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RESUMO

Os fungos termorresistentes dos géneros Byssochlamys, Neosartorya e Talaromyces representam grave
problema para a industria processadora de alimentos, especialmente de frutas e hortalicas, em virtude da
ocorréncia de ascosporos extremamente resistentes e/ou de micotoxinas termoestdveis. Com o propdsito
de fornecer subsidios quanto ao uso de quantidades mais racionais de conservantes pela industria de
alimentos e, portanto, tornar seu consumo menos danoso a populagio, o presente estudo determinou in
vitro a concentracao minima de metabissulfito de s6dio, benzoato de sddio e sorbato de potdssio necessaria
e suficiente para inibir o crescimento micelial e a germinagdo de ascosporos de B. fulva, N. fischeri e T.
flavus em meio de cultivo acidificado (pH 3,5). Foi demonstrado que metabissulfito de s6dio em baixas
concentragdes ¢ tao eficiente na inibigao dos fungos mencionados quanto aos demais conservantes em altas
concentragdes. Por comparagao com os procedimentos utilizados pelas industrias de alimentos, é possivel
inferir que estas podem reformular o uso de conservantes, considerando-se o tipo de matéria-prima, a
temperatura de processamento, a combina¢io e concentragdo efetivamente necessdria de aditivos, bem
como os efeitos toxicos desses compostos para a satide humana.

Palavras-chave. Byssochlamys, Neosartorya, Talaromyces, metabissulfito de sddio, benzoato de sédio, sorbato
de potassio, fungos termorresistentes.

ABSTRACT

Heat-resistant fungi of Byssochlamys, Neosartorya and Talaromyces genera represent a serious issue to the
food processing industry, especially of fruits and vegetables, due to the occurrence of extremely resistant
ascospores and/or heat-stable mycotoxins. In order to provide subsidies to the food industry in using the
most rational amounts of preservatives, and to assure the safe consumption of them by the population, this
in vitro investigation was conducted to determine the minimum concentrations of sodium metabisulphite,
sodium benzoate and potassium sorbate needed to inhibit the mycelial growth of B. fulva, N. fischeriand T.
flavus, in acidified (pH 3,5) medium. This study showed that sodium metabisulphite in low concentrations
was as much effective in inhibiting the above mentioned fungi as other preservatives in high concentrations.
Comparing with the procedures used by the industries, it may be presumed that food manufacturers could
reformulate the use of preservatives, taking into account the type of raw material, the processing temperature,
the use of combining additives and in the minimum concentrations actually effective, being aware of the
toxic effects of these preservatives to the human health.

Key words. preservatives, Byssochlamys, Neosartorya, Talaromyces, sodium benzoate, potassium sorbate,
sodium metabisulphite, heat-resistant fungi.
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INTRODUCAO

A maioria das deteriorac¢des fungicas em alimentos,
especialmente de frutos/ pseudo-frutos colhidos direta-
mente do solo ou préximos dele, e seus derivados
processados (sucos, polpas, concentrados e frutos
enlatados)'*?, deve-se a poucas espécies que produzem
esclerdcios ou ascdsporos resistentes a pasteurizacao,
como aquelas pertencentes aos géneros Byssochlamys,
Neosartorya e Talaromyces'. Além da alta resisténcia
térmica, tais fungos também sintetizam metabdlitos
secunddrios téxicos de baixo peso molecular e termo-
estdveis, que se acumulam na matéria-prima beneficiada.
Isso resulta em impacto econdmico negativo em todos os
niveis de produc¢ao, comercializa¢ao e consumo'*"’.

Para tentar reduzir os riscos desses fatos, além
do tratamento térmico, as industrias lancam mao do uso
dos aditivos quimicos, ainda que essa pratica nao agrade
os consumidores por conduzir danos a saide humana,
especialmente em concentragdes excessivas. Os mais
utilizados sao os sulfitos, benzoatos e sorbatos ¥, e sua
eficicia depende da sua concentragdo, temperatura de
processamento e armazenamento, do tipo e quantidade
de micro-organismo a ser combatido e da natureza do
alimento &2,

A acgao conservadora do acido benzoico
(C,H,COOH) e do benzoato de sédio (BS), deve-se a
ingestao de moléculas ndo-dissociadas que afetam todos
0s processos em que a glicina esteja envolvida. Em com-
binac¢do com o 4cido ascérbico, BS pode formar benzeno,
um carcinégeno, e individualmente causa danos ao acido
desoxirribonucleico mitocondrial (DNAmt)*, o que
conduz a apoptose celular (comum nas doengas neurode-
generativas). Exposi¢ao dérmica, ingestao ou inala¢ao do
4cido benzoico ou BS tém causado urticéria, asma, renites
ou choques anafilaticos®*. Em 2007, a agéncia britanica
de padronizag¢ao dos alimentos comprovou que hipera-
tividade e declinio da inteligéncia (QI rebaixado em 5,5
pontos) em criangas britdnicas devia-se ao alto consumo
da combinagdo BS-corantes artificiais®, especialmente em
refrigerantes, proibindo seu uso.

