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RESUMO 

Foi determinada a resistência térmica de Clostridium sporogenes (PA3679) 

em curau de milho (pH 6,32), aplicando-se a metodologia do tubo para 

determinação do tempo de destruição térmica (TDT) selado e recuperação de 

sobreviventes em caldo Differential Reinforced Clostrida Media (DRCM), em 

subcultura no próprio tubo TDT por número mais provável. Foram obtidos 

valores de D110°C = 14,48 minutos, D118°C = 2,08 minutos, D121°C = 0,6 minutos e z = 

7,67°C, que podem ser utilizados na determinação do processo teórico de 

esterilização. 

 

ABSTRACT 

The heat resistance of Clostridium sporogenes PA3679 in curaua corn 

(pH6,32) was determined by the TDT sealed tube method, recovering the 

survivor spores in Differencial Reinforced Clostridia Media (DRCM). The results 

show values for de PA3679 heat resistance in accordance to most of about this 

topic: D110°C = 14,48 minutes, D118°C = 2,08 minutes, and D121°C = 0,60 minutes, 

and z = 7,67°C, wich may be considered useful and believable in the theoretical 

heat process calculation. 
 
INTRODUÇÃO 

A resistência térmica dos microrganismos depende das suas características e do 

tipo de alimento no qual estão contidos. As condições nutricionais podem aumentar ou 

diminuir a resistência térmica, mas o efeito vai depender da composição de cada meio 

usado. Este efeito não pode ser generalizado, cada caso deverá ser estudado 

particularmente. 
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Existem diferentes métodos de determinação da resistência térmica de 

microrganismos, como o dos tubos de destruição térmica (TDT), utilizados para 

substâncias líquidas; latas TDT, usadas para purês viscosos; método do frasco de três 

bocas, utilizado para produtos aquecidos a temperaturas menores que a da água em 

ebulição. A escolha do método depende do tipo de alimento e sistema de aquecimento 

(BLOCHER & BUSTA, 1983). 

A suscetibilidade dos microrganismos ao calor úmido pode ser expressa em 

termos da relação entre o tempo e temperatura. Duas expressões são comumente 

utilizadas pelos microbiologistas: Tempo de morte térmica (TMT) e tempo de redução 

decimal (valor D). O TMT é o mais curto espaço de tempo requerido para destruir 

todos os microrganismos de uma amostra, quando exposta a uma temperatura 

específica sob condições padrões. Neste teste, em vários intervalos de tempo do 

tratamento pelo calor, amostras da população microbiana são retiradas e cultivadas. O 

método determina o tempo mínimo de exposição capaz de destruir todos os 

microrganismos. O valor D é o tempo requerido para diminuir uma população 

microbiana de uma amostra em 90% a uma temperatura pré-determinada. Uma 

amostragem da população é realizada em vários intervalos. Difere da medida pelo 

TMT que resulta em 0% de sobreviventes. O tempo de redução decimal que resulta 

em 10% de sobreviventes é mais bem determinado (PERKINS, 1983). 

Na determinação do TMT ou do valor D, os fatores que podem afetar a 

resistência térmica de microrganismos são os intrínsecos e os extrínsecos 

(REYNOLDS et al., 1952; CAMERON et al., 1980; BLOCHER & BUSTA, 1983). 

Além do valor D, outro parâmetro determinado através da avaliação da 

resistência térmica é o valor z (STUMBO, 1973, RUSSEL, 1982, PFLUG, 1982). O 

valor z corresponde ao intervalo da temperatura que ocasiona uma variação de 10 

vezes no valor D, ou seja, 1 ciclo logarítmico. Estes parâmetros são extremamente 

importantes na indústria de alimentos, em que o tempo de processamento ótimo e a 

temperatura devem ser estabelecidos para vários alimentos enlatados. A excessiva 

exposição ao calor prejudica a qualidade dos alimentos e, assim, é imperativo 

conhecer a menor temperatura e o mais curto espaço de tempo que efetivamente 

tratará o produto. 

As bactérias esporuladas anaeróbicas estão entre os microrganismos a serem 

destruídos pelo tratamento térmico, neste grupo encontra-se o Clostridium botulinum, 

bactéria mesófila, produtor da toxina de maior letalidade entre as de origem biológica, 
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merecendo, portanto, medidas extremas de controle no sentido de se evitar sua 

presença nos alimentos enlatados de baixa acidez (LEITÃO & JUNQUEIRA, 1995). 

Para evitar a contaminação da planta de processo por C. botulinum, é 

recomendado à utilização dos esporos de C. sporogenes (PA3679) nas usinas de 

processamento, a fim de evitar a contaminação; não ser toxigênica, ser ligeiramente 

mais resistente, ter as mesmas necessidades fisiológicas e ter a habilidade de 

repetidamente produzir grandes quantidades (>106) de esporos com resistência 

térmica comparável (NCA, 1968; TOWNSEND et al.,1956). 

