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CAPITULO Il - REVISAO BIBLIOGRAFICA



2.1. MICRO-ORGANISMOS TERMORRESISTENTES

A resisténcia térmica dos micro-organismos, na sua maioria, €
bastante limitada. Segundo Tournas (1994), a fase assexuada (conidial)
dos géneros mais comuns de fungos filamentosos ¢ destruida, em média,
apos 5 minutos a 60°C. Mesmo comportamento pode ser observado na
maioria das células vegetativas bacterianas. No entanto, algumas
espécies de micro-organismos sdo capazes de resistir a altas
temperaturas por possuirem estruturas chamadas esporos.

Segundo Pitt e Hocking (1985), os fungos representantes do sub-
reino Ascomiceto produzem um tipo especial de esporo denominado
ascosporo. Estes ascoporos possuem tamanho, forma e ornamentacao de
acordo com o tipo, espécie e linhagem de micro-organismos. Os autores
ainda reportam outra caracteristica destes fungos: a formacdo do asco,
que ¢é uma estrutura em forma de saco ou bolsa. Quando amadurecem,
0s ascos sofrem uma ruptura, liberando os ascosporos.

No caso das bactérias, a formagdo de esporos ocorre quando as
condigdes do meio sdo inadequadas para a continuidade da vida ou
duplicagdo celular. O processo de esporulacdo estd associado a sintese
de Acido Dipicolinico (DPA). Este acido confere aos esporos resisténcia
ao calor, a radiagdo ultravioleta, a desidratacdo e a a¢ao de desinfetantes.
Como o esporo bacteriano se forma no interior da célula-mae, ou seja, é
um endoesporo, a sua liberagdo para o meio estd condicionada a lise da
célula-mae.

2.1.1. Byssochlamys fulva

Os fungos do género Byssochlamys produzem ascos na forma de
cachos abertos, irregulares, contendo oitos ascosporos em associagio
com fragmentos de hifas, mas ndo envolvidos por elas (Beuchat e Rice,
1979; Pitt e Hocking, 1999). Segundo Splittstoesser (1991), os ascos
permanecem inalterados a menos que sejam submetidos a um tratamento
mecanico.

Os ascosporos de B. fulva sdo estruturas transparentes,
habitualmente ovais e lisas, com dimensdes que variam de (2,8-4,0 x
3,4-5,6) um. As colonias deste micro-organismo, geralmente, sio
marrons amareladas em Agar Extrato de Malte (MEA) ou Czapeck Agar
Extrato de Levedura (CYA), segundo Beuchat e Rice, (1979). A
temperatura 6tima de crescimento de B.fulva estd entre 30°C e 37°C
(Tournas, 1994; Pitt e Hocking, 1999).



Muitos fungos podem produzir metabolitos secundarios toxicos
durante a fase de crescimento e multiplicacdo. Estes metabolitos sdo
denominados micotoxinas e, quando ingeridos, podem causar alteracdes
biologicas bastante prejudiciais ao homem. Segundo Beuchat e Rice
(1979), o género Byssochlamys merece destaque dentre os demais
géneros de fungos termorresistentes, pois apresenta capacidade de
producdo de micotoxinas como a patulina, acido byssochlamico,
byssotoxina A, asymetrina e variotina.

A patulina ¢ considerada téxica para plantas, micro-organismos e
animais, sendo extremamente nociva a saiude humana. O controle da
patulina em produtos derivados de frutas pode ser obtido
preventivamente através da utilizagdo de matérias-primas de boa
qualidade, estocadas adequadamente e livres de tecidos danificados ou
rompidos. Segundo Leggot e Shephard (2001), também pode ser
utilizada filtragdo com carvao ativado, fermentagdo, adi¢ao de didxido
sulfurico, adigdo de acido ascorbico, irradiagdo e pasteurizacdo para o
controle de patulina.

2.1.2. Bacillus coagulans

A espécie Lactobacillus sporogenes foi originalmente isolada e
descrita em 1933 por Horowitz-Wlassowa e Nowotelnow, sendo
posteriormente classificada como Bacillus sporogenes. Posteriormente,
evidenciou-se que o B. sporogenes compartilhava as mesmas
caracteristicas do B. coagulans, sendo entdo movido para o grupo
B. coagulans.

A espécie B. coagulans diferencia-se das demais bactérias do
género Bacillus através da posi¢do do esporo no interior da célula
vegetativa (terminal em B. coagulans, central ou subterminal em outros
bacilos), e pela incapacidade de reduzir nitrato a nitrito (De Clerk et al,
2004).

