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Il Resumo

Os ascoésporos dos fungos termorresistentes podem sobreviver a
pasteurizagdo usualmente aplicada aos derivados de frutas e deteriorar tais
produtos pela germinacéo e consequente crescimento sob condigdes de oxigénio
reduzido. Além de causar a deterioracdo e perdas econdmicas, alguns fungos
termorresistentes podem produzir patulina, uma micotoxina que tem demonstrado
acéo carcinogénica, mutagénica e teratogénica em estudos com animais. Os
objetivos deste trabalho foram verificar a ocorréncia de fungos termorresistentes,
determinar a capacidade dos fungos isolados de produzir patulina e verificar
0s niveis de patulina nos sucos de maca concentrado. Em 25% das dezesseis
amostras, foram isoladas colénias fungicas pertencentes ao género Byssochlamys.
Trés cepas foram identificadas como B. fulvae uma cepa como B. nivea, sendo que
esta se mostrou produtora de patulina nas condigdes testadas. A concentragéo
de patulina nos sucos de magé analisados variou de 15 a 46 pug.L". Os niveis
de patulina encontrados em todas as amostras foram mais baixos que o limite
de 50 pg.L-" estabelecido pelo Codex Alimentarius. A pasteurizagdo empregada
durante a producado de suco de macé néo foi eficiente para eliminar os fungos
termorresistentes, como as espécies de Byssochlamys. A presenca destes fungos
pode implicar em deterioracéo e possivel producédo de patulina no suco durante
seu armazenamento.

Palavras-chave: Fungos termorresistentes; Suco de maga; Patulina.

B Summary

Ascospores of heat resistant fungi can survive after pasteurization usually
applied to fruits and fruit products and may spoil such products by germination
and subsequent growth under reduced oxygen conditions. Besides causing the
deterioration of products derived from fruit and economic losses, some fungi can
produce patulin, a mycotoxin reported as carcinogenic, mutagenic and teratogenic
to animals. The objectives of this study were to verify the occurrence of heat
resistant fungi in apple juice concentrate, to determine their ability to produce
patulin and check patulin levels in apple juices. Sixteen samples were analyzed
and fungal colonies belonging to the Byssochlamys genera were isolated in 25%
of the samples. Three strains were identified as B. fulva and a strain as B. nivea,
which was able to produce patulin under the tested conditions. Patulin levels in
apple juice ranged from 15 to 46 ug.L-". Patulin content in all juice samples was
lower than the limit of 50 ug.L-" considered acceptable by the Codex Alimentarius
Commission. Pasteurization was not effective to remove heat resistant fungi such
as Byssochlamys species. These fungi can lead to deterioration and possible
patulin production in juice during storage.

Key words: Heat resistant fungi; Apple juice; Patulin.
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Il 1 Introducao

Os fungos filamentosos sdo pouco resistentes ao
calor, pois o processamento térmico destroi facilmente
suas estruturas de crescimento e reproducédo. Entre-
tanto, algumas espécies produzem esporos resistentes,
chamados ascésporos. Os esporos destes fungos podem
permanecer em estado de dorméncia no solo, nas frutas
e derivados (RAJASHEKHARA et al., 2000; TOURNAS
e TRAXLER, 1994). O uso de altas temperaturas ativa
0s ascosporos dormentes, que germinam e crescem no
produto final, ocasionando a sua deterioracdo durante o
periodo de estocagem, 0 que consequentemente, pode
resultar em perdas econdmicas (VALIK e PIECKOVA,
2001).

Os alimentos mais susceptiveis a deterioracéo por
fungos termorresistentes sdo as frutas e seus derivados,
como sucos, polpas, concentrados e frutas enlatadas
(KOTZEKIDOU, 1997). A principal fonte de contaminacgéo
das frutas é o solo, onde esses fungos estao presentes
(PIECKOVA et al., 2007; PITT e HOCKING, 1997). As frutas
tornam-se mais suscetiveis a invaséo fungica durante
a maturacdo, pois o pH dos tecidos aumenta, a casca
torna-se mais macia, carboidratos soltveis s&o formados
e as barreiras de defesa se enfraquecem (STINSON
etal., 1981).

