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RESUMO

Spinelli, Ana Cldudia Neves Franco, Influéncia das diferentes temperaturas de estocagem na
sobrevivéncia de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 em suco de laranja tratado por
enchimento a quente. Campinas: FEA, UNICAMP, 2006. Disserta¢ao de Mestrado.

Os tratamentos térmicos de enchimento a quente ndo sdo suficientes para eliminar
Alicyclobacillus acidoterrestris no suco de laranja, devido a sua alta resisténcia térmica neste
produto. O controle deste microrganismo apenas pode acontecer sob adequada estocagem do
produto.

Com o intuito de analisar as condi¢des térmicas de estocagem na germinagdo do Alicyclobacillus
acidoterrestris em suco de laranja enchido a quente foi desenvolvida uma metodologia
abrangendo desde o processamento em unidade Microthermics UHT (Ultra High Temperature),
passando pelo monitoramento de vida de prateleira, at¢é o alcance da fase estaciondria do
microrganismo, através de contagem das formas vegetativas utilizando o meio YSG (Yeast
Extract Soluble Starch Glucose). A vazdo aplicada foi de 1,7 L/min., ao passo que diversos
termosensores foram estrategicamente posicionados para acompanhamento termométrico de todo
o procedimento. Os pardmetros de crescimento foram analisados por meio da utilizacdo do
software DMFit, que ajusta os modelos primarios de Baranyi & Roberts e Gompertz modificado.
O objetivo central desta pesquisa foi observar possiveis inibi¢des do crescimento em fun¢do das
condicdes impostas, permitindo esclarecer qual € a melhor condicdo de estocagem do suco de
laranja enchido a quente para evitar a germinagdo, crescimento e produgdo de guaiacol.

Suco de laranja (11° Brix, pH 3,5) foi intencionalmente inoculado com esporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 reconhecido como produtor de guaiacol (responsavel
pela deterioracdo). O suco envasado em garrafa PET (500 mL) foi mantido a 85°C por 150
segundos em banho termostatico. Para verificar o nimero de redu¢des decimais foram realizados

seis experimentos, simulando a condi¢do da industria (Hot Fill), ou seja, processamento a 92°C



por 10 segundos, seguido de envase a 85°C, com manutencdo a esta temperatura por 150
segundos e resfriamento por aspersao até 35°C em 30 minutos.

Para avaliacio do numero de pontos significativos na descricdo da curva microbiana de
crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris foram realizados dois experimentos de
enchimento a quente com resfriamento a 25°C por 48 horas com inéculos (10° e 10° esporos/mL
de suco).

A evolugdo da populacio de Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja foi monitorada
sob cinco diferentes temperaturas de abuso de resfriamento, apds pasteurizagdao (92°C/10s),
manutencio a 85°C por 150 segundos e resfriamento por aspersdo de dgua (85°C a 35°C em 30
minutos). Os tratamentos, com trés niveis diferentes de indculo cada (100, 10! esporos/mL de
suco e sem indculo), foram: i. 30°C no ponto frio da garrafa, ii. 30°C por 48 horas, iii. 25°C no
ponto frio da garrafa, iv. 25°C por 48 horas, todos seguidos de incubagdo a 35°C, e v. manutengao
constante a 20°C (controle).

Foi mostrado que, independente do nivel de indculo, o processo de pasteurizagdo ndo inativa os
esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris, causando redug@o decimal () inexpressiva, inferiores
a 0,5 redugdes logaritmicas. Cerca de quinze pontos de contagem foram estabelecidos para
descrever com precisdo cada curva de crescimento, as quais foram acompanhadas por cerca de
260 horas. Em relac@o aos tratamentos de resfriamento, a condicdo v (manutencdo a 20°C) foi a
mais eficiente, pois inibe completamente a germina¢do do microrganismo. Enquanto o tratamento
iv (25°C por 48 horas) para inculo 10° esporos/mL, mostrou maior tempo de adaptagdo (100,4
horas), e conseqiiente maior tempo para atingir 10*'UFC/mL (132 horas), condicdo critica para
iniciar a producdo de guaiacol, o tratamento iii (25° no ponto frio) para indculo 10" esporos/mL,
resultou em menor populacdo maxima (logN/Ny = 2,69). Nesse tltimo caso, as garrafas resfriadas
até 25°C apresentaram uma menor populacdo médxima em relagdo aquelas resfriadas até 30°C
com o0 mesmo indculo (1ogN/Ny = 3,26). O tempo para inicio da produgdo detectavel de guaiacol
foi determinado por meio da utilizacdo do kit Kirin, que é baseado em julgamento visual.
Enquanto as predi¢des feitas a partir da curvas de crescimento propiciaram para o tratamento ii a
estimativa do defeito entre 100-108 horas, o primeiro resultado positivo obtido através do kit foi
as 144 horas, o que pode ser explicado pela baixa producio inicial de guaiacol que € inferior ao
tempo de aparecimento de defeito do kit a partir de 25ppm.

Palavras-chave: Alicyclobacillus acidoterrestris, suco de laranja enchido a quente, microbiologia

preditiva, detec¢@o de guaiacol.



ABSTRACT

Spinelli, Ana Cldudia Neves Franco, Influence of Different Storage Temperatures on
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 Survival in Hot-filled orange juice, Campinas: FEA,
UNICAMP, 2006. Dissertacdo de Mestrado.

Hot-Fill thermal treatments of orange juice are not enough to eliminate Alicyclobacillus
acidoterrestris due to its high thermal resistance. Therefore the microbial control of this
microorganism can only occur by adequate product storage conditions.

In order to evaluate the effects of the thermal conditions of storage on germination of
Alicyclobacillus acidoterrestris in hot-filled orange juice, experiments were carried out involving
processing in a Microthermics UHT (Ultra High Temperature) unit and shelf life monitoring until
the microorganism reached the stationary phase, by counting in YSG medium (Yeast extract,
Soluble Starch, Glucose). The UHT unit was supplied with thermosensors and data loggers for
thermal data acquisition of the whole processing. The flow rate applied was 1.7 L/min. Growth
data were analyzed by the DMFit program, which fits both the Baranyi & Roberts and the
modified Gompertz primary models. The main purpose of this research was to observe possible
growth inhibitions as a function of the conditions imposed, permitting to clarify which is the best
condition of storage for hot-filled orange juice amongst those tested. Such a condition should
avoid or minimize germination, growth and guaiacol production.

Orange juice (11° Brix, pH 3.5) was intentionally inoculated with Alicyclobacillus acidoterrestris
CRA 7152 spores, recognized as guaiacol producers. In order to simulate surge tank maintenance
before filling, juice (filled in 500 mL PET bottles) was kept at 85°C for 150s. To verify the

number of decimal reductions (), six experiments were carried out. Industrial conditions were



simulated by processing at 92°C for 10 seconds, followed by filling at 85°C, with maintenance at
85°C for 150 seconds and cooling to 35°C in about 30 minutes by spraying with water.

Two Hot-Filling experiments with cooling maintained at 25°C for 48 hours were performed, to
determine the number of significant points needed to describe the growth curve behavior of
Alicyclobacillus acidoterrestris. The inoculum levels were 10> and 10” spores/mL.

The evolution of the Alicyclobacillus acidoterrestris population was also monitored under 5
different cooling abuse conditions, after pasteurization (92°C/10s), maintenance at 85°C for 150
seconds, and cooling with water spray to 35°C in about 30 minutes. The treatments were: i. 30°C
for the bottle cold point and storage at 35°C; ii. 30°C for 48h and storage at 35°C; iii. 25°C for
the bottle cold point and storage at 35°C; iv. 25°C for 48h and storage at 35°C; v. storage at 20°C
(control). Three different levels of inoculum were applied: 10°, 10! spores/mL of orange juice and
a total absence of inoculum.

It was shown that, no matter what the inoculum level, the process did not inactivate the spores of
Alicyclobacillus acidoterrestris and caused no expressive reduction in the microorganism
population (y < 0.5). About fifteen points were established for every condition studied to
accurately describe the growth curves. Each curve was monitored for about 260 hours.
Concerning the cooling treatments, it was concluded that treatment v (storage at 20°C) was more
efficient than any of the others, since in this case the population remained inhibited. Whilst
treatment iv (25°C for 48 hours) with 10° spores/mL, showed a longer lag time (100.4 hours), and
consequently longer time to reach 10* CFU/mL, the critical count for guaiacol production (132
hours), treatment iii (25°C for the bottle cold point) for 10' spores/mL, resulted in a lower
maximum population ratio (IogN/Ny = 2.69). In this latter case, the bottles that were cooled to
25°C showed a lower maximum population ratio than those cooled to 30°C, as can be seen in
treatment i with the same inoculum 10'spores/mL, where the maximum population ratio was
3.26. In addition, the time taken to initiate the detection of guaiacol was determined using the
Kirin kit, which is based on a visual examination. Although the estimate for guaiacol production
obtained from the growth curves for treatment ii. (30°C for 48 hours) was between 100-108
hours, the first positive result using the kit was 144 hours, explained by the fact that a visual
judgment is only possible at over 25 ppm of guaiacol.

Keywords: Alicyclobacillus acidoterrestris, Hot-filled orange juice, predictive modeling, guaiacol

detection.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO

A natureza 4cida dos sucos de frutas previne o crescimento de muitas espécies de
bactérias, e seleciona a ocorréncia de leveduras, bolores e alguns grupos de bactérias aciddricas.

O crescimento de microrganismos em sucos dcidos geralmente € caracterizado pela
producdo de odores e sabores indesejaveis. Estes microrganismos promovem a deterioracdo do
produto através de degradacdo de seus componentes provocando alteracdo da textura, coloracio e
pH do suco.

Em 1982, na Alemanha, o suco de macd, mesmo sendo processado assepticamente, foi
deteriorado durante a distribuicio e estocagem, no que foi uma estacdo muito quente e
prolongada. Esta é a primeira documenta¢do de surto de deterioragdo em suco de fruta comercial
ocasionado pelo que hoje € conhecido como Alicyclobacillus acidoterrestris. Esta deterioragcdo é
caracterizada por formacdo de sedimentos claros e geracdo de odor, descrito como medicinal ou
anti-séptico em fun¢do da producao de 2-metoxifenol (guaiacol). Este microrganismo nao produz
gds e altera muito pouco o pH do produto em que se desenvolve, portanto sua deterioracdo €
somente detectada no momento do consumo (Orr et al., 2000).

Outra ocorréncia aconteceu durante o atipico verdo quente de 1994, algumas empresas de
sucos de frutas da Europa tiveram problemas, aparentemente devido a organismo deteriogénico.

Algumas das embalagens preenchidas com o suco ou néctar quente, inclusive suco de laranja,
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comecgaram a desenvolver um sabor diferente poucos dias apds terem sido embalados. Ficou
determinado mais tarde que essa deterioracdo do sabor havia sido causada por bactéria acido-
termofilica, género Alicyclobacillus (Neves et al., 2004).

Os sucos deteriorados apresentam odor desagraddvel, descrito como desinfetante,
podendo ou ndo apresentar sedimentacao ou turvagao do produto. A contaminagio dos sucos por
este organismo ocorre entre outros fatores, devido a ndo aplicacio das Boas Préticas de
Fabricacdo, onde as frutas podem ser inadequadamente lavadas e as condicdes de higiene na
planta processadora permite que os esporos do Alicyclobacillus acidoterrestris continuem
presentes multiplicando-se em pontos especificos do processo.

O estudo da caracteristica de resisténcia dos Alicyclobacillus € muito importante na
determinacdo do processo térmico utilizado para a preservacdo de produtos de frutas. Diversos
autores vém estudando a resisténcia térmica de Alicyclobacillus acidoterrestris. Yamazaki et al.
(1997) estudaram a influéncia da mineralizacdo na resisténcia térmica dos esporos de
Alicyclobacillus, ao passo que Pontius et al. (1998) analisaram o efeito do pH e da temperatura na
sobrevivéncia do mesmo microrganismo, utilizando como parametro de referéncia a varidvel D
(tempo necessdrio para a populacdo decrescer 90% a uma temperatura constante).

Quando sucos contaminados com esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris sao
processados por Hot-Fill, o adiamento prolongado do enchimento e conseqiiente resfriamento do
suco, o qual é mantido a temperaturas de ativacdo de mesofilos esporulados (80°C a 90°C),
permite a germinagdo e subseqiiente crescimento de células vegetativas. Infelizmente, nem
sempre sdo aplicadas as boas prdticas de manufatura nas indudstrias. Nesta pesquisa foram
simuladas as mds praticas de abuso de temperatura para analisar o efeito causado no produto.

Atualmente, a contaminacao dos produtos 4cidos por A. acidoterrestris é considerada um

desafio para a industria de sucos, uma vez que o tratamento térmico requerido para inativar os
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esporos € também inapropriado para o suco, pois, provoca mudangas organolépticas inaceitaveis
nos produtos. Dentro deste contexto, a microbiologia preditiva pode auxiliar na compreensao dos
mecanismos de crescimento através dos parametros biolégicos, facilitando a predi¢do da vida-de-
prateleira do produto bem como, ajudando a formular novos produtos e pesquisas sobre o
bindmio tempo-temperatura.

Considerando-se que pouco € conhecido sobre modelos de crescimento para
microrganismos deteriorantes (Whiting & Buchanan, 1997) durante a estocagem de suco de
laranja, os dados obtidos através da modelagem primdria de Alicyclobacillus acidoterrestris
CRAT7152 tornam-se fundamentais para o aprofundamento de estudos nessa area.

O suco FCOJ produzido no Brasil, exportado e reconstituido a 11° Brix no exterior €, em
alguns paises, enchido a quente e mantido a temperatura ambiente até sua comercializacdo como
comodity Este fato reduz o tempo de vida de prateleira, livre da presenga de guaiacol. Empresas
brasileiras do setor, preocupadas com este tipo de prdtica, decidiram testar as condi¢des de
resfriamento no intuito de controlar o desenvolvimento do microrganismo.

1.1. Objetivos

Objetivou-se compreender o efeito de diversas condi¢des de resfriamento aplicadas sobre
os parametros de crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris, a fim de observar se o
crescimento € retardado ou inibido pelas condi¢cdes de abuso de resfriamento aplicadas,
permitindo esclarecer qual € a melhor condi¢do de estocagem do suco de laranja enchido a quente
para evitar a germinagdo, crescimento e conseqiiente producdo de guaiacol deste microrganismo.
Considerando a defini¢do do plano de trabalho, as metas estabelecidas para se alcangar este

objetivo sdo:



Reproduzir em nivel piloto o resfriamento por aspersdo de suco enchido a quente.
Determinar o efeito do processo térmico de pasteurizacdo na redugdo da carga
contaminante de A. acidoterrestris CRA 7152.

