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RESUMO

Alicyclobacillus acidoterrestris, uma bactéria termoacidéfila esporogénica,
recentemente tem sido relacionada com problemas de deterioracédoc em sucos de
frutas pasteurizados. Devido a alta resisténcia térmica de seus esporos,
sobrevivem aos tratamentos de pasteurizagdo. A deterioracdo € descrita pela
producéo de odor desagradavel, semelhante a desinfetante, ndo ocorre producao
de gas e raramente ha formagac de sedimentos no suco. O objetivo deste trabalho
foi o de estabelecer uma metodologia de isolamento para Alicyclobacillus
acidoterrestris em suco de maracujd e suco de abacaxi, identificar as cepas
isoladas e determinar a resisténcia térmica destes isolados nos sucos.
SuspensOes de espores da cultura padrdo A. acidoferrestris DSM 2498 foram
submetidas a fratamentos térmicos 60°C/60min, 60°C/30min, 70°C/20min,
80°C/5,10 e 30 min e ebulico por 5 min, para determinar a melhor condicdo de
ativacao dos esporos em suco de maracujé e abacaxi, separadamente. O meihor
tratamento para a ativacdo nos dois sucos estudados foi o de 70°C/20 min. Foi
determinado o tempo de enriquecimento para o isolamento de esporos de A.
acidoterrestris a partir de amostras de suco de maracujd e abacaxi
experimentalmente contaminadas com a cepa padrdo DSM 2498.0 melhor tempo
de enriquecimento varia com o suco , para o de maracuja foi de 48 hs e para o de
abacaxi, 24hs. Um total de 57 amostras de suco de maracuja e 50 amostras de
suco de abacaxi integrais e pasteurizados foram examinados para detectar a
presenca desta bactéria. Para a deteccdo as amostras inicialmente foram
inoculadas em tubos com caldo BAM ( Bacillus acidocaldarius medium) e foram
ativadas conforme indicado acima. A quantificacdo dos esporos foi feita pela
técnica do Numero Mais Provavel ( NMP), em caldo BAM(pH 4,5). Do contetdo de
cada tubo foi retirada uma alcada e inoculada em agar BAM, com incubacado a
50°C/7dias. Nao foram obtidos isolamentos a partir do suco de abacaxi. No suco
de maracuja foram constatadas 16 ( 28%) de amostras positivas para a

presenca de A. acidoferrestris. A contaminacdo variou entre 1,1 e > 2.3

Xiv



NMP/100mi de suco, ocorrendo a maior incidéncia nos meses de junho e

julho, época seca do ano, indicando que o grau de contaminacio esta relacionado
com a sazonalidade. Dezesseis coldnias tipicas foram submetidas a
caracterizag&o bioquimica pelo sistema APl CH 50, que nao foi satisfatorio para a
identificac@o desta bactéria em suco de maracujg, e a caracterizacéo genotipica
pelo metodo do RAPD, que sugeriu uma elevada similaridade genética (maior
que 95%) entre a maioria dos isolados do suco de maracuja e a cepa padrdo A.
acidoterrestris DSM 2498. Foi determinada a resisténcia térmica de 3 isolados e
também da cepa padréo em suco de maracujd, pelo método TDT (Tempo de
Destruicao Térmica), em tubos selados. Os valores D para a cepa padréio e para a
cepa 4 que demonstrou maior resisténcia térmica foram de 19,9 e 28,9 min para
87°C; 4,8 e 8,0 min para 90°C e 1,4 e 2,0 min para 95°C, e os valores z obtidos
foram 7.3 e 7,1°C, respectivamente. Foi demonstrado gue a pasteurizacao
comercial aplicada ao suco de maracuja nao foi suficiente para destruir os esporos
de A. acidoterrestris . Um processo de 102,1°C/ 36 s seria adequado para reduzir
3 ciclos logaritmicos da cepa mais termoresistente isclada neste estudo, sem
afetar os atributos sensoriais do suco.
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SUMMARY

Alicyclobacillus acidoterrestris, a thermoacidofilic sporogenic bacteria, has
recently presented deterioration problems in pasteurized juices. Due to the
elevated thermal resistance of its spores, they survive the pasteurization process.
The deterioration is described as an unpleasant odor production, similar to that of a
disinfectant. There is no gas production, but occasionally sediments form within the
juice. The aim of this research was to establish an isolation method for
Alicyclobacillus acidoterrestris in passion fruit and pineapple juices, to identify the
strains isolated and evaluate their heat resistance in the juices. Spore suspensions
of the typical strain A. acidoterrestris DSM 2498 were submitted to heat treatments
of, 60°C/60min, 60°C/30min, 70°C/20min, 80°C/5,10 and 30 min, and boiled 5 min,
to determine the best activation conditions for the spores within the passion fruit
juice and pineapple juice separately. The best activation treatment found for both
juices was 70°C/20min. The enrichment time to isolate the spores of A
acidoterrestris, was determined from passion fruit juice and pineapple juice
samples experimentally contaminated with typical strain DSM 2498. The best
enrichment time for passion fruit juice was 48hs, and for pineapple juice 24hs. A
total of 57 samples of passion fruit juice, and 50 samples of pineapple juice,
integral and pasteurized were examined in order to detect the presence of the
quoted bacteria. For detection, the samples were initially inoculated in tubes with
BAM (Bacillus acidocaldarius medium) broth, and were activated at 70°C/20min
followed by enrichment at 50°C/48hs for the passion fruit juice, and 50°C/24hs for
the pineapple juice. Spore quantification was done by the Most Probable Number
{(NMP) Technique. From each tube, a loopful was removed and inoculated into
BAM agar, followed by incubation for 7 days/50°C. No isolation from pineapple was
observed. From the passion fruit juice 16(28%) positive samples for the presence
of A. acidoterrestris were obtained. The contamination varied between 1.1 and >
2.3 NMP/100ml of juice, the major incidence occurring in June/July, the dry season
of the year, indicating that the level of contamination is related to season. Sixteen
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typical colonies were submitted to biochemical characterization by the API

CH 50 system. This method was not satisfactory for identification and genotipical
characterization by RAPD was applied. The results suggested an elevated genetic
similarity (over 95%) between most of the isolates from passion fruit juice and
typical strain A. acidoterrestris DSM 2498. The heat resistance of 3 isolates and
the typical strain in passion fruit juice,was determined by the TDT sealed tube
method. The D values for the typical strain and for the most heat resistant isolated
strain were 19.9 and 28.9 min at 87°C, 4.8 and 8.0 min at 90°C and 1.4 and 2.0
min at 95°C ones, and the z values obtained were 7.3 and 7.1°C, respectively. It
was demonsirated that the commercially applied pasteurization of passion fruit
juices was not sufficient to destroy the A acidoterrestris spores. A 102,1°C/36sec
process would be adequate to reduce 3 logarithmic cycles of the most thermally
resistant strain isolated in this study, without affecting the sensory attributes of the

juice.
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1. INTRODUGCAO

O conceito tradicional de deterioragdo de produtos acidos que possuem um
valor de pH inferior a 4,0 é que a acidez inibe o desenvolvimento da maioria das
bactérias (Herson & Hulland, 1980). Em geral, considera-se que a maior parte dos
esporos bacterianos no germinam nem se desenvolvem em alimentos com pH
inferior a 4,0. Apenas algumas bactérias produtoras de esporos séo capazes de
deteriorarem alimentos acides, como Bacillus coagulans e Clostridium butyricum,
capazes de se desenvolverem até pH 3,5, Bacillus macerans e Bacillus polymyxa,
que se desenvolvem em pH 4,0-4,5. Em pH inferior a 4,0, a deterioracdo é restrita
em geral a organismos n&o esporogénicos, como bactérias lacticas, bolores e
leveduras (Brown, 1996). Assim, durante longo tempo, os sucos de frutas devido
ao seu pH em geral muito acido (<4,0), tem sido considerados apenas passiveis
de deterioracdo por bolores, leveduras, bactérias lacticas e ocasionalmente por
bactérias acéticas e Zymomonas. Todos estes microrganismos, exceto algumas
espécies de bolores, apresentam baixa resisténcia térmica, sendo portanto
facilmente inativados pelos tratamentos térmicos comumente aplicados a este tipo
de produto.

Porém, este conceito de deterioracdo de produtos &cidos, sofreu
modificagbes, quando Cerny et al.,(1984) relataram a ocorréncia de um surto de
deterioragao de suco de macé, pasteurizado e embalado assepticamente, onde o
organismo responsavel era uma bactéria produtora de esporos, aciddfila, capaz de
sobreviver ao tratamento usual de pasteurizagdo (temperatura de 85-95°C). As
amostras deterioradas apresentavam odor desagradavel, descrito como de
desinfetante, podendo ou n&c apresentar sedimentacdo ou turvagio no produto.

Em 1992 um novo género, Alicyclobacillus, englobando as espécies
Alicyclobacillus acidoterrestris, Alyciclobacillus acidocaldarius e Alyciclobacillus

cycloheptanicus foi proposto para abrigar estes organismos gue estdo sendo



incriminados em processos de deterioracéio de produtos acidos (Wisotzkey et
al.,1992).

Sucos como os de abacaxi e de maracuja podem ser teoricamente
passiveis de deteriorag&o por bactérias do género Alicyclobacilius, visto gue esta
bactéria por ter sido isclada do solo é provavelmente um contaminante freqlente
dos vegetais e frutas. Estas frutas devido a apresentarem cascas rugosas
dificultam a lavagem e limpeza, podendo assim veicular mais facilmente uma
contaminag&o por esporos. Estes sucos possuem pH ao redor de 4,0, étimo para o
desenvolvimento da bactéria, e as condigdes de processamento n&o inativam os
esporos termorresistentes, eventualmente presentes, de acordc com o
conhecimento que se tem até o momento.

Devido ao fato deterioragéo de sucos de frutas por esporos de bactérias
acidofilas, ser um problema recente, e considerando a falta guase totali de
pesquisas na area e a importancia econdmica que reveste o assunto, sendo o
Brasil um grande produtor e processador de sucos de frutas, este estudo foi
conduzido com a finalidade de estabelecer uma metodologia para o isolamento e
identificacdo de Alicyclobacillus a partir de sucos pasteurizados de abacaxi e
maracuja.



2. OBJETIVOS

Este trabalho foi conduzido com os seguintes objetivos:

1 - Estabelecer uma metodologia para o isolamento e identificacdo de
Alicyclobacillus a partir de sucos pasteurizados de abacaxi e maracuja.

2 - |ldentificar as cepas isoladas dos sucos, segundo padriao molecular através da
técnica do RAPD (Amplificacdo Randdémica de DNA Polimérfico).

3 - Determinar  a Resisténcia Térmica dos esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris isolados do suco de maracuja.



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Microbiologia dos sucos de frutas

O desenvoivimento de microrganismos em alimentos é governado por uma
série de fatores, tais como atividade de agua, temperatura, potencial de 6xido-
redug@o, nutrientes disponiveis e pH. Destes, o pH é o que exerce maior efeito
seletivo sobre a microflora apta a se desenvolver.

Quanto ao aspecto pratico, a principal linha de demarcagéo em relacéo ao
pH dos alimentos situa-se no valor de 4,5. Sabe-se que abaixo desse pH,
dificiimente ocorre o desenvolvimento do Clostridiun botulinun , uma das mais
resistentes bactérias patogénicas encontrada em alimentos. Nessas condigdes,
produtos com pH acima de 4,5 sdo sempre conservados por tratamentos térmicos
rigorosos, o que n&c ocorre naqueles com pH inferior a 4,5 , como os sucos de
frutas, que s@o submetidos a processos térmicos mais brandos, como a
pasteurizacéo (Leitdo,1986).

Historicamente, a grande maioria dos sucos de frutas processados, eram
concentrados a 65° Brix aproximadamente e estocados a temperaturas abaixo de
0 °C (Eiroa, 1984). O baixo pH , a baixa temperatura , a tensio reduzida de
oxigénio e a atividade de agua bastante reduzida devido ao processo de
concentragdo do suco, dava a este produto um alto grau de estabilidade
microbioldgica.



Segundo Parish (1991) a comercializacdo de sucos concentrados tem
sofrido um declinio frente acs sucos integrais refrigerados, “pronto para beber” (do
inglés ready-tfo-serve), pois se tornou mais pratico para o consumidor, isto porque
as caracteristicas de sabor destes sucos integrais s&o mais atrativas por néao
terem sofrido o processo de concentracéo, apresentando o sabor mais proximo ao
da fruta natural, aiém dos consumidores associarem com produto mais saudave!
que os dos sucos reconstituidos. No entanto, estes sucos podem ser mais
sensiveis a deterioragbes microbianas durante o armazenamento.

A estabilidade microbiologica de 100% dos sucos de frutas armazenados a
temperatura ambiente € mantida pela combinacdo do processo térmico ao gual é
submetido e pelo seu baixo pH. A natureza acida dos sucos de frutas previnem o
crescimento de muitas espécies de bactérias e seleciona a ocorréncia de
leveduras, bolores e alguns grupos de bactérias aciduricas.

A pasteurizag@o aplicada aos sucos de frutas, geralmente na faixa de 85-
95°C, & um dos fatores que previnem o crescimento de microrganismos
deteriogénicos e elimina grande maioria dos patogénicos. Contudo, os sucos de
frutas sdo substratos adequados para o desenvolvimento de microrganismos
capazes de sobreviver a tratamentos térmicos e de crescer em pH baixo,
especialmente as bactérias (Eiroa, 1984).

Tratamentos térmicos tem sido reduzidos ou até eliminados na producéo de
alguns sucos de frutas para oferecer ao consumidor produtos com sabor mais
agradével (Parish, 1991). Estes sucos s&0 muito mais suceptiveis a deterioracéo
microbiana do que 0s sucos pasteurizados sob condigdes normais de tempo e
temperatura, onde o bindmio empregado estd na faixa de 85-95°C por alguns
segundos, o que acredita-se ser o suficiente para manter o produto



microbiologicamente estavel (Leitdo, 1986). Os sucos gue ndo sofrem a
pasteurizagao, tém como fatores de seguranga microbiolégica o pH baixo, a baixa
temperatura de estocagem , ao redor de 0°C e uma sanificacdo eficiente durante
as etapas de processamento dos sucos (Eiroa, 1984).

Estudando © comportamentc térmico de microrganismos que se
desenvolvem em sucos de frutas Parish (1991).concluiu que os processos
térmicos a serem aplicados em sucos devem ser bem definidos para provocar a
inativag@o dos seus deteriorantes.

O crescimento de microrganismos em sucos &cidos geralmente é
caracterizado pela producdo de odores e sabores indesejaveis. FEstes
microrganismos promovem a deterioragéo do produto através da degradagéo de
seus componentes provocando a alteragcdo de textura, coloracéo e pH do suco.

Atualmente, um novo género, Alicyclobacillus, englobando as espécies
Alicyclobaciilus acidoterrestris, Alicyciobacillus acidocaldarius e Alyciclobaciflus
cycloheptanicus, esta sendo considerado um importante indicador microbioldgico
da qualidade de sucos, principalmente a espécie A. acidoferrestris, que tem sido
frequentemente isolada de sucos de frutas com pH inferior a 4,5 (Cerny et al.
1984, Splittstoesser ef al, 1994; Mcintyre ef al, 1995; Prevedi ef af 1995; Yamazaki
et al, 1996). Seus esporos sdo termoacidofilos, capazes de sobreviverem ao
tratamento usual de pasteurizacdo (temperatura de 85 a 95°C). Os sucos
deteriorados pelo A. acidoterrestris, apresentam odor desagradavel, descrito como
desinfetante, podendo ou n&o apresentar sedimentacdo ou turvacdo do produto. A
contaminacio dos sucos por este organismo ocorre entre outros fatores, devido a
néo aplicacdo das Boas Praticas de Fabricagdo, onde as frutas podem ser
inadequadamente lavadas e as condigbes de higiene na planta processadora



permitir que os esporos do Alicyclobacilius continue presente e multiplicando-se
em todo o processo (Borlinghaus & Engel, 1997a).

3.2. Histérico do género Alicyclobacillus

Dados sobre bactérias acidéfilas e formadoras de esporos existem desde
1967, quando foram primeiramente estudadas por Uchino & Doi (1967), que
obtiveram diferentes isolados a partir de fontes termais, no Jap&o. Estes isolados
cresciam a temperaturas ao redor de 45-71°C e numa faixa de pH de 2.3 a 5,0,
Baseado em caracteristicas morfologicas e culturais, estes organismos foram
originaimente classificados como Baciflus coagulans.

Darland & Brock (1971), isolaram um organismo similar, de fontes termais
dos Estados Unidos, cujo crescimento ocorria em pH 2,0 a 6,0 e temperatura
variando entre 45 a 70°C. Baseado na composicéo de pares de bases do seu
DNA, este organismo n&o foi classificado como Bacillus coagulans , mas sim
considerados como uma nova espécie dentro do género Bacillus .Os autores
foram os primeiros a considerarem o organismo como pertencente a uma nova
espécie, denominada Bacillus acidocaldarius. Este organismo apresentava
peculiaridades, como a presenga de lipideos caracteristicos (acidos graxos o-
aliciclicos) como principal componente da parede celular (De Rosa et al.,, 1974).
Handley (1977) demonstrou que esporos de B. acidocaldarius, isolados de fontes
termais, em Napoli, alia, desenvolviam-se satisfatoriamente numa faixa de pH de
3,0 a50masnuncaapH?7,0.

Hippechen et al (1981), fizeram importantes descobertas, quando
observaram a ocorréncia de um organismo acidéfilo produtor de esporos,
semelhante ac B. acidocaldarius, porém em um habitat diferente ao qual este



estava relacionado. Esta nova bactéria foi isolada de solo que n&o era um
ambiente nem acido e nem quente. Estes isolados assemelhavam-se ao B.
acidocaldarius, porque possuiam os mesmos componentes da parede celular
(acidos graxos e-aliciclicos). A partir destas informagdes, foi evidenciado que a
ocorréncia deste tipo de microrganismo poderia ser muito mais ampla do que até
entao acreditava-se.

Deinhard et al.,(1987a), demonstraram que os isolados de Hippchen ef al.,
(1981), diferiam do B. acidocaldarius descrito por Darland & Brock (1971) e
propuseram o nome de Bacillus acidoterrestris para descrever esta nova espécie.
A existéncia desta espécie justifica-se devido a algumas caracteristicas diferentes
entre o B. acidocaldarius e o B. acidoterrestris, como a baixa homologia de
hibridizacdo DNA-DNA, entre as 2 espécies, e também que o contetido de C+G do
DNA do B. acidoterrestris & aproximadamente 7% menorque do B. acidocaldarius
(Deinhard et al, 1987a). Os habitats originais destas espécies também sio
diferentes: o B. acidocaldarius foi isolado de diversas fontes termais, e o habitat &
sem excecdo, quente e bastante acido, como por exemplo, os ‘géiseres” do
Parque Nacional de Yellowstone-USA, com temperatura variando entre 44 a 72°C
e pH numa faixa de 2,5 a 3,3 (Darland & Brock, 1971). As cepas de B.
acidoterrestris tem sido isoladas geralmente de solos de fazendas, florestas e
jardins (Deinhard et al., 1987a). Estes habitats néo s&o considerados quentes,
podendo ocasionalmente alcancar temperaturas apropriadas para o crescimento
da bactéria.

Analises fenotipicas e moleculares revelavam a heterogeneidade de
diversos grupos da classificagéo do género Baciflus, sugerindo que este poderia
ser dividido em trés ou mais géneros diferentes ( Wisotzkey et al., 1990). Além
disso, a diversidade do género Baciflus é também salientada pela grande
diferenca na % de G + C, do DNA, das linhagens pertencentes as diferentes
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espécies, as quais variavam de 32 a 64% (Wisotzkey ef al, 1992). Na pratica,
especies pertencentes a um mesmo género ndo devem diferir em mais do que 10
a 15% em sua composicéo de bases de DNA (Pinhatti,1999).

Baseado em resultados de analise comparativa de sequéncias do RNA
ribossomal 16S e perfis da composicéo de acido graxo, Wisotzkey ef al(1992)
demonstraram que B. acidocaldarius, B.acidoterrestris e B. cycloheptanicus séo
suficientemente diferentes de outras espécies de Bacillus | justificando a
reclassificacdo em um novo género, denominado Alicyclobacillus.

Rainey ef al,(1994) estudaram 16 espécies de bacilos termofilicos com
base na andlise das sequéncias de rDNA, sugerem que as espécies B. tusciae e
B. schlegelli podem pertencer ao genéro Alicyclobacillus, pois possuem alito
conteldo de G+C em seu DNA ( 57 e 68%, respectivamente), contudo sugerem
estudos taxonomicos mais abrangentes para que estas espécies possam ser
reclassificadas.

Brown (1996), fazendo um estudo comparativo entre duas espécies de
Alicyclobacilius, o A. acidocaldarius e o A. acidoterrestris, relatou que a
temperatura de crescimento do A. acidocaldarius é mais alta que a requerida pelo
A. acidoterrestris.

Estudos realizados por Hiraishi et al(1997), onde trés organismos
termoaciddfilos isolados de diferentes fontes termais do Japao, foram
caracterizadas por métodos moleculares. Alguns dos métodos utilizados foram,
amplificacdo do PCR, analise das sequéncia de rDNA 168 e hibridizacdo DNA-
DNA. Os resultados obtidos na analise filogenética baseada na sequéncia do
rDNA 168 mostram que os isolados formam um grupo geneticamente coerente a
nivel de espécie, e formam um cluster maior com outros membros do género
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Alicyclobacillus  (A. acidoterrestris e A acidocaldarius). Com base nestes
resultados, os autores sugerem que estes isolados termoacidodfiios podem ser
classificados como uma nova espécie de Alicyclobacilius. Estes resultados
sugerem também que esta nova genoespécie de Alicyclobacillus é amplamente
distribuida em ambientes termais no Japéo.

3.3. Caracteristicas do género Alicyclobacillus

As caracteristicas do género Alicyclobacillus s&o baseadas nas
observagbes de Wisotzkey ef a/.(1992). O termo aliciclo refere-se ao acido graxo
circular {w-aliciclico) presente como principal lipideo da sua membrana celular.
Sé&o organismos acidofilicos obrigatérios, apresentam-se em forma de bastonetes
de 0,3 a 0,8um de largura por 2,0 a 4,5um de comprimento. S&o aerdbios ou
anaerobios facultativos, Gram positivos ou Gram variaveis. Seus endosporos s&o
formados em condigbes ambientais e nutricionais adversas, ocorrendo um por
célula. A esporulagdo é tolerante a presenca de oxigénio. O seu crescimento
ocorre obrigatoriamente em condi¢des acidofilicas, sempre na faixa de pH de 2.0 a
8.0. A temperatura de crescimento varia de 40 a 70°C (Tabela 1).

Os acidos graxos presentes na matriz lipidica da célula contém
predominantemente cadeias o-aliciclicas com 6 a 7 carbonos. A principal quinona
isoprendide € uma menaquinona com 7 unidades isoprénicas (MK-7). Hopanoéides
podem estar presentes, assim como sulfanolipidios (Tabela 2).

O contetido de G+C do DNA varia de 51,6 a 60,3 mol% (Tabela 2)
determinado pelo metodo de denaturagdo térmica. A linhagem de referéncia &
Alicyciobacillus acidocaldarius ATCC 27008" (= DSM 4467 = CCT 24907).
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Tabela 1: Caracteristicas dos Alicyclobacillus sp.

A. acidocalcarius

A. acidoferrestris

A. cycioheptanicus

Darland & Brock,

Deinhard et al.,

Deinhard ef &/,

Fonte 1971 19872 1987b
Solos de
Habitat ambientes acidos e Solos Solo
guentes
Faixa de temp. 45-70° C <35-55°C 40-53°C
Temperatura 6tima 80-85° C 42-53°C 48°C
Faixa de pH 20-286 22-58 30-55
pH &timo 3,0-40 35-4,0 35-45
Radicais dos i . .
Acidos graxos o-Cyclohexil w»-Cyclohexil o-Cycloheptil
Cre§c§mento + + .
aerobio
+
Fatores de ) _ . _
crescimento met., isoleu.,
pantot., e vit. By
Gram Variavel + +
Bastonet Bastonetes, Bastonetes,
es ag rggii;’s esporos ovais, _ ésporos,
Morfologia da poros ovars, terminais e ovais,subterminais.
. terminais. O o o
célula esporangio no & subterminais. O O esporangio é
entumescido esporangio nac € levemente
entumescido entumecido
Morfologia de| Circular, irregular, | Circular, regular, Circular, regular,
coldnia nao pigmentada | branca-vermelhada branca-opaca

*met= metionina; *isoleu= isoleucina; * pent= acido pantetondico
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Tabela 2: Caracteristicas quimiotaxondmica do género Alicyciclobacillus

Analise ) : i , )
quimiotaxondmica A. acidoterrestris  A. cycloheptanicus  A. acidocaicanus
Acidos graxos o-C-17 e 0-C-19  ©-C-17 e ©-C-19 ©-C-17 e ©-C-19
Lipidios polares presentes ausentes presentes
Quinonas
isoprencides MK7, MK6& MK7, MK6, MKS MK7
Conteddo de G+C 51,6 - 53,3 540569 61.2-622

Fonte: Deinhard ef af.(1987a)

3.3.1. Alicyclobacillus cycloheptanicus

Descricao baseada nas observagtes de Deinhard et al. (1 987b)

Sao organismos aerdbios, Gram positivos, formadores de endosporos. O
esporangio € ligeiramente entumescido e os esporos sdo ovais e geralmente
subterminais, com aproximadamente 1um de largura e 0,75um de comprimento.
Suas células, em forma de bastonetes tem aproximadamente 2,5um a 4,5um de
comprimento e 0,35um a 0,55um de largura. Suas colénias sdo pequenas,
circulares com a coloragdo tendendo ao branco amarelado , sem brilho.

A faixa de temperatura de crescimento varia de 40 a 53°C e a temperatura
6tima é em torno de 48°C. A faixa Stima de pH varia de 3,5 a 4,5, porém o

crescimento pode ocorrer em pH com valores entre 3,0 3 4,5,
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Metionina, pantotenato, isoleucina e vitamina B12 sdo fatores de
crescimento necessarios. A presenca de aminodcidos também favorece o
crescimento. A formac&o de acidos ocorre a partir de diferentes fontes de carbono,
como: D-arabinose, ribose, D-xylose, galactose, glucose, frutose, manose,
ramnose, dulcitol, inositol, manitol, sorbitol, D-lixose e 5 ceto-gluconato.