Os fungos termorresistentes sdo capazes de
resistir a temperatura de 75 °C por 30 min (SAMSON
et al., 2004). A deterioragdo de produtos a base de
frutas pode ser caracterizada pelo crescimento visivel do
fungo, producéo de acido e odor desagradavel, desinte-
gracao da fruta e dissolugao do amido e pectina no meio
(PIECKOVA et al., 2007). Estes produtos deteriorados
por fungos apresentam substancial alteracdo devido a
producdo de enzimas pectinoliticas, responséaveis pela
ruptura da estrutura dos tecidos das frutas (UGWUANYI
e OBETA, 1999).

As espécies identificadas como deteriorantes
de produtos a base de frutas s&o: Byssochlamys
nivea, B.fulva, Neosartorya fischeri, Talaromyces sp. e
Eupenicillium sp. (VALIK e PIECKOVA, 2001; SURESH
et al.,, 1996; TOURNAS, 1994). Micotoxinas como, por
exemplo, patulina, acido bissoclamico, variotina, fumi-
tremorginas, e verruculogena podem ser produzidas por
certas espécies de fungos termorresistentes. Linhagens
de Byssochlamys e Neosartorya tém se tornado um
problema industrial, devido a deterioracéo e a produgéo
de micotoxinas (RICE et al., 1977; PATTERSON et al.,
1981). B. nivea é conhecida como uma das espécies
capaz de produzir patulina (PITT e HOCKING, 1997).
N. fischeri € um potencial produtor de micotoxinas como
as fumitremorginas (A, B, C) e a verruculogena (NIELSEN,
1991; SURESH et al., 1996; TOURNAS, 1994).
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A patulina (4-hydroxy-4H-furo[3,2c]
pyran,2[6H]-one) é uma micotoxina que tem demons-
trado acdo carcinogénica, mutagénica (LIU et al., 2003),
teratogénica (CIEGLER et al., 1976) e imunossupressora
em estudos com animais (SPEIJERS et al., 1988). Esta
micotoxina é produzida por algumas espécies de fungos
dos géneros Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys
(RICE et al., 1977). A presenca da patulina em alimentos
também reflete em perdas econémicas, principalmente
em industrias que exportam seus produtos a paises que
controlam os niveis desta micotoxina (MELLO, 2004).

Macéas representam um 6timo substrato para
o desenvolvimento de fungos termorresistentes e a
producdo de micotoxinas como a patulina (SILIHA e
ASKAR, 1999). A contaminagdo de sucos de maga com
esta toxina geralmente resulta do uso de frutas com
qualidade deficiente no processamento (WELKE et al.,
2008).

O isolamento e a identificacdo dos fungos resis-
tentes ao tratamento térmico em derivados de maca
tornam-se importantes para conhecer sua incidéncia
e potencial toxigénico, uma vez que estes produtos
representam grande valor comercial e a presenca de
micotoxinas pode causar impactos negativos na saude
do consumidor e no comércio internacional. O objetivo
deste trabalho foi verificar a ocorréncia de fungos termor-
resistentes, determinar a capacidade dos fungos isolados
de produzir patulina e verificar os niveis de patulina em
sucos de macéa concentrados.

I 2 Material e métodos

2.1 Amostras

Dezesseis amostras de suco de mag¢a concentrado
foram obtidas de uma industria processadora de suco do
Estado do Rio Grande do Sul, Brasil, durante os anos de
2006 e 2007, sendo que foram produzidas segundo as
etapas e condicbes apresentadas na Figura 1.