Quantificar o nimero de pontos requeridos para descrever a curva de crescimento
microbiano de Alicyclobacillus acidoterrestris (até a fase estaciondria) na condicdo
desfavordvel ao crescimento do microrganismo (estocagem a 25°C por 48 horas e
incubacdo a 35°C).

Estabelecer se hd influéncia significativa das condi¢gdes de estocagem do suco em questdo
no crescimento do microrganismo.

Avaliar o efeito do nivel de inoculacdo no prolongamento e/ou redug¢do da vida de

prateleira do produto (suco de laranja).



CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O mercado do suco de laranja

Atualmente o Brasil é o maior produtor mundial de suco de laranja, sendo este um de seus
principais produtos de exportacdo. No Estado de Sao Paulo existem 11 industrias processadoras
de suco, que s@o responsdveis pela geracdo de 8 mil empregos diretos e 420 mil empregos no
campo (Della Torre & Rodas, 2003). O cinturdo citricola paulista € composto por mais de 200
milhdes de pés de laranja plantados em 628 mil hectares, produz 53% da producdo mundial de
suco e 80% do comércio internacional desse produto (Abecitrus, 2006).

A inddstria brasileira de citros representa um mercado anual de US$ 2 bilhdes (Eguchi &
Canhos, 2004), sendo que destes US$ 1 bilhdo corresponde as divisas geradas pelo suco
concentrado de laranja (Neves et al., 2000). Como produto exportado, tem se posicionado entre
os principais produtos de exportagdo e, embora pouco conhecido, assumiu o primeiro lugar nas
exportacdes paulistas (Neves et al., 2000). Segundo o Ministério da Agricultura, entre os anos
2002 e 2003 houve uma evolucdo superior a 50% nos indices de exportacdo do suco de laranja
(Ministério da Agricultura, 2004).

O Brasil exporta principalmente para a Unido Européia, seguida pela América do Norte e
Central, e Asia em menor quantidade. Nesse contexto, a Bélgica ganha destaque como grande

consumidor do mercado europeu. Os Estados Unidos mantém-se como maiores consumidores
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mundiais do produto, ao passo que o Brasil ainda € o maior produtor mundial. Assim sendo, sabe-
se que os norte-americanos sao os mais fortes concorrentes brasileiros na produgdo e exportagao
do produto. O estado da Flérida domina o cultivo da fruta e produgdo do suco em territério norte-
americano (Neves et al., 2000).

2.2. Caracteristicas do suco de laranja

O suco de laranja natural apresenta uma vida util muito limitada. O processamento
térmico visa aumentar a sua vida util e garantir a saide do consumidor, porém deve ser
conduzido de forma a manter as caracteristicas sensoriais e nutricionais mais préximas do suco
natural, seguindo uma grande tendéncia de preferéncia do consumidor, em especial o brasileiro, a
quem o suco de laranja natural é bastante acessivel (Della Torre & Rodas, 2003).

As caracteristicas fisico-quimicas do suco de laranja concentrado, pH entre 3,5 e 4,0,
baixa atividade de dgua, alta concentragdo de agucar (66° Brix), viscosidade, oxigénio reduzido
além do tratamento térmico durante o processo de concentragdo sdo fortes inibidores para a
maioria dos microrganismos patogénicos (Eguchi et al., 2001a). No entanto, sucos de fruta sdo
susceptiveis a alguns microrganismos deteriogénicos, particularmente bactérias lacticas, bolores e
leveduras capazes de sobreviver a tratamentos com alta temperatura e crescerem em pH reduzido
(Parish,1991).

Sucos enchidos a quente, estdveis a temperatura ambiente, sdo processados a altas
temperatura em uma Unica etapa para destruir microrganismos deteriorantes. Segundo National
Food Processors Association (NFPA), um processo Hot-Fill deve possuir: pasteurizacido de 90°C
por 2 segundos, seguido de enchimento a 85°C e manutenc@o a essa temperatura por 1 minuto,
ndo sendo feita mencdo das condi¢des de resfriamento posterior do produto. Sucos estdveis a

temperatura ambiente, que foram envasados a quente, devem sofrer letalidade microbiana



suficiente para alcancar 50000 reducdes de patégenos adaptados a ambientes dcidos, em especial
a Escherichia coli O157:H7, Salmonella e Listeria. monocytogenes (Al-Taher & Knutson, 2004).

A estocagem do suco concentrado sob condi¢cdes de congelamento inibe a agdo
deteriogénica. No entanto, apds a reconstitui¢do em dgua (11°Brix) o produto torna-se susceptivel
a microrganismos deteriorantes. Durante a pasteuriza¢do a vasta maioria das células vegetativas
sao destruidas. Contudo, formas dormentes (esporos) sdo resistentes a pasteurizacdo e encontram
no suco reconstituido um ambiente favordvel ao crescimento, provocando assim, a deterioragao
do produto (Eguchi et al., 2001a).

Atualmente, o género Alicyclobacillus envolve vdérias espécies: A. acidoterrestris, A.
acidocaldarius, A. cyclohepetanicus, A. hesperidium, A. sendaiensis, A. acidiphilus e A. mali, A.
vulcanalis, A. pomorum e A. herbarius, dentre todas estas espécies, o A. acidoterrestris esta
sendo considerado como indicador microbioldgico na qualidade de sucos de fruta. (Pefia, 2005)

2.3. O género Alicyclobacillus

A primeira ocorréncia de contaminacio de suco de fruta causada por um microrganismo
acidofilo formador de esporo ocorreu em suco de maga (pH 3,15), envasado assepticamente na
Alemanha em 1982 (Cerny et al., 1984). O microrganismo deteriorante foi inicialmente
identificado no género Bacillus acidoterrestris e posteriormente classificado como
Alicyclobacillus (Wisotzkey et al., 1992).

Segundo Matsubara (2002), o género Alicyclobacillus spp abrange microrganismos
heterotroficos. Ja foram isolados de diferentes ambientes, incluindo locais geotérmicos, solo e
alimentos processados termicamente. Até 1994, as trés primeiras espécies de Alicyclobacillus
foram classificadas no género Bacillus e foram denominadas Bacillus acidocaldarius (Darland,

1971), Bacillus acidoterrestris (Deinhard et al., 1987a) e Bacillus cycloheptanicus (Deinhard et



al., 1987b). No entanto, a presenca de 4cidos graxos raros (m-aliciclico) como principais
componentes da membrana celular, diferenciou estas espécies do género Bacillus (Wisotzkey et
al., 1992).

Em 1994, Splittstoesser e colaboradores isolaram cepas de Bacillus acidofilos em suco de
maca industrializado e envasado a quente. Os sucos apresentaram off-flavor, sem formacgao de gas
e leve turbidez. Mcintyre e outros (1995) isolaram Bacillus acidéfilos esporulados de suco
reconstituido e enchido a quente, sendo estes isolados da dgua utilizada no preparo desses sucos.

Recentemente foram identificadas vdrias novas espécies, entre elas: A. acidiphilus sp.
(Matsubara et al., 2002), A. mali, A. acidocaldarius subsp rittmannii (Nicolaus et al., 1998), A.
herbarius (Goto et al., 2002), A. pomorum (Goto et al., 2003), A. hesperidum (Albuquerque et al.,
2000), A. vulcanalis sp. (Simbahan et al., 2004), A. sendaiensis (Tsuruoka et al., 2003).

Bactérias do gé€nero Alicyclobacillus sdo aerébios, Gram positivos, com motilidade
positiva, bastonetes formadores de endoesporos, que variam de 2,9 a 4,3 um de comprimento e
0,6 a 0,8 um de largura. O esporangio € ligeiramente entumescido e 0s esporos sao ovais,
subterminais a terminais variando de 1,5 a 1,8 um de comprimento e 0,9 a 1,0 um de largura. As
coldnias sao redondas, de coloragdo creme, translicidas a opacas, apresentando didmetro de 3 a 5
um apés 6 dias de crescimento em pH 4,0 a 50°C. Acredita-se que ndo é requerido fator de
crescimento. A faixa de temperatura varia de 35 a 55°C e a temperatura 6tima estd em torno de
42°C a 53°C (Mcknight, 2003).

Os organismos do género Alicyclobacillus spp sdo estritamente acidofilos e seu
crescimento ocorre no pH entre 2,0 e 6,0. A temperatura para o crescimento abrange de 40°C a
70°C (Eguchi et al., 2001). Em func¢do da espécie considerada, segundo Chang & Kang (2004), a

temperatura de crescimento pode variar entre 20°C e 70°C, destacando-se uma faixa mais restrita



de temperaturas otimas, entre 42°C e 60°C. Uma vasta faixa de pH também € reportada por
Chang & Kang (2004), compreendendo os limites 2,5 e 6,0 para Alicyclobacillus spp.

Outros autores reportam intervalos de temperaturas de crescimento distintos do
especificado por Yamazaki et al. (1996) de 35°C a 55°C para o Alicyclobacillus acidoterrestris,
dependentes, evidentemente da cepa e do meio em questdo: Previdi & Colla (1995) entre 25°C e
60°C, Pettipher et al. (1997) entre 25°C e 44°C, Walls & Chuyate (1998) entre 20°C e 55°C e
Jensen & Whitfield. (2003) entre 20°C e 58°C.

Considerando as diversas faixas propostas observa-se uma quase unanimidade no valor
inferior reportado pelos trabalhos cientificos mencionados. A excecdo dos 35°C mencionados por
Yamazaki et al.(1996), que superestima a temperatura inicial de germina¢do do microrganismo,
os outros relatos convergem para uma temperatura inferior de crescimento comum (20°C -
25°C).

Os Alicyclobacillus nao alteram o pH do meio em que estdo e também nio produzem gés.
Orr et al. (2000) observou que em sucos de magd inoculados com Alicyclobacillus
acidoterrestris, o pH original de 3,5 variou para 3,46, apds 61 dias de incubacdo, e o Brix variou
de 11° para 11,7° nestas mesmas condicoes.

Massaguer et al. (2002) afirmam que nos ultimos anos surgiram vdrios métodos para
deteccdo, confirmacdo e quantificagdo de Alicyclobacillus, existindo, no entanto, a necessidade
de padronizagdo. Em pesquisa realizada em conjunto com quatro laboratdrios brasileiros,
utilizando quatro métodos diferentes foram testados quanto a respectiva sensibilidade e a
especificidade. Através da pesquisa concluiu-se que os testes confirmatorios de producido de
guaiacol precisam ser quimicos e ndo sensoriais, pois, erros subjetivos podem influenciar na

sensibilidade do método; e as séries bioquimicas API nem sempre se mostram consistentes para



Alicyclobacillus, representando muitas vezes custo e esfor¢o ndo confidvel para confirmacdo. Em
substituicao, testes baseados em confirmac¢ao molecular podem ser adaptados.

A identificacdo de fatores que podem controlar a germinacdo e crescimento pds-
germinativo de Alicyclobacillus acidoterrestris pode ser fundamental na reduc¢do do risco de
producdo de guaiacol e também € de muita utilidade para as inddstrias de processamento de
alimentos.

Segundo Chang & Kang (2004) o contetido de sélidos soliveis no suco € um importante
fator de crescimento para Alicyclobacillus spp. O Crescimento € inibido quando o contetdo de
acuicar nas amostras excede 18° Brix. Alem disso, Splittstoesser et al. (1998) observaram que
compostos fendlicos inibem o crescimento desse microrganismo, uma vez que sucos de uva
vermelhos apresentaram-se mais inibitorios que os sucos brancos de uva. No caso do etanol, €
prevenido o crescimento de Alicyclobacillus spp quando a concentragdo excede 6%. Esse fato
exclui os vinhos de mesa de serem susceptiveis a esta contaminagdo, embora determinadas cidras
possam ser susceptiveis a deterioracdo (Splittstoesser et al., 1998).

Muitos pesquisadores tém investigado os fatores ambientais que influenciam a resisténcia
ao calor de Alicyclobacillus acidoterrrestris. No entanto, pouco € conhecido sobre os fatores ou
interagcdes de fatores influenciando a germinagdo ou crescimento desta espécie.

Sendo um microrganismo deteriorante, a determinacdo de sua patogenicidade é de grande
importancia. Walls & Chuyate (2000) conduziram um estudo para testar a patogenicidade de A.
acidoterrestris. Esporos foram diretamente injetados em camundongos, como também inoculados
em sucos de frutas (5 X 10° UFC/mL) que serviram de alimento para porcos. Nenhum sintoma
foi reportado tanto para os camundongos, quanto para os porcos, o que indica a ndo

patogenicidade do microrganismo das cepas em questdo, nos niveis testados. Vale ressaltar que

10



até o ano 2000, nenhum caso de infec¢do ou intoxicagdo alimentar em humanos, foi atribuida ao
consumo do suco deteriorado por este microrganismo. (Walls & Chuyate, 2000).

2.4. Resisténcia térmica de esporos bacterianos

O esporo bacteriano (estado dormente das células vegetativas) € um termo usado para
descrever o estado aparente de inativacdo metabdlica, comparando com o metabolismo normal
dessas células. A redugdo de nutrientes resulta na interrup¢do da divisdo celular de células
normais iniciando um novo conjunto de processos bioquimicos e morfolégicos (Gombas,1983).

As razdes que causam a termoresisténcia dos esporos sio divididas em trés aspectos:

e Aspectos intrinsecos: que se referem as diferencas inerentes entre espécies ou entre
linhagens de uma mesma espécie;

e Aspecto da desidratacdo do core: as moléculas fortemente ligadas em forma cruzada
localizadas no material cortical (formado por peptideoglicano) sdo capazes de manter o
core num estado de desidratag@o ou baixa atividade de dgua, o que resulta na estabilidade
das moléculas criticas e das organelas;

® Aspecto da mineralizagcdo: termo usado para descrever a alta incorporacdo de minerais,
particularmente o cdlcio, durante a esporulacgdo.

O esporo bacteriano apresenta a propriedade de elevada resisténcia térmica a maioria das
técnicas de preservacdo de alimentos: cozimento, congelamento, irradiacdo ou tratamento com
antimicrobianos quimicos. Numa condi¢@o de esterilidade comercial € de se esperar que todos 0s
esporos que germinam e crescem no produto sejam destruidos. No entanto, quando o processo
térmico € a pasteurizacdo, geralmente projetado com objetivo de atuar sobre microrganismos

mesofilos, os termofilos formadores de esporos ndo sdo destruidos devido a sua termoresisténcia.
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A ativacdo do esporo € um fendomeno fisico provavelmente relacionado a reconfiguracio
molecular. Existem varios tratamentos que sdo responsaveis pela ativacgao, tais como submeter a:
ionizagdo, radiacdo, agentes redutores, pH extremo e calor. A ativacdo € dose dependente, ou
seja, se o tratamento € muito severo, pode ser letal. A ativag@o térmica parece seguir uma fungao
tempo-temperatura, na qual o tempo da exposi¢do Otimo para ativagdo € inversamente
proporcional a temperatura a ser utilizada (Pflug, 1990).