Cerca de 90% dos 4acidos graxos presentes na membrana celular s3o:
acido o-cycloheptil undecandico, o-cycloheptil tridecandico e o-cycloheptil-o-
hidroxi undecandico. Sulfanolipideos também estio presentes e a metaquinona
MK-7 é predominante.

3.3.2. Alicyclobacillus acidocaldarius

Descrigdo baseada nas observactes de Darland & Brock, 1971. O termo

acidocaldarius, do latim, refere-se a habitat acidos e guentes.

S&o aerdbios, Gram positivos, formadores de esporos, podendo formar
cadeias pequenas contendo 5 ou 6 células. Os bastonetes apresentam 2 a 3um de
comprimento e 0,7 a 08 um de largura. Os esporos ndo entumescem o
esporangio e s&o elipsoidais, localizando-se terminalmente ou subterminalmente
no esporéangio. Estes esporos possuem elevada resisténcia térmica. As coldnias
n&o sdo pigmentadas, tipicamente planas e possuem bordas irregulares.

Os &cidos graxos predominantes na membrana celular s&o: e-ciclohexil
undecandico e o- ciclohexil tridecansdico (Pinhatti, 1999). Hopanoides e

sulfanolipideos est&o presentes, e a principal metaquinona é a MK-7{Rosa et
al. . 1974).
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As fontes de carbono e energia utilizadas pelo organismo incluem
principalmente glicose, galactose e glicerol. N8o ocorre crescimento quando
utiliza-se acetato, sorbitol, citrato e etanol. Como fonte de nitrogénio, utilizam a

amoénia e ndo utilizam o nitrato. Nenhum fator de crescimento € requerido.

Requer alta temperatura para seu desenvolvimento,entre 45 a 70°C, com
otimo na faixa de 60-65°C e pH acido na faixa de 2,5 a 6,0 com 6timo entre os
valores de 3 a 4. S&o importantes organismos produtores da enzima o-amilase
termorresistente (Koivula ef al. 1993)

Baseado nas analises de similaridade de 16S r RNA observa-se uma
grande correlagdo com o Alicyclobacillus acidoterrestris. QO contelido de G+C de
seu DNA varia de 61,2 a 62,2 mol%( Rosa et a/. 1973)

Os ambientes acidos-termais aquaticos e terrestres apresentam-se como
principal fonte natural desde organismo.

A linhagem referéncia da espécie € ATCC 27009(=DSM 4486).

3.3.3. Alicyclobacillus acidoterrestris

Descricdo baseada nas observagbes de Deinhard et a/.(1987a).0 termo
acidoterrestris ,do latim, refere-se a acidum: acido e terrestris. da terra.

Sé&o aerdbios, Gram positivos, bastonetes formadores de endosporos que
variam de 2,9 a 4,3 p m de comprimento e 0,6 a 0,8 um de largura. O esporangio

é ligeiramente entumescido e os esporos sao ovais, subterminais a terminais,
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variando de 1,5 a 1,8 um de comprimento, a 0,9 a 1,0 um de largura. As coldnias
s&o redondas, creme claras, transilcidas a opacas, apresentando diametro de 3 a
5 um apos © dias de crescimento em pH 4,0 a 50°C. Nenhum fator de
crescimento € requerido. A faixa de temperatura para o crescimento varia de 35 a
55° C, e a temperatura 6tima de crescimento gira em torno de 42 a 53°C.

Em relagdo a suas caracteristicas bioguimicas ndo produz de indol e
dihidroxiacetona. A reac&o de Vogues Proskauer é negativa ou variavel. O
crescimento ndo ocorre na presenca de 5% de NaCl.

Os acidos graxos o-ciclohexil undecandico e o w-ciclohexil tridecandico,
sao predominantes na membrana celular (Pinhatti, 1999). Hopandides e
sulfanclipideos s&o presentes e a MK-7 € a menaquinina principal da membrana.

Baseados nas andlises de similaridade do 18S rRNA, observa-se uma
grande correlagdo com A. acidocaldarius. O contelde de G+C de seu DNA varia
de 51,6 a 53,3 moi%. A linhagem tipo da espécie & a DSM 3922 (Deinhard ef al.
1987a)

Este organismo difere do A. acidocaidarius em sua temperatura 6tima de
crescimento que apresenta-se mais baixa, na producédo de &cido a partir de
diferentes fontes de carbono e também no contetdo inferior de G+C do seu DNA.

3.3.3.1 Patogenicidade do Alicyclobacillus acidoterrestris

Nao existem evidéncias que os Alicyclobacillus apresentam riscos a satde.
Este organismo nunca foi incriminado como causador de doengas, nio existindo
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nenhum caso conhecido na literatura onde o mesmo tenha sido o agente causador
de toxinfeccao alimentar (Borlinghaus & Engel, 1997b).

Somente um estudo sobre a patogenicidade do A. acidoterrestris foi
conduzido até o momento. Walls & Chuyate (2000a), utilizaram culturas padroes
de A . acidoterrestris (ATCC 49025) e seguindo o protocolo da NFPA (National
Food Processors Association) para teste de toxina botulinica injetaram as
suspensbes em camundongos. Para cada cepa testada 2 camundongos foram
injetados intraperitoneamente com células bacterianas. Estas foram centrifugadas,
removido o sobrenadante e ressuspendidas em solucéo salina isoténica. Em
paralelo, os mesmos autores inocularam em suco de macd uma mistura de
esporos ativados de 11 cepas de A . acidoterrestris . Porcos de laboratorios foram
alimentados com o suco inoculado de acordo com o protocolo da NFPA. Um
animal foi alimentado com suco sem inoculacdo(controle). Todos os animais
testados (camundongos e porcos de laboratério) foram observados durante 1
semana para verificar se ocorriam sinais de doengas. Decorridoeste periodo n&o
ocorreu  nenhum sintoma adverso nos animais testados, indicando que o
A.acidoterrestris nao € patogénico.

3.4. Ocorréncia dos Alicyclobacillus em produtos acidos

Cerny ef al.,(1984) foram os primeiros autores a relatarem a ocorréncia de
um surto de deterioracdo de suco de macé, ocasionado por uma bactéria acidéfila
que apresentava esporos de elevada resisténcia térmica conhecida como Bacifllus
acidoterrestris e reclassificada posteriormente em um novo género, o
Alicyclobaciflus (Wisotzkey et al., 1992).
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No periodo de 1984 a 1994, ndo foram relatados surtos de deterioracdo por
este microrganismo, porém Splittstoesser et al., (1994) relataram a ocorréncia de
uma bactéria acidofila em suco de macé e em uma bebida contendo uma mistura
de suco de maga e groselha, envasada & quente. Ainda estes mesmos autores,
pesquisando a incidéncia de Alicyclobacillus em 33 amostras de diferentes tipos
de sucos provenientes do varejo, compreendendo 8 sucos de macéd, 7 sucos de
uva, 3 sucos de groselha, 3 sucos de cereja e 12 sucos “blend”, verificaram gue
somente uma amostra de suco de maga, 1 de suco de uva e 1 de suco de cereja
apresentaram esporos viaveis de A. acidoterrestris.

Mcintyre ef al. (1995) isolaram bacilos acidéfilos provenientes de sucos
integrais de groselha, sucos citricos deteriorados e também da agua usada na
elaboragao desses sucos. Os autores consideraram que a fonte de contaminacao
nao seriam somente os derivados de frutas, mas também outras fontes
ambientais, como o ar, poeira, solo.

Na ltalia, Prevedi et al.,(1995) investigaram a presenca de Alicyclobacillus
em sucos de frutas sem incidéncia de deteriorac&o, mesmo assim foi constatada a
presenca desta bactéria em sucos de mag3, de laranja e de frutas tropicais.

Em um estudo realizado no Japdo por Yamazaki et af,(1996), foram
isoladas bacterias acidofilas provenientes de bebidas isotdnicas, suco de limao e
suco de cenoura, com evidéncia de deterioracio, as quais foram posteriormente
identificadas como Alicyclobacillus.

Borlinghaus & Engel (1997a) testaram 166 amostras de sucos de maca

concentrado provenientes de origens e fornecedores distintos da Alemanha,
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quanto a presenga de Alicyclobacilius e obtiveram como resultado 36% de
amostras positivas.

A partir de diferentes tipos de sucos de frutas, com ou sem evidéncia de
deterioracao Walls & Chuyate (1998) isolaram A. acidoterrestris de suco de macs
com uva, suco de magé concentrado, suco de macé com péra e suco de maca
com groseiha.

Em nossas condigdes Eiroa et al.,(1999) examinaram 75 amostras de suco
concentrado de laranja procedentes de 11 fornecedores do Estado de S&o Paulo
quanto a presenca de Aficyclobacillus e constataram a positividade em 14,7% das
amostras analisadas.

Pinhatti (1899) analisando 19 amostras de suco de laranja concentrado
proveniente de diferentes regides produtoras do Estado de S3o Paulo, detectou
Alicyclobacillus em 79% das amostras. A ocorréncia desta bactéria em diferentes
tipos de sucos concentrados, sucos reconstituidos e em sucos integrais
pasteurizados, incluindo laranja, mac, abacaxi, uva branca, tomate, grapefruit
lim&o de diferentes procedéncias como Brasil, Estados Unidos e Canada, também
foi constatada por este mesmo autor.

Os primeiros relatos de A. acidoterrestris na Austrdlia descrevem o
isolamento desta bactéria a partir de suco de maca e também de uma bebida a
base de maracuja que apresentavam sinais de deterioraciio (Jensen,2000) e de
uma bebida a base de cha gelado contando como ingrediente a planta “rose
hips"(Duong & Jensem, 2000).
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Uma nova espécie de Alicyclobacillus, foi isolada do solo da ilha de Furnas,
no arquipélago de Azores, por Albuquerque et al., (2000), e foi denominada de A .
hesperidum. Este organismo tem o percentual de G+C : 53,3%, e o componente
predominante da parede celular s8o os Acidos aliciclicos o- ciclohexilico 17:0 e
19:0.

Recentemente Goto et a/,,(2002) isolaram uma nova espécie dentro do
género Alicyclobacillus a partir de chd, feito de flores de hibiscus, provenientes do
Japé&o. Esta nova espécie apresentou diferencas genotipicas do A. acidoterrestris,
apbs analises do 16S r RNA, o conteldo de G + C de seu DNA é de 56,2%. Com
base nos resultados obtidos os autores sugerem a nova espécie Alicyclobacifius
herbarius.

Matsubara ef al, (2002), também isolaram uma nova espécie de
Alicyclobaciflus, a partir de bebidas &cidas, com evidéncias de deterioracéo, com
odor caracteristico de guaiacol. Esta nova espécie, o A . acidiphilus, tem como

componente predominante da parede celular, acido aliciclico o- ciclohexilico 17:0.
O seu conteddo de G + C é de 54,1%.

3.4.1. Caracteristicas da deterioracao

A deterioragdo de sucos a base de frutas por Alicyclobacillus tem sido
caracterizada pelo desenvolvimento de odor descrito como anti-sépticos (Brown,
1996; Mcintyre, 1985), desinfetante (Borlinghaus & Engel, 1997) ou medicinal
(Walls & Chuyate, 2000), embora muitas vezes o odor produzido pela deterioracéo
seja pouco perceptivel (Eguchi ef al, 2001a).
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As caracteristicas tipicas de deterioragio por este organismo geralmente
sao relatadas como, além do sabor desagradavel, em um eventual aumento na
turbidez do suco e a presenca ou ndo de sedimentos no interior da embalagem
(Yamazaki, 1996; Jensen, 2000). Os Alicyclobacilius nao alteram o pH do meio e
também n&o produzem gas (Yamazakiet. ef al, 1996; Walls & Chuyate, 2000 b).
Orr et al.,(2000) observaram que em sucos de macéd inoculados com A.
acidoterrestris, o pH original de 3,5 foi para 3,46, apds 61 dias de incubagao, e o
Brix variou de 11,0° para 11,7°, nestas mesmas condigdes.

A principal substancia responsavel pelo odor caracteristico de deterioracao
por Alicyclobacillus tem sido identificada como guaiacol {2-metoxi-fenol)
(Splistoesser et al., 1998), podendo ser produzido a partir do aminoacido vanilina
(Yamazaki et al, 1996) ou do aminoécido tirosina (Whifield, citado por Jensen,
2000). Pettipher ef al.,(1997) constataram que o “ Threshold” para o guaiacol é de
2ug/mi de suco, e relatam que uma populacdo de 10°UFC/mI de A. acidoterrestris
seria necessario para produzir esta concentracdo de guaiacol. Estes autores
observaram que nesta mesma populacdo ndo se observa sinais visiveis de
deterioracéo no suco.

Outra substancia a qual também ¢ atribuida a formacdo de odor
desagradavel nos sucos deteriorados por Alicyclobacilius é o 2-8-di-bromo-fenol
na ordem de partes por trilhdo (ppt) (Borlinghaus & Engel, 1997b).Jensen (1997)
tambem detectou a presenca destes halofendis em sucos de frutas contaminados
por Alicyclobacillus. A detecgdo de halofendis em sucos vinha sendo atribuida a
contaminagdo devido a componentes de agentes sanificantes, e nunca
relacionados com uma fonte microbiolégica de contaminacao.
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Ainda Jensen (2000), fazendo a analise dos produtos desenvolvidos
durante a deterioragdo do suco de maca com Alicyclobacillus, detectou a presenca
dos halofendis 2,6-dibromo-fenol e 2,6-dicloro-fenol. Estes haiofendis, como ja
descrito produzem sabores de desinfetante nos sucos e frutas. Este estudo
conduzido na Australia, foi o primeiro a relatar a produgéo do 2,6-dicloro-fenol pelo

A. acidoterrestris.

Foi observada uma concentracdo bem maior de 2 6-dibromo-fenol do que
de 2.6-dicloro-fenol, pelas cepas isoladas de sucos provenientes da Ausirdlia
(Jensen, 2000). Este mesmo autor detectou em suco de laranja e magd uma
concentracado de guaiacol préxima a 100 vezes maior que os halofendis.
Observando as condigbes de produgdo do guaiacol, constatou que em suco de
laranja a produgéo € maior que em suco de maga e que estas altas concentracdes
sdo produzidas a 46°C, e ocorre mais rapidamente nos primeiros dias de
incubacdo nos sucos inoculados experimentaimente com Alicyclobacillus,
independendo do nivel de inoculo usado. Fazendo comparacéo entre os sucos
acondicionados em garrafas de vidro e em embalagens do tipo longa vida, Jensen
(2000) observou que a produg&o de guaiacol foi menor na embalagem longa vida
devido a quantidade de O; reduzida. Quando injetou-se ar nestas embalagens
tipo longa vida, a concentragdo de guaiacol aumentou, ficando préxima a

detectada nas garrafas de vidro.

Em um estudo conduzido por Azuma ef al.,(2000) que objetivou observar a
influéncia de A. acidoterrestris nas caracteristicas sensoriais do suco de laranja
reconstituido e determinar quais os principais componentes volateis destes sucos
experimentalmente contaminados, concluiram que a capacidade de deteriorar

suco de laranja n&o demonstrou ser uma caracteristica distribuida entre as

21



linhagens de Alicyclobacillus estudadas. Os resultados obtidos também indicam
que os acidos isobutiricos, isovaléricos e 2-metil butirico podem ser os compostos
responsaveis pelo problema de formacdo de odor desagradavel em sucos
contaminados por Alicyclobacillus. Os autores consideram também que o guaiacol,
composto citado na literatura como indicador de deterioracéo pela bactéria foi
detectado em quantidades similares em todas as amostras tanto nas inoculadas

experimentalmente como as ndo inoculadas.

E importante observar que a incidéncia de Alicyclobacillus nao esta
diretamente associada a deterioragdo. Sua presenga nem sempre esta associada
a alteragbes no produto. A deteccio de Alicyciobacilius em sucos de frutas nao
deteriorados (Prevedi ef al.,1995) sugere que a deterioracéo pode ser incidental,

requerendo condi¢bes adequadas para o seu desenvolvimento.

3.5. Métodos de deteccdo, isolamento e identificagcdo de

Alicyclobacillus

3.5.1. Detecgéo e isolamento

Os métodos empregados para a detecgdo do crescimento bacteriano nas
amostras de alimentos, incluem o plagueamento direto de amostras diluidas ou
brutas sobre a superficie de meio de cultura contendo &gar, incorporacéo das
amostras no agar fundido no momento do plaqueamento e inoculacdo em meio

liquido.
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Para o isolamento de organismos esporogénicos. suspensdes das amostras
devem ser aquecidas em solugdes salinas, solucdes tamponadas ou agua, em
temperaturas que ocasionem a morte apenas das células vegetativas.
Posteriormente procede-se o plagueamento em meio apropriado ou no caso de
suspeita de baixa concentracdo de esporos, faz-se um enriquecimento por um

tempo determinado a temperatura adequada.

Os meios de cultura utilizados para a deteccdo e isolamento de organismos
acidotermafilicos s&o complexos, apresentam uma grande capacidade de
tamponamento ¢ fontes heterotréficas de carbono, extratc de levedura, sais e
fontes de nitrogénio, fosforo e potassio, além da suplementacéo de ions metélicos.
Estas bacterias esporogénicas aercbicas podem ser isoladas em meios de cultura

minimos e acidificados (Priest, 1989).

O isolamento, deteccdo e enumeracéo de Alicyclobaciflus nao é até hoje
uma tarefa facil de ser realizada. Frente as dificuldades encontradas, os
pesquisadores vém dispensando inGmeros esforcos no desenvolvimento de
diferentes meios de cultivo e de novas técnicas de isolamento. Dentre as
metodologias aplicadas, encontram-se a semeadura direta, a filtragem da amostra
seguida de semeadura em é&gar seletivo e também o enriquecimento da amostra
seguido por semeadura em &gar seletivo. Geralmente antes da etapa de
enriquecimento faz-se um chogue térmico utilizando diferentes bindmios tempo/

temperatura para a ativacéo dos esporos.

Os Alicyclobacillus s&o aerdbios e requerem altas temperaturas (entre 45°C
a 70°C) e baixo pH (entre 2,5 e 5,0) para crescimento. N3o crescem em meios

com pH neutro e n&o podem ser isolados em meios comumente usados para o
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isolamento de bacilos mesofilicos ou termofilicos em alimentos, como Agar
Triptona Glicose Extrato de Carne (Triptone Glicose Extract Agar — TGE) ou Agar
Dextrose Triptona (Dextrose Tryptone Agar — DTA). Estes organismos podem
crescer em meios acidificados como Agar Batata Dextrose (Potato Dextrose Agar
- PDA), OSA (Orange Serum Agar), Thermoacidurans Agar, Agar Extratc de Malte
(Maft Extract Agar — MEA) ou Agar WORT, dependende do tempo, da temperatura
e do tipo de inoculagdo (Pinhatti, 1999). Deve-se salientar que esses meios n3o

s80 seletivos para as espécies de Alicyclobacillus.

Nos ditimos anos, como o isolamento, deteccdio e identificacdo dos
Alicyclobacillus tornou-se meta de varios pesquisadores, diversos trabalhos foram
conduzidos com a finalidade de realizar estudos de comparacéo entre diferentes

técnicas e meios de cultura.

Inicialmente Uchino & Doi (1967) no Japo, Darland e Brock (1971) nos
Estados Unidos e Loginova (1978) na ltélia e Russia, isolaram Alicyciobacillus
acidocaldarius a partir de habitat geotérmicos, fazendo o enriquecimento das
culturas em caldo BSSA e o plaqueamento em meio BSSA (Agar Seletivo Semi
Sintético de Darland e Brock), pH 4,5. As amostras sofriam um pré-tratamento
térmico de 80°C/10 min antes de ocorrer ¢ enriquecimento, e a temperatura de
incubag@o ocorria @ 50°C. Nestas mesmas condigfes de incubacdo , ativacéo e
enriquecimento, Hippchen et al,(1981) e Deinhard et al,(1987b), isolaram

bactérias acido-termifilicas de solos de diferentes origens.

Baumgart (1993) utilizou como técnica para isolar Alicyclobacillus em sucos

de frutas reconstituidos, a filtragdo da amostra pré-tratada termicamente em
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membrana com poros de 0,45 um seguida de inoculag@o em agar BAM (Bacillus

acidocaldarius meidium), utilizando temperaturas de incubacao de 45°C.

A metodologia utilizada por Splittstoesser et al, (1994) para isolar
organismos termoacidofilicos a partir de sucos de frutas industrializados
proveniente do varejo, também foi a filtracdo da amostra em membrana com poros

de 0,45 um, utilizando o agar PDA pH 3,5, por um periodo de 14 dias a 43°C. Os

mesmos autores, a partir de 2 isolados provenientes de suco de maca
industrializado e suco de macé mais groselha, prepararam suspensdes de esporos
que foram testados em sua capacidade de desenvolvimento em meio PDA a
diferentes pH, variando de 2,5 a 7,0 e também em meios enriquecidos. Os
esporos sofreram choque térmico de 60°C/60 min. Como resultado, foi observado
que em agar PDA com pH 3,5 a 4,0 ocorreu maior recuperacéo dos esporos,
quando comparado com os meios enriquecidos utilizados na pesquisa,como agar
nutriente (NA), agar tripticase soja (TSA) e Brain Heart Infusion (BHI),mesmo
com pH ajustado com acido tartarico a 3,5. Também foi testado o meio semi-

sintético (BSSA) com pH3,3 a 4,9 e neste caso o crescimento foi positivo.

Esta mesma metodologia de filtracdo da amostra e posterior semeadura em
PDA pH 3,5 e incubagdo a 50°C foi utilizada pelos pesquisadores Splitstoesser et
al., (1996) para o isolamento de esporos em suco de macé integral e suco de

maca concentrado.

Com o objetivo de isolar bactérias termoacidofilicas de sucos de frutas
industrializados Mcintyre ef af.,(1995) utilizaram o agar PDA acidificado com a

adicdo de acido tartérico 10% estéril, apds a autoclavagem, obtendo pH final de
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3,5. Foi feito um enriquecimento das amostras em caldo para bactérias
termoaciduricas (“Thermoacidurans Broth®’, TAB) pH 4.0, seguido de choque
térmico de 60°C ou 100°C/15 min, para ativagio dos esporos em PDA acidificado

a pH 3,5 e incubado a 37°C para crescimento e enumeracao dos esporos.

Um estudo para determinar os limites de pH para a germinacéc e
crescimento de esporos de bactérias termoacidofilicas também foi conduzido por
Mcintyre ef al.(1995). Neste ensaio inoculou-se uma suspensdo de esporos, apos
sofrer um choque térmico de 60°C/ 15 min, em caldo PDB ( Potato Dextrose
Broth), com pH variando de 2,5 a 5,9. Este pH foi ajustado com o uso de acido
citrico ou hidroxido de sédio, sendo posteriormente incubados a 35°C. Os
resultados apontaram que a faixa limite de pH variou de 3,0 a 5,3 e o crescimento
mais denso, observado pela turbidez dos tubaos, ocorreu em valores préximos do
pH 3,0. Os pesquisadores também avaliaram a habilidade destas bactérias de
crescer em anaerobiose, porém nestas condigbes atmosféricas (CO/Ns) néo

ocorreu crescimento.

Com o propésito de conhecer o comportamento de 4 cepas de bactérias
termoacidcfilicas provenientes de sucos de frutas e compara-las com 2 cepas
padrao (A. acidocampestris e A. acidocaldaricum) frente a diferentes temperaturas
de incubac&o, habilidade em crescer em diferentes meios de cultura e diferentes
faixas de pH, Prevedi ef a/.,(1995) conduziram um estudo onde os meios utilizados
para o ensaic de crescimento foram: Malt extract agar (MEA) pH 4,0, Orange
Serum agar (OSA) pH 5,0, Thermo-acidurans agar (TA) pH 4,9, Wort agar (WA)
pH 4,7, MSR agar pH 5,6 e Tryptone Soy agar (TSA) pH 7,3. Para o estudo de
limite de temperatura de crescimento, inoculou-se suspenséo de esporos em agar
BAM pH 4,0 e incubou-se a 25, 30, 37, 40, 50, 55, 60, 65 e 70°C durante 7 dias.
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Também foi determinado o limite minimo de pH para a germinacao e crescimento
dos esporos, utilizando-se ¢ dgar BAM a 50°C. O pH foi ajustado utilizando-se
H2504 ou NaOH. Os resultados demonstraram que em meios com pH alto como o
TSA (pH 7,3) @ MRS (pH 5,65), n&o ocorreu o crescimento em nenhuma faixa de
temperatura. Os pesquisadores concluiram que tanto os isolados como as 2 cepas
padrao estudadas evidenciaram habilidade em crescer numa ampla faixa de
temperatura (30 a 60°C), porém somente se desenvolveram em meios
estritamente &cidos,( pH entre 2,5 a 5,5). O crescimento foi mais evidente quando

a temperatura encontrou-se na faixa de 50-55°C e o pH em valores de 3,0 a 5,0.

A partir da observacdo de que esporos de Alyciclobacillus ndo se
desenvolvem em meios de cultura ricos em nutrientes (Splittstoesser, 1994) um
estudo foi conduzido por Splittstoesser & Churrey (1996) com a finalidade de
observar a influéncia de vérios tipos de proteinas hidrolizadas (peptona,
neopteptona, peptonas nimero 2 e numero 3), pois estas sdo ingredientes
presentes em meios de culturas como fonte de nitrogénio. Os resultados
demonstraram que 0s 4 tipos de isolados proteicos, exerceram efeito inibitdrio na
germinagéo dos esporos e a neoptona e peptona nimero 3 evidenciaram um
maior grau de inibicdo. Os constituintes que conferem o carater inibitério destas
proteinas necessitam ser melhor investigados. Estes pesquisadores sugerem que
o aminoacido triptofano  seja um dos componentes responsaveis pela inibicdo do
crescimento dos Alicyclobacillus. A n&o detecgdo de Alicyclobacillus em meios
bacteriolégicos amplamente utilizados, pode explicar porque sé recentemente,
esta bactéria tem sido reconhecida como agente de deterioracdo de alimentos
acidos. Deste modo, a presenca desta bactéria nos alimentos tem sido
negligenciada devido a utilizag&o de meios ricos como o PCA (Plate Counter Agar)
nos laboratdrios de controle de qualidade microbiolégica (Splittstoesser & Churrey,
1996).
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No Jap&o, Yamazaki et al,(1996) isolaram esporos de Alicyclobacillus
provenientes de bebidas acidas deterioradas, utilizando como técnica de a
inoculagao em agar PDA (pH 4,0) e incubag&o a 37°C e também no agar BAM (pH
4,0) e incubagdo a 50°C. Fazendo a caracterizagdo dos isolados obtidos,
cbservaram que todos apresentaram habilidade em crescer numa faixa de pH de
2,5 a 6,0, temperatura variando de 25 a 60°C, e ndo apresentaram capacidade de
crescerem em condicdes de anaerobiose.

