] Unknown

39 Stipes on CYA 25C with smooth walls (+/—) [+] Expected

40 Stipes on CY A 25C with thin walls (+/—) [+] Unexpected

41 Penicilli on CYA 25C irregularly verticillate (+/-) [-] Expected

42 Sclerotia on CYA 25C [N]ot found or long (jum) [N] Unknown

43 Sclerotia on CYA 25C width (um) [-] Unknown

44 Asci on CYA 30C [N]ot found or diam (um) (-] Expected

45 Ascospores on CYA 30C [N]ot found or long (um) [N] Expected

46 Ascospores on CYA 30C width (um) [-] Expected

47 Ascospores on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected

48 Ascospores on CY20S 25C width (um) [-] Expected

49 Cleistothecia on CY20S 25C [N]ot found or diam (pum) [-] Expected

50 Comidia on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum

51 Conidia on CY20S 25C width (um) [U] Missing datum

32 Phialides on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum

33 Vesicles on CY20S 25C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum

34 Colony on G25N 25C Absent (+/-) [-] Expected

55 Colony on G25N 25C dense (+/-) [-] Expected

56 Colony on G25N 25C low (+/-) [+] Expected

57 Colony on G25N 25C plane (+/-) [+] Expected

58 Ascospores on G25N 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected

59 Ascospores on G25N 25C width (um) [-] Expected

60 Cleistothecia on G25N 25C [N]ot found or diam (um) [N] Expected

61 Conidia on G25N 25 C [N]ot found or diam (yum) [U] Missing datum

62 Phialides on G25N 25 C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
3 Vesicles on G25N 25 C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum

Matched expected pairs= 40 Matched unexpected pairs= 10
Matched unknown pairs= 6 Missing characteristics = 7
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Unknown fungus "FAE2" was identificated as closely as Penicillium
decumbens with probability > 90%

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
1 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 (+/-) [-] Expected

5 Colony on CYA 25C low (+/-) [+] Expected

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

7 Colony on CYA 25C radially sulcate (+/-) [-] Expected

8  Colony on CYA 25C strictly velutinous or velutinous (+/-) [-] Expected

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

10 Ascion CYA 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected
11 Ascion CYA 25C width (um) [-] Expected

12 Ascospores on CYA 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected
13 Ascospores on CYA 25C width (um) [-] Expected

14  Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam um [N] Expected
15 Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if elongate long um [-] Expected

16  Gymnothecia on CYA 25C [N]ot found or diam um [-] Expected

17 Conidia on CYA 25C [N]ot found or long (um) [2.0] Unexpected
18  Conidia on CYA 25C width (um) [2.0] Expected
19  Conidia on CYA 25C with rough walls (+/-) [-] Expected
20  Conidia on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+] Expected
21  Conidia on CYA 25C with spinose walls (+/-) [-] Expected
22 Conidia on CYA 25C with thick walls (+/-) [-] Expected
23 Conidia on CYA 25C with thin walls (+/-) [-] Expected
24 Conidia on CYA 25C barrel-shaped (+/-) [-] Expected
25  Conidia on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [+] Unexpected
26  Conidiogenesis on CYA 25C ligth (+/-) [-] Expected
27  Conidiogenesis on CY A 25C moderate (+/-) [-] Expected
28  Phialides per metulae on CYA 23C [N]ot found or number (1 to 99) [3] Expected
29  Phialides on CYA 25C long (um) [5.6] Unexpected
30  Phialides on CYA 25C width (um) [1.5] Unexpected
31  Phialides on CYA 25C with smooth walls (+/-) [-] Expected
32  Phialides on CYA 25C ampulliform (+/-) [-] Unexpected
33  Metulae per verticil on CYA 25C [A]bsent or number (1 to 99) [A] Expected
34  Metulae on CYA 25C long (um) [-] Unknown
35  Metulae on CYA 25C width (um) [-] Unknown
36  Vesicles on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam (um) [N] Expected
37  Vesicles on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [-] Expected
38  Stipes on CYA 25C [N]ot found or width (um) [2.4] Expected
39  Stipes on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+] Expected
40  Stipes on CYA 25C with thin walls (+/-) [+] Expected
41  Penicilli on CYA 25C irregularly verticillate (+/-) [-]1 Expected