E conhecido que a resisténcia térmica dos esporos seja influenciada por alguns fatores
ambientais, como: pH, atividade de 4gua e composi¢cao do meio (Stumbo, 1965). O pH do meio
de aquecimento € um dos fatores mais importantes. Os esporos geralmente sdo mais resistentes
em solucdes com pH ligeiramente superior ao seu 6timo, € sua resisténcia térmica diminui
marcadamente a medida que o pH do meio diminui.

O estudo da caracteristica de resisténcia dos Alicyclobacillus € muito importante na
determinacdo do processo térmico utilizado para a preservacdo de produtos de frutas. Acredita-se
que o fato dos Alicyclobacillus possuirem como principal componente celular de sua membrana o
acido graxo com radical m-ciclohexil contribua para sua sobrevivéncia a baixos niveis de pH e
altas temperaturas (Mcknight, 2003).

A resisténcia ao calor também tem sido associada com a desidratagdo do core, conteido
de acido dipicolinico (DPA), presenca de proteinas estdveis ao calor e mineralizagdo. Muitos
autores concordam que esporos desmineralizados tém sua resisténcia ao calor diminuida e os
remineralizados com cétions divalentes, como magnésio, (Mg+2), manganés (Mn+2) ou célcio
(Ca*?), um aumento na resisténcia ao calor (Chang & Kang, 2004). Depois de uma prolongada
incubacdo a baixo pH, os cdtions sdo progressivamente eliminados do esporo, resultando em

reducdo de sua resisténcia térmica; porém este fendmeno pode ser reversivel com restauragio
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parcial ou completa através de uma incubacgado prolongada com elevada concentragdo de sais e em
pH alcalino (Gombas, 1983).

McKnight (2003) estudou a resisténcia térmica de isolados de bactérias termoacidéfilas,
em suco de maracuji. Foram estudados 87, 90 e 95°C com pH do suco de 3,5. Os valores D
(tempo necessdrio para reduzir a populacio de esporos vidveis em 90% a uma dada temperatura)
reportados foram de: 28,9 a 20,9 minutos a 87°C; de 8,0 a 4,2 minutos a 90°C e de 1,8 a 2
minutos a 95°C , sendo que o valor z variou de 7,02 a 7,13°C. Demonstrou-se que 0s processos
usuais de pasteurizacdo de suco de maracujd ndo sio suficientes para destruir os esporos desta
bactéria. Recentemente, Tamega (2005) estudou a cinética de destruicdo térmica de A.
acidoterrestris DSM 2498, em suco de laranja 11° Brix, com pH de 3,4 a 3,7, em sistemas
continuos a temperaturas de 95, 98 e 102°C utilizando os métodos de ponto equivalente e
exposi¢cdes isotérmicas equivalentes pareadas para determinacdo dos parametros cinéticos. Foi
encontrado que o valor D equivalente a 98°C ficou entre 0,23 a 0,85 do valor D em tubo TDT
(Thermal Death Tube) para ambos os métodos utilizados e que o valor do coeficiente térmico z
para Alicyclobacillus acidoterrestris em processos continuos foi aproximadamente o dobro do
valor obtido em tubo TDT para suco simples de laranja.

Pefia (2005) estudou o efeito da nisina na resisténcia térmica de esporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152 em suco concentrado de laranja (64° Brix). A nisina é
uma bacteriocina produzida por certas cepas de Lactococcus lactis. Avaliou-se a adi¢do de 0, 50,
75 e 100 IU de nisina/mL de suco sob temperaturas de 92, 95, 98 e 102°C. Foi observado que os
valores D sem adicdo de nisina foram de 25,5, 12,9, 6,1, e 2,3 minutos para 92, 95, 98 e 102°C,
respectivamente. J4 quando se adicionou nisina houve uma queda da termoresisténcia. Com 30,

50, 75 e 100 IU/mL a 95°C, os valores D foram de 12,3, 11,3, 10,4, ¢ 9,4 minutos
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respectivamente. Assim sendo, a nisina pode ser considerada uma opc¢do como coadjuvante do
tratamento térmico na reducdo da resisténcia térmica destes esporos.

Pontius et al. (1998) afirmou em seu trabalho que o tipo de dcido orgéanico (mélico, citrico
ou tartdrico) ndo afeta significativamente a resisténcia dos esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris ao calor. No mesmo estudo, demonstrou ainda que a concentra¢do de ifons de
hidrogénio afeta significativamente a resisténcia ao calor dos esporos para a menor temperatura
de trabalho, considerando as temperaturas de 91°C, 94°C e 97°C utilizadas em seus experimentos.
Ou seja, a 91°C e pH de 3,1 e 3,7, os valores D foram 31,3 e 54,3 minutos, respectivamente. Em
contrapartida, a 97°C, mantendo os mesmos valores de pH, os valores D obtidos foram de 7,9 e
8,8 minutos. Esses valores encontrados para D foram maiores do que os observados em outros
estudos (Brown, 1995; Splittstoesser et al., 1994). Segundo Pontius et al., as diferencas dos
valores D refletem as diferencas das condi¢des de esporulacdo e do meio de aquecimento. As
cepas examinadas foram esporuladas em meio PDA (Potato Dextrose Agar), com pH 5,6. O autor
demonstra que o pH do meio de esporulagio afeta a resisténcia ao calor do esporo, sendo que
valores elevados de pH podem ocasionar uma maior resisténcia ao calor.

Estudo similar fora conduzido por Silva et al. (1999), que avaliaram sistematicamente a
influéncia do pH (2,5 - 6,0), dos elementos s6lidos soldveis (5 — 60 °Brix) e da temperatura (85°C
— 97°C). Em relacdo a variacdo do °Brix, notou-se aumento do valor D quando °Brix fora
aumentado, 0 que ocorreu apenas para menores temperaturas. A resisténcia ao calor de
Alicyclobacillus acidoterrestris é principalmente afetada pela temperatura, seguida pelo °Brix e
pH. Os valores D decrescem com o aumento da temperatura e diminui¢do do °Brix e pH. Tais
resultados comprovam que a destruicdo dos esporos em suco concentrado (alto Brix) é mais

dificil que em suco pronto para beber (baixo Brix).

14



A melhor combinacdo tempo e temperatura usada para ativar os esporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris encontrada por Eiroa et al. (1999) foi 70°C por 20 minutos. Os
esporos estudados demonstraram alta resisténcia ao calor com valores D variando de 60,8 a 94,5
minutos a 85°C, 10 a 20,6 minutos a 90°C e 2,5 a 8,7 minutos a 95°C. A elevada resisténcia ao
calor dos esporos mostra que estes apresentam um risco para a deterioracdo de sucos
pasteurizados, envasados a quente e tratados com sistema UHT (Ultra High Temperature).

2.5. Producio e deteccao de guaiacol

A deterioracdo de sucos a base de frutas por Alicyclobacillus tem sido caracterizada pelo
desenvolvimento de odor descrito como anti-séptico, desinfetante ou medicinal, embora muitas
vezes o odor produzido pela deterioracio seja pouco perceptivel (Eguchi et al., 2001).

Uma pesquisa conduzida por Walls e Chuyate revelou que a deterioragdo do suco
permanecia despercebida até quando eram registradas as primeiras reclamacgdes dos clientes. Isso
acontecia devido a deterioracdo ndo apresentar producdo de gds, com formagdo apenas de
sedimentos claros e geracdo de odor. Assim, a industria ndo detectava a deteriora¢do do produto
antes de sua liberagdo (Orr et al., 2000).

As caracteristicas tipicas de deterioracdo por este organismo geralmente sdo relatadas
como, além do sabor desagraddvel, em um eventual aumento na turbidez do suco, como também
pela presenca ou ndo de sedimentos no interior da embalagem (Yamazaki et al., 1996; Jensen et
al., 2001).

A principal substancia responsdvel pelo odor caracteristico de deterioracdo por
Alicyclobacillus tem sido identificada como guaiacol (2-metoxifenol) (Splittstoesser et al., 1998),

podendo ser produzida a partir do aminodcido vanilina (Yamazaki et al,, 1996) ou do aminoécido
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tirosina (Jensen et al., 2001). Segundo Niwa & Kuriyama (2003), o guaiacol se forma a partir de
acido ferulico em sucos de frutas, via vanilina e acido vanilico.

Pettipher et al.(1997) constatou, através de cromatografia gasosa e espectrometria de
massa (GC-MS), que o limite minimo para a detecc@o de guaiacol € de 2 pg/ml de suco e relata
que uma populagdo de 10° UFC/mL de Alicyclobacillus acidoterrestris seria necessdria para
produzir esta concentra¢do de guaiacol. Também fora concluido que nesta mesma populagdo nao
se observa sinais visiveis de deterioracdo do suco. Eguchi et al. (2001c) através de andlises
sensoriais notaram pequena diferenca em relacdo ao odor para niveis 10%e 10° esporos/mL de
Alicyclobacillus acidoterrestris quando comparados com o suco ndo inoculado, sendo mais
intensa para niveis de 10° esporos/mL.

Outra substincia a qual também € atribuida a formacdo de odor desagradavel nos sucos
deteriorados por Alicyclobacillus é o 2,6 dibromofenol. Jensen (1999) detectou a sua presenca em
sucos de frutas contaminados por Alicyclobacillus. No entanto, a deteccdo de halofenois em sucos
vinha sendo atribuida & contaminacdo devido a componentes de agentes sanificantes € nunca
relacionados com uma fonte microbioldgica de contaminacaio.

Ainda Jensen (2000 e 2001), fazendo andlise dos produtos desenvolvidos durante a
deterioracdo de suco de maca, detectou a presenca dos halofenois 2,6 dibromofenol e 2,6
diclorofenol. Foi observada uma concentracio bem maior de 2,6 dibromofenol do que 2,6
diclorofenol, respectivamente, pelas cepas isoladas de sucos provenientes da Austrdlia (Jensen,
2000). Esse mesmo autor detectou em sucos de laranja e macad uma concentragdo de guaiacol
proxima a 100 vezes maior que os halofenois. Observando as condi¢des de produgdo de guaiacol,
constatou que em suco de laranja a producdo é maior que em suco magd e que estas altas
concentragdes sao produzidas a 46°C, e ocorre mais rapidamente nos primeiros dias de incubagao

nos sucos inoculados experimentalmente com Alicyclobacillus, independendo do nivel do inéculo
16



usado. Foi constatado ainda que a produc¢do de guaiacol continuou apds o crescimento do
microrganismo ter cessado.

Sucos de fruta ndo sd@o os unicos alimentos deteriorados por guaiacol, sendo detectada
também a presenca deste composto em vinhos (Alvarez-Rodriguez et. al, 2003), e também em
leites achocolatados, iogurtes e sorvetes (Jensen et al., 2001). Em relacdo ao leite achocolatado,
Jensen et al. (2001) detectou a produgdo de guaiacol oriundo da vanilina (principal composto
aromdtico desse produto). O microrganismo responsavel pela producio do guaiacol foi a bactéria
psicotrofica Rahnella aquatilis, que é um coliforme. O guaiacol foi encontrado tanto nos produtos
estocados em condi¢des de refrigeracao consideradas aceitdveis (de 4°C a 5°C) quanto naqueles
estocados sob condi¢des de abuso (8°C a 9°C).

Alvarez-Rodriguez et al. (2003), em estudo de microrganismos isolados da cortica usada
para fechamento de vinho, observou a producdo de guaiacol em quatro espécies bacterianas: 1
isolado de Bacillus subtilis e 3 isolados de Streptomyces, de um total de 55 microrganismos
isolados, dentre fungos, leveduras e bactérias. Esta pesquisa demonstra que outros
microrganismos além do Alicyclobacillus acidoterrestris produzem guaiacol. Recentemente, foi
comprovada a produgdo de guaiacol por outra espécie de Alicyclobacillus, A acidiphilus; o que
demonstra que os estudos sobre deterioracdo de produtos dcidos devem ser também direcionados
a outras espécies de Alicyclobacillus (Chang & Kang, 2004).

O guaiacol vem sendo identificado como um intermedidrio da degradacdo do d4cido
vanilico via catecol, como resultado da reag¢do descarboxilativa ndo-oxidativa pelo complexo
enzimdtico vanilato-descarboxilase. Assim, o método utilizado por Alvarez previa a selecao de
microrganismos pela habilidade de crescimento em placas contendo 4cido vanilico como Unica

fonte de carbono, uma vez que esse acido é apontado como precursor do guaiacol, pois estd
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constantemente presente em produtos contaminados. A rota para formagdo do guaiacol estd

exemplificada no esquema da Figura 2.1.

CH=CH-COOH

HO
OCH3
ACIDO FERULICO
CHO
HO
OCH3
VANILINA
Oxidag¢éo
COOH
Descarboxilagdo
HO HO
OCH3 OCHj3
ACIDO VANILICO GUAIACOL

Figura 2.1. Representacdo esquemdtica da producdo de guaiacol a partir do dcido feriilico. (Chang & Kang, 2004)

Jensen (2001) descreveu microrganismos que comprovadamente produzem guaiacol com
o 4cido vanilico como precursor imediato do guaiacol, incluindo Bacillus megaterium,
Pseudomonas acidovorans, Alicyclobacillus acidoterrestris, Streptomyces setonii € Rhodotorula

rubra.
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Orr et al. (2000) utilizaram dois métodos para andlise da produgdo de guaiacol em sucos
de maca: cromatografia gasosa e andlise sensorial. Dessa forma, pdde se estabelecer o limite
minimo para deteccdo de guaiacol segundo suas condi¢des experimentais. Concluiram que a
sensibilidade da técnica sensorial foi superior a conseguida por cromatografia. Ainda observaram
a inviabilidade da cromatografia ao menos considerando as especificidades desse estudo.

Outro método recentemente proposto € o VIT (Vermicon Identification Technology),
descrito por Thelen (2003). Este método € baseado na introducdo, na célula morfologicamente
intacta de Alicyclobacillus spp, de genes fluorescentes especificos para este género e espécie que
se combinam com o material genético da célula. Possui baixa sensibilidade de 1000 UFC/mL.
Através do método, as células vidveis de Alicyclobacillus acidoterrestris podem ser detectadas
apés um pré-enriquecimento de 2 dias. E necessdrio um microscépio de fluorescéncia para
visualizagdo das células. Na Figura 2.2 é apresentada uma foto de microscopia de células de
Alicyclobacillus acidoterrestris, coradas de vermelho. As células de Alicylobacillus sp sao

coradas de verdes, mas ndo sdo mostradas no mesmo registro fotografico.