Em sua forma vegetativa, as células de B. coagulans sio Gram-
positivas, ocorrendo isoladas ou, raramente, em cadeias curtas. A faixa
de temperatura que favorece seu crescimento ¢ 30-50°C, sendo o
crescimento 6timo obtido a 37°C. Valores de pH compreendidos entre
5,5 e 6,5 favorecem o crescimento, podendo também crescer em meios
que apresentam valores de pH em torno de 4,0 (Mallidis et al., 1990).
Metabolicamente, sdo anaerdbios facultativos, produtores de acido latico
e ndo formadores de gas durante a fermentacdo de glicose, maltose,
manitol, rafinose, sacarose e trealose (De Vecchi e Draggo, 2006).

Os esporos de B. coagulans sdo corpos elipsoidais, localizados
em uma das extremidades da célula. Sao bastante resistentes ao calor e



as condi¢des adversas do meio, capazes de germinar mesmo na presenca
de solugdes diluidas de acido cloridrico ou de hidroxido de sédio.
Devido a sua termorresisténcia, os esporos podem sobreviver as
temperaturas utilizadas nos processos térmicos comerciais de alguns
alimentos derivados de vegetais (Oomes et al, 2007).

2.1.3. Principais micro-organismos termorresistentes contaminantes
de polpa de tomate

2.1.3.1 Contaminacao por B. fulva

A presenga de fungos termorresistentes nos vegetais ¢€
influenciada pela amplitude de exposicdo ao solo, bem como pela
prevaléncia do fungo no solo, onde os vegetais sdo cultivados. Segundo
Chapman et al. (2007), as frutas que estdo em contato direto com o solo
sd0 as mais susceptiveis & contaminagdo por estes micro-organismos.
Através do transporte dos esporos pelo vento ou por respingos de chuva,
as demais frutas também podem ser contaminadas.

Varios trabalhos demonstraram a contaminagdo de produtos
comerciais por fungos termorresistentes. Byssochlamys ja foi isolado,
por exemplo, de drink de uva termicamente processado (Van der Riet e
Van der Walt, 1985), suco de fruta concentrado a 50°Brix (Paloup et al.,
1999) e polpa de morango (Aragdo, 1989).

Baglioni (1998), em estudo sobre a ocorréncia de fungos
termorresistentes no processamento asséptico de polpa de tomate,
encontrou cinquenta linhagens. O autor ainda constatou que a maior
contamina¢do na linha de produgfo se deu na matéria-prima e¢ na agua
de transporte e de pré-lavagem.

Kotzekidou (1997) isolou vinte culturas de fungos filamentosos
termorresistentes em pasta de tomate enlatada. Dentre as cepas isoladas,
foram identificados ascosporos de nove linhagens, sendo trés de
B. fulva, duas de B. nivea e quatro de N. fischeri.

2.1.3.2. Contaminacao por B. coagulans

A literatura frequentemente reporta a ocorréncia de B. coagulans
em alimentos deteriorados derivados de leite, de frutas e outros vegetais
(Oomes et al, 2007).

Devido a sua incapacidade de produzir gas durante a fermentagéo
e a acidificagdo do meio de crescimento, B. coagulans ¢ o agente
responsavel pelo chamado “flat-sour” em alimentos enlatados (Lucas et
al., 2006). Este mesmo autor destaca a capacidade de germinagdo e de



crescimento do micro-organismo em alimentos enlatados derivados de
tomate, cujo pH varia em torno de 4,1 — 5,0.

Sendo assim, é razoavel admitir a defini¢do do B. coagulans
como um micro-organismo-alvo na determinagdo do tratamento térmico
de produtos derivados de tomate.

2.1.4. Producéo, ativacéo e determinagdo da resisténcia térmica dos
micro-organismos

2.1.4.1. Producdo dos ascosporos de B. fulva

Segundo Tournas (1994), a produgdo e a ativacdo dos ascosporos
produzidos por fungos filamentosos termorresistentes depende tanto de
fatores genéticos, como a linhagem do micro-organismo, quanto fatores
externos como tempo, temperatura, meio de crescimento e/ou
aquecimento.

Salomdo et al. (2007) utilizaram o meio MEA (Agar Extrato de
Malte) para a produco de ascoporos de B. fulva, utilizando o meio PDA
(Agar Batata Dextrose), acrescido de 50 mg.L™" de rosa de bengala, para
o crescimento e enumeragdo das colonias. A temperatura e o tempo de
incubacdo utilizado pelo autor em seu trabalho foram de 30°C por 30
dias.