42 Sclerotia on CYA 25C [N]ot found or long (um) [N] Unknown
43 Sclerotia on CYA 25C width (um) [-] Unknown
44  Asci on CYA 30C [N]ot found or diam (um) [-] Expected

45  Ascospores on CYA 30C [N]ot found or long (um) [N] Expected
46  Ascospores on CYA 30C width (um) [-] Expected
47  Ascospores on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected
48  Ascospores on CY20S 25C width (um) [-] Expected
49  Cleistothecia on CY20S 25C [N]ot found or diam (um) [-] Expected
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Unknown fungus "FAE2" was identificated as closely as Penicillium

decumbens with probability > 90%

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
50 Conidia on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
51  Conidia on CY20S 25C width (um) [U] Missing datum
52 Phialides on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
53 Vesicles on CY20S 25C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
54  Colony on G25N 25C Absent (+/-) [-] Expected

55  Colony on G25N 25C dense (+/-) [-] Expected

56  Colony on G25N 25C low (+/-) [-] Expected

57  Colony on G25N 25C plane (+/-) [-] Expected

58  Ascospores on G25N 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected

59  Ascospores on G25N 25C width (um) [-] Expected

60  Cleistothecia on G25N 25C [N]ot found or diam (um) [N] Expected

61  Conidia on G25N 25 C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
62 Phialides on G25N 25 C [N]ot found or long (un) [U] Missing datum
65 Vesicles on G25N 25 C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datumn

Matched expected pairs= 47 Matched unexpected pairs= 5
Matched unknown pairs= 4 Missing characteristics = 7



FSE2

Saida do programa FUNG-HOM:

Unknown fungus "FSE2" was identificated like Talaromyces flavus with

probability = 99 %

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
1 Colony on CYA 25C Absent (+/-) [-] Expecled

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

3 Colony on CYA 25C dense (+/-) [+] Expectled

4 Colony on CYA 25C very dense (+/-) [-] Expected

5 Colony on CYA 25C low (+/-) [+] Expected

6 Colony on CYA 25C mucoid (+/-) [-] Expecled

7 Colony on CYA 25C radially sulcate (+/-) [-] Expected

8 Colony on CYA 25C strictly velutinous or velutinous (+/-) [-] Expected

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

10 Ascion CYA 25C [N]ot found or long (um) [8.0] Expectled

11 Ascion CYA 25C width (uin) [8.0] Expected

12 Ascospores on CYA 25C [N]ot found or long (um) [4.8] Expecled

13 Ascospores on CYA 25C width (um) [3.2] Expecled

14  Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam um [N] Unknown

15  Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if elongate long um [-] Unknown

16  Gymnothecia on CYA 25C [N]ot found or diam um [200] Expected

17 Conidia on CYA 25C [N]ot found or long (um) [4.0] Expected

18  Conidia on CYA 25C width (um) [1.8] Expected

19  Conidia on CYA 25C with rough walls (+/-) [-] Expected

20  Conidia on CYA 25C with smooth walls (+/-) [-] Expected

21  Conidia on CYA 25C with spinose walls (+/-) [-] Expected

22  Conidia on CYA 25C with thick walls (+/-) [-] Expected

23 Conidia on CYA 25C with thin walls (+/-) [-] Expected

24 Conidia on CYA 25C barrel-shaped (+/-) [-] Expected

25  Conidia on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [-] Expected

26  Conidiogenesis on CYA 25C ligth (+/-) [-] Expected

27 Conidiogenesis on CYA 25C moderate (+/-) [-] Expected

28  Phialides per metulae on CYA 25C [N]ot found or number (1 to 99) [3] Expected

29  Phialides on CYA 25C long (um) [10] Expected

30  Phialides on CYA 25C width (um) [1.8] Unexpected

31  Phialides on CYA 25C with smooth walls (+/-) [-] Expected

32  Phialides on CYA 25C ampulliform (+/-) [-] Expected

33 Metulae per verticil on CYA 25C [A]bsent or number (1 to 99) [3] Expected

34  Metlae on CYA 25C long (um) [9.5] Unexpected

35  Metulae on CYA 25C width (um) [2.5] Unexpected

36 Vesicles on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam (um) [N] Expected
7  Vesicles on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [-] Expected