Objetivando o desenvolvimento de métodos de enumeragdo e métodos de
detecg@o de Alicyclobacillus em sucos de frutas, Pettipher ef af_,(1997) conduziram
um estudo, onde para enumeracao, testaram a habilidade de 3 diferentes meios
de cultura: BAM, OSA e PDA, todos com pH proximo a 4,0, em recuperar esporos
de Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498 previamente inoculados em suco de
laranja. Compararam também a técnica de inoculagdo em profundidade e em
superficie nestes diferentes meios. Os resultados apontaram que estes
organismos cresciam bem na faixa de temperatura de 25 a 44°C, porém a
temperatura ideal ficou préxima dos 44°C, e mostrando também ser semi-seletiva
para este grupo de microrganismo. O meio OSA mostrou ser o que melhor
recuperou os esporos, bem como a inoculagéo em superficie. Os autores sugerem
que o método de enumerac&o deve ser executado da seguinte forma:

1. Inoculaggo de 0,2 mi do produto em superficie de agar OSA;
2. Incubacdo a 44°C/48h

3. Contagem das colénias como presuntivas para A. acidoterrestris.

Ainda neste estudo, Pettipher ef al.,(1997) sugerem que para o método de
deteccao (presenca/auséncia) de Alicyclobacillus, as amostras devem ser pré-
incubadas a 44°C/48h e com transferencia posterior de 10 pl em superficie de
placas com agar OSA. Em seguida as placas deverdo ser incubadas novamente a
48°C.
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O método de enumeragido ndo € suficientemente sensivel para detectar
baixos niveis de Alicyclobacillus em sucos, e o0 meélodo de deteccio
{presencafauséncia), demonstrou ser mais sensivel podendo detectar 1célula /10

mi de suco concentrado ou 1eélula/100mi de suco diluide.

Estes mesmos autores sugerem também que a técnica da filtragem da
amostra em membranas, com posterior inoculagdo em agar OSA tém
demonstrado ser um método bastante sensivel para a detecgéo de Alicyclobacillus

em sucos de frutas.

Eiroa et al., (1999) conduzindo um estudo comparativo entre os meios OSA
e BAM, objetivaram determinar qual apresentaria maior habilidade em recuperar
esporos previamente inoculados em sucos de laranja, concluiram ser o agar BAM

o mais indicado .

A sensibilidade de diferentes meios de culturas usados para isolar
Alicyclobacillus de alimentos, foi testado por Walls & Chuyate (1998), que
investigaram & cepas obtidas de alimentos acidos deteriorados como tomate
enlatado, suco de macé e suco de péra. Os meios testados foram OSA, Tomato
Juice Agar Special, PDA (pH 3,5: 4,0; 4,5 e 5.0), Dextrose Triptona Agar(DTA) (pH
7.4) e agar K (pH 3,7), incubados a temperatura de 20, 35 e 55°C. O agar K
demonstrou ser o mais eficiente, pois todos 0s isolados cresceram, € em menor

tempo (1 a 2 dias), quando utilizou-se temperatura de incubacao de 43°C.

Com o objetivo de obter maiores informacdes a respeito dos procedimentos
de isolamento de Alicyclobacillus, Walls & Chuyate (2000b), fizeram um novo

estudo comparativo entre o agar K (pH 3,7) e os meios geralmente utilizados para

29



alimentos acidos. Esporos foram inoculados em suco de maca, de laranja e de
misto de frutas, sendo isclados nos seguintes meios: agar K (pH 3,7), meio semi-
sintetico (FSM) pH 4,0 e Meio Minimo de Sais (MSM) pH 4,0. Os meics foram
incubados g 24, 35, 43 e 55°C. A maior recuperacao dos esporos foi obtida tanto
com o agar K como o agar MSM, incubados a 43°C. A determinacéo do melhor
tratamento para ativacdo dos esporos também foi estudada, e empregados os
tratamentos 60°C/10min; 80°C/5; 10; 15; 20; 25 e 30 min e 100°C/5min. A ativacdo
dos esporos a 80°C/10min foi considerada mais apropriada. Os autores sugerem
que quando estima-se que um nimero pequenc de esporos esteja presente na
amostra, o uso da filtragao para concentrar estes €sporos promoveria resultados
mais interessantes do que o uso do método da pré-incubacao para determinar a
presenga ou auséncia de esporos.

Ainda estes autores (Walls & Chuyate, 2000b),conduziram um estudo para
verificar se a peptona apresenta-se como um agente inibidor do Alicyclobacillus
pois estudos anteriores (Splitistoesser, 1996) apontaram que este ingrediente
bastante comum em meios bacterioldgicos de contagem, demonstrou carater
inibitorio para a germinacdo e crescimento de esporos deste organismo. Devido a
peptona ser um ingrediente do &gar K, os autores investigaram se a peptona
causa alguma interferéncia (inibigdo) na contagem dos esporos. Os resultados
apentaram que a peptona ndo exerceu nenhum efeifo inibitério para as cepas de

Alicyclobaciilus testadas.

O agar de soro de laranja (OSA) foi usado por Jensen (2000) na Australia,
para isolar Alicyclobacillus de diferentes sucos de frutas. Observaram um aumento
do crescimento quando adicionava-se 0,5% de sacarose ao agar OSA.

Simitarmente, foi observada uma melhoria na recuperacao dos esporos presentes
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no suco, quando o diluente era acidificado a pH 4,0 e adicionado 0,5% de

sacarese.

Com o objetivo de isolar Aficyclobacillus em uma bebida, de origem
australiana a base de cha contendo suco de amora deteriorado, Duong & Jansen
(2000} inicialmente usaram o agar OSA e incubagio a 25°C. Como néo ocorreu o
isolamento da bactéria nestas condicbes, as amostras foram entdo diluidas,
homogeneizadas e enriguecidas no caldc DSMZ (Deutsche Sammlung von
Microorganism und Zelkulteren) e incubada a 46°C por 5 dias. Em seguida foram
inoculadas em agar DSMZ incubada a 46°C/5 dias. O meio DSMZ é semelhante
ao BAM (Bacillus acidocaldarius médium) desenvolvido por Deinhard et al.,(1987)
exceto que o DSMZ possui 2g de exirato de levedurallitro de agar ou caldo, ao
invés de 1g, como no meio BAM. Nestas condicdes, Alyciclobacillus foram
isolados nas amostras do cha deteriorado. Estes foram testados em sua
capacidade de crescer em OSA (pH 5,5), DSM (pH 4,0) e PCA (pH 7,0). As placas
foram incubadas a 46°C/5 dias. Todos os isolados cresceram em DSMZ, porém
nao ocorreu crescimento em OSA e em PCA. Os autores sugerem reduzir o pH do
meio OSA quando for usado para testes com Alicyciobacillus. Qs autores

consideram ainda que meios como BAM e DSMZ nao sao seletivos.

3.5.2. Identificacdo de Alicyclobacillus

3.5.2.1 Identificagdo bioquimica dos Alicyclobacillus

O perfil bioquimico dos Alicyclobacillus @ bastante variavel. Os principais
testes bioguimicos utilizados na identificac@o deste organismo estéo contidos na
Tabela 3.
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Tabela 3:  Caracterizacdo bioquimica de linhagens tipo de A. acidocaldarius
(ATCC 27009), A. cycloheptanicus (ATCC 49028) e A. acidoterrestris (ATCC
..48025), segundo o esquema de Gordon et al. (1973).*

.. -6éracteristicas A. acidocaldanus A. cycloheptahfc.}i}; A‘_ ac:dofemastns
Gram I e R
Motllidade + + +
Catalase + - +
Crescimento anaerébio - - -
Voges-Proskauer + - -

Formac&o de acidos a partir:
D-glicose
L-arabinose
D-xyiose
D-manitol
D-trealose
Utilizacdo de citrato
Utilizac&o de propionato
Hidrélise do amido
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Desaminacéo da fenilalanina
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Reducéo do nitrato
Formacé&o do indol + - -
Dihidroxiacetona - - -
Cresc. em caldo nutriente - - -
Crescimento em NaCl
0% + + +
5% + - -
7% + - -
10% + - -

Crescimento em presenca de
0,001% de lisozima.

Fonte: Walls & Chuyate (1998)
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3.5.2.2 Identificagdo genotipica dos Alicyclobacillus

Borlinghaus & Engels (1997b) consideram que um dos maiores desafios para
um efetivo programa de controle de qualidade nos laboratérios de microbiologia
seria o longo tempo (5 a 10 dias), necessario quando utilizam-se técnicas
convencionais de isolamento dos Alicyclobacilius. Sugerem com alternativa duas
técnicas analiticas, seguras e rapidas, a citometria de fluxo (FCM) e o PCR. Os
mesmos autores analisando 16 amostras de suco de magd concentrado de
diferentes origens, atraves da técnica de citometria de fluxo observaram que 36%
das amostras estavam contaminadas por Alicyclobacilius, com contagens > 0,05
céluias de Alicyciobacillus/m.

A guimiotaxonomia, ou seja, as informactes obtidas a partir de andlises de
componentes quimicos celulares foram essenciais para a classificacdo e
identificag@o de microrganismos do género Alicyclobacifius.

3.5.2.21 Andlise genética com marcadores RAPD

O sequenciamento do genoma inteiro de uma bactéria & uma pratica muito
compiexa, mesmo pelas modernas técnicas de andlise de DNA atualmente
disponiveis( Willians ef al., 1990). O que normalmente se utiliza é a comparacéo
dos genomas bacterianos entre si, onde o DNA de uma bactéria desconhecida é
disposto de maneira que o DNA da bactéria de referéncia possa ser pareado e a
homologia entre os DNAs calculada, porém, os resultados obtidos nem sempre
permitem afirmar a distinc&o entre algumas espécies( Willians et af., 1990)

Segundo Van Belkum (1994), uma série de técnicas de biologia molecular

vém sendo descritas na literatura no sentido de melhor elucidar investigacdes
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epidemiolagicas. Essas técnicas moleculares conduzem a uma maior rapidez e
confiabilidade nos resultados, permitindo uma deteccéo facil e segura do
microrganismo sob investigacio.

O surgimento de uma técnica molecular, denominada PCR(Polimerase
Chain Reation) tem revolucionado o estudo da genética dos microrganismos,
sendo considerada um marco para a biologia molecular (Coutinho et af., 1993).
PCR consiste numa reacdo enzimética em cadeia gue durante varios ciclos,
duplica fitas complementares da seqiéncia alvo do DNA. Esta reacdo utiliza
primers (oligonucleotideos sintéticos) complementares & pequena seqiéncia, em
fitas opostas, que flanqueiam o DNA targef (alvo). O ciclo padrao de PCR consiste
de: 1) aquecimento préximo a temperatura de ebulicio, para desnaturacdo do
DNA molde (94°C); 2) resfriamento para permitir o anelamento dos primers as
sequéncias do DNA molde (34°C); 3) aquecimento moderado permitindo a
extensac dos primers anelados pela acéo de uma enzima DNA polimerase termo-
estavel duplicando o DNA alvo (72°C); e 4) desnaturacdo do duplexes recém-
formados, retornando ent&o a primeira etapa do ciclo. A seqiéncia de DNA alvo é
duplicada desta forma a cada ciclo. A amplificagdo prossegue exponencialmente,
chegando-se a 1 milh&o de vezes apos o vigésimo ciclo. Cada ciclo tem duracéo
de 3 a 5 minutos e, é repetido de 30 a 40 vezes. O procedimento completo é
finalizado em 2 a 4 horas (Brock & Madigan, 1991).

A obtengdo de uma DNA polimerase termo-estével (95°C), extraida de uma
bactéria termofilica Thermus aquaticus, denominada de Taq polimerase (Saikl et
al,1988) e o desenvolvimento de equipamentos automaticos de PCR. tém
facilitado a introduc&o desta técnica nos laboratérios, bem como aumentado suas
aplicacdes , nao so pela rapidez, como pela facilidade de realizacéo.
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Os produtos obtidos da amplificaciio s&o separados por eletroforese em
géis de agarose. Este processo tem como resultado um padrdo de bandas com
aspecto semelhante a um cédigo de barras. A esse codigo damos o nome de
fingerprints (impressdes digitais) da bactéria, que possibilitam nio sé caracterizar
como diferenciar espécies ou estirpes diferentes, pelo nimerc e tamanho dos
fragmentos amplificados (Coutinho ef a/., 1993; Matthews & Oliver, 1994).

A reagéo de PCR também oferece a possibilidade da rapida identificagdo de
bactérias, bem como sua detecgdo em alimentos, como reportado por Fach et af,
(1993) em trabalho desenvolvido com linhagens de Clostridium botulinum
produtoras de toxina A, responsaveis pelo botulismo humano.

Uma tecnica de fingerprints de DNA denominada RADP — Randomly
Amplified Polymorphic DNA, foi descrita (Welsh & Mclelland, 1990; Williams et al.
1990), tem sido amplamente utilizada. Esta técnica, uma variante da metodologia
tradicional de PCR, utiliza pequenos primers Unicos de seqiéncia arbitraria para
amplificar DNA gendmico, sem requerer conhecimento prévio da seqUéncia do
DNA a ser amplificado. Os perfis dos produtos obtidos na amplificacéo, apés a
separacao eletroforética, podem ser usados como fingerprints de linhagens de
varios microrganismos tanto procariontes como eucariontes, permitindo
discriminag@o entre elas. Assim sendo, a técnica de RAPD vem proporcionando
uma nova estratégia para metodologia na caracterizacdo de microrganismos
{Stephan ef a/,1994). RAPD é hoje uma técnica estabelecida e amplamente
utilizada para gerar informacgdo da variabilidade do DNA tendo as mais diversas
aplicagbes na andlise genética de procariotos e eucariotos (Yamazaki et
al., 1997b).
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Independente do nome utilizado e das pequenas variagbes na metodologia,
a técnica de PCR utilizando primers de seqléncia arbitraria, compostos por
oligonucleoctideos, abriu uma perspectiva inteiramente nova para a anélise
gendmica de individuos e populagbes. Além de facilitar e acelerar os estudos que
ja ocorriam com as espécies mais tradicionais, a tecnologia RAPD trouxe uma
verdadeira “democratizac&o” da analise de polimorfismo molecutar, ao permitir a
realizacdo de estudos de andlise genética em espécies anteriormente nao
contempladas. Desde sua descricdo, o uso de marcadores RAPD na analise
genética tem tido uma difuséo extremamente répida. As aplicagdes incluem:

(1) a obtencéo de “fingersprints” gendémicos de individuos, variedades e
populacdes;

(2) a analise da estrutura e diversidade genética em populacées naturais,
populacbes de melhoramento e bancos de germoplasma;

(3) estabelecimento de relacionamentos filogenéticos entre diferentes
especies;

(4) a construcdo de mapas genéticos e a localizagio de genes de interesse
econdmico

Para que haja amplificacéo de um fragmento RAPD no genoma analisado,
duas sequéncias de DNA compiementares ac primer arbitrario devem estar
suficientemente adjacentes (< 4000 pares de bases) e em orientac&o oposta, de
maneira a permitir a amplificagéo exponencial de um segmento de DNA pela DNA
polimerase. Em fung&o da grande quantidade de DNA produzido, este segmento
pode ser visualizado diretamente na forma de uma banda num gel de eletroforese.
A eletroforese é geralmente conduzida em gel de agarose e a visualizacdo é feita

com brometo de etidio em luz ultravioleta. Alternativamente, géis de poliacrilamida
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de alta resolucdo podem ser utilizados e as bandas visualizadas por
autoradiogradia (AP-PCR) ou coloracao com nitrato de prata. Tipicamente, cada
primer arbitrario utilizado dirige a sintese de vérios segmentos de DNA
simultaneamente em diversos pontos do genoma, resultando assim em vérias
bandas do gel ( Williams, 1990).

A natureza molecular do polimorfismo RAPD n&o & inteiramente conhecida.
Entretanto, evidéncias experimentais indicam que diferencas de apenas um par de
bases ¢ suficiente para causar a ndo complementariedade do primer com a sitio
de iniciacdo (“priming site”) e assim impedir a amplificacdio de um segmento
Outras fontes de polimorfismo podem incluir delegdes de sitios de iniciagdo ou
insercdes que colocam dois sitios de iniciacdo adjacentes a uma distancia acima
daquela que a DNA polimerase & capaz de percorrer. Assim, o polimorfismo
genetico detectado pelos marcadores RAPD tem natureza binaria, isto &, o

segmento amplificado (banda de gel) esta presente ou ausente.

Outra caracteristica importante do RAPD, além de sua rapidez e
simplicidade, consiste no fato de que minimas alteragdes na seqiéncia dos
primers ou nas condi¢des de amplificacdo podem resultar em drasticas mudancas

nos perfis a serem obtidos.

A técnica do RAPD tem sido utilizada para identificar bactérias presentes
em alimentos, Stephan et al,(1994) caracterizou Bacillus licheniformis com o
emprego desta, utilizando 2 primers compostos de 10 nucleotideos. Bacillus
thuringiensis também foi identificado e diferenciado de Baciflus cereus através da
utilizag@o desta tecnica molecular em estudos desenvolvidos por Brousseau ef
al.,(1993).
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Fingerprints de isolados de Yersinia enterocolitica obtidos peio ensaio de
RAPD permitiram a Rasmussen et al,,(1994) discriminarem linhagens patogénicas
das nao-patogénicas. Lawrence et al,(1993) empregaram um primer ( com 10
nucleotideos) no estudo de 91 linhagens de Listeria monocytogens e, através dos
fingerprints obtidos por RAPD, sugeriram um sorotipo que seria 0 mais frequente

em linhagens provenientes de alimentos.

Yamazaki ef al.,(1997b), no Japao, identificaram 3 cepas isoladas de sucos
de frutas deteriorados, como sendo A. acidoterrestris, pela técnica do RAPD,
usando 3 primers com sequéncia de 10 oligonucleotideos cada um. Os autores
sugerem que a técnica do RAPD ¢ bastante eficiente e rapida para distinguir A .

acidoterrestris de outras bactérias.

Zacarchenco et al., (2000), isolaram 300 cepas de B. sporothermodurans
(BSP) em leite UAT/UHT produzido no Brasil. Dessas, 24 cepas tiveram seu DNA
cromossomico avaliado pela técnica do RAPD, sendo que os perfis obtidos foram

muito similares ao de BSP referéncia (DSMZ 10599).

Com o objetivo de identificar e investigar as caracteristicas epidemiolégicas
de Listeria monocytogenes isoladas de carne, Byun (2001), submeteram estes
isolados a identificacéo bioquimica e também a reacdo de RAPD, onde foram
utilizados 3 primers para a amplificacdo do DNA. Os resultados indicam gue a
técnica do RAPD pode ser uma ferrramenta importante para o estudo
epidemiologicoe da L. monocytogenes como também de outras bacterias, pois se

trata de uma tecnica de facil execucéo e de resultados idéneos.
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3.6. Resisténcia térmica dos Alicyclobacillus

3.6.1. Esporo bacteriano

O esporo bacteriano (estado dormente das células vegetativas) e um termo
usado para descrever o estado aparente de inativagdo metabdlica, comparando
com o metabolismo normal destas células. A falta de nutrientes resulta na
interrupgéo da divisdo celular de células normais, iniciando um novo conjunto de
processos bioquimicos e morfoldgicos (Gombas, 1987).

Os esporos contém &cido dipicolinico (DPA), DPA-dipirina, 2-6 acido
decarboxilico que n&o ocorre nas células vegetativas, aparece na fase de
formagao do cortex durante a esporulacdo coincidindo com a incorporacio do
calcio pelo esporo. Acredita-se que o cortex é o local do esporo onde se localiza o
DPA na forma de um complexo com o calcio e o peptideoglicano, formando uma
espécie de malha que protege o esporo do ambiente externo.

As razbes que causam a termorresisténcia dos esporos s&o divididas em
trés aspectos: aspectos intrinsecos que se referem as diferencas inerentes entre
espécies ou entre linhagens de uma mesma espécie: aspecto da desidratacio do
core, que € uma teoria bem aceita, onde as moléculas fortemente ligadas em
forma cruzada, localizadas no material cortical formado por peptidoglicano séo
capazes de manter o core num estado de desidratacdo ou baixa atividade de
agua, que resulta em estabilidade das moléculas criticas e das organelas. O outro
aspecto é a mineralizagdo, que seria o termo usado para descrever a alta
incorporacéo de minerais particularmente o calcio, durante a esporulacdo. Os
esporos podem ter até 3% de seu peso seco na forma de célicio, e este alto nivel
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de calcificacdo estd relacionado a sua resisténcia ao calor e a sua
dorméncia(Gombas, 1987).

Os géneros de bactérias formadores de endosporos sé@o Bacillus,
Clostridium, Sporosarcina, Desulfotomacuium, Sporolactobacillus , Oscillospira
(Shida, 1996) e Alicyciobacilius ( Deinhard et. a/., 1987a). O esporo bacteriano, por
sua vez, apresenta a propriedade de alta resisténcia térmica a maioria das
tecnicas de preservagdo de alimentos: como cozimento, congelamento, irradiagéo
ou fratamento com antimicrobianos quimicos. Numa condicdo de esterilidade
comercial & de se esperar que todos Os esporos que germinam e crescem no
produto durante o estoque sejam destruidos. No entanto, quando o processo
térmico € a pasteurizacéo, é geralmente projetado com o objetivo de atuar sobre
microrganismo mesofilos, sem eliminar os terméfilos formadores de esporos mais
termorresistentes  como  Clostridium  thermosaccharolyticum e  Bacillus
stearothermophilus, quando o produto vai ser mantido a temperaturas inferiores a
35°C durante a estocagem (Pfug, 1990). Felizmente, a deterioracdo por estes
microrganismos e rara, pois s8o poucos os produtos que sdo rotineiramente
estocados a temperatura superiores a 45°C, que s&o favoraveis para a
proliferacéo dos terméfilos.(Gombas, 1987).

A ativagdo do esporo é um fendmeno fisico, provavelmente relacionado a
reconfiguragc@o molecular. Existem vérios tratamentos que s0 responsaveis pela
ativagao, como ionizagéo, radiagdo, agentes redutores, pH extremo e calor. Uma
possivel explicacdo para a ativacdo & que esta pode resultar num arranjo
estrutural, possivelmente aumentando a permeabilidade a germinantes, ou
fazendo com que os sitios de ativagcdo se tornem mais acessiveis. Esporos
ativados podem germinar mais rapidos e ser menos exigentes quanto ao

requerimento nutricional. Além disso, esporos ativados n&o sofrem uma perda
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significativa de propriedades de resisténcia. A maioria dos tipos de ativacéo e
reversivel, ao estado original de dorméncia (Ito, 1981).

A ativacao é dose dependente, ou seja, se ¢ tratamento é muito severo,
pode ser letal. A ativaco térmica parece seguir uma funcdo de tempo e
temperatura, na qual tempo de exposicdo otimo para ativacdo é inversamente
proporcional a temperatura a ser utilizada {Pflug, 1990).

3.6.2. Ensaios de ativacdo

A ativag@o térmica geralmente é necessdria para uma melhor recuperacao
dos esporos presentes no alimento. Diferentes bindmio tempoftemperatura sdo
empregados como 60°C/60 min (Splittstoesser ef al., 1994), 80°C/10 min (Preve di
et al.,1995) e B0°C/15 min (Mcintyre et al.,1995).

Nos primeiros estudos de isolamento de Alicyclobacillus como os realizados
por Uchino & Doi (1967) no Japéo, Dartand & Brock (1971) nos Estados Unidos e
Joginova (1978) na ltdlia e Russia a partir de diferentes fontes, como solos e
fontes geotérmicas, o tratamento térmico utilizado para a quebra da dorméncia
dos esporos era de 80°C/10min. Hippechen ef al.,(1981) e Deinhard et al.,(1987a)
isolaram bactérias é&cidotermifilicas de solos de diferentes origens, também
utilizando 80°/C10min como bindmio de ativagio dos esporos.

A partir da ativagGo de uma suspensio de esporos de A. acidoterrestris a
80°C/10 min, Pettispher et a/.,(1997) observaram que neste tratamento térmico, as
células vegetativas foram destruidas, conseguindo-se uma esporulacdo de 90%.
Quando ativou-se & mesma suspenséo a 95°C/30 segundos, o resultado foi uma
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reducao da contagem de esporos, porém estes ainda sobreviveram e mostraram-

se capazes de crescer em suco de laranja, deteriorando o produto.

Splittstoesser et al, (1998) conduziram um estudo para determinar a melhor
técnica de recuperacdo dos esporos de Alicyclobacillus. Para tanto, uma
suspenséao de esporos e células vegetativas foram suspensas em etanol 70% por
30 minutos para destruir as células vegetativas, e posteriormente foram
termicamente ativados a 60°C/30 min. Os autores cbservaram que este
tratamento dobrou a contagem de células viaveis, indicando que cerca de 50%
dos esporos estavam em estado dormente e necessitando de ativacdo para
germinar e produzir colénias. Pontius ef af,(1998), constataram que ¢ melhor
tratamento de ativago para esporos de Alicyclobacilius seria o de 65°C/45 min.

Para determinar as melhores condigdes de ativagdo de esporos de
Alicyclobaciflus em suco de laranja, Eiroa et al,,(1999) submeteram suspensdes de
esporos de cultura padrdc de A. acidoterrestris DSM 2498 a diferentes
tratamentos térmicos (60°C/60 min; 60°C/30 min; 70°C/20 min; 80°C por5 10 e 30
min e ebulicdo por 5 min). Como resultado, os autores relataram grande
recuperagcdo de esporos quando ativados a 70°C/20 min. Entretanto Silva et
al,(1999), constataram que a contagem de suspensbes de esporos de
Alicyclobacillus ativadas termicamente ou nao ativadas foi similar.