Com o objetivo de validar o processamento térmico desenvolvido para fomulações 

de curau de milho modificado, que combina um tratamento térmico brando de 

pasteurização, redução do pH e da atividade de água do produto através do “Sistema 

de Embalagens Inoculadas”, foi determinada a resistência térmica de C. sporogenes 

PA3679, empregando-se o método do tubo TDT selado e recuperação de 

sobreviventes em meio DRCM (Differencial Reinforced Clostridia Media). 

 

METODOLOGIA 

Extração da polpa ou creme de milho verde: Foram utilizadas espigas comerciais 

de milho (Zea mays L.) verde sadias com palha adquiridas na região de Campinas. No 

laboratório do GEPC/ITAL as palhas e estilos-estigma foram removidos manualmente 

e descartados. Os grãos de milhos foram removidos do sabugo com auxílio de uma 

faca. A extração da polpa dos grãos foi realizada em um minidespolpador (Food 

Processing Equipament, Série N° 186, S.O. N°3782) que possui um filtro em inox para 

separar e remover partículas de diâmetro superior a 0,5 mm da polpa. 

Para a determinação da resistência térmica dos esporos de C. sporogenes: 

seguiu-se a metodologia descrita por STUMBO (1973), substituindo-se os tubos TDT 

pelas ampolas de vidro com capacidade para 5,9 mL (14,3 mm de diâmetro externo, 

43,5 mm de altura externa e 0,5 mm de espessura de parede), dos quais 2,5 mL foram 

ocupados pelos ingredientes do curau de milho: 67,25% de leite integral, 15,08% de 

creme de milho e 17,67% de sacarose. As ampolas contendo os ingredientes do curau 

de milho verde foram transferidas para potes de vidro e este foi fechado com uma 

tampa de polipropileno (Figura 1) para serem esterilizados a 121°C / 15 minutos em 

autoclave elétrica vertical (Phoenix modelo AV 75). O curau de milho esterilizado foi 

mantido sob refrigeração a 2,5±1°C. 
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Produção de esporos de C.sporogenes (PA3679): Foi utilizada uma cepa de 

PA3679, estocada na Unidade Laboratorial de Referência de Microbiologia do ITAL e 

os esporos produzidos segundo DOWNES & ITO (2001). 

Uma concentração de 2 x 104 NMP esporos/ml foram inoculadas em cada 

ampola contendo 2,5ml de curau de milho estéril e foram hermeticamente seladas com 

auxílio de um maçarico para fechar a parte superior (Figura 2). Os tratamentos 

térmicos foram realizados imergindo as ampolas em banho de óleo modelo UH4 (VEB 

MLW), nas temperaturas e tempos apresentados na Tabela 1. 

 

 

Figura 1. Ampola de vidro contendo curau 
de milho e pote com tampa de polipropileno 
utilizado na esterilização. 

Figura 2. Fechamento hermético das 
ampolas com chama de maçarico. 

 

Imediatamente depois de decorrido o tempo pré determinado ao tratamento 

térmico, as ampolas foram resfriadas em banho de gelo, limpas e abertas com 

assepsia. A recuperação dos sobreviventes foi realizada nas próprias ampolas, 

adicionando-se 1,0mL de caldo DRCM (Differencial Reinforced Clostridial Media) e 

posterior selagem com 2,0mL de vaspar (vaselina com parafina). A seguir, foram 

incubadas a 35°C até se obter leitura constante. O crescimento pôde ser observado 

pela produção de gás (por deslocamento do váspar) e turvação do meio pelos 

microrganismos (Figura 3). 
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Tabela 1. Temperaturas e tempos de exposição dos curais de milho verde contendo 
inóculos de Clostridium sporogenes PA3679. 

Temperatura (°C) Tempo de exposição (min.) 

 20 

 40 

110 60 

 80 

 100 

 4 

 8 

118 12 

 16 

 20 

 1 

 2 

121 3 

 4 

 5 

 

 
Figura 3. Ampolas contendo curau de milho, meio DRCM e váspar. A terceira ampola 
da esquerda para a direita apresenta turvação do meio. 

 

Os valores D para cada temperatura do ensaio e o valor z, foram calculados 

empregando-se o procedimento de STUMBO et al. (1950). Os parâmetros D e z são 

importantes no projeto de um processo térmico, pois indicam, respectivamente, o 
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tempo para diminuição de 90% da população de esporos e a variação de temperatura 

necessária para diminuição em 90% do valor D. 