38  Stipes on CYA 25C [N]ot found or width (um) [2.3] Unexpected

39  Stipes on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+] Expected

40  Stipes on CYA 25C with thin walls (+/-) [+] Unexpected

41  Penicilli on CYA 25C irregularly verticillate (+/-) [-] Expected

42  Sclerotia on CYA 25C [N]ot found or long (um) [N] Unknown

43 Sclerotia on CYA 25C width (um) [-] Unknown

44 Asci on CYA 30C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
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Unknown fungus "FSE2" was identificated like Talaromyces flavus with
probability = 99 %

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
45 Ascospores on CYA 30C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
46 Ascospores on CYA 30C width (um) [U] Missing datum
47  Ascospores on CY20S 25C [N]ot found or long (uin) [U] Missing datum
48  Ascospores on CY20S 25C width (um) [U] Missing datumn
49 Cleistothecia on CY20S 25C [N]ot found or diam (un) [U] Missing datum
50 Conidia on CY20S 25C [Njot found or long (um) [U] Missing datum
51  Conidia on CY20S 25C width (um) [U] Missing datum
52 Phialides on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datumn
53 Vesicles on CY20S 25C [N]ot found or diam (um) {U] Missing datum
54 Colony on G25N 25C Absent (+/-) [-] Expecied

55  Colony on G25N 25C dense (+/-) [+] Unexpected

56  Colony on G25N 25C low (+/-) [-] Unexpected

57 Colony on G25N 25C plane (+/-) [-] Expected

58  Ascospores on G25N 25C [NJot found or long (um) [U] Missing datum
59 Ascospores on G25N 25C width (um) [U] Missing datum
60  Cleistothecia on G25N 25C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
61  Conidiaon G25N 25 C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
62  Phialides on G25N 25 C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
63 Vesicles on G25N 25 C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum

Matched expected pairs= 36 Matched unexpected pairs= 7
Matched unknown pairs= 4 Missing characteristics = 16

Melhor esporulagdo do estado teleomérfico em meio PDA, 30°C e melhor esporula¢do do estado anamérfico
em CY20S e CYA, 25°C

Talaromyces flavus




Unknown fungus "F6E2" was identificated like Aspergillus sydowii with

probability = 98.12%

Micro and macro morphological characteristics

Readings results
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Colony on CYA 25C Absent (+/-)

Colony on CYA 25C convex (+/-)

Colony on CYA 25C dense (+/-)

Colony on CYA 25C very dense (+/-)

Colony on CYA 25C low (+/-)

Colony on CYA 25C mucoid (+/-)

Colony on CYA 25C radially sulcate (+/-)

Colony on CYA 25C strictly velutinous or velutinous (+/-)
Colony on CYA 25C surface appearing powdery (+/-)
Asci on CYA 25C [N]ot found or long (um)

Asci on CYA 25C width (um)

Ascospores on CYA 25C [N]ot found or long (um)
Ascospores on CYA 25C width (um)

Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or il spherical diam um
Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or il elongale long um
Gymmnothecia on CYA 25C [N]ot found or diam um
Conidia on CYA 25C [N]ot found or long (um)

Conidia on CYA 25C width (um)

Conidia on CYA 25C with rough walls (+/-)

Conidia on CYA 25C with smooth walls (+/-)

Conidia on CYA 25C with spinose walls (+/-)

Conidia on CYA 25C with thick walls (+/-)

Conidia on CY A 25C with thin walls (+/-)

Conidia on CY A 25C barrel-shaped (+/-)

Conidia on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-)

Conidiogenesis on CYA 25C ligth (+/-)
Conidiogenesis on CYA 25C moderate (+/-)

Phialides per metulae on CYA 25C [N]ot found or number (1 to 99)

Phialides on CYA 25C long (um)

Phialides on CYA 25C width (um)

Phialides on CY A 25C with smooth walls (+/-)