2.2 Isolamento e identificacao de fungos
termorresistentes

A deteccado de fungos termorresistentes foi feita
segundo a metodologia proposta por Houbraken e Samson
(2005) com algumas modificacdes. O suco concentrado
(69 °Brix) foi diluido até 11 °Brix com agua peptonada
estéril. Duas porcées de 50 mL de suco foram aquecidas
a 75 °C por 30 min para eliminar microrganismos sensi-
veis ao calor, sendo, posteriormente, resfriadas em agua
com gelo. Este procedimento de choque térmico ativa os
esporos que estdo injuriados para que possam germinar.
Igual volume de Agar Batata Dextrosado (BDA) em dupla
concentragdo foi misturado ao suco e distribuiu-se o
volume total obtido em placas Petri. As placas foram
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Maca

Lavagem - 2% NaCIlO

Moagem

Moagem

Prensagem

Pasteurizagédo 90 °C/30 s

Tratamento enzimatico - pectinase

Microfiltracéo

Evaporagéo 96 °C/30 s

Suco concentrado 69 °Brix

Figura 1. Fluxograma de produc¢éo de suco de maca concen-
trado.

incubadas por 30 dias a 30 °C. A identificacdo das cepas
isoladas foi feita de acordo com a chave de identificacéo
proposta por Pitt e Hocking (1997), com base nas carac-
teristicas microscopicas e macroscopicas das coldnias
desenvolvidas nos meios de cultura extrato de levedura
de Czapeck (CYA), agar extrato de malte (MEA) e agar
Glicerol Nitrato 25% (G25N). Os isolados inoculados nos
trés meios (CYA, MEA e G25N) foram incubados a25°C e
aqueles em meio CYA foram incubados a 5, 25 e 37 °C.

2.3 Deteccéao do potencial toxigénico

O potencial toxigénico das cepas foi detectado
através da extragdo com cloroférmio/metanol (2:1, v/v)
das colbnias desenvolvidas em agar extrato de levedura
e sacarose (YES). Os extratos, juntamente com o padréo
de patulina, foram aplicados em placa de cromatografia
em camada delgada (SIL G-25HR, Machery-Nagel,
Alemanha) e a visualizag&o foi feita sob luz UV. A deteccéo
da patulina foi realizada pela comparacéo da fluores-
céncia das amostras em relacdo ao padrdo da micotoxina
(LABUDA e TACINOVA, 2006).

2.4 Extracao da patulina das amostras de suco de
maca

A extrac&o da patulina foi feita de acordo com
0 método proposto por MacDonald et al. (2000) com
algumas modificacées. Dez mL de suco foram extraidos
3 vezes com 20 mL de acetato de etila. As fases organicas
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foram combinadas e extraidas com 10 mL de soluc&o de
carbonato de sodio (1,5%, p/v) para remover compostos
fendlicos. As amostras extraidas foram secas com sulfato
de sodio e transferidas para uma coluna contendo sili-
ca-gel. Atoxina foi eluida da coluna com 10 mL de acetato
de etila. O solvente foi evaporado e o extrato, dissolvido
em volume conhecido de cloroférmio.

2.5 Quantificacao da patulina

Aliguotas de 10, 20, 30 pL de extrato de amostra
e solucao padrao de patulina foram aplicadas em placas
de vidro de cromatografia em camada delgada. As
placas foram desenvolvidas no sistema de solventes
tolueno:acetato de etila:acido férmico (5:4:1, v/v/v). A
identificacdo da patulina foi feita de acordo com Martins
et al. (2002).

A quantificac&o foi feita através da aquisicdo da
imagem fluorescente da patulina sob luz UV, atraveés de
uma camera com detector de carga acoplada (DCA). A
intensidade da fluorescéncia, que corresponde a determi-
nada concentragdo da micotoxina, foi analisada através
do software Imstat (/mage Statistics) do pacote Iraf
(Image processing and Analysis in Java, http://rsbweb.
nih.gov/ij/).