Por sua vez, o di6xido de enxofre nas formas
liquida, gasosa e anidrida (SO, SO, HSO, €§,0,) e seus
derivados (sais de sodio, potdssio ou célcio) — antibacte-
rianos, fungistaticos, antioxidantes e quelantes, liberam
sulfitos que reagem com ligagoes dissulfeto e tiosulfo-
natos. Assim, inativam enzimas, o grupo heme de varias
delas e suas coenzimas, e convertem citosina em uracila,
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5-metilcitosina em timina, além de decomporem tiamina.
A atividade de suas formas combinadas depende de sua
estabilidade frente a processos digestivos* . Nos ali-
mentos e limites legalmente definidos'” 2> nao afetam
a maioria das pessoas, porém, asmdticos”’* e pacientes
em nutri¢do parenteral® podem ser afetados, com reacoes
ocorrendo de 10 a 20 min apds sua ingestdo (broncocons-
tri¢do, broncoespasmo, anafilaxia, hipotensao, nauseas,
urticdria, angioedema, rubor, diarreia e parestesias). Por
isso, a Food and Drug Administration (FDA) e a Agéncia
de Vigilancia Sanitaria (Anvisa) proibiram seu uso para
manutenc¢ao de cor e consisténcia de frutas, vegetais crus e
alimentos ricos em vitamina B1, visto que podem fornecer
um falso aspecto de frescor*’. No Reino Unido e Canadd,
sao permitidos respectivamente em carnes embutidas (até
o limite de 450 mg.Kg') e aves domésticas®.

J4 os sorbatos, devido a sua baixa toxicidade, sao
recomendados e utilizados mundialmente®. Nas vinicolas,
sdo usados como inibidor da fermentacdo secundadria,
reduzindo os niveis de sulfitos ao inibirem sulfidrilases,
desidrogenases e fumarases?.

Diante do exposto, ensaios rdpidos para deter-
mina¢ao da concentra¢do inibitéria minima de con-
servantes sobre fungos termorresistentes, contribuem
para a elaborag¢do de protocolos de sua utilizacio em
alimentos especificos, visando reduzir sua ingestao ina-
dequada. O propésito do presente trabalho foi determi-
nar a concentragdo minima de metabissulfito de sédio
(MBS), BS e SP capaz de inibir in vitro o crescimento
micelial e a germinagao de esporos de B. fulva, N. fischeri
e T. flavus.

MATERIAL E METODOS

Todas as andlises foram realizadas no Laboratério de
Bioquimica do Parasitismo e Microbiologia Ambiental,
Instituto de Quimica e Biotecnologia da UFAL.

As amostras de Byssochlamys fulva (CCT 0056),
Neosartorya fischeri (CCT 3491) e Talaromyces flavus
(CCT 4683) foram fornecidas pela Cole¢ao de Culturas
Tropicais - Fundagao André Tosello, em tubos contendo
meio Batata-Dextrose-Agar (BDA) e as culturas foram
repicadas para o mesmo tipo de meio, preparado
conforme descrito por Silva et al.*, sendo este acidificado
com 4acido citrico (pH 3,5) apds sua autoclavagem
(120 °C, 1 atm, 20 min), e posterior depésito em placas
de Petri esterilizadas. O material foi incubado por 24 h
(30 + 2 °C, escuro).
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= Efeito de conservantes sobre o crescimento
micelial

O meio BDA, distribuido em diferentes frascos, foi
acrescido de distintas quantias de conservantes, gerando
varias concentragdes dos mesmos (0, 80, 100, 150, 200,
250, 300, 350, 400, 500, 550, 600, 700, 800, 900 e 1000
mg.L?). A selecdo de tais concentragdes baseou-se em
citacoes da literatura especifica, e limites maximos
abrangidos pela legislacao!'* 2> 2>2%37 yisando aplicacao
em diferentes alimentos processados. Em seguida, os
frascos foram autoclavados e os meios acidificados
conforme acima descrito, sendo posteriormente vertidos
em placas de Petri esterilizadas. Apds sua solidificagao,
depositou-se centralmente sobre eles discos de micélio
(~ 5mm 0 ) de colonias de B. fulva, N. fischeri e T.
flavus (10 dias a 28 + 2°C, no escuro, em meio BDA
acidificado). As culturas foram incubadas a 28 + 2°C,
no escuro. O crescimento micelial foi mensurado apds
2,7,15,22 e 30 dias de incubac¢ado, com o auxilio de um
paquimetro (mm).