Phialides on CY A 25C ampulliform (+/-)

Metulae per verticil on CYA 25C [A]bsent or number (1 to 99)
Metulae on CYA 25C long (um)

Metulae on CYA 25C width (um)

Vesicles on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam (um)

Vesicles on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-)

Stipes on CYA 25C [N]ot found or width (um)
Stipes on CYA 25C with smooth walls (+/-)

Stipes on CYA 25C with thin walls (+/-)

Penicilli on CYA 25C irregularly verticillate (+/-)
Sclerotia on CYA 25C [N]ot found or long (um)
Sclerotia on CY A 25C width (um)

Asci on CYA 30C [N]ot found or diam (um)
Ascospores on CYA 30C [N]ot found or long (um)
Ascospores on CYA 30C width (um)

Ascospores on CY20S 25C [N]ot found or long (um)
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[-] Expected
[-] Expected
[+] Expected
[-] Expected
[-] Expected
[-] Expected
[-] Expected
[-] Expected
[-] Expected
[N] Expected
[-] Expected
[N] Expected
[-] Expected
[N] Expecled
[-] Expecled
[-] Expecled
[3.2] Expected
[3.2] Expected
[-] Expected
[-] Expected
[+] Expecled
[-] Expected
[-] Expected
[-] Expected
[+] Expecled
[-] Expected
(-] Expected
[1] Expected
[5.6] Unexpected
[2.5] Expected
[+] Unexpected
[-] Expected
[99] Expected
[4.8] Unexpected
[2.5] Expected
[16] Expected
[+] Unexpected
[8] Expected
[+] Expected
[-] Expected
[-] Expected
[N] Unknown
[-] Unknown
[-] Expected
[N] Expected
[-] Expected
[N] Expected



Unknown fungus "F6E2" was identificated like Aspergillus sydowii with

probability = 98.12%

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
48  Ascospores on CY20S 25C width (umn) [-] Expected

49 Cleistothecia on CY20S 25C [N]ot found or diam (um) [-] Expected

50  Conidia on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
51 Conidia on CY208S 25C wid(h (um) [U] Missing datum
52 Phialides on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
53 Vesicles on CY20S 25C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
54 Colony on G25N 25C Absent (+/-) [-] Expecled

55  Colony on G25N 25C dense (+/-) [+] Expectled

56  Colony on G25N 25C low (+/-) [+] Unexpected

57  Colony on G25N 25C plane (+/-) [+] Expected

58  Ascospores on G25N 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected

59 Ascospores on G25N 25C width (um) [-] Expected

60  Cleistothecia on G25N 25C [N]ot found or diam (um) [N] Expected

61 Conidia on G25N 25 C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
62 Phialides on G25N 25 C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum

-
3

Vesicles on G25N 25 C [N]ot found or diam (um)

[U] Missing datum

Matched expected pairs= 49 Maiched unexpected pairs= 5
Matched unknown pairs= 2 Missing characteristics = 7
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with probability = 99.96 %

Unknown fungus "F7E2 " was identificated like Penicillium citrinum

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
1 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 (+/-) [-] Expected

5  Colony on CYA 25C low (+/-) [-] Expected

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

7  Colony on CYA 25C radially sulcate (+/-) [+] Expected

8  Colony on CYA 25C strictly velutinous or velutinous (+/-) [-] Expected

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

10 Ascion CYA 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected
11  Ascion CYA 25C width (um) [-] Expected

12 Ascospores on CYA 25C [N]ot found or long (umn) [N] Expected
13 Ascospores on CYA 25C width (um) [-] Expecled

14 Cleistothecia on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam um [N] Expected
15  Clestothecia on CYA 25C [N]ot found or il elongate long um [-] Expected

16  Gymmnothecia on CYA 25C [N]ot found or diamn win [-] Expected

17  Conidia on CYA 25C [N]ol found or long (um) [2.4] Expecled
18  Conidia on CYA 25C wid(h (um) [2.4] Expecled
19 Conidia on CYA 25C with rough walls (+/-) [-] Expecled
20  Conidia on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+] Expecled
21  Conidia on CYA 25C wilh spinose walls (+/-) [-] Expecled
22  Comidia on CYA 25C with thuck walls (+/-) [-] Expecled