I 3 Resultados e discussao

Colbnias fungicas pertencentes ao género
Byssochlamys foram isoladas em 25% das amostras
de suco de macé analisadas, sendo B. fulva a espécie
mais frequentemente isolada. Trés cepas foram identifi-
cadas como B. fulva e uma cepa como B. nivea. Quanto
ao potencial toxigénico, a cepa de B. nivea se mostrou
produtora de patulina nas condicées testadas. Este fato
implica possivel producéo de patulina no suco durante
seu armazenamento.

A cepa de B. nivea isolada do suco concentrado
de maca é considerada de grande importancia comer-
cial, pois este produto é usado como base para diversos
outros, inclusive alimentos para criangas. Portanto, a
presenca de fungos toxigénicos pode trazer risco a
saude dos consumidores, em virtude dos inumeros efeitos
téxicos que esta micotoxina tem apresentado em estudos
com animais.

A origem da contaminacdo do suco de macé
com fungos termorresistentes séo as frutas destinadas
a producao destes sucos. Macas recolhidas do chéo
geralmente nao apresentam o padréo exigido para o
consumo na forma in natura, sendo destinadas para o
processamento. Estas macés podem estar contaminadas
com fungos originarios do solo, que podem ser facilmente
introduzidos no processamento do suco. Morales et al.
(2007) constataram que a permanéncia de macés a
temperatura ambiente até o momento do processamento
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€ um ponto critico de controle, pois, durante este periodo,
o desenvolvimento de fungos deteriorantes e toxigénicos
ocorre de maneira mais rapida do que quando as frutas
sdo armazenadas sob refrigeracéo.

Poucos estudos sobre o isolamento de fungos
termorresistentes em suco de macga tém sido realizados.
Em macés destinadas a producao de polpa, duas
espécies de fungos termorresistentes foram isoladas:
N. fischeri e B. fulva por Salom&o et al. (2008). Em suco
de maca, foram isoladas Talaromyces flavus e B. spec-
tabilis (BAGLIONI, 1998). N. fischerifoi isolada de polpa
de tomate por Baglioni et al.(1999).

Os fungos do género Byssochlamys s&o os princi-
pais causadores da deterioracéo pds-tratamento térmico
em produtos derivados de frutas (TOURNAS, 1994), sendo
gue seus ascosporos sao capazes de resistir a tempe-
ratura de 87 °C por 30 min em sucos (PIECKOVA et al.,
1994). Quando presentes, estes fungos se desenvolvem
rapidamente nos alimentos a base de frutas, nos quais
as condicbes de acidez e acgucar s&o ideais (VALIK e
PIECKOVA, 2001).

Os ascosporos de B. nivea e B. fulva causam
problemas consideraveis para a industria de alimentos,
porque ocorrem em produtos de grande importancia
econdmica, como os sucos de frutas, geralmente conser-
vados pela pasteurizacdo (PITT e HOCKING, 1997). O
suco de maca é um excelente substrato para o cresci-
mento de B. nivea, com producdo de patulina em uma
faixa de temperatura variando de 12-37 °C (ROLAND e
BEUCHAT, 1984). Esta micotoxina vem sendo empregada
como indicador da qualidade dos frutos e produtos
de maca (KADAKAL e NAS, 2003). B. nivea, além de
produzir patulina, juntamente com outras espécies de
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Byssochlamys, pode produzir diéxido de carbono quando
cresce sob condi¢bes de baixo teor de oxigénio, provo-
cando o estufamento das embalagens de sucos, bem
como deterioragdes visualmente percebidas em reci-
pientes transparentes, ou ainda deterioracdo de frutas
enlatadas ou engarrafadas (PITT e HOCKING, 1997).