Samson e Van Reenen-Hoeksra (1988) reportaram que o meio
MEA tem maior capacidade de produgdo de esporos em comparagdo
com outros meios por ser mais rico nutricionalmente.

2.1.4.2. Producdo dos esporos de B. coagulans

Para que a esporulacdo de B. coagulans ocorra, alguns requisitos
basicos devem ser atendidos, como a presenca de minerais e de ions
(Fields et al., 1977). A adigdo de cations divalentes como o manganés
(Mn"?) no meio de crescimento causa um aumento da resisténcia térmica
dos esporos produzidos neste meio (Cazemier et al., 2001). Sulfato de
manganés (MnSo,4) em concentragdo igual a 5 ppm, como sugerida por
Pflug (1990) e utilizada por Pacheco (2004).

Estudos indicam que a temperatura na qual os esporos sdo
formados influencia na resisténcia térmica dos micro-organismos,
embora uma tendéncia geral ndo possa ser desenhada. Enquanto alguns
autores constataram que o0s esporos bacterianos produzidos em
temperaturas mais altas t€ém maior resisténcia ao calor (Raso et al.,
1995), outros tém relatado o efeito oposto (Feig e Stersky, 1981).

A idade dos esporos ¢ outro fator que pode influenciar a



resisténcia térmica dos micro-organismos Segundo Slongo et al. (2005),
esporos de N. fischeri cultivados por trés meses foram mais resistentes
ao calor do que os esporos cultivados por um més. O efeito de diferentes
idades para os esporos B. coagulans ainda ¢ ignorado.

2.1.4.3. Ativacdo dos ascOsporos e esporos

Uma vez que os ascosporos de fungos termorresistentes e 0s
esporos bacterianos sdo formados, estes se mantém em estado de
dorméncia, com baixa atividade metabdlica. Gottlieb (1964) definiu a
germinagdo como o processo pelo qual o esporo (ou ascosporo) ¢é
passado de um estiagio de dorméncia para um estado de alta atividade
metabolica. Esta alta atividade ¢é refletida na ativacdo de processos
produtores de energia necessaria para a sintese de proteinas e
subseqiiente formagao das células vidveis do micro-organismo.

A ativagdo pode ser iniciada por um choque térmico, por
aplicagdes de compostos quimicos, presenca e auséncia de luz, entre
outros. No entanto, o crescimento do micro-organismo na forma de
célula vegetativa apds a germinagdo do esporo estad condicionado ao
meio (Beuchat e Rice, 1979; Splittstoesser et al., 1993).

Em experimentos realizados por Beuchat (1986), foi determinada
a Otima ativag@o dos ascosporos de Byssochlamys em meio especifico de
aquecimento. No experimento foram testadas duas linhagens de B. nivea
e uma de B. fulva. O tratamento térmico ocorreu nas temperaturas de 70,
75, 80 e 85°C. As linhagens de B. fulva e B. nivea testadas necessitaram
de 70 a 75°C por 30 minutos para ativacao.

Slongo e Aragdo (2006) reportaram tratamentos de ativagdo de
ascosporos N. fischeri produzidos a 25°C/um més de idade de
85°C/5minutos para suco de abacaxi e 85°C/10minutos para suco de
mamdio. Entretanto, modificando as condi¢des de formagdo dos
ascosporos (35°C/trés meses), foram necessarios choques térmicos mais
intensos para ativagdo dos ascosporos (85°C/15 minutos para suco de
abacaxi e 85°C/20 minutos para suco de mamao).

Pacheco (2004) utilizou o tratamento térmico de 85°C/5 minutos
para a ativagdo de B. coagulans em polpa de tomate 8°Brix, segundo
sugestdo de Pflug (1990).

2.1.4.4. Métodos para determinagéo da resisténcia térmica dos micro-
organismos

Os métodos utilizados para avaliagdo da termorresisténcia de
micro-organismos sdo: frasco de trés bocas, tubos TDT selados ou nao,



tubo capilar e da lata TDT. Todos estes métodos tém como base o
aquecimento do micro-organismo nas temperaturas de estudo desejaveis
e posterior verificagdo da sobrevivéncia dos mesmos.

Em ensaios de resisténcia térmica, os pardmetros temperatura e
tempo de processo devem ser rigorosamente controlados (Stumbo,
1973). Aragdo (1989) utilizou o método do frasco de trés bocas para a
determinacdo da resisténcia térmica, bem como, Rajashekhara et al.
(1996) e Suresh et al. (1996).