Os experimentos seguiram delineamentos total-
mente casualizados, com trés réplicas por tratamento
(micro-organismo X concentra¢do de conservante),
totalizando 144 placas para cada ensaio de cada
conservante, sendo estes testes repetidos em trés ocasioes.
Ap6s andlise de variancia, as médias foram comparadas
entre si conforme teste de Tuckey ao nivel de 5%.

= Efeito de conservantes sobre a germinacgao
de esporos
De tubos contendo um volume total de 30 mL de
meio BDA acidificado (pH 3,5) estéril com diferentes
concentragdoes de metabissulfito (MBS = 0, 100,
e 200 mg.L') e BS (0, 350 e 600 mg.L"), foram
colhidas aliquotas de cerca de 0,5 mL e depositadas
homogeneamente sobre a superficie de laminas de
microscopia previamente deslipidizadas, cuidando-
se para que o filme ndo atingisse as extremidades. Para
testar a germinacao de esporos dos fungos B. fulva, N.
fischeri e T. flavus em tréplicas de laminas de cada uma
das 3 concentracdes de cada conservante, em 5 diferentes
intervalos de tempo, utilizaram-se 135 laminas por aditivo
testado, sendo esse ensaio repetido em trés ocasides.
Assim, suspensoes de esporos dos fungos
testados foram obtidas através da lavagem, sob
condigdes assépticas, de culturas em meio BDA
acidificado (30 dias de incubag¢do a 28 £ 2°C, no

escuro) com uma solu¢do aquosa (Tween 20 0,1%)
estéril. Estas foram filtradas em dupla camada de gaze
também esterilizada, e as contagens dos esporos foram
efetuadas com o auxilio de CaAmara de Neubauer, sob
microscopio 6ptico, apds colher-se aliquotas (100 pL)
das suspensoes e adicionar-se a elas igual volume de
solu¢do de lactofenol de algoddo azul (20g de acido
fénico, 20 mL de dcido latico, 20 mL de glicerina, 20 mL
de dgua destilada e 0,1 g de azul-anilina). Por meio desse
teste, foram considerados vidveis apenas os esporos que
se coram em azul®®. Apés constatar-se a viabilidade de
98-100%, a concentragao da suspensao aquosa de cada
fungo foi ajustada para 10° esporos viaveis.mL. Esta,
entdo, foi submetida por 5 min a uma temperatura de
80 + 20C (Banho Maria), tratamento este selecionado
com base em varios estudos***sob o rompimento da
dorméncia de ascosporos dessas espécies por choque
térmico.

Tais pesquisas concluiram que a taxa de ativagao
deascésporos de B. nivea e N. fischeria uma determinada
temperatura é influenciada pela concentragao de
s6lidos soluveis no meio de aquecimento, sendo menor
o intervalo requerido para ativagdo em substratos
com menos s6lidos soltiveis. Também foi observado
que ascésporos gerados em culturas incubadas a
temperaturas amenas (25°C) requerem menor tempo
de ativagao que aqueles gerados em cultivos incubados
sob temperaturas mais altas.

Portanto, considerando-se que as suspensoes
de ascésporos utilizadas no presente estudo foram
preparadas com solug¢ao aquosa de Tween 20 0,1%
(baixa concentracao de s6lidos soldveis), e a partir de
culturas incubadas por 30 dias a cerca de 28 °C, optou-
se por padronizar o intervalo de ativacao para as trés
espécies estudas em 5 min a 80°C.

Aliquotas de 50 puL das suspensoes de ascosporos
ajustadas foram depositadas no centro das laminas
previamente preparadas com filmes de conservantes.
Essas laminas foram incubadas (28°C + 2°C, escuro)
sobre suportes triangulares dentro de placas de Petri
(revestidas ao fundo com papel de filtro embebido em
agua destilada estéril) e, a intervalos de 0, 6, 12, 24 e
48 h apds a inoculagio, foram coradas com solu¢do de
algodao azul-lactofenol. Em seguida, sob microscépio
optico, efetuou-se a contagem de 100 esporos vidveis
por lamina, avaliando-se o percentual de germinagao
dos mesmos.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

