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Resumo 

Os ascósporos dos fungos termorresistentes podem sobreviver à 
pasteurização usualmente aplicada aos derivados de frutas e deteriorar tais 
produtos pela germinação e consequente crescimento sob condições de oxigênio 
reduzido. Além de causar a deterioração e perdas econômicas, alguns fungos 
termorresistentes podem produzir patulina, uma micotoxina que tem demonstrado 
ação carcinogênica, mutagênica e teratogênica em estudos com animais. Os 
objetivos deste trabalho foram verificar a ocorrência de fungos termorresistentes, 
determinar a capacidade dos fungos isolados de produzir patulina e verificar 
os níveis de patulina nos sucos de maçã concentrado. Em 25% das dezesseis 
amostras, foram isoladas colônias fúngicas pertencentes ao gênero Byssochlamys. 
Três cepas foram identificadas como B. fulva e uma cepa como B. nivea, sendo que 
esta se mostrou produtora de patulina nas condições testadas. A concentração 
de patulina nos sucos de maçã analisados variou de 15 a 46 µg.L–1. Os níveis 
de patulina encontrados em todas as amostras foram mais baixos que o limite 
de 50 µg.L–1 estabelecido pelo Codex Alimentarius. A pasteurização empregada 
durante a produção de suco de maçã não foi eficiente para eliminar os fungos 
termorresistentes, como as espécies de Byssochlamys. A presença destes fungos 
pode implicar em deterioração e possível produção de patulina no suco durante 
seu armazenamento.
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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 µg.L–1. Patulin content in all juice samples was 
lower than the limit of 50 µg.L–1 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. 
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A  p a t u l i n a  ( 4 - h y d r o x y - 4 H - f u r o [ 3 , 2 c ]
pyran,2[6H]-one) é uma micotoxina que tem demons-
trado ação carcinogênica, mutagênica (LIU et al., 2003), 
teratogênica (CIEGLER et al., 1976) e imunossupressora 
em estudos com animais (SPEIJERS et al., 1988). Esta 
micotoxina é produzida por algumas espécies de fungos 
dos gêneros Penicillium, Aspergillus e Byssochlamys 
(RICE et al., 1977). A presença da patulina em alimentos 
também reflete em perdas econômicas, principalmente 
em indústrias que exportam seus produtos a países que 
controlam os níveis desta micotoxina (MELLO, 2004). 

Maçãs representam um ótimo substrato para 
o desenvolvimento de fungos termorresistentes e a 
produção de micotoxinas como a patulina (SILIHA e 
ASKAR, 1999). A contaminação de sucos de maçã com 
esta toxina geralmente resulta do uso de frutas com 
qualidade deficiente no processamento (WELKE et al., 
2008).

O isolamento e a identificação dos fungos resis-
tentes ao tratamento térmico em derivados de maçã 
tornam-se importantes para conhecer sua incidência 
e potencial toxigênico, uma vez que estes produtos 
representam grande valor comercial e a presença de 
micotoxinas pode causar impactos negativos na saúde 
do consumidor e no comércio internacional. O objetivo 
deste trabalho foi verificar a ocorrência de fungos termor-
resistentes, determinar a capacidade dos fungos isolados 
de produzir patulina e verificar os níveis de patulina em 
sucos de maçã concentrados.

Material e métodos2 

2.1 Amostras

Dezesseis amostras de suco de maçã concentrado 
foram obtidas de uma indústria 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 condições apresentadas na Figura 1. 

2.2 Isolamento e identificação de fungos 
termorresistentes

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

Introdução1 

Os fungos filamentosos são pouco resistentes ao 
calor, pois o processamento térmico destrói facilmente 
suas estruturas de crescimento e reprodução. Entre-
tanto, algumas espécies produzem esporos resistentes, 
chamados ascósporos. Os esporos destes fungos podem 
permanecer em estado de dormência no solo, nas frutas 
e derivados (RAJASHEKHARA et al., 2000; TOURNAS 
e TRAXLER, 1994). O uso de altas temperaturas ativa 
os ascósporos dormentes, que germinam e crescem no 
produto final, ocasionando a sua deterioração durante o 
período de estocagem, o que consequentemente, pode 
resultar em perdas econômicas (VALIK e PIECKOVA, 
2001). 