23 Conidia on CYA 25C with thin walls (+/-) [+] Unexpected
24  Conidia on CYA 25C barrel-shaped (+/-) [-] Expected

25  Conidia on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [+] Expected
26  Conidiogenesis on CYA 25C ligth (+/-) [-] Expected
27  Conidiogenesis on CYA 25C moderate (+/-) [+] Expected
28  Phialides per metulae on CYA 25C [N]ot found or number (1 to 99) [6] Unexpected
29  Phialides on CYA 25C long (um) [7.0] Expected
30  Phialides on CYA 25C width (um) [2.3] Expected
31  Phialides on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+] Unexpected
32  Phialides on CYA 25C ampulliform (+/-) [-] Unexpected
33 Metulae per verticil on CYA 25C [A]bsent or number (1 to 99) [4] Expected
34  Metulae on CYA 25C long (um) [15] Expected
35  Metulae on CYA 25C width (um) [3.0] Expected
36 Vesicles on CYA 25C [N]ot found or if spherical diam (um) [N] Unexpected
37  Vesicles on CYA 25C spherical or spheroidal or subspheroidal (+/-) [-] Expected
38  Stipes on CYA 25C [N]ot found or width (um) [2.5] Expected
39  Stipes on CYA 25C with smooth walls (+/-) [+] Expected
40  Stipes on CYA 25C with thin walls (+/-) [-] Expected
41  Penicilli on CYA 25C irregularly verticillate (+/-) [-] Expected
42 Sclerotia on CYA 25C [N]ot found or long (um) [N] Unknown
43  Sclerotia on CYA 25C width (um) [-] Unknown
44  Ascion CYA 30C [N]ot found or diam (um) [-] Expected
45  Ascospores on CYA 30C [N]ot found or long (um) [N] Expected
46  Ascospores on CYA 30C width (um) [-] Expected
47  Ascospores on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [N] Expected
48  Ascospores on CY20S 25C width (um) [-] Expected
49  Cleistothecia on CY20S 25C [N]ot found or diam (um) [-] Expected
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Unknown fungus "F7E2 " was identificated like Penicillium citrinum

with probability = 99.96 %

No. Micro and macro morphological characteristics Readings results
50 Conidia on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
51  Conidia on CY20S 25C width (um) [U] Missing datum
52 Phialides on CY20S 25C [N]ot found or long (um) [U] Missing datum
53 Vesicles on CY20S 25C [N]ot found or diam (umn) [U] Missing datum
54 Colony on G25N 25C Absent (+/-) [-] Expected

55  Colony on G25N 25C dense (+/-) [+] Unexpectled

56  Colony on G25N 25C low (+/-) [-] Expectled

57 Colony on G25N 25C plane (+/-) [-] Expecled

58  Ascospores on G25N 25C [N]ot found or long (um) [N] Expecled

59  Ascospores on G25N 25C width (um) [-] Expected

60  Cleistothecia on G25N 25C [N]ol found or diam (um) [N] Expected

61  Conidia on G25N 25 C [N]ot found or diam (um) [U] Missing datum
62 Phialides on G25N 25 C [N]ot found or long (um) [U] Missing datuin

63

Vesicles on G25N 25 C [N]ol found or diam (um)

[N] Unknown

Matched expected pairs= 48 Matched unexpected pairs= 6
Matched unknown pairs= 3 Missing characteristics = 6
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APENDICE 2

Analises estatisticas dos tratamentos termoquimicos
(Segunda fase do trabalho)
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Grafico das médias marginais e limites de confianga (95.%)

: ; : 1.
10 :
TEMPER 80 TEMPER 50 TEMPER 60 IDADE
40 70, 40 70 40 70. 4.
PEROX. 25. PEROX: 40 PERQX: 45

Figura 1. Médias marginais e limites de confianga (95%) para N.fischeri com 1 e 4 meses
de idade exposto a 35, 40 e 45% de peroxido de hidrogénio nas temperaturas de