Objetivando avaliar o efeito de tratamentos térmicos a diferentes tempos e
temperaturas para melhor ativagdo de esporos em suco de maga, Walls &
Chuyate (2000b) inocularam suspensées de A. acidoferrestris em suco de maca e
aqueceram as suspensbes a 60°C/10 min; 80°C/5, 10, 15, 20, 25 e 30 min e
100°C/15 min. Observaram que quando foi utilizado uma baixa concentracao de

in6culo, o tratamento a 80°C/10 min apresentou contagens significativamente
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superiores aos outros tratamentos. Porém, quando a concentracéo de esporos foi
maior (10° esporos/ml) e ativados a 80°C em diferentes intervalos de tempo, nao
ocorreu nenhuma diferenca nas contagens obtidas. Os autores consideraram ©
tratamento a 80°C/10 min como sendo o mais apropriado.

Pettipher & Osmundson (2000) consideram que se amostras que
porventura possuam esporos de A. acidoterrestris forem ativadas a 80°C/10 min,
pode resultar num aumento da contagem deste organismo. Jensem (2000) relata
que o methor tratamento para a ativacdo dos esporos dos Alicyclobacilius seria
70°C/20 min, e considera que a diferenca entre os fratamentos de ativacio é

provaveimente arbitraria, no entanto alguma forma de ativacéo é necessdria.

3.6.3. Estudo da resisténcia térmica dos Alicyclobacillus

Considera-se que a resisténcia térmica dos esporos bacterianos seja
influenciada por alguns fatores ambientais como: pH, atividade de agua e
composigado do meio. O pH do meio de aquecimento € um dos fatores mais
importantes. Os esporos geralmente sdo mais resistentes em solugdes com pH
ligeiramente superior ao seu o6timo, e a sua resisténcia térmica diminui
marcadamente a medida gque o pH do meio diminui (Blocher & Busta, 1983). A
acidificacdo dos alimentos geralmente é usada para prevenir o crescimento de
alguns microrganismos termoresistentes, porque o baixo pH pode reduzir a
resisténcia térmica dos esporos, além do fato de muitas bactérias esporuladas n&o

serem capazes de crescer em pH inferiores a 3,7.

A caracteristica de resisténcia térmica dos Alicyclobacillus é muito
importante na determinagéo do processo térmico utilizado para preservacdo de
produtos de frutas. Acredita-se que o fato dos os Alicyclobaciflus possuirem como
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componente celular em sua membrana, acido graxo com radical e-ciclohexil,
contribua para sua sobrevivéncia a baixos niveis de pH e altas temperaturas, e
esta estrutura circular auxilia na estabilidade do core e da membrana (Pontius et
al., 1998). Devido a estas caracteristicas, este organismo tornou-se uma grande
preocupacao para a industria de sucos de frutas( Borlinghaus & Engel, 1997a).

As primeiras pesquisas relativas a resisténcia térmica de esporos de A.
acidoterrestris, como as de Cerny et al,(1985) e Splitistoesser ef al,(1994)
relatavam valores D a 90°C de 15 e 16 a 23 min respectivamente. Splitistoesser et
al,(1994) também determinaram o valor D de 2,4 a 2,8 min a 95°C. Esses
resultados sugerem que o0s esporos podem sobreviver aos tratamentos
usualmente empregados durante a pasteurizacio 88 a 96°C por 2 min.

Mcintyre et al,(1995) utilizaram temperaturas tipicas de pasteurizacdo
(87,8° C; 91°C e 95°C) para determinarem resisténcia térmica de Alicyciobacifius
em sucos de groselha € os valores D obtidos foram 11,0; 3,8 e 1,0 min
respectivamente.

No intuito de verificar a influéncia de fatores como pH, concentracdo de
solidos soluveis, temperatura de aquecimento e outros, sobre a resisténcia térmica
dos Aficyclobacilius, diversos estudos foram conduzidos por diferentes autores.
Borlinghaus & Engel (1997b) realizaram um ensaio de resisténcia térmica onde
inocularam suco de macgd a 50 e 15° Brix com esporos de A. acidoterrestris e
pasteurizaram as amostras entre 100 e 135°C (em intervalos de 5°C) durante 6
segundos. Para a cepa padréo, o valor D obtido neste estudo foi superior do ja
relatado na literatura. Os autores concluiram que a sensibilidade térmica dos
Alicyclobacillus depende das condigdes nas gquais 0s seus esporos séo expostos.
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A influéncia de diferentes tampées e pH na resisténcia térmica dos
Alicyclobacillus  acidoterrestris foi investigada por Murakami et al. (1998).
Verificaram que em baixas concentragdes (20 mM), o valor D 90°C no tampao
citrato e tamp&o fosfato foi de 13,8 e 12,9 minutos respectivamente, mostrando
uma pequena variacdo. No entanto, em altas concentracdes (100 mM), o valor D
80°C no tampdo citrato 14,4 minutos foi significativamente maior que em tampé&o
fosfato, 12,3 minutos. Tem sido relatado que a resisténcia térmica dos esporos
decresce gradualmente quando a concentrag@o de tampdo fosfato aumenta,
porém isso n&o ocorreu com os Alicyclobacillus. Os valores em tampao Mclivaine
néo variaram muito dentro da faixa de pH 3,0 a 8,0. A 88, 90, 92 e 95°C, em
tamp&o Mcllvaine, os valores D foram 24,1-29,1; 14,8-16,8; 57-7,1 e 2228
minutos respectivamente. Fica evidente neste estudo, que a resisténcia térmica
dos esporos de A. acidoterresiris é pouco afetada pela variacdo de pH do meio de
aquecimento. O valor Z também ndo variou muito com a variacdo de pH dos
diferentes tampbes, ficando numa faixa de 68,4 a 7,1°C. Com os resuitados obtidos
observaram que os esporos de A. acidoterrestris puderam sobreviver em bebidas
acidas e deterioradas, 0 que segundo os autores é explicado pelo fato destas
bebidas serem aquecidas muito rapidamente a 90-95°C, para prevenir a perda de
cor e formacao de odores desagradaveis durante o processo térmico. Para se
conseguir uma efetiva reducdo dos A. acidoterrestris nos sucos, faz-se um
pequeno aumento na temperatura de pasteurizagdo ou utiliza-se alguma
substancia antibacteriana simultaneamente ao processo térmico (Murakami et
al.,1998).

Splittstoesser ef al,(1998) estudaram o efeitc de sdlidos solGveis na
resisténcia térmica de Alicyclobacilius em suco de uva com diferentes graus Brix e
constataram que gquando se aumenta a concentragdo de sblidos soliveis, a
resisténcia térmica deste organismo também aumenta. FEstes resultados
demonstraram que é mais dificil destruir os esporos de Alicyclobaciflus em sucos
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concentrados do gue em sucos prontos para beber. Em sucos de uva com 16°
Brix, 0 D 95°C foi de 1,9 minuto, enquanto que o mesmo suco com 685° Brix, o D
95°C foi de 12 minutos. Acido sdrbico e SO, que sdo conservantes bastante
utilizados em sucos, por reduzirem a resisténcia térmica de ascésporos de fungos,
no entanto, concentragdes de 100 mg/litro ndo produziram efeito de reduzir a
resisténcia térmica dos esporos de Alicyclobacillus.

O mecanismo da resisténcia térmica dos esporos bacterianos ainda ndo é
conhecido com detalhes. Sabe-se que estd associada com a desidratacao,
conteudo de &cido dipicolinico, presenca de proteinas termo-estaveis,
mineralizacgo e desmineralizacdo. Muitos autores ( Blocher & Busta, 1983; Orr &
Beuchat, 2000), concordam que a desmineralizacBo dos esporos diminui a
resisténcia e a remineralizagéo com ions divalentes como Ca™ ou Mg™ aumenta a
resisténcia térmica.

Yamazaki ef al (1997a) conduziram um estudo objetivando estudar a
influéncia de cations divalentes na resisténcia térmica de esporos de A
acidoterrestris. Apds submeterem os esporos desta bactéria provenientes de um
suco de fruta deteriorado & desmineralizagéo e posteriormente & mineralizagéo
com calcio, determinaram entdo a resisténcia térmica irés formas de esporos
obtidas (controle, desmineralizada e Ca - mineralizada). As temperaturas
estudadas foram 89, 90 e 95°C. Os resuitados demonstraram que para outras
bactérias, como por exemplo o Bacillus subtilis, a forma mineralizada com Ca
apresentou elevada resisténcia térmica quando comparada ao controle ou a forma
desmineralizada, no entanto para os A. acidoterrestris, nenhuma diferenca nos
valores D a 90°C foi observada entre as 3 formas de esporos estudadas. O
conteudo de Ca e Mn dos esporos de A. acidoterrestris néo foi faciimente alterado
pelos tratamentos de desmineralizacao e remineralizac3o, e resisténcia térmica

dos esporos também n&o foi afetada por estes tratamentos. Estes esporos tém a
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caracteristica de manterem fortemente ligados em sua estrutura o Ca e o Mn,
mesmo sob condigdes de baixo pH. Pode-se considerar que para os esporos de
Alicyclobacillus, a presenca de quantidades constantes de Ca e a caracteristica de
manter os ions divalentes fortemente ligados em sua estrutura pode ser

relatada como justificativa para sua elevada resisténcia térmica.

Ainda Yamazaki ef al (1997a), constataram que a resisténcia térmica
destes esporos nao foi afetada pela presenca de diferentes cétions divalentes
(Ca, Mg, Ba, Mn e Si) no meio utilizado para esporulacao.

O efeito do pH, tipo de acido e temperatura sobre a resisténcia térmica de
esporos de isolados de A. acidoterrestris a partir de sucos de frutas também foi
estudado por Pontius ef a/,(1998). Este estudo foi realizado em um sistema
semethante a um suco de fruta, composto de 12% de glicose e 30 mM de acide
citrico ou &cido malico ou &cido tartarico, com valores de pH variando de 2,8 a 4,0.
As temperaturas utilizadas foram 88, 91, 84, 97 e 100°C. Os resultados
demonstraram que na faixa de pH variando de 2,8 a 4,0, o efeito do pH na
resisténcia térmica foi observado quando utilizou-se baixas temperaturas, porém
este efeito n&o foi observado em altas temperaturas. A 91°C e pH 3,1 e 3,7 o valor
D foi de 31,3 e 54,3 minutos, respectivamente, enquanto que a 97°CempH 3,1 e
3,7 os valores D obtidos foram de 7,9 e 8,8 minutos, respectivamente. O tipo de
acido usado na composicdo da solucdo de suco de frutas (malico, citrico e
tartarico) n&o afetou a resisténcia térmica dos esporos. Os autores observaram
também que os valores D obtidos para todas as cepas de A. acidoferrestris
usadas neste estudo, foram maiores que o0s observados em outros estudos.
Consideraram que a diferenca nos valores D para uma mesma cepa reflete nas
diferengas das condi¢bes de esporulagdo e o efeito do meio de aquecimento. As
cepas usadas neste estudo também foram estudadas por Splittstoesser ef al,
(1998) sendo que estes autores obtiveram valores D inferiores e 0 meio de
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esporulagédo usado foi o PDA pH 3,5 e neste estudo relatado as cepas foram
submetidas a esporulacdo em PDA pH 58. Como conclusdo o0s autores
consideraram que 97°C, que € uma das temperaturas mais aitas usadas em
pasteurizacio de sucos de frutas, o valor D obtido neste estudo foi de 8 a 9
minutos, sendo que o tempo empregado na pratica é de geralmente 2 minutos.

Com o objetivo de investigar a influéncia da temperatura (T = 85 - 97°C),
conteudo de sdlidos totais (SS = 5-60° Brix) e pH (2,5 — 6,0) na resisténcia térmica
da cepa padrdo de A. acidoterrestris NCIMB 13137, Silva et al. . (1999) utilizaram
como meio de aquecimento uma solugdc simulando um suco de fruta. Esta
solugdo era composta de caldo de extrato de malte, ajustada para o valor
especifico de Brix e pH, antes da esterilizaco, com frutose e acido cloridrico,
respectivamente. Nos resultados, como esperado, a temperatura foi o fator que
causou maior variac8o nos valores D, seguido do contetGdo de sélidos solliveis e
pelo pH. O valor D aumentou com o aumento do teor de sélidos totais e pH,
principalmente a baixas temperaturas, por exemplo, ao redor de 97°C, o efeito do
pH e do teor de sdlidos totais néo foi muito visivel. Os valores D obtidos variaram
de 0,5 minuto (T = §7°C, SS = 5° Brix e pH = 6,0) a 94,9 minutos (T = 85°C, SS =
60° Brix e pH = 6,0). Quando os autores utilizaram pH =25 88 = 5%Brix e T=
85°C, o valor D obtido foi de 35,5 min, nestas mesmas condicdes, somente
elevando-se 0 a porcentagem de sdlidos solGveis para 60°Brix, o valor D obtido
foi de 60,3min.

Silva et al,(1999) determinaram também a resisténcia térmica da cepa
padrao A. acidoterrestris em suco de cupuagy, suco de laranja e em concentrado
de groselha, observarando que a resisténcia térmica dos esporos desta bactéria é
maior nestes sucos do que nas solugdes contendo extrato de malte, frutose efou
HCI. Os autores consideram que alguns compostos especificos presentes nos

diferentes sucos possam causar um efeito de aumentar a resisténcia térmica dos
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esporos. Para o suco de capuacut os valores D 85°C foi de 17,5 mine o D a 91°C
foi de 5,3 min, o Z obtido foi de 9,0°C. Para o suco de laranja os valores obtidos a
85 e 91°C foram de 656 a 11,9 min respectivamente, com Z = 7.8°C, e para o
concentrado de grosetha (26,1° Brix) a 91°C o D foi de 3,84 min e nesta mesma
temperatura, porém com 58,5° Brix o valor D obtido para o concentrado de
groselha foi de 24,1 min.

Komitopoulou et af.,(1999) estudaram o efeito da nisina sobre a resisténcia
térmica de esporos de A. acidoterrestris em suco de laranja e suco de maca, e
concluiram gque a presenga da nisina reduz a resisténcia térmica dos esporos, e o
efeito € mais evidente a temperaturas na faixa de 80 a 90°C , quando comparado
com temperaturas em torno de 95°C.

Utilizando suco de laranja integral, Eiroa ef al.,(1999) determinaram a
resisténcia térmica de A. acidoterrestris e constataram uma elevada
termoresisténcia das cepas estudadas, variando o valor D na faixa de 60,84 3
94,52 min para 85°C; 10,03 a 20,60 min para 90°C e 2,49 a 8,69 min para 95°C. O
vaijor Z variou entre 7,18 a 11,25°C. Valores semelhantes foram encontrados por
Jensem (2000) que determinou a resisténcia térmica de 2 isolados de A.
acidoterrestris provenientes de suco de macé e de uma bebida acida, onde o D a
95°C variou de 2,1 a 2,5 min.

3.7. Medidas de controle dos Alicyclobacillus

A deterioracgo dos produtos &cidos, como os sucos de frutas por A
acidoterrestris tornou-se um grande problema para a industria alimenticia, pois o
processamento térmico necessdrio para inativar os esporos deste organismo
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produzira alteragdes organolépticas inaceitédveis ac produto. O aumento da
temperatura no processo térmico, &s vezes, torna-se impraticavel.

Existem atualmente alguns parémetros conhecidos como inibitérios para o
crescimento de Alicyclobacillus em sucos de frutas, como por exemplo, a
refrigeracgéo ( Jensem, 2000). Até o momento se sabe que os Alicyclobacillus n&o
crescem em temperaturas inferiores a 20°C { Cerny et al.,2000), no entanto sucos
de frutas pasteurizados n&o so distribuidos sob refrigeracdo, e o resfriamento
desses produtos pode apresentar um grande aumento de custo. A estocagem do
suco concentrado, com elevado Brix, sob condigdes de congelamento inibe a agdo
deteriogénica deste organismo. No entanto, apos sua diluicdo em &gua, o produto
torna-se suceptivel a contaminacdo e consequente ac¢fo deteriogénica do
microrganismo (Eguchi et a/ 2001a).

Estudos tém sido conduzidos para desenvolver estratégias que previnam o
crescimento do organismo e conseglientemente a deterioracéo do produto. Um
numero de fatores tem sido investigados como presenca de acidos organicos,
preservativos e desinfecg&o da matéria prima para o controle da presenca dos
Alicyclobacilfus em alimentos.

Yamazaki ef al,, (1997a) examinaram o efeito de alguns &acidos organicos
no crescimento de A. acidoferrestris e constataram que o &cido latico e acido
succinico s&o inibitdrios inicialmente, porém apos 36 horas cessa a inibicdo e a
populagéo final volta a tornar-se similar & populagéo inicial (controle). A maior
inibigdo do crescimento de A.acidoterrestris foi observada com 0,1% de acido
acético. Os resultados indicaram que produtos que contenham acido acético,
como molhos de saladas, dificiimente serdo deteriorados, no entanto, produtos a
base de outros acidos poderao tolerar o crescimento deste organismo.
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O efeito da nisina, um polipeptideo produzido por cepas de Lacfobacillus
factis, que inibe a germinac&o de esporos, foi estudado por Komitopoulou ef
al. (1998}, sobre uma populagdo conhecida de esporos de A. acidoterrestris. Os
autores observaram que a 44°C, utilizando-se 50U1/mi de nisina, o crescimento de
A . acidoterrestris ocorreu de uma forma bastante vagarosa, e nesta mesma
temperatura dobrando-se a concentrag&o de nisina { 100Ul/ml), o crescimento
desta bacteéria foi totalmente inibido. Os autores sugerem o uso da nisina antes da
pasteurizacdo do suco, pois a mesma ird diminuir a resisténcia térmica dos
espores que porventura estejam presentes. Na Australia a nisina € um aditivo
alimentar aprovado somente para uso em produtos de tomate, segundo a
Australian New Zeland Food Autority (ANZFA). O uso da nisina pode ser uma
opgao para o conirole de crescimento de A. acidoterrestris em produtos de frutas,
porém a industria prefere produzir produtos sem conservantes, particularmente se
for para o mercado exportador, pois o pais comprador pode ndo permitir o Uso de
determinados aditivos.

Partindo-se do principio que os Alicyclobacilus so estritamente aerdbios,
Cerny et al,(2000) investigaram como o potencial de oxido-reducdo ou a
eliminag&o do oxigénio influenciam o crescimento deste organismo em diferentes
sucos de frutas. E dificil de se obter a total auséncia de OXigénio nestes sucos,
pois pode ser encontrado oxigénio remanescente quando ocorre um equilibrio de
gases apds os procedimentos da producio de vacuo. Os autores estudaram o
comportamento dos Alicyclobacillus em sucos de macgd, de uva branca, de uva
vermelha e em suco de laranja, e constataram que o suco de laranja, que possui
um potencial de oOxido reducdo maior, apresentou as melhores condicbes de

crescimento.

Ainda Cerny et a/.,(2000), observaram que o potencial de 6xido-reducéo

dos sucos variou com a adigdo de acido ascoérbico, ou seja, aumentando-se a
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concentracdo de acido ascorbico, o potencial de oxido-redugdo diminui, o qual
pode ser um procedimento utilizado para melhorar a quaiidade dos sucos,
conforme sugerem os autores.

Alguns autores estudaram a eficacia de diferentes desinfetantes na
destruic&o de esporos de A. acidoterrestris . Doyle et al, (1999) relataram o efeito
de alguns sanificantes sobre solugdes de esporos de A. acidoterrestris, mantidos a
23°C durante 10 minutos. Observaram uma reducéo do numero de esporos
variando de 0,4 a 2.4 ciclos logaritmicos quando utilizou-se 1% de perdxido de
hidrogénio, 200ppm de cloro, 500ppm de cloreto de sédio acidificado. A exposicao
a 8% de fosfato trisédio e ao acido peracetico (Tsunami®),foi menos efetiva. Foi
estudado também o efeito destes desinfetantes em superficies de macas nao
lavadas, e o observado foi que tanto o cloro a 500ppm e o cloreto de sédio
acidificado a2 1200ppm foram efetivos, porém reduziram menos que 1 ciclo
logaritmico na populacéo inicial de esporos. O tratamento com 2% de peroxido de
hidrogénio foi ineficiente na inativacdo dos es8poros remanescentes na superficie
das macas.

Um estudo conduzido por Orr et af., (2000), também objetivou avaliar a
eficacia de diferentes desinfetantes quimicos na destruicdo de esporos de
Alicyclobacillus. Foi observada uma reducéio de 2,2: 0,4 ¢ 0,1 ciclos logaritmicos
quando se empregou 200ppm de cloro, 500ppm de cloreto de sédio acidificado e
0,2% de peroxido de hidrogénio, sobre uma suspensao de esporos proveniente de
5 cepas distintas de A acidoterrestris. Aumentando-se a concentracéo para
1000ppm de cloro ou 4% de perodxido de hidrogénio, a populacdo de esporos foi
reduzida em mais que 5 ciclos logaritmicos. Tratamentos com 8% de trisddio
fosfato ou 80ppm de Tsunami® nio reduziu significativamente o numero de

esporos. Também foi estudada a eficiéncia dos tratamentos quimicos em destruir
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cepas de A.acidoterrestris inoculadas experimentalmente em superficies de maca.
Q tratamento com 500ppm de cloro ou 1200ppm de cloreto acidificado de sédio
reduziu 0 numero de células vidveis, porém a reducdo foi menor que um ciclo
logaritimico. Foi observado que os tratamentos com cloro (500 ou 1000ppm) ou
com cloreto de soddio (1200ppm) inativaram significativamente os esporos
inoculados nas superficies das macas, porém a magnitude da reducdo foi bem
menor quando comparada com a redugdo dos esporos tratados em soluches
aquosas dos diferentes sanificantes quimicos. A observacio que estes compostos
s@o substancialmente menos efetivos em destruir esporos inoculados em
superficies de magés, comparando com a eficiéncia destes mesmos sanificantes
em destruir esporos em suspensdes aguosas € devido em parte a
inacessibilidade dos esporos, geralmente localizados nas fissuras, ranhuras, da
pele das magads. Sabe-se que as superficies das frutas & hidrofébica,
proporcionando assim protegéo as células vegetativas e esporos contra o contato
com as solugdes aquosas dos sanificantes. O uso de detergentes, solventes,
surfactantes e uma operagéo de lavagem mais vigorosa das frutas poderiam
melhorar a eficiéncia do desinfetante. Qutra alternativa, segundo os autores seria
uma combinagao de calor e desinfetante, exercendo assim uma acgéo sinergistica
na destruig@o de esporos nas superficies das frutas.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIAIS

Os sucos utilizados na pesquisa, de procedéncia comercial,
tinham as seguintes caracteristicas:

Suco de abacaxi: pH-3,5 a 4,1; Brix(20°C) 12 a 15; % acidez
0,4 2 0,76, % de sdlidos em suspensdo 13 a 22 e densidade 1,045 a
1,058.

Suco de maracuja: pH- 2,6 a 3,5; Brix(20°C) 12 a 13; % acidez
3,7 a 4.2, % de solidos em suspensdo 22 a 32 e densidade 1,044 a
1,058.

As frutas, maracuja e abacaxi, utilizadas o preparo dos sucos
em laboratdrio, foram obtidas no CEASA ( Centrais de Abastecimento
de Campinas, S.A)

4.1.1. Culturas de Alicyclobacillus:

Foram utilizadas as cepas padrdo : Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM 2498, Alicyclobacillus acidocaldarius CCT 2490 e
Alicyclobacillus cycloheptanicus CCT 4382 da colegdo de culturas da
Fundacéo Tropical de Pesquisa e Tecnologia “André Tosello’.
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4.1.2. Vidraria

A vidraria utilizada foi esterilizada em estufa a 170°C por 2 horas.

4.1.3. Instrumentos e Equipamentos

Foram utilizados os seguintes instrumentos e equipamentos:

» Autoclave horizontal FABBE

+ Balancga analitica Scienthe AS 210D

e Banho-maria com agitacéo Marconi.

¢ Calibrador de Temperatura Omega CL 511.

e Camara de Fluxo Laminar Veco

» Centrifuga refrigerada SPIN VI Incibrés

e Estufa regulada a 170°C

e BOD regulada a 50°C

* Macarico Record

e Medidor de p H DPMH-2, Digimed
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« Microscdpio com contraste de fase Olympus

e Camara fria regulada a ~18°C

e Refratdmetro manual Atago N 50

¢ Tubos TDT de vidro de boro-silicato

+ Termopar flexivel tipo T cobre-constantan

e Microcentrifuga Eppendorf

¢ Termociclador Perkin-Flmer 2400

¢ Transiluminador

¢ Cuba de eletroforese- 100volts

e (améra Polaroid

4.1.4. Meios de cultura e reagentes utilados

« Agar BAM ( Bacillus acidocaldariun medium)

e Diluente para Alicyclobaciilus
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» Reagentes para a extragdo de DNA: Soiugdo de EDTA, Solucdo de
Lisozima, Solugdo de detergente (SDS), Solucdo de Cloroférmio,
Dioxido de Silica; Solugdo de etanol e Tris).

« Reagentes para a quantificacdo do DNA : corante azul de
bromofenol; gel de agarose; marcador padrdo de DNA { i-hind),
soluc&o tampéao TAE { Tris-acetato).

» Reagentes para a reagdo de RAPD : Primers de oligonucleotideos,
MgCl., desoxirribonucleotideos, enzima Tag DNA polimerase,gel de
agarose, brometo de etideo, tampdo TBE (Tris-acido bérico),
marcador padr&o de DNA ( A-hind).

42. METODOS

4.2.2. Constatagdo da pureza da cultura padrio Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM 2498,

Em principic foi constatada a pureza da cultura de Alicyclobacilius
acidoterrestris DSM 2498, obtida da colec&o de culturas da Fundacdo Tropical de
Pesquisa e Tecnologia “André Tosello”. A cultura foi inoculada por estrias em
superficie de placas contendo agar BAM (Bacillus acidocaldarius medium), e a
seguir incubada a 50°C durante 48 horas. Posteriormente, foram feitas
observagbes microscopicas e macroscopicas das coldnias (forma, cor, tamanho e

odor).
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4.2.3. Preparo de sucos de abacaxi (Ananas comosus {l) merril
var. havaiano } e maracuja (Passifiora edulis sims var. amarelo-
azedo) em condigGes estéreis

Para determinar as condigbes otimas de tempo e temperatura para
ativacdo dos esporos, foi usado como meio de aquecimento os proprios sucos.
Para esta finalidade as frutas (abacaxi e maracuja) foram lavadas cuidadosamente
com esponja e detergente liquido, enxaguadas e imergidas em soluco de
hipoclorito de s0dio na concentragio de 100 mgfl, de cloro ative durante 15
minutos. A seguir as frutas foram enxaguadas em &gua corrente, recebendo um
enxagle final em agua estéril. A partir deste momento, trabalhou-se em capela de
fluxo laminar vertical estéril. Apds serem enxugadas com toalha estéril, foram
preparados sucos com ajuda de facas, para cortar a fruta, e centrifuga,
previamente lavadas e sanificadas. Todos estes cuidados foram tomados para
minimizar uma eventual contaminagdo com esporos presentes nas frutas. Em
seguida os sucos foram coados e congelados em camaras frias a ~18°C em
recipientes estéreis.