Os alimentos mais susceptíveis à deterioração por 
fungos termorresistentes são as frutas e seus derivados, 
como sucos, polpas, concentrados e frutas enlatadas 
(KOTZEKIDOU, 1997). A principal fonte de contaminação 
das frutas é o solo, onde esses fungos estão presentes 
(PIECKOVA et al., 2007; PITT e HOCKING, 1997). As frutas 
tornam-se mais suscetíveis à invasão fúngica durante 
a maturação, pois o pH dos tecidos aumenta, a casca 
torna-se mais macia, carboidratos solúveis são formados 
e as barreiras de defesa se enfraquecem (STINSON 
et al., 1981). 

Os fungos termorresistentes são capazes de 
resistir à temperatura de 75 °C por 30 min (SAMSON 
et  al., 2004). A deterioração de produtos à base de 
frutas pode ser caracterizada pelo crescimento visível do 
fungo, produção de ácido e odor desagradável, desinte-
gração da fruta e dissolução do amido e pectina no meio 
(PIECKOVA et al., 2007). Estes produtos deteriorados 
por fungos apresentam substancial alteração devido à 
produção de enzimas pectinolíticas, responsáveis pela 
ruptura da estrutura dos tecidos das frutas (UGWUANYI 
e OBETA, 1999).

As espécies identificadas como deteriorantes 
de produtos à base de frutas são: 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, ácido bissoclâmico, variotina, fumi-
tremorginas, e verruculogena podem ser produzidas por 
certas espécies de fungos termorresistentes. Linhagens 
de Byssochlamys e Neosartorya têm se tornado um 
problema industrial, devido à deterioração e à produção 
de micotoxinas (RICE et al., 1977; PATTERSON et al., 
1981). B. nívea é conhecida como uma das espécies 
capaz de produzir patulina (PITT e HOCKING, 1997). 
N. fischeri é 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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foram combinadas e extraídas com 10 mL de solução de 
carbonato de sódio (1,5%, p/v) para remover compostos 
fenólicos. As amostras extraídas foram secas com sulfato 
de sódio e transferidas para uma coluna contendo síli-
ca-gel. A toxina foi eluída da coluna com 10 mL de acetato 
de etila. O solvente foi evaporado e o extrato, dissolvido 
em volume conhecido de clorofórmio.

2.5 Quantificação da patulina

Alíquotas de 10, 20, 30 µL de extrato de amostra 
e solução padrão 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:ácido fórmico (5:4:1, v/v/v). A 
identificação da patulina foi feita de acordo com Martins 
et al. (2002). 

A quantificação foi feita através da aquisição da 
imagem fluorescente da patulina sob luz UV, através de 
uma câmera com detector de carga acoplada (DCA). A 
intensidade da fluorescência, que corresponde à determi-
nada concentração da micotoxina, foi analisada através 
do software Imstat (Image Statistics) do pacote Iraf 
(Image processing and Analysis in Java, http://rsbweb.
nih.gov/ij/).

Resultados e discussão3 

Colônias fúngicas per tencentes ao gênero 
Byssochlamys foram isoladas em 25% das amostras 
de suco de maçã analisadas, sendo B. fulva a espécie 
mais frequentemente isolada. Três cepas foram identifi-
cadas como B. fulva e uma cepa como B. nivea. Quanto 
ao potencial toxigênico, a cepa de B. nivea se mostrou 
produtora de patulina nas condições testadas. Este fato 
implica possível produção de patulina no suco durante 
seu armazenamento.

A cepa de B. nívea isolada do suco concentrado 
de maçã é considerada de grande importância comer-
cial, pois este produto é usado como base para diversos 
outros, inclusive alimentos para crianças. Portanto, a 
presença de fungos toxigênicos pode trazer risco à 
saúde dos consumidores, em virtude dos inúmeros efeitos 
tóxicos que esta micotoxina tem apresentado em estudos 
com animais.