Figura 2.2. Imagem de células de Alicyclobacillus acidoterrestris obtidas por microscopia de fluorescéncia de
amostra de suco de laranja depois de andlise VIT (Thelen, 2003).
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Um primer para detectar o gene Vdc (responsdvel pela producdo de guaiacol) de
Alicyclobacillus acidoterrestris foi construido por Niwa & Kuriyama (2003) no Instituto de
Desenvolvimento de Bebidas Kirin, estabelecendo as condi¢des para detec¢do rdpida desse
microrganismo. O kit compreende duas etapas: formagdo e detec¢do do guaiacol. Primeiramente,
o 4cido vanilico é adicionado a um suco de fruta contendo alguns esporos, o que propicia a
formacdo de guaiacol em grandes quantidades em um espago curto de tempo (1 hora). Depois,
através da combinacdo com a enzima peroxidase, se observa a formacdo de compostos da cor
marrom escura, permitindo a visualizacdo dos mesmos. Caso seja dificultada a andlise visual,
pode ser obtida uma medida comparativa da absorbancia com amostras padrdes adicionadas de
guaiacol. A Figura 2.3 mostra a diferenca significativa de colorac¢do entre as amostras 1 — branco

e 2 — amostra com guaiacol apds adi¢@o dos reagentes componentes do kit Kirin.

Figura 2.3. Comparagdo visual de amostras com auséncia (1) e presenca (2) de guaiacol (Goto,2005b).

Comparando o kit Kirin com trabalhos anteriores, nos quais fora utilizada a adi¢do de

vanilina (detectada por cromatografia gasosa e espectrometria de massa), notou-se um aumento
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significativo na quantidade de guaiacol produzida e também o aumento da precisdo dos
resultados.

2.6. Processo de pasteurizacao de sucos

A estabilidade de sucos prontos para beber, estocados a temperatura ambiente, ¢ mantida
pela combinacdo do tratamento térmico com baixo pH. O pH naturalmente baixo do suco inibe o
crescimento de muitos tipos de bactéria e seleciona leveduras, fungos e poucos grupos de bactéria
aciddricas. A pasteurizacdo realizada por Hot-fill geralmente destr6i os microrganismos
deteriorantes, como bactérias lcticas, leveduras e alguns tipos de fungos. No processo Hot-fill, o
produto € aquecido por aproximadamente 15 a 20 segundos a temperatura de 92 a 95°C. Com o
decréscimo da temperatura para niveis entre 82 a 84°C, o produto € envasado na embalagem.
Antes do resfriamento, o produto é mantido por 2 minutos nesse mesmo nivel de temperatura.
Dessa forma, poucos fungos termoresistentes podem sobreviver a essas etapas, causando
deterioracdo. Sucos de fruta adequadamente processados e manipulados permanecerio
comercialmente estéreis durante a vida de prateleira até a abertura do produto (Chang & Kang,
2004).

Segundo Silva et al. (2003), a pasteurizacdo inclui as fases: Aquecimento - deve ser
uniforme e respeitar o limite de temperatura de enchimento a quente (Hot-fill); Manutencdo -
retencdo da temperatura de enchimento durante um tempo especifico; Envase e Selagem -
enchimento a quente na embalagem e fechamento da mesma; e Resfriamento - diminuicio da
temperatura de modo ndo-uniforme.

No processo Hot-Fill o enchimento do produto na embalagem é feito a quente, a
embalagem ¢ invertida para assegurar que o produto quente entre em contato com a parte superior

da embalagem. Em seguida, a embalagem deve ser resfriada o mais rdpido possivel, pois, isso
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influencia na qualidade final do produto. A taxa de resfriamento pode ser maximizada por
agitacdo do recipiente. O enchimento a quente € usualmente feito para produtos altamente 4dcidos
(pH<3,7) e proporciona um produto com esterilidade comercial e com uma longa vida de
prateleira a temperatura ambiente. O resfriamento pode ser atingido através de imersiao ou spray.
No entanto, é importante assegurar que o veiculo de resfriamento ndo contamine o produto
(Lewis & Heppell, 2000)

A pasteurizacdo aplicada aos sucos de frutas, geralmente na faixa de 85-95°C é um dos
fatores que previnem o crescimento de microrganismos deteriogénicos e elimina grande parte dos
patogénicos. O bindmio tempo temperatura € suficiente para pasteurizacao do produto, destruindo
leveduras, fungos e bactérias lacticas, prevenindo a deterioragdo (Pontius et al., 1998). Contudo,
os sucos de frutas sdo substratos adequados para o desenvolvimento de microrganismos capazes
de sobreviver aos tratamentos térmicos e de crescer em pH baixo, especialmente as bactérias
esporuladas acidofilicas como o Alicyclobacillus acidoterrestris (Eiroa et al., 1999), que
sobrevive a tratamentos usuais de pasteurizacdo (86-96°C) por 2 minutos. Seria necessario um
tratamento de 102,1°C por 36 segundos para reduzir 3 ciclos logaritmicos de Alicyclobacillus
acidoterrestris (Mcknight, 2003).

No entanto, os fatores de qualidade como: cor, sabor, textura e nutrientes sdo mais
termossensiveis do que os préprios microrganismos, o que dificulta o emprego de temperaturas
mais elevadas durante o processo de pasteurizagdo (Silva et al., 2003).

2.7. Higienizacao por Circulacao

A higienizacdo por circulagdo ¢ um processo conhecido como CIP (Clean in Place). O
sistema € automatico e permanente, onde os equipamentos e tubula¢des sdo higienizados sem

desmontagem. A partir dos tanques de limpeza s@o bombeados agentes alcalinos e 4cidos mais
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fortes e a temperaturas mais elevadas, quando comparados a outros processos de higieniza¢do. O
processo permite um controle eficiente do fluxo, concentracdo, temperatura, tempo de contato das
solugdes circuladas (Andrade & Macedo, 1996).

A aplicacdo de solugdes alcalinas tem como objetivo remover os residuos protéicos e
gordurosos das superficies; além de reduzir o numero de microrganismos. Em relacdo aos
saneantes, o objetivo é a remocdo de residuos orgdnicos e minerais; € a eliminagcdo de
microrganismos patogénicos e deteriorantes a niveis aceitdveis, nas superficies de equipamentos
e utensilios (Andrade & Macedo, 1996).

O uso de saneantes visa reduzir a niveis seguros, os microrganismos deteriorantes e
eliminar patdgenos das superficies de equipamentos e utensilios que entram em contato com o
alimento. Assim, contribuem para a melhoria da qualidade microbioldgica dos alimentos
produzidos, atendendo os padrdes exigidos pela legislacdo e aumentando a vida de prateleira do
produto.

E de se esperar que os agentes quimicos apresentem acgio esporicida nas concentracdes de
uso preconizadas para a sanificacdo na industria de alimentos, j4 que se recomendam
concentragdes mais elevadas do que aquelas aplicadas para destruir as células vegetativas.

O 4cido peracético € o principio ativo de diversos saneantes disponiveis comercialmente
destinados ao procedimento de higieniza¢do na inddstria de alimentos. Sdo produtos constituidos
de uma mistura estabilizada de acido peracético, peréxido de hidrogénio e 4cido acético. E a
grande capacidade de oxidacdo dos compostos celulares que torna o dcido peracético um
excelente saneantes. As solugdes de dcido peracético sdo mais eficientes em temperaturas
abaixo de 35°C e pH entre 2 e 4 (Andrade & Macedo, 1996). Atualmente as misturas de acido
peracético e perdxido de hidrogénio sdo incorporados agentes tensoativos como o dacido

peroctandico, para facilitar a penetracio na membrana celular.
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2.8. Microbiologia preditiva

A utiliza¢do de modelos matematicos em microbiologia de alimentos iniciou-se na década
de 20, com a implementacdo de métodos para cédlculo do tempo de destruicdo térmica de
microrganismos relacionados com a industria de enlatados. Porém, a aplicacdo de técnicas de
modelagem matemadtica para descrever o crescimento e sobrevivéncia de microrganismo
comegou na década de 80 (Ross & McMeekin, 1994).

McMeekin e colaboradores (1993) apontaram dois fatores como responsdveis pelo
crescente interesse na aplicacdo da microbiologia preditiva: o aumento marcante da incidéncia de
surtos de intoxicac¢do alimentar durante a década de 80, e a conscientizac@o por parte de muitos
microbiologistas de alimentos de que os métodos microbioldgicos tradicionais para determinag¢ao
da qualidade e seguranca dos alimentos eram muito limitados e laboriosos; e que os métodos
indiretos baseados em mudangas quimicas, fisicas, ou fisico-quimicas exigiam um numero
elevado de células.

A obten¢do de modelos ocorre a partir do tratamento matemaético de dados experimentais;
por exemplo, os efeitos que a temperatura, pH, atividade da dgua exercem sobre os
microrganismos, em alimentos ou em meios laboratoriais. Isto € baseado na premissa de que as
respostas microbianas aos fatores ambientais sdo reprodutiveis (McDonald & Sun, 1999).

Segundo Blackburn, (2000), os fatores que afetam o crescimento e sobrevivéncia dos
microrganismos nos alimentos podem ser agrupados dentro de categorias:

e Fatores intrinsecos: sdo caracteristicas préprias do alimento, tais como: atividade de dgua

(aw), potencial de 6xido-reducdo (Eh) e preservantes;

e Fatores extrinsecos: sdo caracteristicas do meio no qual o alimento € estocado, tais como:

temperatura, umidade, gds atmosférico;
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e Fatores implicitos: sdo as caracteristicas inerentes do microrganismo na presenca de
combinagdes de fatores intrinsecos e extrinsecos.
E importante ressaltar que os modelos baseados em probabilidade e os baseados na
cinética sdo as duas aproximacOes mais empregadas na modelagem das condi¢cdes do meio de
cultura e ambientais na multiplicacdo microbiana em alimentos. A escolha e aplicagdo especifica
de um deles s@o determinadas pelo tipo de microrganismo e pelo nimero de varidveis. Neste
contexto, trés niveis de modelos podem ser considerados (Silva, 2002):
¢ Modelos primarios: descrevem como o nimero de microrganismos varia no decorrer do
tempo em um determinado ambiente; tendo como exemplos, os modelos de multiplicagdo e
inativacdo/sobrevivéncia; as medidas indiretas da concentragdo celular (turbidez e
condutividade elétrica) ou dos produtos metabdlicos (toxinas e substratos); o valor D (tempo
para a populacdo microbiana decrescer 90% a temperatura constante); a medida da taxa de
multiplicacdo durante a fase exponencial.

¢ Modelos secundarios: indicam como os pardmetros dos modelos primdrios variam em
relacdo aos fatores ambientais e do meio de cultura (composi¢do quimica da atmosfera, pH,
temperatura, concentracdo de sais); o valor z (elevacdo da temperatura necessdria para
reduzir 90% o valor de D).

® Modelos terciarios: consistem em calcular e construir gréaficos, fazer predigdes e
comparacdes mediante software user-friendly, usando os modelos primdrios e secundarios
para obter informagdes especificas do organismo e das condi¢des ambientais e do meio de
cultura.

Segundo Buchanan (1993), houve um aumento considerdvel em pesquisas para o

desenvolvimento de modelos, pois, existe maior disponibilidade de programas aplicativos,
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microcomputadores mais eficientes, portanto, novas varidveis a serem estudadas para garantia da
seguranga microbioldgica destes produtos nacional e internacionalmente.
2.8.1. Modelos primarios de crescimento bacteriano

Os modelos de primeiro nivel quantificam o aumento de biomassa microbiana como
unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL) ou absorbancia em func¢do do tempo.
Alternativamente, isso pode ser verificado pelas mudangas na composi¢cao do meio com produtos
finais metabdlicos, condutividade e producdo de toxinas. Os primeiros modelos eram simples
equacOes como as condi¢des de crescimento versus condi¢Oes de ndo crescimento, por exemplo,
concentracOes de dcido acético e de agicar na prevencdo do crescimento de leveduras
degradadoras. A partir dai, os modelos subseqiientes consideravam o tempo entre a inoculagdo e
o crescimento. Uma abordagem utilizada para modelar o tempo requerido de produgdo de toxina
pelo Clostridium botulinum (Forsythe, 2002).

Os modelos de Gompertz (Buchanan, et al. 1989), inativagao térmica (Abraham, 1990),
sobreviventes e inativacdao (Kamau et al., 1990), valores da taxa de crescimento (McMeekin et
al., 1987) e de Baranyi & Roberts (Baranyi & Roberts, 1995) sdo exemplos de modelos
primdrios. Sendo que dentre estes, os modelos de Gompertz modificado e o de Baranyi & Roberts
sdo os mais utilizados.

Segundo Forsythe (2002), a funcdo de Gompertz produz uma curva sigmoidal, que
consiste de quatro fases compardveis as fases da curva de crescimento microbiano: tempo de
adaptacao, aceleracdo, desaceleracdo e estaciondria.

A funcdo de Gompertz modificada é definida como:

N =Log Ny + C exp (-exp (-B (t — M))). (2.1)

Os parametros desta equacdo podem ser relacionados matematicamente com caracteres

comuns aos microbiologistas:
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n =B.Cle
G= [log2][e/B.C]
A =M-(1/B)
MPD = Log No+ C

A Equagdo 2.1 mesmo apresentando falhas é amplamente utilizada. A fase lag ndo €
paralela ao eixo das abscissas. A equacdo ndo apresenta um periodo de aumento linear durante a
fase de crescimento exponencial, como € observado na maioria das curvas de crescimento. Sendo
assim, como a velocidade é determinada por um ponto de inflexdo na curva, o processo de ajuste
tende a favorecer valores que variam mais do que as velocidades correspondentes determinadas
por um periodo de crescimento linear (Whiting & Buchanan, 1997)

A Fungdo de Baranyi & Roberts (Equagdo 2.2) considera caracteristicas do meio e do
microrganismo como critérios importantes devido as influéncias de diversos fatores (pH, Brix,
temperatura, atividade de 4gua), abrangendo tais critérios de maneira mais completa que a

equacdo de Gompertz (Baranyi & Roberts, 1995).