Apos a extragdo destes sucos foram determinados o pH e o °Brix, e os
resultados obtidos para o suco de maracuja foi o pH 3,7 e 13 °Brix, e para 0 suco
de abacaxi o pH foi de 3,9 e 12°Brix.

4.2.4. Preparo da suspensao de esporos

Uma suspensdo padréo de esporos foi preparada pela inoculacéo da cepa
de A. acidoterrestris DSM 2498, em 10 tubos contendo dgar BAM inclinado, ap6s
incubacéo a 50°C, por 72 horas. Foram realizadas observacbes da presenca de

esporos em microscopio de contraste de fase, marca Olympus. Quando
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constatada a presenca de numerosos esporos refringentes, cerca de 80% do
campo observado, foram adicionados 5 ml de agua destilada estéril em cada tubo,
sendo o crescimento removido com auxilio de alca bacterioldgica. Em seguida a
suspenséao obtida foi transferida para um frasco Erlenmeyer contendo 100 mi de
agua destilada e pérolas de vidro estéreis. Apds vigorosa agitagéo foi retirada uma
aliquota de 20 ml da suspensao e transferida para 1 tubo de 20 x 180 mm com
tampa rosqueavel. A seguir foi aplicado um tratamento térmico de 70°C por 20
min, baseado em experiéncias anteriores com outros sucos. A seguir o tubo foi
resfriade em banho de agua gelada, até temperatura proxima de 45°C. ApSs o
choque-térmico, seguindo a metodologia de STUMBO (1973), retirou-se porcdes
de 1 a 3 ml da suspenséo de esporos e espalharam-se com aica de Drigalsky em
superficie de placas com agar BAM, para promover uma maior produgdo de
esporos. A incubagéo foi realizada a 50°C durante 72 horas.

Apds incubacio foram feitas observacbes em microscopio de contraste de
fase até o aparecimento de uma grande quantidade de esporos refringentes(cerca
de 80 a 90% do campo observado). Neste momento foi feitas a coleta e limpeza
dos esporos, de acordo com Stumbo (1973). Nas colbnias obtidas nas placas de
agar BAM foi adicionado aproximadamente 5 ml de agua destilada estéril, e
removido com auxilio de alca de Drigalsky e retirado com pipeta estéril. A seguir, a
suspensdo das diferentes placas, foi coletada em um frasco Erlenmeyer estéril
contendo 100 mi de dgua destilada estéril. A suspensdo de esporos assim obtida
foi submetida a centrifugacdo a 10.000 rpm por 10 minutos, em centrifuga
refrigerada a 7°C. Apds centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e os
sedimentos foram ressuspendidos em agua destilada estérii e novamente
centrifugado. Esta operag@o de limpeza foi realizada trés vezes. Apds a Uitima
centrifugacdo os esporos foram ressuspendidos em 10 ml de agua destilada estéril
e transferidos para frasco estéril contendo 100 ml de agua destilada e pérolas de

vidro. A suspensdo foi entdo armazenada sob refrigeracdo a 4°C. Foram
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preparadas suspensbes de esporos para as cepas 4,6 e 7. da mesma forma
indicada acima.

4.2.5. Quantificacdo dos esporos de  Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM 2498 presentes na suspensio.

A populagdo aproximada de esporos, presente na suspensdc mae foi
determinada mediante contagem em cémara de Petroff-Houser. Para obter o valor
real da populagcdo de esporos, foi realizada também contagem em placas com
agar BAM, onde uma aliquota de 1,0ml da suspensao de esporos foi diluida em
9,0mi de agua destilada estéril. Esta dilui¢éo foi submetida a uma ativagio térmica
a 70°C por 20 minutos, seguida de resfriamento em banho de gelo. Em seguida
foram realizadas diluicbes sucessivas decimais até 10° . Um volume de 1,0 ml de
cada diluic&o foi transferido, em duplicata, para placas de Petri esterilizadas, com
posterior adicéo de agar BAM e homogeneizagdo. Apés solidificacio do meio, foi
efetuada a incubagdo a 50°C, até contagem constante, por um periodo de
aproximadamente 7 dias. Foram contadas as col6nias tipicas e os resultados
expressos em UFC/ mi (Unidades Formadoras de Colénias/ml).

4.2.6. Determinagdo das condigbes otimas de tempo e
temperatura para ativacdo dos esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM 2498,

Um volume de 0,5 ml da suspens&o de A. acidoterrestres DSM 2498 foi
inoculado em tubos de 20 x 180 mm com tampa rosqueavel, contendo 10 mi de
suco de maracuja e 10 ml de suco de abacaxi, em ensaios independentes, de
maneira a atingir uma conceniragdo final de esporos da ordem de
aproximadamente 10° UFC/10 ml de suco.
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Em continuacéo, foram aplicados sete tratamentos térmicos diferentes em
banho-maria com agitacio, com 2 repeticoes, como segue: 80°C/60 min, 60°C/30
min, 70°C/20 min: 80°C/5 min; 80°C/10 min; 80°C/30 min e ebuliggo/S min,
seguidos de resfriamento em banho de gelo. Foram realizadas duas repeticoes
deste ensaio.

Apds os tratamentos térmicos foram preparadas diluicbes decimais
sucessivas utilizando diluente para Alicyclobacillus (Anexo 1). Destas diluicdes
foram inoculadas 0,1 m! em superficie de placas contendo agar BAM, seguido de
espalhamento com alga de Drigalsky e incubagéo a 50°C. Diariamente, durante
sete dias foi feita a contagem de coldnias nas placas, até se obter uma populagao

consiante.

O tempo e temperatura &timos de ativacéo foi determinado como sendo
aquele que produziu a maior contagem de esporos e foi utilizado posteriormente
nos ensaios de isolamento de resisténcia térmica.

4.2.7. Determinagdo do tempo de incubagéo otimo para
isolamento de esporos de A. acidoterrestris DSM 2498 a partir
de amostras de suco de maracuja e abacaxi experimentalmente
contaminados.

0 estudo foi conduzido da seguinte maneira: retirou-se uma aliquota de 20
mi da suspensdo mae de esporos de A. acidoterretris DSM 2498, preparada como
descrito em 4.1.3 , sendo a seguir aplicado um tratamento térmico de 70°C / 20
min, seguido de resfriamento em banho de gelo. Apds a ativacéo dos esporos
foram feitas diluicdes e calculos para inocular 100 ml de cada suco, com uma

guantidade tal da suspensdo de esporos ativados, que fosse atingida uma
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contaminac&o de aproximadamente 10* esporos/mi. Os tubos foram inoculados a
50°C durante120h, realizando contagens em agar BAM nos tempos: Oh: 24h: 48h;
72h; 96h e 120h.

4.2.8. Isolamento de Alicyclobacilius a partir de sucos comerciais
pasteurizados de abacaxi e maracuja.

Os sucos utilizados nesta pesquisa eram procedentes de uma industria
processadora no Estado de S&o Paulo. As amostras foram coletadas no periodo
de margo a agosto de 1999 representando assim diferentes épocas de extracéo e
periodos de processamento durante a safra. Os SUCOs apresentaram-se num total
de 12 lotes, compreendendo 4 a 5 amostras por lote.

Estes sucos eram integrais, pasteurizados (87°C/15s), acondicionados em
embalagens plésticas tipo garrafa com capacidade de 1000ml, e posteriormente
congelados. Estas amostras eram armazenadas em camaras frias a -18°C na
industria de procedéncia, e transportadas até o laborat6rio para as analises em
caixas isotérmicas. Durante o processamento destes sucos ( Figura 1), tornou-se
importante observar que os mesmos estavam livres de qualquer agente
conservador, conforme informacao do fabricante. Foram examinadas um total de
57 amostras de suco de maracuj e 50 amostras de suco de abacaxi.
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Recepgéo da fruta

y

Pesagem
¥

Pré-sele¢do ( esteira de recebimento)
U
Lavagem por imersao em agua clorada (10 ppm)
U
Escovamento

U

Selecdo
U

Nova lavagem em agua clorada (10 ppm)

U
Descascamento *

U

Desintegracéo (despolpamento)
U
Centrifugacao
1800 a 2000 fitros/hora - 6300 rpm
U
Pasteurizacdo
97°C /15 segundos - 4°C/ 35 segundos
Y
Armazenamento em tanque isotérmico (3 a 4°C)

y

Envase

U

Armazenamento em camara fria (-18°C)

Figura 1: Fluxograma do processamento de suco de abacaxi e maracuja.

*Etapa realizada $6 para ¢ suco de abacaxi.

63



Para a deteccdo dos esporos eventualmente presentes nos sucos,
inicialmente foi feita a etapa de enriquecimento das amostras: Para iss0, a partir
de um litro de suco de fruta (maracuja e abacaxi), previamente homogeneizado,
foram retiradas 10 porces de 10 ml de suco e inoculadas em 10 tubos contendo
10 mi de caldo BAM, seguido de incubacdo a 50° + 1°C/24 {para os sucos de
abacaxi) e 48h (para os sucos de maracuja). Estes tempos 6timos de
enriquecimento foram determinados previamente. Os tubos com caldo BAM , ja
inoculados com as amostras de suco, sofreram antes da incubacao a 50°C, um
choque térmico de 70°C/20min, tratamento observado como o melhor para ativar
0s esporos presentes nos dois tipos de sucos estudados.

Para a quantificagdo dos esporos presentes nos sucos, foi utilizada a
técnica do Numero Mais Provavel (NMP), utilizando-se a série de 10 tubos. Apos o
enriquecimento das amostras, foi feita a subcultura do contetido de cada tubo em
placas de agar BAM, com incubac&o a 50°C, e a leitura das placas ocorreu a cada
24h, por um periodo de 7 dias. Apds a confirmacao do crescimento em agar BAM
e observacéo de coldnias tipicas, o nimero de tubos positivos foi estabelecido e
usado para estimar o NMP. Cabe neste momento salientar que a técnica do NMP
classica foi adaptada aos experimentos com o objetivo de simplificar o trabalho
dado o elevado nimero de amostras, a serem examinadas. A adaptacdo foi
baseada em calculos realizados determinando a populacdo de esporos com a
ajuda formula de Halvorson & Ziegler (1933) e comparacéo com os valores que
seriam obtidos pela tabela de NMP/100 mi contida em Eaton ef al. (1995).

4.2.9. Preservacgio das cepas isoladas

As cepas isoladas conforme o item 4.2.7 foram purificadas pela técnica de

estrias em superficie do meio agar BAM, seguido de incubacado a 50°+ 1°C/48h.
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As colbnias purificadas isoladas foram examinadas quanto a pureza,
através de observagbes macroscopicas e microscopicas. Estas cepas foram entéo
mantidas em tubos com agar BAM a 4°C para posteriormente serem
caracterizadas. Estas foram designadas por lefras, segundo o iote de origem.

4.2.10. Caracterizagdo das cepas isoladas.

A partir das cepas isoladas presuntivamente como A . acidoterrestris foram
feitas observacdes microscopicas e macroscopicas das coldnias (forma, tamanho,

cor) e odor caracteristico.

Em seguida foi feita a identificacdo bioquimica e genotipica destas cepas.

4.2.10.1. identifica¢ao bioquimica das cepas isoladas

Iniciaimente, a partir das culturas purificadas, foram realizados testes
bioquimicos como: prova da catalase, benzidina, hidrdlise do amido, e producdo
de acetoina, segundo Gordon (1973), porém com ajuste do pH do meio para
valores proximo de 5,0. Em paralelo, também foi examinada a capacidade de
crescimento em condigdes de anaerobiose e em pH 3,5 e 6,8, A motilidade
tambem foi investigada em caldo BAM, com incubacado a 50°C, fazendo-se
observacbes microscopicas em intervalos regulares, durante 18 horas de
incubacao, antes que iniciasse a esporulacao.
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4.2.10.11. Identificacdo bioquimica das cepas isoladas pela
utilizacao do sistema AP1 CH 50.

Para o preparo do indculo as cepas isoladas foram cultivadas por 24h em
100ml de caldo BAM a 50°C sob agitac&o a 1.500 rpm. A seguir as células foram
separadas por centrifugagdo (5.000 rpm por 5 min) e lavadas com solug3o salina
estéril, obtendo-se assim uma suspensdo de células limpas. Em continuacao,
numa ampola contendo 5 mi de &gua destilada estéril, preparou-se uma
suspens&o de células, com uma densidade celular indicada pela turbidez igual ao
tubo 2 da escala de Mac Farland correspondendo a 6.10° UFC/mi, que
acompanha o kit do sistema APl CH 50 (Deinhard ef al.,1987a). Esta suspensao
de ceélulas foi utilizada, apés a obtengéo da turbidez desejada, segundo instrugdes
do fabricante, para inocular o meio basal.

O meio basal utilizado para a inoculagdo das galerias do sistema API CH
50, foi o meio BAM modificado, sem adicéio de glicose e com azul de bromofenol
(30 mg/ml) utilizado como indicador, de acordo com Deinhard et al.(1987a).

A suspens@o de células obtida, foi usada para inocular 20 ml do meio
basal, com 2 vezes 0 nimero de gotas que foram necessarias para obter a
turbidez do tubo 2 da escala de Mc Farland. Este procedimento foi realizado para
viabilizar a inoculag&o do meio com uma quantidade aproximadamente constante
de células, em cada teste do API CH 50.

Com o meio basal assim preparado, preencheu-se com pipeta Pasteur os
pocos das galerias. Na camara de incubagéo, foi colocado nos alvéolos do fundo,
10mi de agua estéril, e entdo as galerias foram incubadas a 50°C em condigbes
de aerobiose, por 48-72hs.
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4.2.10.2. ldentificacao genotipica das cepas isoladas
utilizando a Técnica do RAPD.

De um total de 90 cepas isoladas das amostras do suco de maracuja
examinadas, foram escolhidas 16 cepas de diferentes lotes que apresentaram
elevada positividade para bactérias termoaciddfilas.

4.210.21. Extragdo do DNA gendmico total das cepas isoladas
dos sucos.

O DNA gendmico das cepas isoladas presuntivamente como A
acidoterrestris (Tabela 4) foi extraido de acordo com a metodologia de Doyle &
Doyle (1990} .

Os isolados foram inoculados em 20mi de caido BAM e incubados a 50°C
com agitag@o em shaker de plataforma com controle de temperatura por 24h . Em
seguida, retirou-se 750ul da suspensdo que foram transferidos para um tubo
Eppendorf contendo 750ul de NaCl. Os microrganismos foram sedimentados por
centrifugagéo, pulso de 1 min em microcentrifuga (14.000 rpm). O sobrenadante
fol descartado, e as células foram ressuspendidas em 100ul de EDTA-Solugdo-
Salina (EDTA-0.01M e NaCl-0.15M pH8.0).

A seguir, adicionou-se 100ul de solucido de glicose-50mM, EDTA-10mM,
Tris pH8.0-25mM (GET) mais uma solugdo de lisozima (lisozima-100mg-GET-
10ml).Apds homogenizag&o o tubo foi incubado a 37°C por 30 min com agitacdo
com invers&o (5 vezes) a cada 10 min. Em continuacdo, adicionou-se 100ul de
solugdo detergente (SDS) 20%. Apds homogenizacdo cuidadosa o tubo foi
colocado em banho-maria a 50°C por 10 min, com agitacdo ocasional.
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Tabela 4: Cepas isoladas de sucos de maracujd e cepas padrio
utilizadas na Técnica do RAPD.

~ Namero  Llote/N°doisoladoc  Origem
1 E(1) Suco de maracuja
2 E(2) Suco de maracuja
3 E(7) Suco de maracuja
4 E(14) Suco de maracuja
5 E(15) Suco de maracuja
6 E(25) Suco de maracuja
7 E(27) Suco de maracuja
8 E(34) Suco de maracuja
9 E(35) Suco de maracujg
10 F(58) Suco de maracuja
11 F{59) Suco de maracuja
12 G(83) Suco de maracuja
13 I(85) Suco de maracuja
14 J(87) Suco de maracuja
15 J(88) Suco de maracuja
16 D(90) Suco de maracuja
17 B. acidocaldaricus CCT 2490 Colecéo de cultura*
18 B. acidocaldaricus CCT 2490 Colecao de cultura*
19 B. cycloheptanicusCCT4382 Colecéo de cultura*
20 B.acidoterrestris DSM 2498 Colegao de cultura*
21 B. acidoterrestris DSM 2498 Colegao de cultura*

- * Colegao de culturas da Fundagao Tropical de Pesquisas e Tecnologia *
André Toselio”.
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Em seguida, foram adicionados 50ul de perciorato de sodio, gota a gota,
invertendo cuidadosamente © tubo, apds cada adic&o. Adicionou-se entdo 500ul
de CIA(Cloroférmio-24m! e Alcool isoamilico-1 ml), homogeneizando-se com

cuidado até formar uma emulséo,

O proximo passo foi centrifugar o conteudo do tubo Eppendorf a
temperatura ambiente durante 5 min a 1.500rpm. A fase aquosa foi transferida
para um novo tubo Eppendorf, e descartando-se o resto. Adicionou-se entao ao
conteldo deste novo tubo 500ul de NaCl 4M e 40ul de Didxido de Silica ( 0,59
Dioxido de Silica em 45mi de NaCi 4M), homogeneizando bem, e incubou-se em
banho-maria a 50°C por 5 min. Em seguida, deu-se um pulso de 20 segundos em
microcentrifuga, eliminou-se o sobrenadante e lavou-se 2 vezes com solucdo G
(NaCl-50Mm, Tris pH 7,5-10mM, EDTA-2,5mM, Etanol-50%). A cada lavagem
deu-se um pulso de 20 segundos em microcentrifuga, eliminou-se o sobrenadante,
e o precipitado deixou-se secar a temperatura ambiente por aproximadamente 4h.
Este precipitado foi ressuspendido em 40ul de agua purificada (Milli-Q) esterilizada
e colocado em banho-maria a 37°C por 10min. Apos a incubacao, centrifugou-se a
temperatura ambiente, durante 60 segundos,transferindo entdo o sobrenadante
para um novo tubo. Este sobrenadante assim obtido continha o DNA extraido e

limpo.

4.2.10.2.2. Quantificagcdo do DNA cromossémico.

Uma aliquota de 5 ul de DNA foi cuidadosamente transferida para um tubo
de microcentrifuga tipo eppendorf, onde adicionou-se 2 ul de solugdo corante

(glicerol 25%, SDS 1%, azul de bromofenol 0,25%, xilenocianof 0,25% e EDTA
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150mM, pH8,0 ). Em seguida, a aliquota foi aplicada em gel de agarose 0,8%,
solidificando em molde acrilico com 30 canaletas, juntamente com um marcador-
padrao de concentragéo conhecida do DNA, o & hind (GIBCO-BRL). A solugdo
tampéo utilizada para a eletroforese foi TAE (TRIS- acetato 4,0 mM, EDTA 1Mm,
pH 8,0 ) . A eletroforese foi feita a 100V. Posteriormente, o gel foi imerso em
solugao tampao TAE contendo brometo de etideo( 5 ug/mi) por 30 minutos. Em
seguida, o DNA foi visualizado através de um transiluminador, e finalmente teve
sua concentragio obtida através da comparagdo com o DNA de concentragio

conhecida, para sua posterior utilizacdo na reacéo de RAPD.

4.2,10.2.3. Reacdo de RAPD.

As amplificagbes foram feitas com oligonucleotideos de sequéncia aleatoria
primers obtidos comerciaimente da empresa Life Technology. Cada reacdo de
amplificagdo em um volume final de 10ul continha: 3mM MgCL2, 200u! de cada
um dos desoxirribonucleotideos (dATP, CTP, dGTP, dTTP), 0,32ul do primer,
tampao, 0,25 unidades de Tag DNA polimerase e 1ul de DNA dos isolados.
Controles foram feitos pela substituigdo da solugéo do DNA gendmico por agua
(Figura 2).

Yamazaki et al.,(1997b) testaram a capacidade de 42 primers em gerar
marcadores moleculares do tipo RAPD, entre 0 DNA do A.acidoterrestris DSM
2498 e de algumas bactérias por eles isoladas. Apenas 3 primers demonstraram
adequada similaridade entre a cepa padrio e seus isolados. Estes primers foram
denominados de Primer 1, Primer 2 e Primer 3 (Tabela 3), e utilizados em nosso

estudo. Das 90 cepas isoladas do suco de maracujd e caracterizadas
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presuntivamente como B.acidoterrestris, escolheu-se 16 cepas mais significativas

para serem utilizadas nas reacdes de RAPD(Tabela 5).

Tabela 5: Primers utilizados nas reagbes de RAPD, segundo Yamazaki
et al ,(1997b).

Primer Sequéncia 5 - 3’
2 CCTGTGATGGGC
3 GCCGCGCCAGTA

As reagles de amplificacdo foram repetidas pelo menos 2 vezes e
realizaram-se em termociclador Perkin-Eimer, modelo 2400. As reacdes seguiram
o programa descrito por Yamazaki et al.,(1997): desnaturagao inicial a 94°C por
15s ; 50 ciclos de: 94°C por 4s, 45°Cpor 8s, 72°C por 40s e uma extensao final de
72°C por 3 min. Os produtos da amplificacéo foram separados em gel de agarose
1,4%, contendo 10mg/mi de brometo de etidio, imerso em tampdo TBE (TRIS-
EDTA-acido bdrico). Foi utilizado como padréo de tamanho de banda o marcador
de 500 pares de bases (DNA Ladder-GIBCO-BRL). A eletroforese foi conduzida a
120V por 6 h. As bandas de DNA foram visualizadas sob luz ultravioleta e
fotografadas com cémera Polaroid, filme Kodak 667, usando filtro laranja, tempo
de exposi¢ao de 1 segundo e abertura de diafragma de 5,8.
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4.210.24.  Analise dos perfis dos produtos de RAPD.

Com base na presenca ou auséncia de fragmentos de DNA dos isolados
amptificados pelos 3 primers, foi obtida uma matriz de dados binarios, atribuindo-
se 1 para presencga de banda e O para auséncia, estimando-se assim o grau de
similaridade genética pelo coeficiente de Jaccard com a utilizagdo do programa
NTSYS(Numeral Taxonomy and Multivariate Analysis System) verséo 1.70.
Mediante a matriz de similaridade genética obtida pelo coeficiente de Jaccard foi
feito um dendograma das relagdes entre as cepas isoladas do suco de maracuja e
a cepa padrao B. acidoterrestris DSM2498, empregando-se o método de
agrupamento UPGMA ( Unweighted Pair Group Method Arithmetic Average ) no
programa NTSYS versédo 1.70 (Willians ef al., 1990).

4.2.11. Determinagdo da Resisténcia Térmica dos esporos das
cepas isoladas do suco de maracuja e identificadas como
Alicyclobacillus acidoterrestris.

Das cepas isoladas do suco de maracujd e identificadas como A.
acidoterrestris pela tecnica do RAPD, foram escolhidas 3 (cepas 4, 6 e 7) por
apresentarem elevada similaridade genética com a cepa padrdao DSM 2498.0
ensaio de resisténcia térmica também foi feito para a cepa padriao A.
acidoterrestris DSM 2498, no suco de maracuja.

4.2.11.1. Determinacdo do Atraso Térmico para Calculo dos
Parametros de Resisténcia Térmica pelo Método do Tubo TDT

O atraso termico foi medido para as temperaturas ensaiadas na resisténcia
térmica dos esporos em suco de maracuja: 87,90 e 95°C. Foi utilizado um
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termopar tipo T cobre-constantan Omega Eng. N. ° 36, flexivel, previamente
calibrado.

O termopar foi inserido no tubo TDT de 6,0mm de didmetro interno e 8,0mm
de didmetro externo e 105mm de comprimento, por um orificio feito no seu fundo,
que depois foi selado com silicone e Durepoxi. Para que a junta quente ndo
encostasse na parede do tubo, o termopar foi ajustado com muito cuidade e
centrado. Apds secar a vedacdo, o tubo foi preenchido pela outra extremidade
com o suco de maracuja inoculado com os esporos numa concentracgo de 10’

UFC/ml. O mesmo tipo de tubo TDT foi utilizado no ensaio de resisténcia térmica.

O tubo TDT, entdo, foi selado com macarico em sua outra extremidade.
Inverteu-se o tubo para que a exiremidade do tubo selada com o macarico
tornasse, entéo, o fundo do tubo. Dessa forma, a junta quente do termopar estaria
Jocalizada no centro do tubo. Os dados de temperatura foram medidos por um
aparelho calibrador milivoltimetro Omega Eng. Modelo “CL 5117,

Foi medido o tempo necessario para que 0 suco de maracuja contendo
esporos atingisse a temperatura do tratamento térmico. O afrasc térmico foi
adicionado aos tempos reais de inativacdo térmica dos esporos nos ensaios de
resisténcia térmica.

4.211.2. Determina¢@o da Resisténcia Térmica dos Esporos
em Suco de Maracuja

A determinacdo da resisténcia térmica dos esporos foi efetuada pelo
método do tubo TDT em banho de agua.
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Para obter os pardmetros de resisténcia térmica em suco de maracuja,
valores D (minutos) e Z (°C), foram ensaiadas trés temperaturas ( 87, 90 e 95°C).
Para cada temperatura, foram testados cinco tempos distintos, além do tempo
inicial (zero). Somente para o tempo inicial (zero), foi dado o choque térmico de
ativag@o de 70°C/20min, nos esporos, previa & quantificacéo.

Foram distribuidos 0,2 m! da suspenséo de esporos (10 " UFC/ml) e 1,8 ml
do suco de maracuja, previamente esterilizado em cada um dos tubos TDT (8,0
mm didmetro externo; 6,0 mm de didmetro interno a 105 mm de comprimento),
que foram selados com macarico. Os tubos TDT foram submetidos ao tratamento
térmico, em banho de agua a temperatura controlada. Aos tempos de tratamento
térmico dos esporos, foram acionados os respectivos tempos de atraso térmico.
Por fim, os tubos foram levados ao resfriamento imediato em banho de gelo, até
temperatura ambiente.