= Efeito de conservantes sobre o crescimento micelial
Nos meios em que as concentragdes dos conservantes nao
foram eficientes, as coldnias atingiram o didmetro total
das placas de Petri (90 mm) aos 15 dias de incubagio
(28 £ 2°C, no escuro). Por outro lado, a partir de algumas
concentragdes dos conservantes, o crescimento ftingico foi
totalmente paralisado. As Tabelas 1 e 2, portanto, expdem
dados do crescimento micelial de B. fulva, T. flavus e N.
fischeri apenas diante das concentragdes que comegaram
a inibi-lo e daquelas que primeiro foram totalmente
inibitérias. Conforme a analise estatistica, observa-se que
até o 7° dia de incubagdo B. fulva ji teve seu crescimento
retardado por concentragdes de 150 mg MBS.L!, 500 mg
BS.L"' e 400 mg SP.L". Ja o fungo T. flavus, sob o efeito de
100 mg MBS.L", 250 mg BS.L! e 800 mg SP.L", cresceu
mais lentamente até o 15° dia de incubag¢do. No mesmo
intervalo, o desenvolvimento micelial de N. fischeri ja foi
atrasado na presenga de 80 mg MBS.L*, 500 mg BS.L! e
700 mg SP.L"'. Contudo, o micélio dos fungos testados
s6 foi totalmente inibido por concentragdes maiores de
MBS, BS e SP.

Quando comparados a N. fischeri (Tabela 2), B.
fulvae T. flavus (Tabela 1) apresentaram maior resisténcia
vegetativa frente ao aditivo MBS, visto que o crescimento
micelial do primeiro foi totalmente inibido a 100 mg.L",
enquanto para atingir-se o mesmo efeito com os demais foi
necessario o uso de 200 mg.L" de tal conservante. Nielsen*,
utilizando impedancia microbioldgica, ja demonstrara que
trés variedades de N. fischeri sio completamente inibidas
por 300 mg.L! de diéxido de enxofre em suco de frutas,
especialmente quando as temperaturas de incubagao e pH
sdo mais baixas (18°C e pH 3,5). In vitro, demonstrou-se
que o crescimento de N. fischeri em meio CYA (Czapeck
- autolisado de levedura — Agar, pH 3,5)*, é retardado
por SP e BSa 75 mg.L", mas totalmente inibido por 200
mg.L"' de SO, Estudos de Beuchat® também jd haviam
demonstrado que 50 mg.mL" de SO, em meio BDA sao
suficientes para inibir completamente o desenvolvimento
de coldnias de B. nivea, enquanto esse crescimento e a
producao de patulina apés 25 dias de incubacdo em
suco de ma¢a,a 21, 30 e 37 °C, foram significativamente
retardados/inibidos por 75 mg.L" de SO,, 150 mg.L" de
SP e 500 mg.L" de BS.

Por outro lado, no presente estudo, BS e SP s6
foram capazes de inibir totalmente o crescimento in vitro
de B. fulva e N. fischeri (Tabelas 1 e 2) respectivamente a

218

600 mg.L' e 800 mg.L"!, enquanto o crescimento de T.
flavus (Tabela 1) foi inibido totalmente nas condi¢oes
estudadas por 350 mg.L' de BS e concentragdes de SP
superiores a 900 mg.L™".

Portanto, no caso de MBS, a concentracao
inibitéria a cepa de N. fischeri utilizada no presente
trabalho parece relativamente menor do que aquela
mencionada por alguns autores. Por outro lado, as
concentragoes de BS e SP necessarias a inibi¢ao dos trés
fungos aqui estudados foram superiores as citadas em
varias pesquisas. Isso reforca a teoria de que a interagao do
substrato (meio) com outras varidveis, como temperatura
de ativa¢do e incubagdo, variedade e espécie de fungo
termorresistente, e concentracdo do aditivo, devem ser
consideradas para o controle da deterioragao de alimentos
em maior grau.

= Efeito de conservantes sobre a germinagao
de esporos

Exceto pela presenca dos conservantes, o fato dos testes
terem sido conduzidos sobre filme de meio de cultura
com atividade de d4gua minima necessédria* (e em camara
umida), a 28 + 2°C (ao abrigo da luz) por 30 dias, por si
s6 garantiria a capacidade maxima de germinac¢do dos
ascosporos estudados apds o choque térmico (80 °C a
5min).

Ainda que a maior concentra¢ao de MBS (200
mg.L") testada nao tenha reduzido a germina¢ao dos
trés fungos na mesma proporgao que o BS a 600 mg.L"!
(Tabela 3), esta foi bastante eficiente, declinando tal
parametro em cerca de 81,8-94,2 % quando medido
48 h ap6s a inoculagdo das suspensdes de esporos de
culturas com 30 dias de idade sobre os filmes de meio
nas laminas.