Mt AL _
¢ T 1], 2.2)

1
t) = A(t)——In| 1
y(t) =yo +1mAt) mﬂ[ +m

A cinética da Equacgdo 2.2 foi determinada por 3 varidveis:

® Condigoes intracelulares: estado fisiologico da célula pode ser medido por certas
substancias quimicas, tais como enzimas, RNA ou DNA;

e Condigoes extracelulares dependentes de mudancas provocadas pelo metabolismo
bacteriano;

e Condigdes extracelulares independentes da cultura de crescimento: a varidvel mais

comum modelada por este vetor € a temperatura.
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A Equacao 2.2 apresenta vdrias vantagens computacionais quando comparadas com outras
fungdes sigmoidais, sendo utilizada para predizer a resposta de crescimento bacteriano mesmo
com alteracdo de temperatura durante as fases de adaptacdo e estaciondria.

Graham et al.(1996), em sua pesquisa de microbiologia preditiva sobre o efeito da
temperatura, pH e cloreto de s6dio no crescimento de esporos de Clostridium botulinum nao-
proteolitico, utilizaram dois métodos de modelagem: Baranyi & Roberts e Gompertz modificado.
Foi constatado que ambos modelos tiveram um bom ajuste para curvas de crescimento.
Entretanto, o tempo de duplicacdo, derivado do modelo de Baranyi & Roberts, foi levemente
maior que aqueles derivados do modelo de Gompertz. Isto ocorre porque o modelo de Gompertz
ajusta uma funcdo sigmdide que tende a ser superestimada para taxas de crescimento, enquanto
que o modelo de Baranyi & Roberts apresenta na fase exponencial uma tendéncia de
comportamento linear. Assim, o modelo de Baranyi & Roberts mostrou ser mais apropriado
quanto ao ajuste, evitando a superestimac¢do inerente ao modelo de Gompertz.

Um modelo de superficie de resposta foi desenvolvido para descrever os efeitos da
temperatura (35°C a 55°C), do pH (3,5 a 5,5) e da atividade de dgua (0,960 a 0,992) na
germinacdo de esporos de Alicyclobacillus. O crescimento maximo foi observado para a faixa de
temperatura que variou entre 35°C e 42°C, com pH variando entre 3,5 e 4,5. Segundo Sinigaglia
et al. (2003) o modelo foi validado contra dados da literatura. Depois de dois dias de crescimento
o microrganismo foi bastante afetado pela temperatura. De fato, somente a 45°C todos os sucos
(laranja, abacaxi, péra, ma¢d e tomate) apresentaram crescimento do microrganismo. Em outras
temperaturas, o crescimento e a perda da viabilidade dependeram do tipo de suco, somente em
laranja (pH 3,78 e 11,2°Brix) e tomate (pH 4,45 e 7,0°Brix) apresentaram crescimento em todas
as temperaturas. Depois de sete dias, o crescimento foi observado em quase todas as condi¢des. A

perda de viabilidade foi observada apenas em péra (pH 3,61 e 11,0°Brix) e maca (pH 3,64 e
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11,5°Brix), incubados a 50°C. O efeito inibitério destes sucos sugere que outros fatores diferentes
de pH e atividade de 4gua podem afetar a viabilidade de Alicyclobacillus acidoterrestris
(Sinigaglia et al., 2003).

Pefia (2005, 2006) estudou a modelagem do crescimento de Alicyclobacillus
acidoterrestris em suco de laranja usando os modelos de Baranyi & Roberts e Gompertz
modificado. Também foi avaliada a modelagem secundiria do tempo de adaptacdo do
microrganismo em fun¢@o do pH, concentracdo de sélidos soltveis, temperatura de incubacdo e
concentracdo de nisina utilizando modelo polinomial de superficie de resposta. Foi demonstrado
que o tempo de adaptacdo foi afetado principalmente pela temperatura (20 a 54°C) seguido pelo
pH (3 a 5,8), concentragdo de nisina (0 a 70 IU/mL) e concentracdo de solidos soldveis (11 a
19°Brix). Tempos de adaptacdo de pelo menos 47 dias foram encontrados experimentalmente
para varias combinacOes dos fatores. A manipulacdo dos fatores, bem como o uso do
antimicrobiano (nisina) pode ser uma alternativa para evitar o desenvolvimento do

microrganismo aumentando a vida de prateleira do produto.
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CAPITULO 3

METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Material

- Produto: Suco concentrado pasteurizado (FCOJ) com 66,17 °Brix, pasteurizado a 95-97°C por
cerca de 20s, armazenado a -20°C em camara fria, reconstituido com dgua destilada estéril até
atingir 11° Brix. Todos os utensilios (cagarolas para alimentac¢io do suco e demais ferramentas de
apoio) utilizados nesta operacdo foram higienizados com solu¢@o de dcido peracético (0,6% v/v).
As caracteristicas fisico-quimicas do suco foram determinadas pelo fabricante:

® Brix: 66,17

e pH:38

®  Ratio: 16,42
- Microrganismo: Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152, isolado de suco de laranja na
Inglaterra, reconhecido como deteriorante e formador de guaiacol pela empresa Danisco Cultor.
- Embalagem: Garrafas PET (500 mL) com tampas rosquedveis. As garrafas utilizadas
dispunham das seguintes dimensdes: 60mm de raio externo, 205,6mm de altura, ¢ 28mm de
diametro externo das tampas. As garrafas foram higienizadas com solucdo 0,3% v/v de acido

peracético e as tampas com 0,05 % v/v de 4cido peracético. Apds o descarte da solugdo, as
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mesmas foram enxaguadas duas vezes, com dgua destilada estéril, e depois de tampadas, foram
colocadas em sacos estéreis (60 L) para uso no processo Hot-Fill (Petrus,2000).

- Processo: Foi determinado o processo equivalente ao processo industrial praticado pela
indudstria no exterior por meio da insercio dos dados de tempo e temperatura praticados na
inddstria no programa Alikinetic (Tamega, 2005), além da medicdo dos didmetros e
comprimentos caracteristicos da planta-piloto UHT. O programa gerou a letalidade equivalente.

O suco foi processado a 92°C por 10 segundos, com enchimento a quente a 85°C e
inversdo da garrafa por 20 segundos para garantir a esterilidade da regido superior das garrafas.
Em seguida, foi realizada a manuten¢@o da temperatura de 85°C por 150 segundos em banho de
agua aquecido e controlado. Apds o tratamento térmico as garrafas foram resfriadas por aspersao,
o que reduziu a temperatura de 85°C para 35°C em um intervalo de 30 minutos.

-Equipamento: Foi utilizada a unidade Microthermics UHT/HTSTLab-25-DH, equipada com
trocador de calor tubular indireto em espiral. O trocador foi alimentado com 4dgua previamente
aquecida pelo vapor proveniente da caldeira. Para a retencdo foi utilizado um tubo de retencdo
flexivel de diametro %4”. Apds a retengdo, o produto seguiu para o envase por meio de um sistema
de enchimento asséptico (SPO), em camara de fluxo laminar classe 100 Microthermics. A
unidade possui duas linhas de enchimento automatico programdveis em func¢do do tempo. O
volume de suco enchido em cada garrafa foi de 500 mL. A Figura 3.1 mostra o conjunto de

equipamentos utilizados no presente trabalho.
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Figura 3.1. Unidade UHT/HTST no Laboratorio de Termobacteriologia.

A unidade piloto possui termopares para monitoramento da temperatura instalados na
saida de cada secdo (pré-aquecimento, retencdo, resfriamento e antes do enchimento), além de
possuir 2 sensores de pressao (transdutores).

-Esterilizacido da Unidade e tratamento CIP: Antes de cada processo a unidade foi esterilizada
por manutencao da tubulagdo a 121°C por 15 minutos no ponto frio do sistema localizado apds o
ponto de enchimento, garantindo a esterilidade do mesmo. Apds cada processo foi realizado um
procedimento CIP para higienizacdo e sanitizacdo da unidade que foi sugerido pela empresa
ECOLAB. Esta etapa foi feita da seguinte maneira:
® Enxdgiie com dgua por 10 minutos a temperatura de processo.
Higienizacdo com solugdo alcalina Mikrochlor (composto clorado (3,0 g/l) por 10 minutos a
55°C.
® Enxdgiie com dgua por 10 minutos a 55°C.
e Sanitizacdo com solucdo Vortexx ES (4cido peracético e dcido peroctanoico) 0,6% v/v por
10 minutos a 35°C.

® Enxdgiie final do sistema por 10 minutos a temperatura ambiente.

32



As etapas seqiienciais descritas acima foram realizadas para cada linha de enchimento.

3.2. Métodos

A avaliacio experimental conduzida durante este trabalho € apresentada nesse capitulo e
abrange cinco topicos essenciais praticados. O fluxograma da Figura 3.2 apresenta todas as etapas

realizadas no decorrer do trabalho experimental.

33



m 1° Etapa - Preparo da suspensio de esporos

Pré-esporulagio ] Acondicionamento Coleta Padronizagdo
em Choque térmico em garrafas em dos da
meio PDA meio AAM esporos suspensao
m 2° Etapa - Caracterizagio do suco concentrado 65°BRIX
Equmeragﬁq Enumeryac;éo de Enumeracio de Enumeracao de Enumeragao

de A{zcyclobacz?lus mesofilos bolores e bactérias de bolores
acidoterrestris eSPOYUl?dOS leveduras lacticas termoresistentes
aerobios
‘ M 3° Etapa - Resfriamento das garrafas por aspersao de agua
Processamento ,
292°C/10s : ) Calcglos para
Envase e manutengio Aspersz'io Monitoramento determinacdo dos
de garrafas PET (35°C/30 minutos) da temperatura parén_wtros
2 85°C de resfriamento
|
v
m 4° Etapa - Determinagdo do efeito da pasteurizagao
Processamento Incubacao das Contagem de

do suco inoculado

Resfriamento

em dois niveis: = por 7 dias, e
102 ¢ 103 por aspersao contagem em
esporos/ml meio YSG

garrafas a 45°C

esporos ¢ células
vegetativas para
determinagédo do
numero de
redugdes decimais

.

M 5° Etapa - Testes para determinagao da evolugao da populagio de 4. acidoterestris

Processamento
do suco inoculado
em dois niveis:
102¢ 103
esporos/ml

Manuten¢do a
85°C/150s
¢ Resfriamento
por aspersdo
(35°C/30min)

Novo
resfriamento
a25°C
por 48 horas

Incubagio a 35°C
meio YSG

Contagem de
células vegetativas

v

MG° Etapa - Tratamentos de estocagem a diversas condigdes (3 niveis: 100, 10! e sem in6culo)

Proc. 92°C/10s Proc. 92°C/10s
Envase: 85°C Envase: 85°C
M: a0: 85°C/150s || M a0: 85°C/150s
Resfi. 35°C/30min Resfi. 35°C/30min
Novo resfr. Novo resfi.
30°C - ponto frio 30°C - 48 horas
Estocagem: 35°C Estocagem: 35°C

Proc. 92°C/10s Proc. 92°C/10s
Envase: 85°C Envase: 85°C
M: a0: 85°C/150s || M: 40: 85°C/150s
Resfi. 35°C/30min Resfi. 35°C/30min
Novo resfi. Novo resfi.
25°C - ponto fiio 25°C - 48 horas
Estocagem: 35°C Estocagem: 35°C

Proc. 92°C/10s
Envase: 85°C
Manutencio: 85°C/150s
Resfr. 35°C/30min
Estocagem: 20°C

Figura 3.2. Fluxograma geral de etapas experimentais.
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3.2.1. Esporulacio, contagem e padronizacao da suspensao de esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris CRA7152

A pré-esporulacio foi realizada por inoculagdo em superficie em 6 placas contendo meio
de cultura PDA, pH 4, seguida de incubacdo a 45°C por 5 dias.

Ap6s o periodo de pré-esporulacdo, o crescimento das placas foi recolhido com auxilio de
bagueta de vidro estéril. Foram adicionados 6 mL de dgua destilada estéril por placa, e a
suspensdo obtida foi transferida para 3 tubos de rosca com @16mm X 250 mm de altura.
Procedeu-se o choque térmico para ativagdao dos esporos, a 80°C por 10 minutos (IFU, 2004),
acrescidos do lag térmico de 8 minutos para que o centro do tubo atingisse a temperatura
desejada. Em seguida, os tubos foram imersos em banho de gelo até que a temperatura ambiente
fosse equalizada.

Posteriormente, 100 garrafas PET contendo 70 mL do meio AAM (Alicyclobacillus
acidocaldarius Medium — Murakami et al., 1998), pH 4, solidificado inclinado, foram inoculadas
com 0,2mL da suspensdo ativada. As garrafas foram incubadas a 45°C e monitoradas a partir do
quarto dia através da realizacdo de coloragdo de esporos. Quando 90% do campo de observacdo
apresentou esporos, a suspensao foi coletada.

Para coleta dos esporos foi realizada a lavagem das garrafas, com auxilio de bagueta
estéril, apos o acréscimo de 8 mL de dgua destilada estéril por garrafa. A suspensdo resultante foi
transferida para tubos de &25mm X 200 mm de altura, os quais foram previamente esterilizados.
Foram realizadas duas centrifugagdes durante 10 minutos a 4°C, com rotacdo de 1500Xg
(Murakami et al., 1998), seguida de lavagem com &4gua destilada estéril. Em seguida o pH foi
ajustado para 11 por meio da utilizacdo da solucio NaOH IN. Foi adicionada lisozima (0,15
mg/mL de suspensdo) para rompimento das células vegetativas com conseqiiente liberacdao dos

esporos (Stumbo, 1965). Apos este procedimento foram realizadas duas centrifugagdes e lavagem
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durante 10 minutos a 4°C, com rotacdo de 6160Xg. Foi obtida uma suspensdo de 27 mL, que foi
transferida para um tubo estéril de @25mm x 250 mm contendo pérolas de vidro, sendo
armazenada em camara de incubacdo B.O.D ajustada a 4°C até uso posterior.

A contagem da suspensdo de esporos foi realizada por plaqueamento em profundidade
utilizando os meios YSG e BAT. Antes do plaqueamento em meio YSG, a suspensdo de esporos
recebeu choque térmico a 70°C por 20 minutos (Goto, 2005a). No caso do meio BAT, o choque
térmico foi de 80°C por 10 minutos (IFU, 2004). As placas inoculadas foram incubadas invertidas

a45°C por 5 a7 dias.

3.2.2. Avaliacao da carga contaminante da garrafa PET
Foram avaliadas 3 garrafas. Para cada garrafa executou-se o método do enxégiie com 25

mL de solucdo tamponada, no intuito de detectar mesofilos esporulados aerdbios (Stevenson &
Segner, 2001) e Alicyclobacillus sp (IFU, 2004).

3.2.3. Avaliacao da eficiéncia da sanitizacao de garrafas e tampas PET com acido peracético
frente a Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152

Antes de qualquer ensaio de processo térmico foi necessdrio avaliar um método de
sanitizacdo das garrafas frente a Alicyclobacillus acidoterrestris CRAT152.