40,60 e 70°C
35
30 i : :
25
20
15 fereiinns
2 10 froergod
5 [
a
—Co— PEROX
5} . : 35.
PEROX
P i i i i i i 40
TEMPER 60 TEMPER 50 -@- PEROX
40 70 40 70 45,

IDADE: 1.mes IDADE: 4 meses

Figura 2. Médias marginais do efeito do peroxido de hidrogénio
sobre N. fischeri (1 e 4 meses) nas temperaturas de 40, 60
¢ 70°C com limite de confianga de 95%.
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D (segundos)

40

35

10
PEROX 40, PEROX 40, PEROX 40,
35, 45, 3. 45, 35 45,
TEMPER: 40C TEMPER: 60C TEMPER: 70C

Figura 3. Médias marginais para P.varioiii exposto a 35, 40 ¢
45% de peroxido de hidrogénio nas temperaturas de
40,60 e 70°C para 1 e 4 meses de idade, com limite
de confianga de 95%

IDADE

IDADE
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APENDICE 3

Meios de cultura e solucdes utilizadas



Meio Extrato de Malte Agar ( MEA)

Extrato de malte 20,0 g
Peptona 1,0 g
Glicose 20,0g
Agar 20,0g
Agua destilada 1000ml
PH final §,5

Esterilizado em autoclave por 121° C/ 15 minutos

Agar Batata Dextrose (PDA - Difco)

Infusdo de batatas 200g
Dextrose 20g
Agar 15¢g
Agua 1000ml
PH final 5,6

Esterilizado em autoclave por 121°C/15 minutos

Acidificado com acido tartarico 10% para obtengdo de um pH final de 3,6
Solucio de acido tartarico 10%
Acido tartarico 10g

Agua destilada 100ml
Esterilizado a 121°C/ 15 minutos. Estocar sob refrigeragdo (4°C)
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Agar Aveia (AO) — Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)

Flocos de aveia 30g
Agar 15g
Agua 1000ml

Adicionar a aveia a agua e aquecer por 2 horas, agitando delicadamente. Filtrar através de
gaze e completar para 1000 ml com agua destilada. Adicionar 15 g de agar e esterilizar em

autoclave a 121°C/ 15 minutos.
Agua peptonada 0,1%

Peptona bacteriologica 0,1g
Agua destilada 100ml

Esterilizar em autoclave a 121°C/15 minutos
Corante Lactofucsina (coloracio de esporos)

0,1% de acido fucsinico dissolvido em acido lactico de 85% ou maior pureza

Suspensio Semi Sélida (Utilizada para repicagem de fungos filamentosos)

Agar 02g
Detergente (Tween 80) 0,05¢g
Agua destilada 100ml

Solucio de leite em pé desnatado 5 %
Leite em po desnatado 5g
Agua 100 ml

Esterilizar a 121C/ 10 minutos. Estocar sob refrigeragao ( 4°C)
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ERRATA

Na quinta linha do segundo paragrafo da pagina 69 onde se 1€ “ .....0
tempo de contato em minutos....” deve ser substituido por “ ...... o tempo
de contato em segundos....”

Na segunda linha do segundo paragrafo da pagina 85 onde se € “ 1
amostra para a planta B” deve ser substituido por “ 4 amostras para a
planta B”

Na quarta linha do segundo paragrafo da pagina 85 onde se 1é “ ... e 2,27
das amostras para a planta B” deve ser substituido por “ ... e 9,09 das
amostras para a planta B”

Na chamada da Tabela 7 da pagina 94, em asterisco, onde se 1& “ * =
Contagem em camara de Neubauer” deve ser substituido por “ * =
Contagem em MEA (sem choque)”

Na chamada da Tabela 8 da pagina 95, em asterisco, onde se & “ * =
Contagem em camara de Neubauer” deve ser substituido por
Contagem em MEA (sem choque)”

Na primeira linha do primeiro paragrafo da pagina 95 onde se 1€ “ ...a

contagem em camara de Neubauer...” deve ser substituido por “ a
contagem em MEA sem choque ...”

No segundo paragrafo da pagina 100 onde se 16 «“ ... em 2,2 das
amostras ...~ deve ser substituido por « .... em 9,09 das amostras...”