A origem da contaminação do suco de maçã 
com fungos termorresistentes são as frutas destinadas 
à produção destes sucos. Maçãs recolhidas do chão 
geralmente não apresentam o padrão exigido para o 
consumo na forma in natura, sendo destinadas para o 
processamento. Estas maçãs podem estar contaminadas 
com fungos originários do solo, que podem ser facilmente 
introduzidos no processamento do suco. Morales et al. 
(2007) constataram que a permanência de maçãs à 
temperatura ambiente até o momento do processamento 

incubadas por 30 dias a 30 °C. A identificação das cepas 
isoladas foi feita de acordo com a chave de identificação 
proposta por Pitt e Hocking (1997), com base nas carac-
terísticas microscópicas e macroscópicas das colônias 
desenvolvidas nos meios de cultura extrato de levedura 
de Czapeck (CYA), ágar extrato de malte (MEA) e ágar 
Glicerol Nitrato 25% (G25N). Os isolados inoculados nos 
três meios (CYA, MEA e G25N) foram incubados a 25 °C e 
aqueles em meio CYA foram incubados a 5, 25 e 37 °C.

2.3 Detecção do potencial toxigênico

O potencial toxigênico das cepas foi detectado 
através da extração com clorofórmio/metanol (2:1, v/v) 
das colônias desenvolvidas em ágar extrato de levedura 
e sacarose (YES). Os extratos, juntamente com o padrão 
de patulina, foram aplicados em placa de cromatografia 
em camada delgada (SIL G-25HR, Machery-Nagel, 
Alemanha) e a visualização foi feita sob luz UV. A detecção 
da patulina foi realizada pela comparação da fluores-
cência das amostras em relação ao padrão da micotoxina 
(LABUDA e TACINOVÁ, 2006).

2.4 Extração da patulina das amostras de suco de 
maçã

A extração da patulina foi feita de acordo com 
o método proposto por MacDonald et al. (2000) com 
algumas modificações. Dez mL de suco foram extraídos 
3 vezes com 20 mL de acetato de etila. As fases orgânicas 

Maçã

Lavagem - 2% NaClO

Moagem

Moagem

Prensagem 

Pasteurização 90 °C/30 s

Tratamento enzimático - pectinase 

Microfiltração

Evaporação 96 °C/30 s

Suco concentrado 69 °Brix 

Figura 1. Fluxograma de produção de suco de maçã concen-
trado.
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Byssochlamys, pode produzir dióxido de carbono quando 
cresce sob condições de baixo teor de oxigênio, provo-
cando o estufamento das embalagens de sucos, bem 
como deteriorações visualmente percebidas em reci-
pientes transparentes, ou ainda deterioração de frutas 
enlatadas ou engarrafadas (PITT e HOCKING, 1997).

As amostras de suco de maçã concentrado 
também foram analisadas quanto à presença de patu-
lina. O método utilizado para quantificação desta toxina 
se mostrou eficiente. Nos sucos de maçã, isentos de 
patulina, foram adicionados 50, 100 e 200 µg.L-1 de 
solução padrão de patulina e a recuperação foi de 93, 
96 e 96%, respectivamente. O limite de detecção foi de 
0,005 µg e o limite de quantificação 14 µg.L–1. Os níveis 
de patulina dos sucos de maçã variaram de 15 a 46 µg.L–1 
e a concentração média desta micotoxina nas amostras 
analisadas foi de 21 ± 9,1 µg.L–1 (Figura 2). A patulina foi 
encontrada em todas as amostras, sendo que os níveis 
detectados excederam o limite de 10 µg.L–1, que é a 
concentração máxima permitida em produtos derivados 
de maçã destinados às crianças, segundo limite esta-
belecido pela Comissão das Comunidades Européias 
(THE COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 
2003). Entretanto, nenhuma amostra apresentou concen-
tração de patulina acima de 50 µg.L–1, limite estabelecido 
pelo Codex Alimentarius para suco de maçã. No Brasil, 
ainda não existe legislação que estabeleça limite de 
patulina em alimentos.

As fases de produção do suco de maçã contribuem 
para a redução dos níveis de patulina. Após as etapas 
de pasteurização (90 °C/30 s), tratamento enzimático 
(utilização da pectinase), microfiltração e evaporação 
(96 °C/30 s), a redução da concentração de patulina foi 

é um ponto crítico de controle, pois, durante este período, 
o desenvolvimento de fungos deteriorantes e toxigênicos 
ocorre de maneira mais rápida do que quando as frutas 
são armazenadas sob refrigeração. 