O suco de laranja concentrado 66°Brix foi reconstituido com dgua destilada para 11°Brix
e, em seguida, autoclavado a 105°C por 10 minutos. No suco estéril inoculou-se a suspensao de
esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 atingindo-se a concentragdo de 10° €sporos
por ml de suco. O suco foi transferido para 5 garrafas PET (500 mL cada). O mesmo volume de
suco foi utilizado em um béquer estéril, o qual continha as 5 tampas. Ambos garrafas e tampas
foram expostos por um tempo de contato de 30 minutos. Entdo, descartou-se o suco e realizou-se
um enxdgiie com 4gua destilada estéril por um tempo de contato de 10 minutos. Desta dgua de
enxagiie, foi retirado 10 mL da garrafa 1 e, paralelamente, 10 mL correspondente a tampa 1 para
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contagem da populacdo inicial (Np) remanescente na dgua de enxdgiie (Evandro, 2001).
Procedeu-se o choque térmico para ativacdo dos esporos nesta dgua de enxdgiie, a 80°C por 10
minutos (IFU, 2004), acrescidos do lag de 8 minutos (tempo para que o ponto frio do tubo
atingisse essa temperatura), seguido de resfriamento até temperatura ambiente. O plaqueamento
em superficie foi realizado no meio BAT, sendo as placas incubadas a 45°C durante 5 a 7 dias.

Posteriormente, procedeu-se a sanitizacdo com acido peracético do restante das garrafas e
tampas, nas concentracdes de 0,3% v/v e 0,05% v/v, respectivamente, por 30 minutos. Realizou-
se 2 lavagens seguidas das garrafas e tampas com dgua destilada estéril, retirando-se de cada uma
das lavagens 10 mL (Petrus, 2000). Procedeu-se o choque térmico 80°C por 10 minutos,
acrescidos do tempo de lag de 8 minutos, seguido de resfriamento até temperatura ambiente. O
plaqueamento em superficie foi realizado no meio BAT, sendo as placas incubadas a 45°C
durante 5 a 7 dias.
3.2.4. Avaliacao da carga contaminante do suco concentrado 66°Brix

A avaliacdo da carga contaminante do suco concentrado 66°Brix foi realizada no intuito
de detectar a ocorréncia de mesofilos esporulados aerdbios (Stevenson & Segner, 2001),
Alicyclobacillus sp, bolores e leveduras (Beuchat & Cousin, 2001), bactérias lacticas (Hall, 2001)
e bolores termoresistentes (Beuchat & Pitt, 2001).

Método de deteccdo de Alicyclobacillus acidoterrestris (Goto, 2005a)

Inicialmente, 10 mL do suco concentrado foram diluidos em 90 mL de solucdo salina
0,85%. Transferiu-se 10 mL para 1 tubo de rosca @16mm X 150 mm de altura. Procedeu-se o
choque térmico em banho termostatico a 70°C por 20 minutos acrescidos do lag térmico de 8
minutos, para que o ponto frio do tubo atingisse 70°C, seguido de resfriamento. O plaqueamento

foi em superficie, nas dilui¢des 101, 10%e 103, no meio YSG (Yeast Extract Soluble Starch Agar),
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seguido de incubacdo a 45°C durante 5 a 7 dias. O meio YSG € vastamente usado pelas industrias
e centros de pesquisa japoneses para detectar microrganismos termoacidéfilos em produtos
acidos (Goto, 2002 e Chang & Kang, 2004).

A composicdo dos meios citados anteriormente encontra-se no Apéndice 1.
3.2.5. Resfriamento das garrafas PET por aspersao de agua

Um sistema para resfriamento das garrafas, contendo suco de laranja processado a 92°C
por 10 segundos, com enchimento a quente a 85°C, foi projetado a fim de determinar o tempo
relativo ao resfriamento do suco da temperatura de enchimento a temperatura abaixo de 40°C,
resfriamento praticado por algumas industrias no exterior (Goto, 2005a). Este sistema era
composto de 9 bacias plasticas (40 cm de didmetro superior) interligadas por meio de tubulagdo
de polietileno flexivel de 34”. Cada uma das bacias continha uma grade metélica com 8 suportes
para garrafas. A dgua de resfriamento circulava pela tubulacdo, e em cada bacia foram
posicionados dois bicos aspersores (Micro-Drip-System. Fabricante: Gardena). A alimentacio de
dgua potdvel foi realizada através da linha de dgua do prédio, a temperatura ambiente. O esquema
da Figura 3.3a mostra detalhes construtivos de uma das 9 unidades de resfriamento e a Figura
3.3b representa o projeto de montagem da linha de resfriamento.

d

ABRACADEIRAS NEBULIZADORES MANGUEIRA
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Figura 3.3. Projeto da linha de resfriamento do suco por aspersdo de dgua potdvel a temperatura ambiente. a)
Detalhes da unidade de refrigeracdo; b) Esquema representativo da linha de montagem com capacidade para 72
garrafas.

A Figura 3.4 apresenta detalhes da montagem e do funcionamento da linha, conexao das
mangueiras de saida de dgua (a), e o detalhe do item b, que mostra a montagem implementada
para permitir a inser¢do de um termopar tipo T. Nesse item pode ser observada a pluma de dgua
gerada pelo nebulizador, a qual garante o resfriamento do vasilhame do suco sem atingir a tampa.

Ap6s o enchimento das garrafas a 85°C, estas foram invertidas por 20 segundos para
garantir a esterilidade da regido superior das garrafas. No intuito de calibrar o sistema de
resfriamento por aspersdo, cinco garrafas posicionadas estrategicamente em diferentes bacias
foram monitoradas via termopares (Termopares 24, 27, 28, 29 e 30). Foram utilizados termopares
“OMEGA” tipo T (Cobre-Constantan), calibrados contra um PT100 do banho de 6leo “Polystat”,
e adquiridos dados de tempo e temperatura do ponto frio da garrafa, a cada 30 segundos, pelo
registrador de temperaturas “DORIC”. Estes dados foram convertidos pelo programa “PGCRO”
num formato executdvel para o programa “MFIJOT” que calcula fc - taxa de resfriamento e jc -

valor de atraso térmico.
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(A) (B)

Figura 3.4. (a) Montagem de mangueiras para descarte da dgua; (b) Detalhe de uma bacia: grade, suportes,
nebulizador, garrafa com suco e termopar.

A equacdo (1) a seguir foi utilizada para descrever a relacdo temperatura versus tempo de
resfriamento:
AT = je.ATo. 10", 3.1)
sendo que:
AT ¢ a diferenca entre as temperaturas final desejada (T = 35°C) e da dgua de resfriamento
(Tw=24°C);
AT, € a diferenga entre a temperatura do inicio do resfriamento (Ty=85°C) e a temperatura da
dgua de resfriamento (Tw=24°C) e;
tc corresponde ao tempo de resfriamento para cada garrafa, em minutos.

3.2.6. Determinacao do efeito da pasteurizacio em relacao aos niveis inoculados em unidade
piloto de esterilizacao continua UHT-HTST Microthermics

Foram efetuados 6 ensaios com manutencdo do suco a 92°C por 10 segundos, seguido de
enchimento a 85°C, com ou sem a manutencao a esta temperatura por 150 segundos, resfriamento

por aspersao até 35°C em 30 minutos e incubagdo das garrafas a 45°C, conforme descrito abaixo:
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e 2 ensaios com processo de enchimento a quente, sem manutengdo posterior a 85°C por
150 segundos, com in6culo de 103 esporos/mL de suco;

®* 2 ensaios de processo de enchimento a quente com manuten¢do a 85°C por 150
segundos, com in6culo de 103 esporos/mL de suco

® 2 ensaios de processo de enchimento a quente com manuten¢do a 85°C por 150
segundos, com indculo de 10? esporos/mL de suco.

Ap6s a pasteurizacdo as embalagens foram incubadas a 45°C por 3-5 dias e a contagem de
esporos e células vegetativas foi realizada em meio YSG Agar.

A dgua destilada estéril para reconstituicao do suco foi autoclavada conforme o seguinte
ciclo: 121°C por 30 minutos. Para cerca de 100 litros de suco foram autoclavados 80 litros de
dgua destilada.

Foi utilizado volume suficiente da suspensdo de esporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris CRA 7152, a fim de obter a concentracdo desejada de esporos no suco.

Em cada ensaio foram utilizados 2 sensores TMI-ORION NanoVACQ-L/1Tc equipados
com PT1000 sendo que cada um foi inserido numa garrafa PET, a fim de coletar dados de
temperatura durante as fases de envase, resfriamento (coleta de dados a cada segundo) e
estocagem (coleta de dados a cada hora). Para a adequada fixacdo dos sensores, no eixo central
interno, foram projetados suportes construidos em Teflon® e sustentados por fios de aco
inoxiddvel. A Figura 3.5 mostra fotografias dessa montagem. Os suportes ndo interferiram na

aquisicao de dados realizada pelos sensores.
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Figura 3.5. Suporte para fixa¢do dos sensores TMI-ORION: (a) suporte com sensor ao lado da garrafa e, (b)

suporte com sensor dentro da garrafa.

Ap6s o enchimento a quente, as garrafas foram mantidas invertidas por 20 segundos, a
fim de garantir a sanitizacdo a quente da parte superior e tampas das garrafas. A seguir, foram
rapidamente imersas e retiradas de um recipiente contendo uma solu¢do de acido peracético
(0,6% v/v) para higienizagdo externa das mesmas. Para executar este procedimento de inversao,

foi projetado um suporte em aco inoxiddvel com capacidade para 6 garrafas, apresentado na

Figura 3.6. E mostrada nesta figura uma garrafa invertida no suporte.

Figura 3.6. Suporte em aco inoxiddvel para inversdo das garrafas.
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O processamento térmico foi realizado mediante alimentacdo do produto a temperatura
ambiente, através do trocador de calor de pré-aquecimento até atingir a temperatura programada
de 92°C, seguido de passagem pelo tubo de retencdo por 10 segundos. A vazdo utilizada foi de
1,7 L/min e o envase foi realizado a 85°C, mediante enchimento programavel.

Foi procedida a manuten¢do das garrafas (cheias) a 85°C por 150 segundos, a fim de
simular o tempo de espera em tanque pulmdo. Para esta manuten¢do utilizou-se um banho
termostatico previamente ajustado a 85°C. Decorrido o tempo de manutenc¢do, as garrafas foram
resfriadas de 85°C até 35°C em um intervalo de aproximadamente 30 minutos, usando sistema de
resfriamento por aspersao.

Os dados termométricos provenientes dos termopares e sensores posicionados na unidade
foram salvos em computador e utilizados para a geracdo dos perfis térmicos e avaliacdo da
letalidade, utilizando a equacdo (3.2) de Deindoerfer & Humphrey (1959) para o célculo das

temperaturas ao longo do aquecimento e retengao:

U, A
In(Tyy ¢ — T, () =1n(Ty ¢ = Ty) - —-—-t (3.2)
o, -Cp
UcA ’ (3.3)
o, -Cp

Como estes valores sdo desconhecidos, porém constantes em cada ETAPA OU SECAO,
podem ser substituidos por J (Swartzel, 1982). Este valor foi calculado para cada se¢do do
processo.

Rearranjando a Equacdo (3.2), de maneira a isolar Ts (t), temperatura em fun¢do do

tempo, obtém-se:

T, () =Ty.c + (T - Tye)- e (3.4)
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A partir desta equagdo, encontra-se a temperatura do produto a qualquer tempo, dentro da
etapa em estudo.

Para o célculo da taxa letal em cada etapa, sdo usadas as equacdes 3.5 e 3.6:

T—Tref
TaxalLetal=10 Z (3.5)
te
E,= | Taxa Letal dt (3.6)

to
Onde ty € o tempo inicial correspondente a alimentacdo do produto, t. € o tempo no final
da manutencdo, dt é o intervalo de tempo a temperatura T, T.s empregado foi de 98°C (para
sucos), determinado através de tubo TDT, e o valor z empregado para Alicyclobacillus
acidoterrestris em suco de laranja foi de 9,06°C (Pefa, 2005). Fp é o efeito integrado do
processo, em termos de tempo equivalente, em segundos, a temperatura de 98°C, neste caso.
O ntmero de reducdes decimais (y) também foi calculado a partir dos dados

experimentais da contagem de esporos de A. acidoterrestris, antes (Ny) e depois (Nf) do processo

Hot-fill e resfriamento por aspersao, pela expressao:

y=—log(N;)-log(Ng) (3.7)

3.2.7. Testes para determinacao da evolucao da populacao microbiana durante a vida de
prateleira do produto estocado a 35°C

Para os diferentes processamentos indicados na Tabela 3.1 foi acompanhado o
crescimento de Alicyclobacillus no suco, mediante contagem da sua forma vegetativa em meio
YSG. A finalidade desta etapa foi determinar o nimero de pontos requeridos para descrever a
curva de crescimento microbiano na pior condi¢do testada de crescimento do microrganismo

(estocagem a 25°C por 48 horas e incubacdo a 35°C). Desta forma, o tempo necessdrio para
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manter o microrganismo incubado até a fase estaciondria (populagdo mdxima) pdde ser
estabelecido e a curva de crescimento pode ser acompanhada com precisao.

Foi cumprida a realizac@o de 4 ensaios para acompanhamento da evolugdo do crescimento
de A. acidoterrestris (com andlise de duas garrafas de suco (a e b) para cada um). O ensaio 4 € a
repeticdo do ensaio 3. Os ensaios 2 e 3 foram realizados sob condi¢do desfavordvel ao
crescimento microbiano, ou seja, estocagem a 25°C por 48 horas, com niveis de inoculag¢io
iniciais do suco de 10% e 10° esporos/ml, respectivamente. A Tabela 3.1 a seguir mostra os
detalhes de execucdo destes processos. Para todos os processos foi utilizada a unidade
Microthermics UHT-HTST do laboratério de Termobacteriologia, utilizando uma vazao de 1,7

litros de suco/minuto. A matéria prima usada nestes processos foi FCOJ.

Tabela 3.1. Ensaios para determinagdo da curva de crescimento de Alicyclobacillus em suco de laranja em garrafas
PET*.