Salomao et al (2007) utilizaram o método do tubo TDT, selados
em magarico, para realizagdo de ensaios de resisténcia térmica de
ascosporos de N. fischeri e B. fulva em sucos de frutas tropicais. Este
mesmo método também foi utilizado com sucesso por Baglioni (1998) e
Pacheco (2001).

2.1.5. Influéncia da idade e da temperatura na esporulacdo e na
termorresisténcia dos micro-organismos

Engel e Teuber (1991) estudaram a influéncia da temperatura de
esporulagdo na resisténcia térmica de B. nivea. Estes ascosporos foram
produzidos em MEA, incubados por 21 dias em diferentes temperaturas
(20, 25, 30 e 37°C). Os autores verificaram que a producdo a 30°C
evidenciou a maior resisténcia térmica em relacdo aos produzidos, nas
mesmas condi¢des, a temperatura de 20, 25 e 37°C.

Tournas (1994) examinou a influéncia da idade dos ascosporos de
N. fischeri quanto a sua resisténcia térmica. Os ascosporos foram
produzidos a 30°C por 1, 2, 3 ¢ 6 meses. Em cada periodo de sua
produgdo, fez-se o tratamento térmico a 88°C/l hora, em &agua
deionizada. Verificou-se que o aumento do tempo de producdo
proporcionou o aumento da resisténcia térmica deste fungo.

Numerosos estudos indicam que a temperatura na qual o esporo
bacteriano ¢ produzido influencia na sua resisténcia térmica, embora ndo
haja uma tendéncia geral. Enquanto alguns autores concluiram que
esporos formados em altas temperaturas t€ém maior resisténcia térmica
(Condon et al., 1992; Raso et al., 1995, Sala et al., 1995), outros autores
reportaram o efeito contrario (Feig e Stersky, 1981; De Pieri e Ludlow,
1992).

2.1.6. Influéncia do teor de sélidos soltveis do meio de aquecimento
na termorresisténcia dos micro-organismos

O aumento da concentragdo de solidos soliiveis no meio de
aquecimento exerce efeito protetor sobre ascosporos de B. fulva,



conforme observado por Splittstoesser et al. (1977). Em seus estudos, os
autores aqueceram ascosporos de B. fulva a 85°C por 2 horas, utilizando
suco de uva Concord em diferentes concentragdes de solidos soluveis
como meio de aquecimento. Para as concentragdes do suco de 5 e de
52°Brix, 0s ascOsporos apresentaram uma porcentagem de inativagdo de
60 e de 28%, respectivamente.

De acordo com Beuchat e Toledo (1977), a razdo do efeito
protetor ndo ¢ bem explicada, mas o diferencial de pressdo osmotica
entre 0 meio de aquecimento e os ascosporos favorece a resisténcia a
inativagdo térmica.

King e Whitehand (1990) estudaram a influéncia da composigéo
do meio de aquecimento sobre a inativagdo térmica de T. flavus a 90°C.
Estes autores verificaram um aumento na resisténcia térmica a medida
que se aumentava o teor de solidos soluveis do meio.

Tournas e Traxler (1994), em estudos realizados com ascdsporos
de N. fischeri, verificaram que os mesmos quando aquecidos a 85, 88,
90 e 100°C por 1 hora, em suco de abacaxi concentrado (42,7°Brix),
mostrou-se mais termo-resistente que ao ser aquecido no suco de
abacaxi (12,6°Brix), ou mesmo em agua deionizada estéril. Este efeito
protetor deve-se a maior porcentagem de sélidos soliiveis presentes no
meio.

2.2. TOMATE - MERCADO E CONSUMO

O tomate (Lycopersicon sculentum), hortalica solanacea
originaria da parte ocidental da América do Sul, é cultivado em
praticamente todas as regides brasileiras, correspondendo a uma area
plantada anual de mais de 65 mil hectares. A sua producdo anual no
Brasil atinge quase trés milhdes de toneladas, sendo dividida em dois
segmentos distintos quanto a forma de cultivo e finalidade da matéria-
prima: cultivares rasteiros, destinados a industrializagdo, e cultivares
tutorados, consumidos de forma in natura (Camargo Filho et al., 2002)

De acordo com dados da FAO (2008), a producdo de tomates no
mundo gira em torno de 125 milhdes de toneladas ao ano, sendo o Brasil
0 nono maior produtor. Mesmo com uma pequena redugdo na area
destinada a producdo de tomate no Brasil em 2007, a producdo cresceu
2% em relacdo ao ano anterior, atingindo a marca de 3,7 milhdes de
toneladas (IBGE, 2008).