Alem da contagem inicial ( tempo “0”), foram determinados os sobreviventes
apbs os 5 periodos de aquecimento. Para cada periodo de aquecimento foram
utilizados 2 tubos TDT e a contagem de sobreviventes foi efetuada em placas de
agar BAM |, pelo método de profundidade, em duplicata. As placas foram
incubadas a 50°C por um periodo de 7 dias.

Com os dados obtidos, foram graficados o logaritmo do numero de
sobreviventes versus o tempo de aquecimento real nas temperaturas estudadas e,
em seguida, foi realizada regressédo linear dos dados, pelo Microsoft Excel, para
determinacéo dos valores de D. Parg obtenc&o do valor de Z, foram graficados os
logaritmos de D versus as temperaturas ensaiadas e realizada a regresséo linear
dos dados, também pelo Microsoft Excel.
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5. RESULTADOS

5.1. Quantificagdo dos esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris

DSM 2498 viaveis presentes na suspensdo:

A quantificagdo de esporos de A acidoterresiris DSM 2488, viaveis,
oresentes na suspenséo foi realizada pelo metode de plagueamento em
profundidade em dgar BAM, com incubacdo a 50°C até contagem constante. O
resuitado medio das contagens obtidas foi de 3.0x10'UFC esporos/mi de
suspensao, a qual foi utilizada como padrao durante todo o trabatho. FPara a cepa
4 . o resultado obtido foi de 1,7x107esporos/ml, para a cepa 6, foi de

2 4x107esporos/ml e para a cepa 7 foi 1,2x107 esporos/mi.

5.2. Determinagac das condi¢gdes stimas de tempo e temperatura

para ativagdo dos esporos de A.acidoterrestris DSM 2498,

O A.acidoterresfris possui esporos com elevada resisténeia térmica,
sobrevivendo ao fratamento de pasteurizacdo usuaimente empregado nas
industrias de suco, permanecendo em estado dormente neste alimento. Faz-se
necessario uma ativacio quando deseja-se isolar e/ou enumerar os esporos deste

organisma que porventura estejam presentes .

A ativacdo do esporo & um fendmeno fisico, provaveimente relacionada a
reconfiguragdo molecular, e os tratamentos responsaveis pela ativagdo sao a
ionizacao, radiagdo, agentes redutores, pH extremo e mais comumente o calor,

onde & portanto denominada de ativacao térmica.
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No estudo da determinacdo das condicdes dtimas de tempo e temperatura
para ativacdo dos esporos de A acidoterrestris DSM 2498, em suco de abacaxi e
suco de maracuja os resultados obtidos estdo contidos no Figura 2 e Figura 3 |
respectivamente. Os resultados correspondem 4s médias das contagens em

triplicadas.

Dos resultados obtidos na Figura 2, foi observado gue o tratamento de
ativagdo a 70°C / 20 min foi ligeiramente melhor para os esporos de A
acidoterrestris DSM 2498 em suco de abacaxi, seguido peio bindmic 60°C/ 60 min.
Spiittstoesser et al (1994) observaram que o tratamento térmico de 80°C / 80 min
foi o que apresentou meihores resuitados para a ativacdo de esporos de A

acidoterrestris inoculados em diferentes sucos de frutas.

1.00E+03 2

1,00E+01 -

Esporos de Alicysiobaciilus acidoterrestris DSM 2488
{esporosimi)

+ 0GE+0C
BOCIB0 min BO°CY30 min  TE°CI20 min 88°C/5 min 80°CH 0 min 20°C/30 min  ebuiicdo!S min

Tratamento Témice

Figura 2. Contagem de esporos de A. acidoterrestris DSM 2498 em suco de
abacaxi pH 3,9 apds chogue térmico, em agar BAM com incubacgéo a 50°C por 7

dias. Os resultados correspondem as médias das triplicatas.
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Figura 3. Contagem de esporos de A .acidoferrestris DSM 2498 em suco de
maracuja pH 3,7 apds choque térmico, em agar BAM com incubacao a 50°C por 7

dias. Os resultados correspondem as médias das triplicatas.

Na Figura 3, onde estdo os resultados dos ensaios em gue foi utilizado o
suco de maracuja como meio de aguecimento para 0s esporos, os tratamentos
térmicos que se mostraram mais eficientes foram os de 70°C/20 min e 80°C/10
min. Observando gue as contagens obtidas com o bindmio 70°C/20 min foram
ligeiramente superiores as obtidas com o binémio 80°C/10 min, o primeiro
tratamento foi considerado como o melhor. Estes resultados sao os mesmos
encontrados por Eiroa ef al,{1999), que conseguiram uma melhor recuperagao
dos esporos experimentalmente inoculados em suco de laranja integral, quando
utilizou como tratamento de ativacdo 70°C/ 20 min. Tambem Jensem (2000),

considera este bindmio como © melhor para a ativagéo de esporos em diferentes
produtos acidos.
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O choque térmico a 80°C/10min, também apresentou resultados
relativamente satisfatorios para a ativacdo dos esporos inoculades no suco de
maracuja. Petlipher ef al (1997), Pinhatti (1999), Walls & Chuyate (2000b) ¢
Pettipher & Osmundson (2000), relataram que quando foi utitizado este bindmio,
resultou-se num aumenio da contagem de esporos de A acidoterrestris. Somente
Silva et al.,(1989) observaram que as contagens de suspensdes de esporos

ativadas a 80°C /10 min e néc ativadas foi similar.

A ativagdo termica € utilizada por diversos autores, onde diferentes
binbmios tempo / temperatura si&o empregados. Splitstoesser ef al {1998)
utilizando o bindmio de ativagdo 80°C/30min obtiveram o dobro da contagem de
células viaveis, o que indicou que cerca de 50% dos esporos estavam em estado

dormente, necessitando ativacéo para germinar.

Pode-se considerar que a diferenca entre os tratamentos de ativacao
empregados & provavelmente arbitraria e dependente dc meio de aguecimento.

No entanto alguma forma de ativac3do é necessaria.

5.3.Determinacdo do tempo de enriguecimento 6timo para
amostras de suco de maracuja e de abacaxi contaminados
experimentaimente com esporos de A. acidoterrestris DSM
2498,

O tempo de incubacéo da amostra na fase de enriguecimento em caldo
BAM & um parémetro importante para a recuperacdoc dos esporos de A
acidoterrestris que porventura estejam presentes nos sucos de maracuja e

abacaxi.
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Nas Figuras 4 e 5, podem ser observados os resultados dos experimentos
de determinacéo do tempo de enriguecimento 6timo para amostras de suco de
maracujé e de abacaxi, respectivamente, contaminadas experimentalmente com
esporos de A. acidoterrestris DSM 2498 e posterior incubagéo a 50°C.

1.00E+D4

1008402 0

iitus acidotercestris DS 2488 (esporosinl,

1.00E+E1

Espoics de Bac

a 24 48 72 96 120
Tempo de incubagda {horas}

Figura 4. Contagem de esporos de A . acidoferrestris DSM 2498 apos ativagao a
70°C/20 min em suco de maracuja pasteurizado durante o enriquecimento a 50°C
por 120 h, em agar BAM ( pH 4,5).

Dos resultados obtidos na Figura 4, pode-se dizer que o melhor periodo
de enriquecimenta para contagem dos esporos em suco de maracuja foi de 48

horas, j& que a partir do terceiro dia de, a populac@o comegou a decrescer.

Diferentes autores utilizaram a técnica de enriquecimento da amostra para
a deteccdo de Alicyclobacilius em alimentos. Cerny et af,(1984) guando isclaram
este organismo de sucos reconstituidos, primeiramente promoveram o
enriquecimento da amostra em caldo BSSA para posterior plaqueamento em agar
BSSA. A mesma metodologia foi utilizada por Mcintyre et al.,(1995) onde o meio

de enriguecimento foi o Caldo Thermoacidurans.
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Os resultados obtidos nesta pesquisa para suco de maracujd, vem
confirmar o que foi descrito por autores como Eirca ef al,(1999) que também
utilizaram como tempo de enriguecimento de amostras de suco de laranja o
periodo de 48 horas, pois este oferecia melhores condi¢bes de recuperacéo de
esporos. Este mesmo periodo de enriquecimento foi utilizado por Walls & Chuyate
(2000b}, quando isolaram Alicyclobacilius de amostra de sucos de frutas.

Alguns autores consideram que este periodo de enriquecimento &
extremamente necessario para permitir o desenvolvimenio dos organismos que
estejam presentes. Pettipher & Osmundson (2000) sugeriram um método de
detecgdo (presenca / auséncia) de A . acidoterresiris em alimentos, considerando
gue um pericdo de enriquecimento da amostra, em agua destilada estéril | de 48
horas € o ideal para permitir o desenvolvimento destes organismos, para
posteriormente fazer o isolamento em placas com &gar seletive. Os autores
consideram que a sensibilidade deste método € grande, podendo detectar 1célula
/ mi de suco concentrado ou por 100 ml do produto final.

Na Figura 5, correspondente aos resultados do ensaio em que foj utilizado o
suco de abacaxi, o pericdo de enriguecimento que demonstrou ser mais
satisfatorio foi a 24 horas. Apds 48 horas, houve uma acentuada reducéc da
populagdo. Acredita-se gue esta redugdo possa ter ocorrido no suco de abacaxi,
pois este n&o & um substrato ideal de crescimento para Alicyclobacillus, como 4
observado por diversos autores { Splittstoeser,1995: Walls & Chuyate 2000b}.

Os resultados obtidos nesta pesquisa para o suco de abacaxi sdo os
mesmos observados por Pinhatti (1999) para suco de laranja concenirado. Este
mesme autor acredita gue o ciclo de crescimento do A . acidoterrestris é bastante
rapido, justificando assim o periodo de enriquecimento relativamente curto, de 24
horas. Porém Silva et a/,(1999) e Walls & Chuyate (2000b) consideram que este
organismo tem um ciclo de crescimento bastante longo, sendo necessario um
periodo de enriquecimento de no minimo 48 horas.
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Figura 5. Contagem de esporos de A acidoterrestris apbds ativagdo a 70° C /7 20

min em suco de abacaxi pasteurizado e incubado a 50°C por 120h, em agar BAM

(pH 4,5).

5.4.1solamento de Alicyclobacillus a partir de amostras de sucos
comerciais pasteurizados de abacaxi e maracuja.

Foram isoladas um total de 90 cepas de bactérias esporogénicas
termoacidofilas, sendo todas provenientes do suco de maracuja (Tabela 6). Nao
ocorreu nenhuma amostra positiva para 0 suco de abacaxi.

As amostras de suco de maracuja que apresentaram positividade para
Alicyclobacillus n&o apresentavam evidéncias sensoriais de deterioracdo. E
importante observar que a incidéncia desta bactéria ndo esta diretamente
refacionada com a deterioracdo. Sua presenca nem sempre estd associada a
alteracbes no produto. A detecgdo de Alicyciobacifius em sucos de frutas n&o
deteriorados, tambem por outros autores como Prevedi et al (1995), Eirca ef al.,
(1999) e Pinhatti (1999), Walls & Chuyate (2000a) sugerem que a deterioracdo

pode ser incidental, requerendo condicSes adequadas para © seu
desenvolvimento.
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Observou-se lotes do suco de maracuja com ailta porcentagem de amostras
presuntivamente positivas para a presenga de Alicyclobacillus, como no caso dos
lotes E e F que apresentaram 100 % de amostras positivas. Os lotes G, |, e J
apresentaram também elevada porcentagem de amostras positivas. Em outros
lotes ndo foram evidenciados esporos de bactérias suspeitas de ser
Alicyclobacillus {Lotes A B .C H K e L) Mesmo assim, nos iotes com elevada
positividade de amostras a contagem de esporos termoacidéfilos nestas, foi
baixa, variando o NMP/100ml, entre 1,1 e >23.0 limite de deteccéo de esporos do
método foi 1,1 NMP/100mi {Tabela 6).

Tabela 6: Ocorréncia de esporos de Dbactérias esporogénicas
termoaciddfilas em amosiras de suco de maracuigd comercial

pasteurizado, exiraido em diferentes epocas do anao.

Fpoca Lote Amostras Cepas  Amostras positivas Esporos

do ano examinadas isoladas termoacidcfilas
("% (n% (NMP/100 mi)
n° %
margo A 4 G 0 0 < 1,1
abril B 4 0 0 0 < 1,1
abril C 4 0 0 0 <11
maio D 5 1 1 20 1.1
junhio E 5 45 5 100 9.2: 16,1, >23;
>23, >23
junho F 5 39 5 100 >23; 6,9, 12,0;
>23; 16,1
julho G 5 2 1 20 2,2
julho H 5 0 0 0 < 1,1
julho E 5 2 2 40 1,1 1.1
agosto J 5 2 2 40 2,2 11
agosto K 5 0 0 0 <11
agosto L 5 0 0 0 <11
TOTAL 57 S0 16 28,1
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Todas as cepas isoladas, provenientes do suco de maracuja, tinham a
propriedade de apresentar no meio de crescimento forte odor desagradavel

caracteristico , adstringente e levemente acido.

O aspecto das colénias foi bastante similar entre todas elas. Estas
apresentaram-se com cor creme, ftranslucidas a opacas, com bordas lisas a
ligeiramente irregulares, com diametro variando de 2 a 4 mm. Todas as cepas
apresentaram semelhancas macroscopicas, porém puderam ser reunidas em 2
grupos diferentes devido a algumas variagdes nas caracteristicas microscopicas.
Assim, 10 cepas apresentaram esporos ligeiramente arredondados e maiores,
com localizag&o central, dentro do esporangio ligeiramente dilatado, € 80 cepas
caracterizaram-se por possuirem esporos cilindricos, sub-terminais com

esporangio dilatado ( Anexo 1).

A seguir foram escolhidas 16 culturas contendo isolados representativos
dos dois grupos que apresentaram caracteristicas similares, para determinar o

perfil biogquimico.

Observa-se que nos meses de junho e julho ocorreu uma maior incidéncia
de esporos de termoaciddfilas nas amostras de suco de maracuja, seguido pelo
més de agosto. Esta elevada positividade pode ser devido a que estes meses sio
caracterizados pelo clima seco, onde devido ao baixo indice pluviométrico, ocorra
um acumulo de poeira, e sabendo-se que o solo € o habitat natural dos
Alicyclobacillus, estes possam ficar depositados nas superficies das frutas,
principalmente © maracujd que apresenta uma superficie bastante rugosa.
Resultados semelhantes foram relatados por Eguchi et al. ,(2001c), quando

observaram que frutas colhidas imediatamente apds um dia chuvoso ou em
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estacbes chuvosas apresentaram contagens significativamente menores de
esporos de bactérias termoacidofilas, quando comparada com as contagens das
frutas coletadas nas estacdes de auséncia de chuva. Estes resultados apontam
que a principal fonte de contaminag@o dos Alicyclobacillus nas indistrias é a
propria fruta e um sistema eficiente de lavagem e sanificacdo das mesmas poderia
reduzir o numero deste organismo j& nas primeiras etapas de processamento dos

SuUces.

O uso de sanificantes, como o cioro ou o cloreto de sodio inativam em parte
0s esporos presentes na superficie das frutas, porém devido a inacessibilidade
dos esporos , geraimente localizados nas fissuras e rugosidades, em particular do
maracuja, e sabendo-se que a superficie das frutas é hidrofébica, ocorre uma
protecao natural aos esporos contra o contato com as solucbes aquosas dos
sanificantes. Doyle (1999) e Orr & Beuchat (2000) sugerem o uso de solventes ou
surfactantes em conjunto com os sanificantes e uma operag&o de lavagem mais

vigorosa das frutas para melhorar a acdo dos sanificantes em inativar os esporos.

Nenhum isolamento ocorreu a partir das amostras de suco de abacaxi. Os
resultados obtidos para este suco estdo de acordo com as observacdes realizadas
por Splittstoesser ef al,,(1995) e por Wails & Chuyate (2000b). Estes autores
inocularam uma populagdo conhecida de esporos de A acidoterrestris em
diferentes sucos comerciais, incluindo o de abacaxi com pH 3,8 e 13,4°Brix, para
Splittstoesser ef al.,{1995),0u pH 3,61 e 13,0°Brix para Walls & Chuyate (2000b).
Nos dois estudos realizados foi constatado o crescimento desta bactéria na
maioria dos sucos. O mesmo n&o ocorreu para o suco de abacaxi, ou sucos que
continham abacaxi na formulagdo onde foi observado um decréscimo da

populagao. As caracteristicas do suco de abacaxi estudado nesta pesquisa onde
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tentou-se isolar Alicyclobacilius séo semelhantes as caracteristicas dos sucos

estudados pelos autores citados, ou seja, pH 3,8 e 12°Brix.

Mcintyre ef af.,(1995), relatam que a sobrevivéncia e a capacidade de
germinacédo dos esporos em sucos, depende da sua concentragdo inicial e
principalmente da caracteristica do suco em que se encontra. Podem ocorrer
inibidores naturais no produto (ex: benzaldeido em odleo de laranja; compostos

fendlicos em uvas ) previnindo ou retardando o crescimenio nos sucos.

Ainda Splittstoesser et al.,(1995) investigando a raz&o de porque s ocorrer
o crescimento de A. acidoterrestres em suco de uva branco € ndo em suco de uva
vermelho, constataram que o fator inibitéric neste suco era devido a presenca de
compostos fendlicos provenientes das uvas vermelhas. Algo similar poderia talvez
ocorrer para o0 suco de abacaxi, onde a existéncia de algum fator inibitério (talvez
enzimas como a bromelina) em sua constituicdo, possa interferir no
desenvolvimento do A. acidoterrestris, visto que seu pH e sua concentragdo de
sOlidos solaveis s@o compativeis para o desenvolvimento de bactérias
esporogénicas termo-aciddfila como os Alicyclobacilius. Até o momento nao esta
muito claro o porque certos produtos suportam o crescimento € germinacao deste
organismo e outros nao,e maiores estudos a este respeito necessitam ser

conduzidos.

Considerando os resultados dos ensaios para determinacéo do tempo 6timo
de enriquecimento a 50°C de esporos de A. acidoterrestris DSM 2498 em suco de
abacaxi (Figura 5), onde foi constatado decréscimo da populagdo da bactéria, o
isolamento de esporos termo-aciddfilos a partir deste suco, poderia no ter sido

executado. Porém o experimento foi realizado, visto que o mesmo seria realizado
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em meio BAM onde o suco de abacaxi estaria diluido. Também foi contemplada a
possibilidade da ocorréncia de um numero elevado de esporos em abacaxi que

poderiam vir a ser detectados.

Como & sabido, os Alicyclobacillus sobrevivem ao processo de
pasteurizagdo usualmente empregado para sucos de frutas. Porém o seu
crescimento nos meios de cultura é bastante vagaroso ( Walls & Chuyate, 1998),
podendo n&o ser detectado durante os testes de rotina em laboratérios de controle
de qualidade. Este organismo representa um novo desafio para as inddstrias
processadoras de suco, onde a qualidade destes produtos poderia ser inicialmente

avaliada pela presenca de Alicyclobacillus.

5.5.ldentificacdo bioquimica das cepas isoladas do suco de

maracuja pelo sistema API CH 50.

N&o foram obtidos resultados satisfatorios com o uso do sistema APl CH
50, pois nao foram observadas variacbes nitidas na viragem do indicador.
Somente foi possivel agrupar as cepas em subgrupos com perfil bioguimico

semelhantes.

A identificag&o bioquimica de isolados provenientes de alimentos Acidos
pelo uso do sistema APl CH 50 foi utilizada por diferentes autores. Prevedi et al.,
(1995) caracterizando 4 isolados provenientes de sucos de frutas, nao
conseguiram obter um perfil bioquimico que apresentasse semelhancas entre
eles. Estes autores consideram que o sistema APl CH 50 oferece resultados

dificeis de serem interpretados, e que a execucdo do teste é bastante |laboriosa.
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Também Petthipher ef al,(1997), observaram resultados pouco consistentes
quando utilizaram o sistema tanto a 37°C como a 44°C. Estes resultados estdo de
acordo com as observagdes de Eiroa ef e/.,(1999), trabalhando com a identificacdo
de cepas isoladas de bactérias termoaciddfilas isoladas de suco de laranja. Este

método n&o foi considerado apropriado para a identificacdo de A. acidoterrestris.

5.8. Determinacgéo da Similaridade Genética pela Reacgdo de RAPD.

Os padrbes de bandas (presenca e auséncia) foram utilizados para
determinar o grau de similaridade genética entre as cepas isoladas do suco de

maracuja e o A. acidoterrestris DSM2498.

Sémente o Primer 1 e o Primer 2 amplificaram o DNA dos isolados (Figura

6 e Figura 7}, 0 mesmo n&o ocorrendo para o Primer 3.

Agrupando-se os dados obtidos pela amplificagdo com o primer 1 e com o
primer 2 ,obteve-se um dendograma, conforme a Figura 8. Considerando 0,20 de
similaridade, podemos dividir os isolados em 2 grandes grupos. Um grupo
contendo 2 cepas padréo de A.acidocaldarius (n°17 e n°18) e 1 cepa padrio de A.
cycloheptanicus (n°19) ,e outro grande grupo envolvendo as demais cepas, onde
neste grupo existem isolados com 95% de similaridade genética com a cepa
padréo A acidoterrestris DSM 2498 (n°20 e n°21) como é o caso dos isolados n°
2.8, 9,11,12,13. Os isolados 4,6 e 7 apresentaram uma similaridade genética com
a cepa padréo DSM em torno de 99% . A menor similaridade genética com a cepa

padrao foi observada para as cepas n°10 e 15 (aproximadamente 60%).
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Nove das 43 cepas isoladas do lote E, foram submetidas ao RAPD. Destas,
as cepas 4, 6, e 7 (isolados 14, 25 e 27;Anexo 1), apresentaram uma similaridade
genetica muito alta com a cepa padréo DSM 2498, em torno de 99%. Os sucos
provenientes do lote E apresentaram elevada incidéncia de bactérias
termoacidofilas (Tabela 6). Estes sucos foram extraidos no més de julho, época do
ano que ocorre escassez de chuva, favorecendo o acumulo de poeira e solo nas
frutas, favorecendo assim a presenca de esporos de A . acidoterrestris nas
superficies das mesmas. As caracteristicas macroscopicas destas 3 cepas se
apresentaram bastante similares, no entanto a cepa 6 (isolado 25) apresentou
caracteristicas microscopicas um pouco distinta das demais ( Anexo 1).

Duas cepas das 39 isoladas do lote F, foram também submetidas aoc RAPD.
Destas cepas, a n° 10 (isolado 58 ) apresentou uma baixa similaridade com a cepa
padrao DSM 2498, em torno de 70%, j& a similaridade da cepa n°11( isolado 59 ),
também do-lote F foi em torno de 95% .

A Similaridade Genética entre a cepa 12 (isolado 83) , proveniente do lote
G e a cepa padrédo DSM 2498, foi superior a 95%. Esta cepa n®12, demonstrou
como caracteristica microscopica, esporos maiores que os observados para a
cepa padrao. Os sucos provenientes deste lote, foram extraidos no més de jutho,
um dos periodos do ano em que a incidéncia de Alicyclobacillus foi maior ( Tabela
B8).

Uma cepa proveniente do lote |, e duas cepas proveniente do lote J foram
também examinadas pelo mesmo método. Para a cepa n® 13 (isolado 85), do lote
I, foi observada uma similaridade genética com o A. acidoferrestris DSM 2498
maior que 95%, e tanto as suas caracteristica microscopicas como as
macroscopicas foram bastante semelhantes as da cepa padrdo. Para as cepas do
lote J, cepa n°14 (isolado 87) e 15 (isolado 88), a similaridade com a cepa padrao
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nao foi to alta, sendo que a cepa n° 15 apresentou a menor similaridade dentre
todas as cepas estudadas, em relagdo a cepa padréo, em torno de 60%.

Os valores de Similaridade Genética com a cepa padréo DSM 2498, obtidos
pela cepa n°14 (isotado 87), do lote J, e da cepa n®186 (isolado 90), proveniente do

lote D, foram semelhantes, préximos de 90%.

M 1 2 34 5 6 7 8 9 10 1112 13 14 1516 1718 19 2021 B

Figura 6. Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA
gendmico de 21 cepas com o Primer 1. As amostras estdo ordenadas da
esquerda para a direta conforme estabelecidos na Tabela 4. B. corresponde
ao branco da reagao e M ao marcados de 500 pares de bases (DNA.Ladder
GIBCO - BRL).
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M1 2 34 5 6 7 8 910 1112 13 1415 16 17 18 19 2021 B

Figura 7. Analise eletroforética dos produtos de amplificacdo do DNA
gendmico de 21 cepas com o Primer 2. As amostras estao ordenadas da
esquerda para a direta conforme estabelecidos na Tabela 4. B. corresponde
ao branco da reacgdo e M ao marcados de 500 pares de bases (DNA Ladder
GIBCO - BRL).

A reacdo de RAPD aplicada aos isolados das amostras de suco de
maracuja, constatou elevada similaridade genética com os esporos do A
acidoterrestris DSM 2498, sugerindo serem microrganismos da mesma espécie,
pois os primers utilizados foram obtidos a partir da regido 16S do rDNA, que é
uma regiao altamente conservada para organismos da mesma espécie. Os dados
da Figura 8 demonstraram que os isolados do suco de maracuja cepas 1 a 16
(exceto as cepas 10 e 15 ), apresentaram uma alta similaridade genética com as
cepas padrdoc 20 e 21 de A.acidoterrestris DSM 2488, e baixa similaridade
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genética com as cepas 17 e 18 de A. acidocaldarius e com a cepa 19 de A
cycloheptanicus

Tabeia 7: Grupos e subgrupos de cepas iscladas de suco de maracuja &
cepas padrado, com base no dendograma da Figura 8.