Poucos estudos sobre o isolamento de fungos 
termorresistentes em suco de maçã têm sido realizados. 
Em maçãs destinadas à produção de polpa, duas 
espécies de fungos termorresistentes foram isoladas: 
N. fischeri e B. fulva por Salomão et al. (2008). Em suco 
de maçã, foram isoladas Talaromyces flavus e B. spec-
tabilis (BAGLIONI, 1998). N. fischeri foi isolada de polpa 
de tomate por Baglioni et al.(1999).

Os fungos do gênero Byssochlamys são os princi-
pais causadores da deterioração pós-tratamento térmico 
em produtos derivados de frutas (TOURNAS, 1994), sendo 
que seus ascósporos são capazes de resistir à tempe-
ratura de 87 °C por 30 min em sucos (PIECKOVÁ et al., 
1994). Quando presentes, estes fungos se desenvolvem 
rapidamente nos alimentos à base de frutas, nos quais 
as condições de acidez e açúcar são ideais (VALIK e 
PIECKOVÁ, 2001). 

Os ascósporos de B. nivea e B. fulva causam 
problemas consideráveis para a indústria de alimentos, 
porque ocorrem em produtos de grande importância 
econômica, como os sucos de frutas, geralmente conser-
vados pela pasteurização (PITT e HOCKING, 1997). O 
suco de maçã é um excelente substrato para o cresci-
mento de B. nivea, com produção 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 maçã (KADAKAL e NAS, 2003). B. nivea, além de 
produzir patulina, juntamente com outras espécies de 
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Figura 2. Níveis de patulina das amostras de suco de maçã obtidas de uma indústria processadora do Estado do Rio Grande do 
Sul, Brasil.
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de 37, 15, 33 e 31%, respectivamente. Ao considerar todo 
o processo de produção do suco de maçã, a redução da 
concentração de patulina foi de 75%. Embora o processa-
mento do suco de maçã não elimine totalmente a toxina, 
seus níveis são consideravelmente reduzidos (WELKE 
et al., 2009). Entretanto, conforme observado na presente 
pesquisa, a patulina poderia ser produzida durante o 
armazenamento, pois os tratamentos térmicos aos quais 
o suco é submetido não eliminam o B. nívea. 

Algumas medidas podem ser aplicadas para 
minimizar a contaminação das frutas com fungos termorre-
sistentes. Durante a colheita, deve-se evitar o contato das 
frutas com o solo, onde os ascósporos estão presentes. 
Antes do processamento, as etapas de lavagem com 
sanitizantes à base de cloro e a separação das frutas 
com deterioração visível contribuem significativamente 
na redução do número de ascósporos no produto final 
(HASAN, 2000).

A pasteurização é o tratamento mais utilizado para 
reduzir a contaminação microbiana e, consequentemente, 
garantir a segurança dos alimentos. Este tratamento 
térmico é capaz de inativar a maioria dos microrganismos 
acidofílicos, mas é ineficiente para a inativação de fungos 
termorresistentes. A aplicação de tratamentos mais 
severos, através do aumento do tempo e da temperatura 
aplicados aos alimentos, é necessária para inativar os 
fungos resistentes ao calor. Entretanto, este tratamento 
resulta em alterações indesejáveis, o que inclui escureci-
mento e desenvolvimento de sabores e odores impróprios, 
além de perdas nutricionais. Estas alterações tornam a 
aplicação de tratamentos térmicos mais severos inviável 
em produtos à base de frutas (RAJASHEKHARA et al., 
2000).

Conclusões4 

A pasteurização empregada durante a produção 
de suco de maçã não foi eficiente para eliminar fungos 
termorresistentes como os fungos do gênero Bysso-
chlamys. Esse fato implica em possível deterioração dos 
sucos durante o armazenamento, bem como na produção 
de patulina. A inativação de fungos termorresistentes é 
um processo complexo, em que é necessário aplicar 
processos térmicos severos ou uso da chamada tecno-
logia de barreiras através da combinação de processos de 
elevado custo. Considerando estes fatores, é importante 
controlar a contaminação das frutas através da aplicação 
de boas práticas agrícolas, principalmente durante a 
colheita, transporte e armazenamento das frutas.
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