Descricao
Ensaios Hot Fill | Manutencao a 85°C / 150s Resfriamento até OIS
(esp./mL)
la ~ o . 102
b Nao 35°C em 30 min 102
2a Sim 35°C em 30 min, seguido de 102
2b manutengdo a 25°C/48h 102
92°C/10s
3a 103
3b Sim 35°C em 30 min, seguido de 103
4a manutencio a 25°C/48h 103
4b 103

*incubacdo final a 35°C

Os ensaios 3a e 3b referem-se a uma mesma condi¢do de processo, resfriamento e nivel de

indculo inicial de 103 esporos/mL, que os ensaios 4a e 4b.
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3.2.7.1. Curvas preditivas de crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de

laranja

Para contagem durante a curva de crescimento foi utilizado meio de cultura formulado
YSG Agar (Goto, 2002). Antes do processamento térmico € apds a inoculacdo do suco foram
retiradas amostras com tubos de coleta estéreis, para verificacdo da concentracdo do
microrganismo no inéculo, mediante contagem de esporos com choque 70°C por 20 minutos
acrescido do lag térmico de 8 minutos para que o ponto frio do tubo atingisse 70°C (Goto,
2005a).

Apo6s a realizagdo do plaqueamento em profundidade (células vegetativas), as placas,
devidamente identificadas, foram invertidas e incubadas a 45°C por cinco dias e a contagem feita
em contador de coldonias manual. As contagens da populacdo das garrafas incubadas foram
realizadas com intervalos de 8 horas, até atingir a fase estaciondria (aproximadamente por 260
horas). Nao foi acompanhada a fase de declinio da curva, pois a produciao de guaiacol € anterior
ao final da fase exponencial ou inicio da estaciondria (Pettipher et al., 1997).

As estufas e camaras de incubag@o foram previamente ajustadas e calibradas, com dois
dias de antecedéncia, para receber as placas e as garrafas.

Os parametros bioldgicos da curva de crescimento estimados foram: velocidade especifica
de crescimento (M), calculada a partir da inclinagdo da curva na por¢do retilinea da fase
exponencial; duracdo da fase de adaptacdo ou lag (A), que caracteriza o tempo que o
microrganismo permanece na fase de adaptacdo; e populagdo méaxima (C), que mede a
capacidade méaxima do microrganismo de se multiplicar no meio em que foi inoculado. Para
determinacdo destes parametros foi utilizado o software DMFit, que ajusta dois modelos aos

dados obtidos - Gompertz modificado e Baranyi & Roberts (Baranyi & Roberts, 1995). Foi
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também calculado o Tempo de geracdo (G) a partir da equagdo a seguir. G € o tempo necessario

para a populagdo se duplicar.

_In(2)
u

G (3.8)

3.2.7.2. Acompanhamento da producdo de guaiacol durante o crescimento de

Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja

A seguir segue descricdo detalhada da utilizagdo do kit Kirin nas amostras obtidas no

presente projeto de pesquisa:

Composigdo do Kit (Niwa & Kuriyama, 2003)
O kit é composto dos seguintes itens:
= Teste 1. Formagdo de Guaiacol
* 100 tubos contendo 2 mL de caldo YSG suplementado com 4cido vanilico (100ppm);
= Teste 2. Detec¢do de Guaiacol;
= Reagente 1: Tampao de talato 50mM (2 frascos com 60 mL cada);
= Reagente 2: Per6xido de hidrogénio 1,3% (1 tubo ¢/ 2,5 mL);
= Reagente 3: Peroxidase tamponada (1 tubo ¢/ 2,5 mL);
= Controle positivo de guaiacol: 1 tubo com 2,5 mL de guaiacol 1050 ppm

Método de determinacdo da presenca de guaiacol

A seguinte seqiiéncia foi adaptada a partir de Niwa & Kuriyama (2003):
Em um tubo de @13mm X 100mm de altura, contendo 3,6 ml de YSG estéril, suplementado com
acido vanilico, foi adicionado 0,4 mL do suco de laranja. Foi aplicado um choque térmico de
ativacao de 70°C por 20 minutos mais 4 minutos de lag (tempo para o ponto frio do tubo atingir

70°C), seguido de resfriamento rdpido em banho de gelo para ativar os esporos, incuba¢do em
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estufa com agitacdo, a 45°C por trés dias, e transferéncia de 2 mL para um tubo estéril
identificado. A este tubo, foram acrescentados 1 mL do reagente 1, 20 uL do reagente 2 e 20 uL
do reagente 3. Para avaliacdo do resultado, o tubo foi agitado para homogeneizag¢do da mistura e
o tempo de 5 minutos foi respeitado. O resultado foi registrado com camera digital.

A presenca de guaiacol € confirmada quando a cor do caldo YSG inoculado torna-se
marrom. Para a avaliagdo da presenca de guaiacol foi separada uma garrafa exclusivamente para

esta andlise. A freqiiéncia de andlise foi a cada 24 horas.

3.2.8. Tratamentos para determinacao da evolucao da populacao microbiana considerando
condicoes de estocagem de abuso e refrigerada (20°C) do produto

Este ensaio teve por finalidade o estabelecimento do efeito de diversas condi¢des de
resfriamento aplicadas sobre os pardmetros de crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris, a
fim de observar se o crescimento seria retardado ou inibido pelas condi¢des de resfriamento
aplicadas, permitindo esclarecer qual era a melhor condi¢do de estocagem do suco de laranja
enchido a quente, para evitar a germinacdo, crescimento e conseqiiente producdo de guaiacol de
A. acidoterrestris. Os objetivos especificos desta etapa envolveram:

e Determinar o efeito do processo térmico de pasteurizacio na reducdo da carga

contaminante de A. acidoterrestris CRA 7152.

e Estabelecer se houve influéncia significativa das condi¢des de estocagem do suco em
questdo no crescimento do microrganismo, durante a incubagao.

e Determinar o efeito do nivel de inoculag@o para prolongar e/ou reduzir a vida de prateleira
livre do defeito.

Foram realizados 5 tratamentos com trés niveis diferentes de indculo cada, sendo que 5

destes com nivel de inoculacio de 10%sporos/ml de suco e 5 com nivel de 10" esporos/ml de
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suco conforme a descricio da Tabela 3.2. Além disso, foram realizados 5 tratamentos sem
inéculo.

Tabela 3.2. Sintese dos ensaios para determinagdo de evolugcdo de crescimento de Alicyclobacillus em suco de
laranja processado por Hot Fill a 92°C/10s com manutengdo a 85°C por 150s e resfriado por aspersdo até 35°C em
30 minutos.

Descricao das condicoes dos tratamentos
Ensaios | Tratamentos . 5 s aeo Inéculo
Resfriamento por aspersao até 35°C (L)
2% 10°
6a 01 Até 30°C no ponto frio da garrafa*
1 1
6b 0
;1‘;‘ 10°
24 02 Até 30°C e manuteng¢do por 48h*
1
2h 10
3;‘ 10°
10a 03 Até 25°C no ponto frio da garrafa*
1
10b 10
b 1o
12b 04 Até 25°C e manutengdo por 48h*
1
12b 10
i3h 1o
05 Manutencgao a 20°C
14a 101
14b

*Posterior incubagdo a 35°C

Cabe esclarecer que os tratamentos 1 e 2 simulam as condi¢des consideradas improprias, e
que sdo aplicadas pela industria, onde, apds o enchimento a quente, as garrafas sdo resfriadas
abaixo de 40°C, mantidas depois a 30°C e comercializadas a temperatura ambiente. J4 os
tratamentos 3 e 4 representam uma melhora na estocagem, pois, a temperatura de resfriamento de
25°C € mais baixa, porém ainda representam uma estocagem de risco, pois segundo Baumgart &

Menje (2000), a 23°C, A. acidoterrestris ainda pode germinar. O tratamento 5 utiliza uma
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temperatura de resfriamento de 20°C e incubacdo de 20°C, condi¢do desfavordvel ao
desenvolvimento de Alicyclobacillus acidoterrestris, ja que, segundo Yamazaki et al. (1996) e
outros, a faixa de crescimento se estende de 25°C a 60°C. Porém, Walls e Chuyate (1998)
reportaram crescimento de 20°C a 55°C. Portanto, a temperatura de 20°C pode ser considerada

préxima da minima de crescimento.

Em todos os cinco tratamentos foi aplicada a manutengdo a 85°C por 150 segundos para
simular o tempo de espera em tanque pulmao prévia ao enchimento. Os tratamentos térmicos
foram aplicados conforme indicado no item 3.2.6, e os dados de tempo e temperatura foram

coletados e tratados da mesma forma.

Por processo, foram envasadas 100 embalagens do tipo PET, de 500mL, higienizadas com
acido peracético (0,3% v/v para as garrafas e 0,05% para as tampas) conforme Petrus (2005) e

incubadas até a populacdo atingir a fase estaciondria de crescimento.

Foi acompanhada a vida de prateleira, mediante contagem por dilui¢do e plaqueamento
das formas vegetativas, em profundidade, utilizando meio YSG, até que a populacdo sobrevivente
de A. acidoterrestris CRA 7152 chegasse a fase estaciondria. Os dados experimentais de
crescimento foi adaptado os modelos de Baranyi e Roberts e o0 de Gompertz modificado mediante

o uso do software DMFit

Também foi aplicado o teste rdpido para detec¢do de guaiacol (Kit Kirin), conforme
indicado no item 3.2.7.2, iniciando-se as medidas apds 48 horas de incubacdo das garrafas, e

continuando a cada 24 horas até a estabiliza¢do da curva de crescimento na fase estaciondria.
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3.2.8.1. Andlise estatistica dos pardmetros biologicos de crescimento para os tratamentos

Depois de realizados os procedimentos descritos no item 3.2.7.1, para acompanhamento
das curvas de crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris e determinacdo dos parametros
bioldgicos de crescimento, foram examinados estatisticamente os dados resultantes.

Para a andlise estatistica do pardmetro Tempo de Geracdo foi utilizado o teste t, uma vez
que apenas dois tratamentos foram comparados de cada vez.

O tempo de vida de prateleira livre do defeito foi estabelecido considerando que, segundo
Pettipher et al. (1997), o nivel de guaiacol produzido por Alicyclobacillus acidoterrestris é
sensorialmente detectdvel quando a populacio atinge 10°UFC/mL. No entanto, através dos testes
conduzidos por meio da utilizacdo do kit Kirin em conjunto com o acompanhamento do
crescimento microbiano foi estabelecido a populagdo de 10*UFC/mL (t10%), como minima para
producdo detectdvel de guaiacol, mesmo resultado encontrado por Eguchi (2001c). Para cada
curva de crescimento e nivel de inoculagdo, foi determinado graficamente o tempo para atingir
10* UEC/mL de suco. Os fatores nivel de inoculacio e condi¢do de resfriamento foram analisados
por teste de ANOVA (para andlise dos efeitos principais e interacdes) e por teste de Tuckey (para
comparacdes multiplas entre os tratamentos). A Figura 3.7 mostra um exemplo de
acompanhamento do crescimento microbiano, sendo os pontos experimentais representados por
losangos e os modelos tedricos por linhas. Através do célculo de Log (N/Ny), considerando N =
10 UFC/mL e Ny representando o nivel inoculado para cada curva, obtém-se um valor

correspondente ao tempo livre da produgdo detectdvel de guaiacol.
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Figura 3.7. Determinagdo grdfica da vida de prateleira do suco de laranja, livre de guaiacol.

Os parametros tempo de adaptacdo (Lag), taxa de crescimento e populagdo maxima foram
analisados comparativamente ao tratamento controle, uma vez que foi possivel estabelecer
medidas para esses parametros no tratamento 5. Nesses casos o teste comparativo foi o de
Duncan. Esse teste compara e estabelece se existem diferencgas entre todos os demais tratamentos

e um controle.
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CAPITULO 4

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Esporulacido, contagem e padronizacio da suspensdo de esporos de Alicyclobacillus

acidoterrestris CRA7152

De acordo com a Tabela 4.1, observa-se boa reprodutibilidade das contagens de esporos
realizadas, sendo que foram utilizados choques térmicos e meios de cultura diferentes YSG e
BAT. O nivel obtido de esporos foi suficiente para toda a programacido experimental contida
nesse trabalho, ndo sendo necessario o preparo de uma nova suspensao de esporos no decorrer do
mesmo, evitando assim possibilidade de utilizacdo de uma segunda suspensdo de esporos com
resisténcia térmica diferente da primeira.

O meio BAT € um meio mais rico em sais minerais, promovendo leve acréscimo na
contagem de esporos. Segundo Pinhatti et al.(1997), que realizou testes envolvendo os meios
BAT e OSA avaliando as capacidades de recuperacdo dos mesmos perante Alicyclobacillus
acidoterrestris proveniente de suco concentrado, o meio BAT apresentou contagens levemente

maiores que as realizadas com meio OSA.
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Tabela 4.1. Contagem da suspensdo de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 em meio BAT e YSG.

Meio BAT
Placa 1 | Placa2 | Média (esporos/mL)
93 101 9,7 x 10°
Meio YSG
Placa 1 | Placa2 | Média (esporos/mL)
94 94 9,4 x 10°

4.2. Avaliacao da carga contaminante da garrafa PET antes da Inoculaciao

Nao houve crescimento de mesofilos esporulados aerdbios ou de Alicyclobacillus sp, nas
dilui¢des utilizadas. Portanto, pode-se afirmar que a condicdo microbioldgica das garrafas

encontra-se satisfatoria para enchimento apds os processamentos térmicos.

4.2.1. Avaliacao da eficiéncia da sanitizaciao de garrafas e tampas PET com acido peracético
frente a Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152

A Tabela 4.2 apresenta a contagem de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA
7152 residuais em garrafas PET, que foram preenchidas com suco de laranja intencionalmente
inoculados com 10 esporos/mL, esvaziadas posteriormente e enxaguadas com dgua estéril. O
plaqueamento foi realizado em superficie, utilizando-se meio BAT. Embora a operacdo de
enxagiie tenha reduzido a carga microbioldgica em um ciclo logaritmico, foi ainda encontrada

populagdo considerdvel na amostra analisada.

Tabela 4.2. Valores determinados de concentragdo inicial de Alicyclobacillus acidoterrestris nas garrafas
inoculadas, apds enxdgiie com dgua estéril.

Inoculo 10° Triplicatas
esporos/mL Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média

Garrafa 1 (Ny) 8x 10 9x 10" 13 x 10" 1,0 x 10
(esporos/mL)
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Foi confirmada a eficiéncia da sanitiza¢do de garrafas e tampas PET com 4cido peracético
0,3%v/v e 0,05%v/v frente ao Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152, pois, nao houve
recuperacdo de crescimento microbiano em todas as garrafas e tampas avaliadas para ambos
enxagiies. O plaqueamento foi realizado em superficie, utilizando-se do meio BAT.

A Tabela 4.3 apresenta a contagem de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA
7152 em tampas, previamente inoculadas com sucos inoculados com 10° esporos/mL e
submetidas a enxagiies. O plaqueamento foi realizado em superficie, utilizando-se do meio BAT.
Igualmente ao observado para garrafas, apos a operacdo de enxdgiie nas tampas, embora tenha
sido reduzida a carga microbiologica em um ciclo logaritmico, a populacdo encontrada foi

consideravel na amostra analisada.