O tomate ¢ a principal matéria-prima utilizada na fabricacdo de
molhos, sopas e ketchup. O Brasil é o segundo principal mercado
consumidor de produtos derivados de tomate, depois dos Estados



Unidos, com um consumo médio de 400 mil toneladas por ano
(Camargo Filho et al., 2002).

Segundo Fernandes (1995), no Brasil, t€m sido observadas
contaminagdes eventuais por fungos em produtos derivados de tomate
envasados assepticamente em embalagens cartonadas. Estas
contaminagdes ocorreram em circunstancias e condi¢des diversas, fator
que ndo tém permitido uma clara identificagdo da origem do problema.

2.3. MICROBIOLOGIA PREDITIVA

O principio da microbiologia preditiva data os anos 20 e esta
relacionado a modelos desenvolvidos com base na observacdo do
comportamento dos micro-organismos frente a aplica¢do de calor. Para
0s micro-organismos que apresentam comportamento log-linear de
inativacdo, pardmetros como valor de D (tempo necessario para reduzir
90% de uma populagdo inicial de micro-organismos) e valor de Z
(intervalo de temperatura necessario para reduzir o valor de D em um
décimo do wvalor inicial) podem ser calculados e utilizados
satisfatoriamente para o controle de contamina¢do microbiologica, como
por Clostridium botulinum em alimentos enlatados (McMeekin e Ross,
2002). Entretanto, alguns micro-organismos, especialmente os esporos
termorresistentes apresentam uma curva de inativacdo térmica (log N/Ng
versus tempo) nao log-linear. Nesta curva é possivel visualizar um
ombro inicial, representando uma maior lentiddo de morte por parte dos
esporos, seguido de uma taxa de morte acelerada, que d4 a curva um
aspecto log-linear e, por fim, pode apresentar uma “calda”, onde os
esporos mais resistentes demoram mais tempo para completa inativagao.
Devido a este comportamento, os pardmetros valor de D e valor de Z,
determinados a partir de inativagdes logaritmicas, ndo sao aplicaveis.

A medida que a temperatura aplicada para inativagio ¢
aumentada, o comportamento da curva na parte relativa ao “ombro”
diminui, tornando-se semelhante a uma reta (Baglioni, 1998; Delgado,
2001 e Marcolino, 2003).

2.3.1. Modelos preditivos primarios

Os modelos preditivos primarios descrevem mudangas no nimero
de micro-organismos ou nas respostas microbianas (produgdo de toxinas
e/ou enzimas) com o tempo, num ambiente especifico.

Existem varios modelos primarios de inativa¢do de micro-
organismos, conforme ilustrados nas Figuras 1(A) e 1(B), que sdo



ajustados com base no comportamento de inativagdo de cada micro-
organismo (Geeraerd et al., 2005)

O suplemento para Excel® GlInaFit (Geeraerd and Van Impe
Inactivation Model Fitting Tool) é uma importante ferramenta para a
modelagem primaria de inativagdo, pois apresenta diferentes opcdes de
modelos que devem ser escolhidos de acordo com as caracteristicas de
cada curva.

Log10(N)y

Tempa Tempo

Figura 1: Curvas de inativagdo comumente observadas. Na Figura 1(A),
temos: (A) linear; (x) linear com cauda; (O0) sigmoidal; (o) linear
precedida de ombro. Na Figura 1(B), temos: (A) bifasica; (x) concava;
(o) bifasica com ombro; (0) convexa.

2.3.2. Modelos preditivos secundarios

Os modelos secundarios descrevem como os pardmetros dos
modelos primarios variam com os fatores ambientais, como
temperatura, pH, atividade de dgua, entre outros (Schaffner e Labuza,
1997; Swinnen et al.,2004). Muitos modelos secundarios t€ém sido
propostos na literatura como os polinomiais ou metodologia de
superficie de resposta, equacdo de Arrhenius, modelo da Raiz Quadrada
ou de Ratkowsky (Whiting, 1995; McMeekin e Ross, 2002).

Além dos modelos da raiz quadrada e de Arrhenius, bastante
utilizados na literatura, Corradini e Peleg (2005) tém demonstrado que
modelos empiricos (equagdes ad hoc) podem ser utilizados para
descrever a variacdo dos parametros dos modelos primarios com a
temperatura e outros fatores como atividade de agua, pH, concentragdo
de sal, entre outros.
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