)log()log(
(min)

XNo
tD


  

Onde, 

t = tempo de tratamento térmico corrigido em minutos. 

N0 = número inicial de esporos. 

X = Número Mais Provável de esporos sobrevivente (UFC / tratamento), 

calculado pela equação: 











q
n

a
X 303,2

 

Onde, 

n = número de ampolas utilizadas em cada tempo de aquecimento. 

q = número de ampolas estéreis após o período de incubação. 

a = mL do substrato com inóculo submetido ao tratamento térmico. 

 

O valor z pode ser determinado através da equação a seguir: 

 
12

21

loglog DD
TTz




  

Onde, 

T = temperatura (°C). 

D = tempo de redução decimal (min.). 

Os valores de D para cada temperatura do ensaio e o valor de z, foram 

calculados empregando-se o procedimento de STUMBO et al. (1950). Os parâmetros 

D e z foram obtidos por regressão linear dos dados. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Os resultados de resistência térmica observados foram D110°C = 14,48 minutos; 

D118°C = 2,08 minutos e D121°C = 0,60 minutos (Tabela 2). O valor médio de z obtido foi 

7,67°C (os valores reais para intervalos de temperatura de 121 a 118°C, 121 a 110°C 

e, 118 a 110°C foram, respectivamente, 5,56, 7,95 e, 9,49). Estes valores são 

concordantes com alguns dos trabalhos sobre o assunto. O valor z observado está na 

faixa que STUMBO (1973) reportou para esporos de C.sporogenes PA3679, entre 7,8 

e 10,0°C e valores de D121°C entre 0,1 e 1,5 minutos. Esse valor de z observado é um 

pouco inferior em relação aos citados em outros trabalhos revisados, com destaque 
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para as publicações de GOLDONI et al. (1980), STUMBO (1973) e CAMERON et al. 

(1980). Nesse último, os autores, estudando a resistência térmica de C.sporogenes 

(PA3679) em solução tampão de fosfato e purê de ervilha tamponado, com valores de 

pH na faixa de 5,0 a 7,0 verificaram que o aumento da acidez, em geral, é 

acompanhado de um decréscimo da resistência térmica dos esporos, embora o efeito 

do pH seja mais pronunciado nas temperaturas de processamento mais elevadas do 

que nas baixas. GOLDONI et al. (2001) determinaram a resistência térmica de C. 

sporogenes (PA3679) em purê de cenoura, empregando-se o método do tubo TDT 

selado e recuperação de sobreviventes em meio de infusão de fígado e encontraram 

valores de D115ºC = 4,44 minutos, D118ºC = 2,46 minutos, D121ºC = 1,11 minutos, e z = 

9,97ºC. CAMERON et al. (1980) obtiveram para o C. sporogenes PA3679 em purê de 

cenoura valores de z que variaram de 9,2 (pH 5,0) a 12,2°C (pH 7,0). BLOCHER & 

BUSTA (1983) discutiram os resultados de vários autores com relação à resistência 

térmica de linhagens de C. botulinum 62A. Os valores de z encontrados ficaram na 

faixa de 8,61 a 9,93°C. 

 

Tabela 1. Resultados da determinação da termorresistência dos esporos de 
Clostridium sporogenes PA3679. 

Temperatura 
(°C) 

Tempo de 
aquecimento 

(minutos) 

Número de ampolas (tubos TDT selados) Valores de 
D110°C 

(minutos) Aquecidas Positivas Estéreis 

110 

20 5 5 0 - 
40 5 2 3 9,96 
60 5 1 4 14,48 
80 5 1 4 19,31 

100 5 0 5 - 

118 

4 5 2 3 1,00 
8 5 3 2 2,08 

12 5 0 5 - 
16 5 0 5 - 
20 5 1 4 4,83 

121 

1 5 1 4 0,24 
2 5 0 5 - 
3 5 0 5 - 
4 5 1 4 0,97 
5 5 0 5 - 

População de esporos na suspensão teste = 2 x 104. 
Média do valor D110°C = 14,48, desvio padrão = 4,68. 
Média do valor D118°C = 2,08, desvio padrão = 1,97. 
Média do valor D121°C = 0,60, desvio padrão = 0,51. 
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CONCLUSÕES 

Os resultados de resistência térmica devem ser confiáveis, tanto para a 

determinação do processo teórico de esterilização, como para o estudo com 

embalagens inoculadas. Neste sentido, para a definição do ponto final de um processo 

térmico de preservação de alimentos, deve-se levar em conta uma especificação 

numérica bastante objetiva. Baseado nos resultados obtidos seria necessário um 

processo a 121°C durante 7,2 minutos para completar 12 ciclos logarítmicos de 

redução da população de esporos do PA3679, em curau de milho, nas condições do 

estudo. 
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