As amostras de suco de macgéa concentrado
também foram analisadas quanto a presenca de patu-
lina. O método utilizado para quantificacao desta toxina
se mostrou eficiente. Nos sucos de macgd, isentos de
patulina, foram adicionados 50, 100 e 200 pg.L" de
solucdo padréo de patulina e a recuperacéo foi de 93,
96 e 96%, respectivamente. O limite de detecgéo foi de
0,005 pg e o limite de quantificacé&o 14 ug.L™". Os niveis
de patulina dos sucos de maca variaram de 15a 46 ug.L™"
e a concentragcao média desta micotoxina nas amostras
analisadas foi de 21 £ 9,1 ug.L-"(Figura 2). A patulina foi
encontrada em todas as amostras, sendo que 0s niveis
detectados excederam o limite de 10 ug.L™", que é a
concentracao maxima permitida em produtos derivados
de maca destinados as criancas, segundo limite esta-
belecido pela Comissdo das Comunidades Européias
(THE COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES,
2003). Entretanto, nenhuma amostra apresentou concen-
tracdo de patulina acima de 50 pug.L™, limite estabelecido
pelo Codex Alimentarius para suco de macga. No Brasil,
ainda né&o existe legislagdo que estabeleca limite de
patulina em alimentos.

As fases de producdo do suco de macga contribuem
para a reducao dos niveis de patulina. Apds as etapas
de pasteurizac&o (90 °C/30 s), tratamento enzimatico
(utilizagdo da pectinase), microfiltracdo e evaporacéo
(96 °C/30 s), a reducado da concentracao de patulina foi

16

15 15 15

8

9 10 11

Suco de maca

Figura 2. Niveis de patulina das amostras de suco de magé obtidas de uma industria processadora do Estado do Rio Grande do

Sul, Brasil.
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de 37, 15, 33 € 31%, respectivamente. Ao considerar todo
0 processo de producado do suco de maca, areducéo da
concentracéo de patulina foi de 75%. Embora o processa-
mento do suco de macé néo elimine totalmente a toxina,
seus niveis sdo consideravelmente reduzidos (WELKE
etal., 2009). Entretanto, conforme observado na presente
pesquisa, a patulina poderia ser produzida durante o
armazenamento, pois 0s tratamentos térmicos aos quais
0 suco é submetido ndo eliminam o B. nivea.

Algumas medidas podem ser aplicadas para
minimizar a contaminag&o das frutas com fungos termorre-
sistentes. Durante a colheita, deve-se evitar o contato das
frutas com o solo, onde os ascésporos estdo presentes.
Antes do processamento, as etapas de lavagem com
sanitizantes a base de cloro e a separacéo das frutas
com deteriorag&o visivel contribuem significativamente
na reducdo do numero de ascésporos no produto final
(HASAN, 2000).

A pasteurizacéo é o tratamento mais utilizado para
reduzir a contaminac&o microbiana e, consequentemente,
garantir a seguranca dos alimentos. Este tratamento
térmico é capaz de inativar a maioria dos microrganismos
acidofflicos, mas € ineficiente para a inativagao de fungos
termorresistentes. A aplicacdo de tratamentos mais
severos, através do aumento do tempo e da temperatura
aplicados aos alimentos, é necesséria para inativar 0s
fungos resistentes ao calor. Entretanto, este tratamento
resulta em alteracdes indesejaveis, o que inclui escureci-
mento e desenvolvimento de sabores e odores improprios,
além de perdas nutricionais. Estas alteragdes tornam a
aplicacao de tratamentos térmicos mais severos inviavel
em produtos a base de frutas (RAJASHEKHARA et al.,
2000).

Il 4 Conclusoes

A pasteurizagdo empregada durante a produgao
de suco de magé néo foi eficiente para eliminar fungos
termorresistentes como os fungos do género Bysso-
chlamys. Esse fato implica em possivel deterioragéo dos
sucos durante o armazenamento, bem como na producao
de patulina. A inativacdo de fungos termorresistentes é
um processo complexo, em que é necessario aplicar
processos térmicos severos ou uso da chamada tecno-
logia de barreiras através da combinacao de processos de
elevado custo. Considerando estes fatores, é importante
controlar a contaminagéo das frutas através da aplicagéo
de boas praticas agricolas, principalmente durante a
colheita, transporte e armazenamento das frutas.
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