Grupo Subgrupec Cepa Origem
A E 1 Suco de maracujé
2 Suco de maracuja
3 Suco de maracuja
4 Suco de maracuja

5 Suco de maracuja
8 Suco de maracyja
7 Suco de maracuja
8 Suco de maracyja
S Suco de maracuja
11 Suco de maracyja
12 Suco de maracuja
13 Suco de maracuja
14 Suco de maracuja
15 Suco de maracuja
20 B. acidoterrestris DSM 2498
21 B. acidoterrestris DSM 2498
1 10 Suco de maracuja
15 Suco de maracuja
B I 17 B. acidccaldaricus CCT 2480
18 8. acidocaldaricus CCT2490
E 19 B. cycloheptanicus CCT4382
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Figura 8. Dendrograma obtido pelo agrupamentc dos dados de
amplificagcdo do DNA de 21 cepas, pelos Primers 1 e 2. A identificacéo

completa das cepas enconira-se na Tabela 4.

Yamazaki ef al,(1997b)

identificaram como A .acidoterrestris algumas cepas provenientes de sucos de

usando esta mesma técnica de RAPD,

frutas no Japao . Estas cepas também apresentavam elevada similaridade
genetica, em torno de 90%, com a cepa padrdo DSM 2498.
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5.7.Determinacédo do Atraso Térmico em Suco de Maracuja pH 3,5
para Calculo dos Parametros de Resisténcia Térmica dos

esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris, pelo Método do
Tubo TDT.

Tabela 8: Determinac&o do atraso térmico para diferentes temperaturas,
utilizando suco de maracuja pH 3,5 pelo método do tubo TDT, com auxilio
de termopar flexivel tipo T cobre-constantan.

Temperatura Tempo de atraso térmico
(°C) (minutos / segundo)
87 167"
90 136
95 115

*Resultados referentes as médias dos atrasos térmicos encontrados.

Os valores meédios dos atrasos obtidos para cada temperatura foram
utilizados durante os ensaios de resisténcia térmica, sendo adicionados aos
tempos de aquecimentos reais do ensaio.

5.8.Resisténcia térmica de esporos identificados como A

acidoterrestris e da cepa padrio DSM 2498 em suco de
maracuja pH 3,5.

Os indices de redugdo decimal (valores de D) de esporos de A .
acidoterrestris sao extremamente variaveis, sendo afetados pelas condicbes de
crescimento deste microrganismo e pelo meio em que 0s esporos sio aquecidos.

Neste trabalho foi determinado a resisténcia térmica de esporos de 3 cepas
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identificadas como A . acidoterrestris pela técnica do RAPD, e também da cepa
padrédo DSM 2498 .em suco de maracujg pH 3,5 e 12°Brix. Os valores D obtidos
em suco de maracuja para a cepa padrdo DSM 2498 a 87, 90 e 95°C, foram
19,89; 4,79 e 1,39 minutos, respectivamente ( Tabela 9 ).

Tabela 9: Resisténcia Térmica dos esporos de A. acidoterrestris DSM

2498 em suco de maracuja p H 3,5.

Temperatura Tempo de Média de LogdoN°de | D(min) i R2?
°C) Agquecimento . Sobreviventes | Sobreviventes
(min) (UFC/mi)
0 4,00E+06 6,602
30 3,00E+05 5,477
87 60 2,70E+04 4,431 19,9 | 0,989
80 1,50E+03 3,176
120 1,10E+01 1,041
0 2,50E+06 6,398
5 3,00E+05 5477
0 10 1,50E+04 4,176 48 0.970
15 3,60E+03 3,556
20 4, 10E+02 2,613
25 1,10E+01 1,041
0 3,50E+06 8,544
2 2,50E+05 5,398
95 4 1,60E+04 4,204 14 0,976
6 1,20E+03 3,079
8 1,00E+01 1

UFC/ml : Unidades Formadoras de Coléniasfmi. Contagem em agar BAM
por plaqueamento em profundidade. Incubag@o a 50°C/7dias. Os resultados

correspondem 4s médias das duplicatas.
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Acredita-se que os Alicyclobacillus, principalmente por possuirem como
componente celular em sua membrana, o acido graxo e-ciclohexil undecandico,
possa ser um dos fatores gue contribua para sua sobrevivéncia a baixos niveis de
pH e altas temperaturas, e esta estrutura circular auxitia na estabilidade do core e
da membrana (Pontius ef al., 1998). Devido a estas habilidades , este organismo

tornou-se uma grande preocupacao para a industria de sucos de frutas.

Varios autores tem investigado os parametros de resisténcia térmica de A.
acidoterrestris em tipos diferenies de sucos de frutas. Eiroa et al,(1999)
estudando a resisténcia térmica desta bactéria em sucos de laranja, inoculou uma
suspenséo de esporos da cepa padrao A.acidoferrestris DSM 2498 no suco e

obteve 0s seguintes resultados, Dgsee=50,0 min; Dggec=16,9min € Dgsc=2,7min.

Em um estudo recente, Silva et al. (2000), usandoc como meio de
aquecimento a polpa de cupuacu ( Theobroma grandiflorum) , determinou a
resisténcia térmica da cepa padréo A . acidoterrestris. O estudo foi conduzido a
temperaturas entre 85 e 97°C. Verificando os resuliados obtidos pelo autor |
Dg1oc=4,57min , e comparando aos obtidos no suco de maracuja, nesta pesquisa
Dgnec =4,79 min, ambos indicam a elevada resisténcia iérmica desta bactéria em

produtos acidos.

Para o ensaio de resisténcia térmica das 3 cepas identificadas como
A acidoterrestris,0s resultados obtidos estdo nas Tabelas 10, 11 e 12

respectivamente.
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Tabela 10: Resisténcia térmica da Cepa 4 em suco de maracuja pH 3,5

Temperatura Tempo de Média de Log da meédia D (min), R2
(°C) Aquecimento | Sobreviventes de
(min.) (UFC/mi) Sobreviventes
0 3,60E+06 6,556
30 2,50E+05 5,398
87 60 1,20E+03 3,079 28,9 0,999
80 2,20E+02 2,342
120 1,00E+01 1
0 6,00E+06 6,778
5 1,90E+06 6,279
0 10 4,00E+04 4,602 80 0989
15 1,10E+04 4,041
20 3,30E+03 3,518
25 5,00E+02 2,699
0 6,00E+086 8,778
2 1,00E+05 5
95 4 1,00E+03 3 2,0 11,000
6 1,00E+02 2
8 1,10E+01 1,041

UFC/mI - Unidades Formadoras de Coldnias/mi. Contagem em agar BAM

por plagueamento em profundidade. Incubacéo a 50°C/7dias. Os resultados

correspondem as meédias das duplicatas
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Tabela 11: Resisténcia térmica da Cepa 6 em suco de maracuja pH 3,5

- Temperatura Tempo de Média de Log da média D (min)| R?
; (°C) Aguecimento | Sobreviventes de
(min) (UFC/mi) Sobreviventes
0 4 10E+06 6,613
30 3,70E+05 5,568
87 60 1,20E+04 4079 - 209 1,000
80 2,50E+02 2,398
120 1,80E+01 1,255
0 3,90E+06 6,591
5 5,10E+05 5707
10 4 50E+04 4653
90 42 059899
15 2,10E+03 3,322
20 1,20E+02 2,079
25 1,00E+01 1
0] 5,30E+06 6,724
2 4,20E+05 5,623
4 3,80E+04 4,580
85 1,9 10,998
6 2,10E+03 3,322
8 2,00E+02 2,301
10 2,30E+01 1,361

UFC/ml : Unidades Formadoras de Coldnias/mi. Contagem em agar BAM
por plagueamento em profundidade. Incubacdc a 50°C/7dias. Os resultados

correspondem as médias das duplicatas.
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Tabela 12: Resisténcia térmica da Cepa 7 em suco de maracuja pH 3,5

Temperatura Tempo de Médiade ' Logdamédia D (min)| R2
(°C) Aguecimento | Sobreviventes de
{min) (UFC/mi) Scbrevivenies
0 5,10E+06 6,707
30 4 50E+05 5,653
87 60 3,50E+03 3,544 25,7 10,985
80 4 10E+02 2612
120 1,50E+01 1,176
0 4,10E+06 6,613
5 3,50E+05 5,544
10 1,20E+04 4079
90 4,7 10,990
15 2,50E+03 3,398
20 2,10E+02 2,322
25 1,30E+01 1,114
0 3,60E+06 6,556
2 2,40E+05 5,380
4 2,10E+04 4,322
95 1,8 11,000
6 1,60E+03 3,204
8 1,20E+02 2,079
10 1,00E+01 1

UFC/ml : Unidades Formadoras de Coldnias/ml. Contagem em agar BAM
por plagueamento em profundidade. Incubagdo a 50°C/7dias. Os resultados
correspondem as meédias das duplicatas.

Alguns autores investigaram os parametros de resisténcia térmica de
Alicyclobacillus acidoterrestris, porém nenhum a partir de suco de maracuja.
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Mcintyre et al ,(1985), estudando a resisténcia térmica de A.acidoterrestris
isolados de sucos de frutas, usou temperaturas tipicas de pasteurizacio (87 7;
91,1 e 95°C), e com os valores D obtidos verificaram que os esporos de
Alicyclobacifius podem sobreviver a esses tratamentos térmicos usualmente

empregados aos sucos.

Spilittstoesser et al.,(1994), em um ensaioc semelhante a esta pesquisa,
incculou esporos isolados de sucos comerciais em sucos estéreis e determinou a
resisténcia térmica desses esporos em sucos de uva (pH3,3) e suco de magé (p H
3,5). As temperaturas utilizadas pelcs autores foram : 85, 80, 95°C. Para o suce
de uva os valores D obtidos foram 57min; 16min e 2,4min respectivamente. Os
resultados obtidos(valores D) para o succ de maca foram 58 min; 23min e 2 8min.
Comparando-se 0s resultados desta presente pesquisa com os acima citados |
verifica-se que tanto a cepa padrdo DSM 2498 como as cepas isoladas do suce de
maracuja possuem uma resisténcia térmica menor do que a obtida por
Splittstoesser ef.al.,(1994). Isto poderia ser atribuido ac meio de aquecimento dos
esporos, que nos dois ensaios foram diferentes, ou seia suco de uva ou macgé e

suco de maracuia.

Pontius ef al,(1998) tambem observaram que a resisténcia térmica das
cepas de A . acidoterrestris por eles estudadas foi maior que a relatada guando
estas mesmas cepas foram usadas em um estudo conduzido por Splitistoesser et
al (1898), pois 0 meio de esporulacdo usado nas pesquisas de Pontius et al (1998}
foi o PDA pH 5,6 e 0 meio de esporuiac@o para o estudo de Splittstoesser foi PDA
pH 3,5.

Pelos resultados aqui obtidos e comparando-os com os de diferentes

autares, torna-se claro que a diferenca nos valores D obtidos para uma mesma
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cepa reflete nas diferencas das condigbes de esporulagdo e no efeito do meio de

aquecimento.

Na Figura 9, pode ser observada a curva de sobrevivéncia das cepas
identificadas como A . acidoferrestris & da cepa padrdo DSM 2498 em suco de

maracuja com pH 3,5 e temperatura de 87°C.

TETE

1245 b

1E+4 L

tE+3 -

1E+2 i

N° de sobreviventes {Escala Log)

a 20 40 80 3] 100 120 140

Tempe (minj

Figura 8. Curva de sobrevivéncia das cepas identificadas como A . acidoterrestris

e da cepa padrao DSM 2498 em suco de maracuja com pH 3,5 e temperatura de

87°C.
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De acordo com a Figura 9, observamos que a cepa mais resistente ¢ a
cepa 4, isolada de suco de maracujd, seguida da cepa 7, da cepa 8 e por fim a

cepa padrdo, quando a temperatura utilizada foi 87°C.

Todas as cepas demonsiraram um comportamento logaritmico com relagaoc

ao tempo de aquecimento a temperatura constante.

Quando a temperatura de aguecimento dos esporos foi de 80°C, os
resultados obtidos, também englobando as cepas estudadas podem ser

observadoes no Figura 10.

a(epa Padrdo -0 = 4,79 R¥= g 498 o {Cepad-0=802,R*=0,
Cepa -0 =417, R%= 100 =Cepaf-D =471 R*~

TE+G e

tE+5 e

1Ers £2

1E+3

{E+7 =

N° de sobrevivenies (Escala Log)

tE+1

] 4 13 15 20 25
Tempo (min)

Figura 10. Curva de sobrevivéencia das cepas identificadas como A
acidoterrestris e da cepa padrac DSM 2498 em suco de maracujacompH 3,5¢e &

temperatura de 90°C.
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A cepa 4, apresentou a maior resisténcia térmica & temperatura de 90°C. A
cepa padrdo e a cepa /7 apresentaram uma resisténcia a esta temperatura
bastante semelhante, com valores Do 4,79 € 4,71min, respectivamente . Nestas

condicdes de temperatura, a cepa 6 apresentou a menor resisténcia térmica.

Na Figura 11, podemoes verificar como as 4 cepas estudadas se comportam

em temperaturas de 85°C.

= Cepa Padrdo - D= 1,40, R*= 3,98 +Cepad-D=204,R*=100
CepaB-C= 185, R+ 100 ~Copa7-D=182,R2=100

“TIE+E

1E+5

1E+3 Laaiy

1E+2 &

N° de sobreviventes {Escala Log}

1E+1 L3

A AR T
o 2 4 & 3 12 in

Tempo {min}

Figura 11. Curva de sobrevivéncia das cepas identificadas como A
acidoterrestris e da cepa padrao DSM 2498 em suco de maracuja com pH 3.5 a

temperatura 95°C.

A temperaturas de 95°C, a cepa 4 novamente apresentou maior
resisténcia, seguidas das cepas 6 e 7, sendo que a cepa padrdo apresentou a

menor resisténcia entre as cepas testadas.
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Splittstoesser et al,,(1998) relata que elevando-se a concentracéo dos
sucos, aumenta-se a resisténcia térmica dos esporos. Estes resultados mostram
gue € mais dificil destruir esporos em sucos concentrados do gue em SUCOS
integrais. Este mesmo efeito da concentragdo de sélidos soluveis sobre za
resisténcia termica dos esporos de Alicyciobacillus foi observado por Silva et
al. ,(1999).

Foi observado por Splittstoesser ef a/,,{1998 } que a presenca de sulfitos e
de Acido ascorbico,que 80 conservanies geralmente empregados nos sucos de
frutas, ndo afetou a sensibilidade dos esporos de A, acidoferrestris ao calor
guando utilizado o suco de uva como meio de aguecimento. Porém Komitopoulou
et al.,(1999) observaram gque a nisina, guando empregada em suco de laranja e
suco de magé apresentou a propriedade de reduzir a resisténcia térmica deste
organismo, sendo este efeito mais evidente quando empregou-se temperaturas na
faixa de 80 a 90°C, quando comparada a temperaturas ac redor de 95°C.

Os coeficientes termicos Z, obtidos para as 4 cepas estudadas podem ser
observados na Tabela 13;

Tabela 13 : Coeficiente Z { °C) da cepa padrao DSM 2498 e das 3 cepas
iscladas do suco de maracuja pH 3,5.

Cepa Z(OC)
Cem@ B B 7{}2
Cepa 6 7,97
Cepa7 7,24

Cepa padrdo DSM 2498 7,13
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Verificando os resultados da Tabela 13, pode-se concluir que a cepa que
apresentou maior resisténcia térmica foi a cepa 4, isclada do suco de maracujé |
justificado por apresentar um menor coeficiente térmico (Z), indicando maior
dependéncia da mudanca de temperatura, e também por apresentar valores D,

superiores das demais cepas.

Na Figura 12 pode ser visualizado o comportamento dos coeficientes

térmicos das 3 cepas isoladas do suco de maracuija e da cepa padridc DSM 2498,

I # Cepa Padrde -D=1,40; R*=» 0 98 *Cepal-D=204 R2= 100
| Cepa2 D= 185 R?=1,00 “Cepa3-D=182R* =100
1E+6 . TR .

TE+G =

TE+H

1E+3 &

1E+2

N de sobreviventss (Escala Log}

et b

1E+0 HE2

Temperatura (°C)

Figura 12. Curva de Morte térmica , média de valor D médic das cepas
identificadas como A. acidoterrestris e da cepa padrdoc DSM 2498 em succ de

maracuja com pH 3,5

O coeficiente térmico da cepa padrdo (£=7,13°C) é menor do que a média
dos coeficientes dos 3 isolados do suco de maracuja (Z= 7,41°C), demonstrando

assim sua menor resisténcia térmica.

104



A cepa padrado A. acidoferrestris DSM 2498 utilizada nesta pesquisa foi
isolada originalmente a partir de suco de macgé (Cerny ef al,1984) e as demais
cepas estudadas como ja dito, foi isolada de suco de maracujé. Sabendo-se que a
resisténcia térmica dos esporos bacterianos ¢ influenciado por fatores ambientais
com pH, atividade de 4gua e composicdo do meio, justifica-se a menor resisténcia
térmica atribuida a cepa padrao DSM 2498.

Geralmente umas das temperaturas mais altas usadas na pasteurizacao de
sucos de frutas e de 97°C por alguns segundos { Pontius ef af.,1998). O suco de
maracuja utilizado nesta pesquisa foi pasteurizado utilizando-se no processo o
binémic tempo/ temperatura de 97°C por 15 segundos, dados fornecidos pela
indastria processadora.

Os resultados dos experimentos para a determinacdo da resisténcia térmica
da cepa padrao DSM 2498 em suco de maracujé pasteurizado, demonstram uma
elevada resisténcia térmica desta bactéria, pois os valores D e z obtidos a
temperatura de 95°C s&o bastante elevados, respectivamente 1,4 min e 7,13°C, e
indicam que a pasteurizagdo geralmente empregada nas inddstrias de suco (95-
97°C), n&o ¢ eficiente na eliminagéo das mesmas.

Q processo utilizado na industria fornecedora do suco de maracuja é de
97°C/15 s, e os valores Dgsec =1,4 min e z= 7,13°C, obtidos nesta pesquisa para a
cepa padrao DSM 2498, e usando a equacio:

log(D2 /D1 )=(-1/z) (T2 —T4), onde T & a Temperatura, temos que:

Dg7c= 0,73 min, para a cepa padriao DSM 2498
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O numero de redugdes decimais (y) da cepa padrdo DSM 2498 neste

processo € dado pela seguinte equacao:
y = F/Dgrc, onde F é o tempo do processo

v = 0,34 redugdes logaritmicas.

Dentre as 3 cepas estudadas, isoladas do suco de maracuja, e utilizando-se
os resultados da cepa 4 que apresentou uma resisténcia térmica superior as
demais (Desc=2,04 e z =7,02) , pode-se calcular que:

Dgr-c = 1,04min para a cepa 4

O numero de redugdes que o processo causou nesta cepa pode-se

calcular:

v = F/Dgr-c, onde F é 0 tempo do processo e

v = ndmero de redugdes.

v = 0,24 redugdes logaritmicas.

Percebe-se que o numero de redugbes logaritmicas tanto da cepa padréo
DSM 2498 (y=0,34) com da cepa 4 que apresentou maior resisténcia térmica
(y=0,24), ndo atingem nem 1 reducéo decimal, o que demonstra a necessidade de
medidas de controle mais efetivas para evitar a contaminacdo e posterior

deterioracéo do suco por Alicyclobacilius.

106



Para estabelecer um novo critério de pasteurizagéo no suco de maracujd
que provoque no minimo 3 redugdes decimais, visando eliminar deteriorantes
como no case o A. acidoterrestris, poderia-se predizer as seguintes condicdes:

Para a cepa padrdo DSM 2498 : Dgsc=1,4 min um aumento de Z °C
causaria uma reducio decimal na resisténcia.

z=7,13°C

Des+7,13=102.13°c= 1,4/10 =0,14min

Usando a formula : v = F/Dygz2:c, onde v = 3 e isolando F:

F=25s

Portanto para se obter 3 reducgdes logaritimicas, da cepa padrao DSM 2498,
deve-se utilizar no processo de pasteurizagdo do suco de maracuja a temperatura
de 102,13°C durante 25 s. De acordo com Grice (1993), os sucos de frutas nao
devem sofrer tratamentos térmicos muito rigorosos, nunca superiores a 97°C por
poucos segundos, pois as caracteristicas organolépticas destes sucos seriam
afetadas. No entanto, nesta pesquisa foi simulado em laboratério este tratamento
térmico (102,13°C/25s), no mesmo suco de maracujd estudado e néo foi
observada nenhuma alteraco em suas caracteristicas, como cor, aroma e sabor.

Partindo-se dos dados obtidos para a cepa 4, que demonstrou maior
resisténcia que as demais, para se obter 3 redugdes logaritmicas, o tratamento
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térmico indicado seria o de 102,1°C durante 36s, ¢ que para as industrias de

sucos trata-se de um valor impraticavel, por ser muito elevado.

Para se conseguir uma efetiva reducdo de A. acidoterrestris nos SUCOS, Ou
faz-se um aumento da temperatura de pasteurizacdc sem que isto afete seus
atributos sensoriais, ou também pode-se utilizar simultaneamente com o processo
térmico algum antimicrobiano, como a nisina ( Komitopoulou ef al., 1999 ) que
auxilie na redugio da resisténcia térmica dos esporos desta bactéria. Outra
alternativa para minimizar a presenca destes esporos seria utilizar agentes
surfactantes que auxiliem a eficiéncia dos sanificantes, durante as operacdes de
lavagem das frutas (Doyle ef a/. 1999 ; Orr, 2000).

Pelo exposto, conclui-se que se a matéria prima estiver contaminada
mesmo com uma baixa populaco de A. acidoterrestris, a deterioragio do produto
final podera ocorrer, se condicdes satisfatdrias para o desenvolvimento da bactéria
ocorrerem, devido a alta resisténcia dos seus esporos.
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. CONCLUSOES

. As condigdes otimas de tempo e temperatura para ativacdo dos esporos de A.
acidoterrestris DSM 2498 em sucos de maracujd e abacaxi foram de 70°C por
20 min .

. O melhor tempo de incubagao para enriquecimento em suco de maracuja, de
A. acidoterrestris DSM 2498 foi de 48 hs.

. De um total de 57 amostras de suco de maracuja comercial, foram constatadas
16 (28%) amostras positivas para presenca de esporos de bactérias
termoacidofilas.

. A contaminagdo por esporos de bactérias termoaciddfilas, nas amostras
positivas variou enire 1,1 e >23 NMP/100m! de suco ocorrendo aparentemente
a maior incidencia no més de junho e julho, que sdo meses caracterizados por
clima seco.

. N&o foram obtidos isolamentos de A. acidoterrestris a partir de amostras de
suco de abacaxi.

. O sistema APl CH 50 para identificagdo bioquimica de Baciflus ndo foi
satisfatorio para a identificag&o de Alicyclobacillus.

. O metodo do RAPD sugeriu a ocorréncia de elevada similaridade genética
entre os isolados do suco de maracuja e a cepa padréo Alicyclobacilius
acidoterrestris DSM 2498.
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8. A tecnica RAPD apresentou resultados satisfatérios e reprodutiveis, podendo
ser utilizada como uma ferramenta na identificacdo de Alicyclobacilius.

9. As cepas isoladas do suco de maracujd sobreviveram ao processo de

pasteurizacao, realizado na industria processadora, porém nao provocaram
deterioracao no produto,

10. As cepas isoladas do suco de maracujd apresentaram maior resisténcia
térmica do que a cepa padrao A. acidoterrestris DSM 2498.

11. Os processos usuais de pasteurizacio aplicados aos sucos nao sao suficientes
para destruir os esporas das bactérias termo-acido-tolerantes.Um processo de
102,1°C e 36 s seria adequado para reduzir 3 ciclos logaritmicos da cepa mais
termoresistente isolada neste estudo.

12.0 risco de deterioragdo pode ser minimizado através da adogéo de Boas
Praticas de Fabricagdo e de um correto monitoramento das condicdes do
processamento e do produto final, preccupando-se com lavagem e selecdo da
fruta, com as condicdes de abuso de temperatura na armazenagem e
conservacao do produto.

110



7. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AZUMA, E.; YOKOYA, F.; NOGUEIRA, P.C. Influéncia de A. acidoterrestris nas
caracteisticas sensoriais, microbiologicas e quimicas de suco de laranja
reconstituido. Anais do XVII Congresso Brasileiro de Ciéncia ¢ Tecnologia
de Alimentos. Ceara, 2000.

BAUMGART, J. Merkmale grampositiver bakterien und weitere identifizierung. In:
BAUMGART, J. (Ed.) Mikrobiologische Untersuchung von Lebensmitteln.
Hamburg: Behr's Verlag, 1993. Cap. {V. 8, p.245-260.

BLOCHER, J.; BUSTA, F. Bacterial spore resistance to acid. Food Tecnology,
nov.87-89. 1983.

BORLINGHAUS, A & ENGEL, R. Alicyclobacillus incidence in commercial apple
juice (AJC).Fruit Processing, n7, p.1-5, 1997a.

BORLINGHAUS, A.; ENGEL, R. Alicyclobacillus incidence in commercial apple
juice concentrate (AJC) Supplies — Method development and validation. Fruit
Processing, n.7, p.1-5, 1997Db.

BROCK, T.D.; MADIGAN, M.T. Biology of Microorganism, 6 ed. Prentice Hall,
inc., New Jersey, 1991.

BROUSSEAU, R; SAINT-ONGE, A.; PREFONTAINE, G.; MASSON, L.: CABANA,
J. Arbitrary primer polymerase chain reaction, a powerful method to identify
Bacillus thuringiensis serovars and strains. Appl. Environ. Microbiol., 59
114-119, 1983.

BROWN, K L. New microbiological spoilage challenges in aseptics: Alicyclobacillus
acidoterrestris spoilage in aseptically packed fruit juices. in; OHISSON, T. (Ed)
Advances in aseptic processing and packaging technologies. p.1-14.1996

111



BROWN, K.L. New microbiological spoilage challenges in aseptics: Alicyclobacillus
acidoferrestris spoilage in aseptically packed fruit juices.Food Hygiene
Department, Campden & Chorleywood Food Reserch Association.1985.

BYUN, S. Random amplification of polymorphic DNA typing of Listeria
monocytogenes isolated from meat. Int. Journal of Food Microbiology, 69:
227-235, 2001.

CAETANO-ANNOLLES, G.; BASSAM, B.J.; GRESSHOFF, P.M. DNA amplification
fingerprinting using very short arbitrary oligonucleotide primers. Bio/Technol.,
9: 553-557, 1991.

CANCILLA, M.R;; POWELL, I.B.; HILLIER, AJ.; DAVIDSON, B.E. Rapid genomic
fingerprinting of Lacfococcus /lactis strains by arbitrary primed polymerase
chain reaction with 32P and fluorescent labels. Appl. Environ. Microbiol., 58:
1772-1775, 1992.