As concentracoes de MBS e de BS capazes de inibir
acentuadamente a germinac¢do dos ascésporos de B. fulva,
N. fischeri e T. flavus foram as mesmas que bloquearam
totalmente seu crescimento micelial in vitro (Tabelas
1 e 2), indicando que provavelmente os poucos tubos
germinativos formados tiveram seu vigor suficientemente
interrompido para ndo permitir o desenvolvimento de
coldnias.

Segundo Beuchat™, 300 mg.L'' de SO, e 400 mg.L"
de SP, inibiram totalmente a germinac¢ao de ascésporos de
B. nivea em suco de uva armazenado por 60 dias. Tal autor
também demonstrou que a concentra¢ao de 100 mg.L"!
de SP, durante a ativagao térmica nesse suco, apresentou
inclusive um efeito estimulador da quebra de dorméncia
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de ascosporos de B. nivea, e BS, mesmo em concentracao
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de forma a racionalizar-se seu uso para cada caso.
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Tabela 3. Percentual de germinacao de esporos (média) de Byssochlamys fulva, Neosartorya fischeri e Talaromyces
flavus em filme de BDA (pH 3,5) contendo diferentes concentracdes de metabissulfito de sédio (MBS= 0, 100 e 200
mg.L-1) e benzoato de sédio (BS= 0, 350 e 600 mg.L-1), a partir de culturas com 30 dias de incubacdo (28 + 2°C,

escuro) e 48 h sob as mesmas condicoes.

Conservantes
(mg.L-1)
6h

Byssochlamys fulva
CONTROLE (0) 24,33 a
BS (350) 4,33 ¢
BS (600) 0,67 ¢
MBS (100) 13,67 b
MBS (200) 3,33 ¢
Neosartorya fischeri
CONTROLE (0) 28,67 a
BS (350) 3,67b
BS (600) 0,00 b
MBS (100) 2,00 b
MBS (200) 0,67 b
Talaromyces flavus
CONTROLE (0) 34,33 a
BS (350) 1,33 ¢
BS (600) 0,00 c
MBS (100) 9,33b
MBS (200) 0,33 ¢

% Germinac¢ao (Média) de Esporos

12 h 24 h 48 h
25,33 a 81,00 a 96,00 a
8,00 ¢ 17,33 b 59,00 b
1,67d 2,00 d 2,67 d
15,00 b 77,67 a 85,33 a
6,00 ¢ 10,67 ¢ 17,33 ¢
36,33 a 86,33 a 91,67 a
8,33 b 29,67 b 67,33 b
0,33 ¢ 2,00 c 1,67 e
4,33 c 8,67 ¢ 27,33 ¢
2,67 ¢ 5,67 c 7,33 d
45,33 a3 88,33 a 98,00 a
2,33c¢ 2,67 c 533 b
0,00 c 0,33 ¢ 0,67 b
28,00 b 64,67 b 87,67 a
1,67 ¢ 3,33 ¢ 5,67 b

Obs: Médias seguidas pela mesma letra em colunas iguais, nao diferem estatisticamente pelo teste de Tuckey ao nivel de 5% de probabilidade.

CONCLUSAO

Com relagdo aos fungos termorresistentes, conservantes
e condi¢oes de incubagdo estudados neste trabalho, o
metabissulfito de s6dio apresentou a melhor eficicia em
termos de concentracio quanto ao bindmio inibi¢ao de
crescimento micelial (100%) até 30 dias de incubagio
(28 £ 2°C, escuro) e germinacao de esporos (81,8-94,2 %)
ap6s 48 h de inoculagdo.

Foi efetivo (200 mg.L"') em teores trés vezes
menores do que aqueles de benzoato de sédio (600
mg.L!') capazes de atingir percentuais de inibi¢ao

de germinagao com relacao ao controle de cerca de
97,21-99,32%. Além disso, o benzoato de sédio é
mais toxico a saide humana do que o metabissulfito.
Analisando-se as concentragdes desses conservantes
utilizadas pelas inddstrias de alimentos, e citadas na
literatura especifica, observa-se que ocorre um efeito
sinergistico destas com as propriedades fisico-quimicas
do alimento contaminado, com o tratamento térmico
aplicado e com o propagulo presente, de forma que se
testes, como os que foram o alvo deste trabalho, forem
empregados para cada tipo de substrato, as mesmas
podem ser reduzidas.
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