CERNY, G; DUONG, A; HENNLICH, W. MILLER, 8. Alicyclobacilius
acidoterrestris: influence of oxygen content on growth in fruit juices. Food
Australia, 52(7): 286-289, 2000.

CERNY, G.; HENNLICH, W.; PORALLA, K. Fruchtsaftverderb durch Bacillen:
Isolierung und Charakterisierung des Verderserrgers. Z Lebens Unters
Forsch, n.179, p.224-227, 1984.

CERNY, G.; HENNLICH, W.; PORALLA, K Spoilage of fruit juice by Bacilli;
isolation and characterisation of the spoling microorganism. Z. Lebns Unters
Forsch, 179: 224-227, 1985.

COUTINHO, H.L.C.; HANDLEY, B.A ; KAY, H.E.; STEVENSON, L.; BERINGER,
J.E. The effect of colony age on PCR fingerprinting. Lett. Appl. Microbiol., 17:
282-284, 1993.

112



DARLAND, G.; BROCK, T.D. Baciflus acidocaldarius sp. nov. an acidophilic
thermofilic spore-forming bacterium. Journal of General Microbiology, n.67,
p.9-15, 1971.

DE ROSA, M.; GAMBACORTA, A.; BU'LOCK. J.D. Effects of pH and temperature
on the fatty acid composition of Bacillus acidocaldarius. Journal of
Bacteriology, n.117, p.212-214, 1574.

DEINHARD, G.; BLANZ, P.; PORALLA, K;; ALTAN, E. Bacillus acidoterrestris sp.
nov., a new thermotolerant acidophile isolated from different soil. Systematic
Applied Microbiology, n.10, p.47-53, 1987a.

DEINHARD, G.; SAAR, J.; KRISCHKE, W.; PORALLA, K. Baciflus cycloheptanicus
sp. nov., a new thermoacidophile containing w-cycloheptane fatty acids.
Systematic Applied Microbiology, n.10, p.68-73, 1987b.

DOYLE, M.P. Inativation of Alicyclobacillus spores. At a glance newsletter. Center
for Food Safety & Quality Enhancement, 8: (2) 1 . 1999.

DOYLE, J.L; DOYLE, J.J. Isolation of plant DNA from fresh tissue. Focus.12: 13-
15. 1890.

DUONG, H. & JENSEN, N. Spoilage of iced tea by Alicyclobacillus. Food
Australia 52 ( 7 ) 292-293, 2000.

EATON, A;CLESCERI, A; GREENBERG, A . Standard Methods for the
examination of water and wastewater, 18 th ed. APHA. Washington.1995.

EGUCHI, S.; MANFIO, G.; PINHATTI, M.. Acidothermophilic sporeforming
bactéria (ATSB) in orange juices. Detection methods, ecology, and
involvement in the deterioration of fruit juices. Part I. Fruit Processing, 1: 12-
18,2001a.

113



EGUCHI, S.; MANFIO, G.; PINHATTI, M. Acidothermophilic sporeforming bactéria
(ATSBj) in orange juices. Detection methods, ecology, and involvement in the
deterioration of fruit juices. Part ll. Fruit Processing, 2: 55-62, 2001b.

EGUCHI, S.; MANFIO, G,; PINHATTI, M. Acidothermophilic sporeforming bactéria
(ATSB) in orange juices. Detection methods, ecology, and involvement in the
deterioration of fruit juices. Part Ill. Fruit Processing, 3: 95-101, 2001c.

EIROA, M. N.U.; JUNQUEIRA, V & SCHMIDT, F. Alicyclobacillus in orange juices :
Occurrence and heat resistance of spores. Journal of Food Protection, vol
62, n 8, 883-886,1999.

EIROA, .N.U; LEITAO, MFF.: DAVENPORT, R.R.; CULLEN, BT.
Zygosaccharomyces bailli em sucos de frutas concentrados: estudo da

ocorréncia e avaliagdo da sua resisténcia ao calor e aos conservantes
quimicos. Col. ITAL, n.14, p.57-72, 1984.

FACH, P.; HAUSER, D.; GUILLOU, J.P; POPOFF, M.R. Polymerase chain
reaction for the rapid identification of Clostridium botulinum type A strains and
detection in food samples. J. Appl. Bacteriol., v.75, p.234-239, 1993.

GIOVANNONI, S. The polymerase chain reaction. In: Nucleic Acid Techniques in
Bacterial Systematics. (E. Stackebrandt and M. Goodfellow; des.) John Wiley
& Sons Ltd. p.177-203, 1991.

GOMBAS, D.E. Bacterial sporulation and germination. in: Thomas J. Montville.
Food Microbiology. Concepts in Physiology and Metabolism. Florida. CRC
Press Inc.:131-156. 1987.

GORDON, RE. The genus Bacillus. Agricultural Handbook n°427. Washington.
USDA- ARS. 1973.

114



GOTOK,; MATSUBARA, H;MOCHIDA, K. Alicyclobacillus herbarius sp.nov., a
novel bacterium containing o-cycloheptane fatty acids, isolated from herbal tea.
int. Journai of Syst. And Evol. Microb., 52:109-113.2002.

GRICE, K.G. Manufacture of UHT fruit juices. Food Australia, 45(9): 445-447,
1993.

HALVORSON, H.; ZIEGLER, A . Application of statistics to problems in
bacteriology. Journal Bacteriology. 25: 101-121. 1933.

HERSON, A .; HULLAND, E. Canned foods. Na introdution to their microbiology.
Journal of Churchill, London, 319p. 1980.

HIPPECHEN, B.; ROLL, A; PORALLA, K Ocurrence in soil of thermo-acidophilic
bacilli possessing w-cyclohexane fatty acids and hopanoids. Archives of
Microbiology, n.129, p.53-55, 1981.

HIRAISHI, A ; INAGAKI, K ; TANIMOTO, Y. Philogenic characterization of a new
thermoacidophilic bacterium isolated from hot springs in Japan. J. Gen. Appl.
Microbioi., 43 : 295-304. 1997.

ITO, K. Thermophilic organism in food spoilage flat-sour aerobes. Journal of Food
Protection, 44:(2)157-163.1981.

JENSEN, N. Alicyclobacillus in Australia. Food Australia, 52(7); 282-286, 2000.

KOIVULA, T.; HEMILA, H.; PALVA, |. Cloning and sequencing of a gene encoding
acidophilic amylase from B. acidocaldarius. Journal of General Microbiology
(139): 2399-2407. 1993.

KOMITOPOULOU,E; BOZIARIS I, DAVIES , E. A .acidoterrestris in fruit juices
abnd its control by nisin. International Journal of Food Science and
Technology, 34: 81-85, 1998.

115



LAWRENCE, L.M; HARVEY, J., GILMOUR, A. Development of a random
amplification of polymorphic DNA typing method for Listeria monocytogenes.
Appl. Environ. Microbioi., 59(2): 3117-3119, 1993.

LEITAQ, M. F. Microbiologia de sucos, polpas e produtos acidos. Manual Técnico
de Industrializacdo de Frutas. p: 34-59. Instituto de Tecnologia de Alimentos.
1986.

LOGINOVA, L.G.; KHRAPTSOVA, G.I; EGOROVA, LA; BOGDANOVA T.I.
Acidophilic, obligate thermophilic bacterium Bacillus acidocaldarius isolated
from hot springs and soil of Kusnashir island. Microbiology, v.47, p.771-775,
1978.

MATSUBARA, H., GOTO, K; MATSUMURA, T. Alicyclobacillus acidophilus
SP.NOV., a novel thermo-acidophilic, e-alicyclic fatty acid containing

bacterium isolated from acid beverages. Int. Journal of Syst. and Evol.
Microb., 52: 1681-1685, 2002.

MATTHEWS, KR.; OLIVER, S.P. Differentiation of Staphylococcusspecies by
polymerase chain reaction-based DNA fingerprinting. J. Food Protection, 57
(6): 486-489, 1994.

MAZURIER, S.; AUDURIER, A; MARQUET - VAN DER MEER, N
NOTERMANS, S.; WERNARS, K. A comparative study of randomly amplified
polymorphic DNA analisis and conventional phage typing for epidemiological
studies of Listeria monocytogenes isolates. Res. Microbiol., 143 507-512,
1992.

MCINTYRE, S.; IKAWA, J.; PARKINSON, N.; HAGLUND, J. LEE J.
Characteristics of an acidophilic Bacillus strain isolated from shelf-stable juices.
Journal of Food Protection, v.58, n.3, p.319-321, 1995.

116



MURAKAMI, M., TEDZUKA, H.: YAMAZAKI. K Thermal resistance of A
acidoterrestris spores in different buffers and pH. Food Microbiology, 15:
577-582, 1998.

MYERS, L.E; SILVA, SV.P.S.; PROCUNIER, J.D.; LITTLE, P.B. Genomic
fingerprinting of ‘Haemophilus somnus’ isolates by using a random-amplified
polymorphic DNA assay. J. Clin. Bacteriol., 31: 514-517, 1993,

NIEDERHAUSER, C.; CANDRIAN, U.; HOFELEIN, C.; JERMINI, M.: BUHLER,
H.P.; LUTHY, J. Use of polymerase chain reaction for detection of Listeria
monocytogenes in foods. Appl. Environ. Microbiol., 58 (5); 1564-1568 1992.

ORR, R. & BEUCHAT L. Efficacy of desinfectants in killing spores of A
acidoterrestris and performance of media for supporting colony development by
survivor. Journal of Food Protection, vol 63, n 8, 1117-1122, 2000.

ORR, R;; BEUCHAT, L, SHEWFELT, C . Detection of guaiacol produced by A.
acidoterrestris in apple juice by sensory and chromatographic analyses and
comparison with spore and vegetative cell populations. Journal of Food
Protection, 63(11): 1517-1522, 2000.

PARISH, M. Microbiological Concerns in Citrus Juice Processing. Food
Tecnology, n.4, p.129-132, 1991.

PFLUG, | Microbiology and engineering of sterilization process. 72 ed.
Environmental Sterilization Laboratory. Minessota University. 1990.

PETTIPHER, G. & OSMUNDSON,M.E. Methods for the detection, enumeration
and identification of  Aficyclobacilus acidoterrestris. Food Australia. 52 (7):
293-295, 2000,

PETTIPHER, G.L.; OSMUNDSON, M.E.; MURPHY, J.M. Methods for detection
and enumeration of Alicyclobacilius acidoterrestris and investigation of growth

117



and production of taint in fruit juice and fruit juice-containing drinks. Letters in
Applied Microbiology, n.24, p.185-189, 1997.

PINHATTI, M. Isolamento e caracterizacdo de Alicyclobacilus e estudo de sua
ocorréncia em sucos de frutas industrializados. Tese de mestrado. UNICAMP,
88p, 1999,

PINHATTI, M.; EGUCHI, S.; MANFIO, G. Detection of Acidothermophilic Bacilli in
Industrialized Fruit Juices. Fruit Processing, 9: 350-353, 1997.

PONTUIS, A.; RUSHING, J.; FOEDEGIND, P. Heat resistance of A.
acidoterresiris spores as affected by various pH values and organic acids.
Journal of Food Protection, 61(1): 41-46, 1998.

PORALLA, K; KONIG, W.A. The occurrence of w-cycloheptane fatty acids in a
thermo-acidophilic Bacillus. FEMS Microbiological Letters, n.16. p.303-306,
1983.

PREVEDI, P.; COLLA, F.. VICINI, E. Characterization of Alicyclobacillus, a
sporeforming thermophilic acidophilic bacterium. Industria Conserve, n.70,
p.128-132, 1995,

PREVOST, G.; JAULHAC, B.; PIEMONT, Y. DNA fingerprinting by pulsed-field
electrophoresis is more effective than ribotyping in distinguishing among
methicillin-resistant Staphylococcus aureus isolates. J. Clin. Microbiol., 30 (4):
967-973, 1992.

PRIEST, F.G; AUSTIN, B. (Eds.) Numerical taxonomy. in: Modern Bacterial
Taxonomy. (2 ed.) London: Chapman & Hail, 1993. p.14-48.

RAYNEY, F.; FRITZE, D.; STACKEBRANDT, E..The phylogenic diversity of
thermophilic members of the genus Bacillus as revealed by 168 rDNA
analysis. FEMS microbiology Letters. 115; 205-212. 1994,

118



RASMUSSEN, H.N.; OLSEN, J.E.; RASMUSSEN, O.F. RAPD analysis of Yersinia
enterocolitica. Lett. Appl. Microbiol., 19: 359-362, 1994,

SAULNIER, P.; BOURNIEX, C.; PREVOST, G.. ANDREMONT, A Random
amplified polymorphic DNA assay is less discriminant than pulsed-field gel
electrophoresis for typing strains of methicillin-resistant Staphylococcus
aureus. J. Clin. Microbiol., 31 (4): 982-985, 1993,

SHIDA,O. Proposal for two new genera Brevibacillus gen. nov. and
Aneurinibacillus gen. nov. Int. J. System. Bacteriol. 46: 936-946, 1996.

SILVA, F.; GIBBS, P.;VIEIRA, M. Termal inactivation of A. acidoterrestris spores
under different temperature, soluble solids and pH conditions for the design of
fruit processes. International Journal of Food Microbiology, 51: 985-103,
1999.

SPLITTSTOESSER, D.; LEE, C.; CHUREY, J. Control of Alicyclobacillus in the
juice industry. Dairy Food and Environmental Sanitation, 18(9). 585-587,
1998.

SPLITTSTOESSER, D.F. & CHUREY, J.J. Unique spoilage organisms of musts
and wines. In: Wine spoilage microbiology conference, 1996.

SPLITTSTOESSER, J.D.; CHUREY, J. LEE, C. Growth characteristics of
sporeforming bacilli isolated from fruit juices. Journal of Food Protection,
n.57, p.1080-1083, 1994.

STEPHAN, R.; SCHRAFT, H.; UNTERMANN, F. Characterization of Bacillus
fichenitormis with the RAPD technique (randomly amplified polymorphic DNA).
Lett. Appl. Microbiol., 18: 260-263, 1994.

STUMBO, C.R. Thermobacteriology in food processing. Academic Press,
London, 1973.

119



TSEN, H.Y; CHEN, T.R. Use of the polymerase chain reaction for specific
detection of type A, D and E enterotoxigenic Staphylococcus aureus in foods.
Appl. Microbiol. Biotechnol., 37: 885-890, 1992.

UCHINO, F_; DOI, S. Acido-thermophilic bactéria from thermal waters. Journal of
Agric. Biological Chemistry, n.31, p.817-822, 1967.

VAN BELKUM, A. DNA fingerprinting of medically important microorganisms by
use of PCR. Clin. Microbiol. Rev., 7(2): 174-184, 1994,

VANDERZANT, C. & SPLITTSTOESSER, D. F. Compendium of Methods for the
Microbiological Examination of Foods. Washington, D.C. American Public
Health Association. 1992, 1219 p.

WALLS, 1. & CHUYATE, R.  Alicyclobacillus — Historical, Perspective and
Preliminary characterization Study. Dairy, Food and Environmental
Sanitation, 18(8). 499-503, 1998.

WALLS | 1.& CHUYATE, R. Spoilage of fruit juices by A. acidoterrestris . Food
Australia 52 (7). 286-289, 2000a.

WALLS, I & CHUYATE, R. Isolation of Alicyclobacillus acidoterrestris from fruit
Juices. Journal of AOAC Internacional, 83(5): 1115-1120, 2000b.

WELSH, J.; McCLELLAND, M. Fingerprinting genomes using PCR with arbitrary
primers. Nucl. Ac. Res., 18 (24): 7213-7218, 1890.

WILLIAMS, J.G.K; KUBELIK, AR.; LIVAK, K.J.; RAFASLK!, JA; TINGEY, S.V.
DNA polymorphisms amplified by arbitrary primers are useful as genetic
markers. Nucl. Ac. Res., 18 (22): 6531-6535, 1990.

WILSON, LG, COOPER, JE; GILMOUR, A. Detection of enterotoxigenic
Staphylococcus aureus in dried skimmed milk: use of the polymerase chain

120



reaction for amplification and detection of staphylococcal enterotoxin genes
entB and entC and the termonuclease gene nuc. Appl. Environ. Microbiol.,
57 (6):. 17931798, 1991.

WISOTZKEY, J.D.; JURTSCHUK Jr., P.: FOX, G.E.; DEINHARD, G.; PORALLA,
K. Comparative sequence analysis on the 16S rRNA-(rDNA) of Bacillus
acidocaldarius, Bacillus acidoterrestris and Bacillus cycloheptanicus and
proposal for creation of a new genus, Alicyclobacillus gen. nov. Int. J.
Systematic Bacteriology, 42(2): 263-269, 1992.

WISOTZKEY, J.D.; JURTSHUK, P.; FOX G. PCR Amplification of 16S rRNA from
lyophilized cell cultures facilitates studies in molecular systematics. Current
Microbiology, n.21, p.325-327, 1990.

YAMAZAKI, K.; KAWAI, N.; SHIMANO, H. Influence of sporulation medium and
divalent ions on the heat resistance of A. acidoterrestris spores. Letters in
Applied Microbiology, 25: 153-156, 1997a.

YAMAZAKI, K. OKUBO,T;INOUE N.;SHINANO H. Randomly amplified
polymorphic DNA (RAPD) for rapid identification of the spoilage bacterium
Alicyclobacillus acidoterrestris. Bioscience Biotechnology and
Biochemistry:61 (6) 1016-1018.1997b.

YAMAZAKI, K.; TEDUKA, H.; SHINANQ, H. Isolation and Identification of
Alicyclobacillus acidoterrestris from acidic beverages. Bioscie. Biotech.
Biochem., n.60, p.543-545, 1996.

YOUNG, KA, POWER, E.G.M.; DRYDEN, M.S.: PHILLIPS, I. RAPD typing of
clinical isolates of Staphylococcus haemolyticus. Lett. Appl. Microbiol., 18:
86-89, 1994,

121



ZACARCHENCO, P.; LEITAO, M. DESTRO, M. Ocorréncia de B.
sporothermodurans em leite UAT/UHT brasileiro e a influéncia do tratamento
térmico. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos. 20 (3):363-368.2000.

122



8. ANEXO 1

Isolado | Origem Aspecto Micrgscopia QOdor
caracteristi
co:(adistrin
gente)

1+ E Colénia creme opaca, | Bastonetes com esporos subterminais e | +

Diametro 3-4mm, bordas | dilatagio do esporangio, bastonetes em
arredondadas paraielo

2+ E Colénia  creme  plana,  idem El1, com cadeias de 2 ou mais |+

Di&metro 3-4mm, bordas | bastonetes
aredondadas

3 E Tipica (El1 e EI2) Idem EI2 +

4 E Tipica (El1 e EI2) +

5 El7 idem ENM Idem EM +

6 ElI8  lldem EN Idem Ei1 +

7+ Eil1 [Colbnia creme opaca, Bastonetes com cadeias de 2|+

bordas arredondadas e |elementos, esporangio dilatado, esporo
iregulares cilindrico quando livres e refringentes

8 ElI3  |idem EN1 Idem EIN +

9 Ell5 |idem Ell1 Idem Eil1 +

10 Eli7 |ldem EIl1 Idem EIll1 +

11 EI8 ldem EIN idem EH1 +

12 ENS  |ldem EIN Idem EIl1 +

13 EN10 |ldem EIi1 idem Ell1 +

14+ |Ell1 |ldem Ei1 e EIl1 Idem El1 e EIl1 +

16+ |ENI2 [Coldnia Didmetro 1-2mm, | Tipica: esporangio dilatado, bastonetes | menos

escura, bordas irregulares |em paralelo, esporos cilindricos, intenso
esporos livres refringentes

16 EilI3 | idem El1 e Ell1 idem El1 e EIl1 +

17 Eill4 |ldemEl1 e EIl1 Idem El1 e EH1 +

18 EIS |ldemENM e EIN ldem El1 e EIl1 +

19 Elli6_|ldem Ei1 e Eli1 idem El1 e EIl1 +

20 EIll7 [ldem El1 e Elif ldem El1 e Ell1 +

21 EIlI8 |idem El1 e EIl1 ldem EI1 e EIl1 +

22 ENlIS |ldem El1 e EIl1 Idem El1 e Eil1 +

23 EHNMO |idem EN1 e Ell1 idem EI1 e EIl1 +

24 EIV1 (ldem Ei1 e Ell1 ldem El1 e EIN +

25"+ |EIV2 |Tipica, creme, rugosa, Esporo maior, localizacdo mais central, | +

Didmetro 3-4mm, bordas |bastonete mais fino. Esporangio com
iregulares, opaca pouca dilatacao, diferente da E1

26 EIV3 |ldem EIV2 Idem EIV2 +

27+ |EIV4 |ldem El1 Idem EI1 +
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28 EIVS |ldem El1 ldem EI1 +
29 EIVE |ldem EN idem EI1 +
30* EIV7 |ldem EiV2 Idem EIV2 +
31* EIV8 |ldem EIV2 Idem EIV2 +
32 EIV9 |ldem El1 Idem EI1 +
33 EIV10 | ldem EIM Idem EI1 +
34*+ {EV1 |[Crescimento de 1-2mm,|idem EIV2 +
cor bastante escura
35+ |EVZ2 |idem EV1 Idem El1 +
36 EV3 ldemEN Idem Ei1 +
37* EV4 |ldem EiV2 Idem EIV2 +
38 EV5 |ldem El1 Idem El1 +
39 EV6 |ldem EI1 Idem EI1 +
40 EV7 |[idemEl idem EI1 +
41 EVE8 |idem EIl1 idem El1 +
42 EVS |ldem EN1 ldem EIM:. Esporos subterminais, |+
esporangio dilatado, bastonetes em
paralelo
43 EV10 | idem El1 idem El1 +
44 Fl1 idem EI1 Idem EI1 +
45 FiI2 idem EI1 idem EI1 : +
48* FI3 Diametro 1-2mm, cor|Esporo maior e localizacgo central |+
escura
47 Fi4 Idem Ei1 Idem EI1 +
48 Fi5 Idem EI1 Idem Ei1 +
49 Fi6 idem EN Idem E|1 +
50 FI7 idem EI1 Idem EI1 +
51 FI8 Idem El1 Idem EI1 +
52 FI9 Idem El1 idem El1 +
53 FI10 ildem El1 ldem EH +
54 FlI1 |ldem EH Idem Ei1 +
55 FII3 |idem EN idem El1 +
56 Fil4 |idem EI1 Idem EI1 +
57 FIl6 |idemEN idem El1 +
58+ (FIN9 |ldem El1 Idem EI1 +
58+ FIl1 [ldem EH idem EI1 +
60 FII3 |ldem EI1 ldem E!1 +
61 Flli4 |ldem EI1 Idem El +
62 FIli5 |ldem El1 Idem El1 +
63 Flile |!ldem El1 Idem El1 +
64 FHI8 i{ldemEl1 ldem El1 +
65 FIl10 | ldem EH Idem E|1 +
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66 FIV1 |idem EI1 idem EI1 +
67 FIV2 |Cor creme escura, | ldem EI1 +
Diametro 1-2mm
68 FIV3 |ldem EH1 idem El1 +
69 FIVS |ldem EN ldem EI1 +
70 FIVE | Idem EH idem EI1 +
71 FIV7 |ldem EI1 Idem EI1 +
72 FIV8 |ldem El1 Idem EI1 menos
intenso
73 FIVS |ldem EH ldem EN +
74 FIV10 | idem EH idem EN +
75 Fv1 lldem EI1 Idem El1 +
76 FV3 lldem EI1 Idem EI1 +
77 FV4 ldem El1 idem EI1 +
78 FV6 | ldem EM ldem EI1 +
79 FV7 |ldem E!1 Idem Ei1 +
80 FV8 |Idem EI1 Idem El1 +
81* FV@ | Atipico: Diémetro 1-2mm, |esporo  maior, localizacdo mais |+
morfologia diferente, cor|central no esporangio
marrom
82* FV10 |ldem FV9 Idem FV9 +
83*+ |GI9 |ldem FV9 idem FV9 +
84 GH10 [ldem EN Idem EI1 intenso
85+ |IN Idem El1 Idem EI1 +
86 5 ldem EN [dem EI1 +
87+ |JIV6 |ldem EI1 idem ENM +
88+ [|JV5 |ldemEIl ldem Ei1 +
89 DI idem EI1 Idem EN +
80+ IDI2 ildemEN Idem El1 +
*Cepas que apresentaram esporos maiores e localizagdo central no
esporangio.

+ Cepas submetidas ao RAPD.
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9. ANEXO 2

Os meios de cultura usados na pesquisa estdo indicados a seguir:

Meio BAM (Bacillus acidocaldarius médium) , de Darland & Brock (1971)

Solugao A:

CaCh2H0. 0,25g

MGSO47H20..... 0,50g

(NH4) 2804 oo, 0,20g

KH2 POu .o 3,09

Extrato de levedura........................... 1,0g

Solug&o Elementos tragos.................... 1,0ml

Agua destilada...............c.c........_.. q.s.p.100mi(para meio liquido)

g.s.p. 500mi{para meio sdlido)

Ajustar o p H para 4,0 com a solugdo de 1N de &cido sulfirico ou 1 N de
NaOH. Autoclavar a 121°Cpor 15 min.
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Solugédo B

GliCOSe. . 50¢
AGar....cciiiieee e 20,09
Agua destilada..............cocoooioeeei . 500mi

Autoclavar a 121°C por 15 min.

Devido ao pH bastante baixo, a solugdo A no deve ser autoclavada com a
solucdo B. Portanto esteriliza-se separadamente a soluc@o A e B. Combina-se as
solucdo A com a B{ esta deve estar fundida), Pinhatti, 1999

Solugdo de Elementos Tragos (Farrand, 1983)

CaCla 2y 0,669
y.43 110 Vrd x o W 0,189
CUSO4EHZ0...eoeoeeeeeeeee e 0,169
MASO44H20-.... oo 0,029
COCl 8 HaO oo 0,18g
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N82M004 2 HQO .................................... 0,309

Agua destilada.............................. 1000m!

Autoclavar a solugéo e estocar sob refrigeracao.

Diluente para Alicyclobacillus (Deinhard, 1987)

MgSO4 THO. o 1,0 g
NGCl. ..o 8.0g
Aguadestilada.............................. 1,0L

Ajustar o pH com &cido sulfurico,em 4,5
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