Tabela 4.3. Valores determinados de concentragdo inicial de Alicyclobacillus acidoterrestris nas tampas inoculadas,
antes da sanitizagdo com dcido peracético.

Inoculo 10’ Triplicatas
esporos/mL Placa 1 Placa 2 Placa 3 Média

Tampal®™o) | ||, o 11x 10" 13 x 10' 11x 10°
(esporos/mL)

A média das contagens iniciais obtida na d4gua de enxdgiie da garrafa antes do tratamento
com peracético foi de 1,0 X 10 esporos/mL. Ja4 em relacdo a inoculacd@o inicial na tampa, a

contagem foi de 1,1 X 10 esporos/mL.

Considerando as populagdes iniciais das garrafas e das tampas antes do tratamento, pode
ser afirmado que o ndmero de reducdes decimais em cada garrafa e em cada tampa, apos a
utilizagdo do dcido peracético (0,3% v/v para as garrafas e 0,05% v/v para as tampas) com tempo
de contato de 30 minutos, foi superior a 2 ciclos logaritmicos, provando a eficiéncia do método

de higienizagdo adotado.
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De acordo com os resultados apresentados acima, este método mostra-se satisfatério para
a higienizacdo das garrafas e tampas antes da sua utilizacdo no enchimento a quente. Mesmo
considerando que ndo foi detectada a contaminacdo por Alicyclobacillus sp, a estocagem
inadequada e prolongada tanto das garrafas quanto das tampas poderia levar a contaminagdo das

mesmas.

4.3. Avaliacao da carga contaminante do suco concentrado 66°Brix

De acordo com as Tabela 4.4 houve crescimento de meséfilos esporulados aerdbios e
bactérias lacticas nas diluicdes utilizadas. No entanto, a contamina¢@o encontrada foi muita baixa,
0 que possibilitou o uso do suco sem interferéncia na contagem do indculo pré e pds-

processamento, uma vez que ndo houve contaminagdo por Alicyclobacillus sp.

Tabela 4.4. Resultados das andlises realizadas no suco concentrado (FCOJ).

Analise Resultado
Mesoéfilos esporulados aerdbios 17 esporos/g
Alicyclobacillus sp Ausente em 10 mL
Bolores e leveduras Ausente em 10 mL
Bactérias lacticas 5x 10° UFC/mL
Bolores termoresistentes Ausente em 50 mL

4.4. Resfriamento das garrafas PET por aspersao de agua

A Equacio 3.1 (Capitulo 3) foi utilizada para a obtencdo do tempo de resfriamento de

cada garrafa analisada: AT = jc .AT) 107,

Considerando os pardmetros T = 35°C, Tw = 24°C e Ty = 85°C, foi calculado o tempo de

resfriamento (tc), o qual consta na tabela 4.5, obtido para o resfriamento por aspersio através do
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monitoramento de diferentes termopares localizados em garrafas posicionadas em diferentes

bacias do sistema de resfriamento por aspersao.

Tabela 4.5. Valores de atraso térmico (jc), taxa de resfriamento (fc) e tempo de resfriamento (tc) para cada garrafa.

Jc fc (min) tc (min.)
Termopar 24 1,0287 40,472 31,31
Termopar 25 1,0372 39,886 31,24
Termopar 27 1,0692 48,416 37,00
Termopar 28 1,0117 32,064 24,39
Termopar 29 0,89981 43,374 30,49
Termopar 30 0,88093 44,908 31,19
Valor Médio 0,9879 41,52 30,93+ 4,00

Conforme planejado, foi obtido um valor médio de aproximadamente 30 minutos para o
resfriamento do suco de 85°C até 35°C. Além disso, pode ser relatada uma boa uniformidade dos
resultados obtidos para as garrafas localizadas em diferentes bacias, com exce¢do da garrafa
medida com o Termopar 27. As curvas de alguns tratamentos selecionados encontram-se no
Apéndice 2.

4.5. Determinacao do efeito da pasteurizacao em relacio aos niveis inoculados em unidade

piloto de esterilizacao continua UHT-HTST Microthermics

Nos graficos do Apéndice 2 estdo apresentados todos os perfis térmicos dos processos de
enchimento a quente realizados. Dentro da unidade de processo continuo a temperatura na saida
de cada etapa foi monitorada por meio de termopares. Os sensores TMI Orion NVQL/1Tc foram
usados para acompanhar o resfriamento e a incubacdo. Nos graficos sdo apresentadas as histdrias
térmicas do processo de enchimento a quente e do respectivo resfriamento. As etapas podem ser
separadas em:

1. Alimentacao;
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2. Pré-aquecimento;

3. Retencao;

4. Envase;

5. Manutencio a 85°C;

6. Resfriamento por aspersao;

7. Incubagdo a 45°C.

A Tabela 4.6 mostra as temperaturas médias nas saidas de cada se¢do e os tempos de

residéncia do processo equivalente ao processo alvo industrial denominado Processo Unicamp.

Os tempos de residéncia do processo Unicamp foram calculados a partir da velocidade mdxima

do suco simples de laranja em regime laminar. A partir dos dados fornecidos pela industria, como

sendo representativos dos processos adotados pela indudstria de suco de laranja no exterior, foi

possivel a geracdo do perfil térmico equivalente mediante o programa Alikinetic (Tamega, 2005).

Tabela 4.6. Valores médios de temperatura na saida de cada segao.

Processo industrial - alvo
Vazao de 10300 L/min

Processo Unicamp
Vazao de 1,7 L/min

Seciio Temp’eratura T.enAlpo. de Temp’eratura T.enAlpo. de
de saida (°C) residéncia (s) de saida (°C) residéncia (s)
Alimentacdo 25 - 25 -
Pré-aquecedor 93 12,97 92,35 9,58
Retencdo 92 10 92,2 0,16
Camara de enchimento | Ndo informado | Nao informado 88,5 14,82
Envase 85 150 85%* 150

*A temperatura de enchimento foi medida usando um termopar na parte superior da garrafa, ao final da

operacdo de enchimento.
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A Tabela 4.7 mostra as temperaturas médias obtidas nas saidas de cada secdo do
equipamento UHT, considerando os seis diferentes processos realizados nessa primeira etapa de

estudo do efeito da pasteurizac@o. Nota-se claramente a boa reprodutibilidade das temperaturas, o

que indica a similaridade dos processos, permitindo a comparacio entre eles.

Tabela 4.7. Médias das temperaturas em cada se¢do durante avaliagdo do efeito da pasteurizagdo.

. A Agua do
L Retencao | Resfriamento LA L Envase Meio de
PROCESSO aquecedor o ¢ o enchimento o .
5 O (°C) o (°C) aquecimento
°O) (°C) ©C)
Sem manutencio 92,69 92,50 89,84 87,65 85,00 96,69
Sem manutencio 92,92 92,67 91,4 89,26 85,90 96,92
Com manutencio 92,63 92,42 91,3 89,32 86,20 96,63
Com manutencio 92,88 92,66 91,39 89,23 87,20 96,88
Com manutencio 92,47 92,24 90,96 88,83 86,30 96,47
Com manutencio 92,78 92,69 91,37 89,08 86,60 96,78
é“mi‘ilisarf;‘c‘:;;‘: 92,73 92,53 91,04 88,90 86,20 96,73
'p ~ +0,17 +0,18 +0,61 +0,63 +0,73 +0,17
* desvio padrao

Em cada processo, antes do tratamento térmico na unidade UHT, foram coletadas

amostras de suco inoculado a fim de confirmar o nivel inicial de indculo. Imediatamente apds
cada processo, foram coletadas amostras do suco envasado e resfriado, para avaliar o efeito da
pasteurizacio. Os resultados destas andlises sdo apresentados na Tabela 4.8. E possivel verificar
nesta Tabela, que o efeito da pasteurizacdo foi baixo sobre a populagdo de Alicyclobacillus
acidoterrestris, ja que foram verificadas, no mdximo, 0,3 redugdes logaritmicas do
microrganismo no suco. Portanto o processo aplicado € ineficaz para inativar este microrganismo.
Desta forma, o controle do resfriamento se torna relevante para evitar a deteriora¢do do produto.
Embora o processo de enchimento a quente possa ser definido como ineficaz nota-se

claramente que os processos sem a aplicacdo da manuten¢do do suco a 85°C por 150s causam

quase dez vezes mais redugdes que os processos onde foi imposta essa manutengdo (Tabela 4.8).
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Essa manuten¢do funciona como uma ativagao dos esporos, resultando no aumento da populagio
final e reducdo do y (nimero de redugdes decimais). Vale ressaltar que para estes processos as
garrafas foram incubadas a 45°C, considerada temperatura Otima de crescimento do
Alicyclobacillus acidoterrestris (Chang & Kang, 2004).

De maneira geral, o processo de pasteurizacdo, tanto com nivel de inéculo 10? esp/mL
quanto com 103 esp/mL, ndo € efetivo para inativar esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris.
Esse resultado experimental estd de acordo com relatos da literatura abordando processos de
pasteurizacdo de sucos. Por exemplo, Cerny et al. (1984) e Splittstoesser et al.(1994) reportaram
contaminagdes por Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de magd processado por Hot-Fill.
Walls e colaboradores (Walls, 2000) verificaram a presenga desse microrganismo em sucos de
laranja e macd prontos para consumo, os quais haviam sido pasteurizados. A ineficiéncia de

processos térmicos dentro da faixa de 85°C a 95°C na inativacdo deste microrganismo foi

também relatada por Eiroa et al.(1999).

Tabela 4.8. Efeito do enchimento a quente e da manutengdo a 85°C por 150 segundos sobre a populacdo de esporos
de Alicyclobacillus acidoterrestris inoculados em suco de laranja 11° Brix e estocado a 45°C.

Contagem pré Contagem pos
Inéeulo Manutencao enchimento a enchimento a | Reducdes
85°C/150s quente quente decimais
(esp/mL) (esp/mL)
10%esp/mL sem 7,96.10° 5,06.10° +0,20
10%esp/mL sem 1,58.10° 7,89.107 +0,30
10%esp/mL com 4,68.10° 4,36.10° +0,030
10%esp/mL com 7,03.10° 6,34.10° +0,04
10%esp/mL com 6,31.10 5,68.10° +0,05
10%esp/mL com 6,43.10 6,10.10 +0,02

O crescimento da populagdo de células vegetativas de Alicyclobacillus foi lento apds o

tratamento térmico, ndo ultrapassando 0,5 ciclo logaritmico de redugdo a partir do indculo. Na
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pratica houve apenas oscilagdo da populacdo sem aumento aprecidvel, o que indica um possivel
efeito de inibi¢do pelos compostos de degradacdo formados no suco. Cabe indicar que esta
inibicdo ndo € apenas conseqiiéncia do tempo de incubacio em estufa a 45°C (temperatura 6tima
do Alicyclobacillus acidoterrestris), como também da histéria térmica anterior do suco (Hot Fill
seguido de manutenc¢do a 85°C e resfriamento por aspersao).

As estufas bacterioldgicas utilizadas para a manuteng@o da temperatura do suco a 45°C
propiciaram boa estabilidade do patamar ao longo do periodo de andlise. Os sensores de
temperatura remotos TMI Orion NVQL/1Tc, inseridos em cada uma de duas garrafas por
processo, capturaram os dados durante os dias de incubagdo. Os gréficos construidos com estes
dados estdo apresentados no Apéndice 3, denotando a estabilidade das estufas.

Também foi verificado que a incubag¢do prolongada do suco a 45°C levou ao
escurecimento do mesmo, como pode ser observado na Figura 4.1a, em compara¢do com um
suco incubado a temperatura de 35°C (Figura 4.1b). Os registros foram realizados cinco dias apos

0 processamento.

(A)

Figura 4.1. Comparagdo visual de garrafas contendo suco incubado (a) a 45°C (b) a 35°C.
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O escurecimento apresentado no suco incubado a 45°C pode ser decorrente da degradagao
do dcido ascorbico (vitamina C) tanto pela via oxidativa quanto pela via anaerdbia. A via
anaerodbia torna-se mais predominante em alimentos enlatados, como vegetais, tomates e sucos de
fruta, ap6s o consumo do oxigénio residual. Diferencas qualitativas entre condi¢cdes anaerdbias e
aerébias ocorrem na degradacdo dos aminodcidos e o pH exerce influéncia em todas as
circunstancias. Os principais produtos, em solu¢des neutras ou dcidas, sdo I-xylosone, acido
oxalico, acido I-thrednico, acido tartarico, 2-furaldeido (furfural), acido furdico, como também
uma grande variedade de compostos carbonicos e insaturados. Conseqiiente polimerizagdo destes
produtos de degradacdo formam melanoidinas (polimeros nitrogenados) ou pigmentos
caramelados (ndo nitrogenados) (Kacem, 1987; Fennema,1985).

O tratamento térmico ndo foi expressivo sobre a populacdo inoculada, a incubagdo do
suco sob temperatura 6tima de crescimento do Alicyclobacillus acidoterrestris (45°C) ocasionou
a sedimentacdo da polpa e escurecimento do suco. Tal escurecimento pode indicar a formacao de
compostos de degradacdo decorrentes da oxidacdo da vitamina C, ocasionando escurecimento
ndo enzimdtico seguido de inibicdo do crescimento do Alicyclobacillus acidoterrestris, bem
como da germinacdo dos esporos, conforme apresentado na Figura 4.1. Nos testes posteriores,
com as garrafas foram incubadas a 35°C, o escurecimento do suco ndo aconteceu.

4.6. Testes para determinacio da evolucio da populacio microbiana durante a vida de

prateleira do produto estocado a 35°C

4.6.1. Perfis térmicos e de estocagem
A Figura 4.2 mostra a histéria térmica monitorada para o ensaio 2. Outros perfis

selecionados constam no Apéndice 2. As duas curvas referem-se a momentos diferentes do
processo: inicio e final da etapa de envase. Ou seja, para cada processo foram utilizados dois

sensores, sendo um dentro da primeira garrafa e o outro dentro da dltima garrafa enchida.
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Figura 4.2. Historia Térmica de Processo Hot Fill obtida da primeira e da dltima garrafa — Ensaio 2, com
manutengdo a 85°C/150 segundos, seguido de Resfriamento por aspersdo de dgua até 35°C em 30 minutos. Inoculo:
10? esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris/mL de suco.

Por meio da monitorizacdo termométrica € possivel avaliar ndo somente a eficiéncia do
processo quanto a reprodutibilidade dos resultados como também quanto a estabilidade da etapa
de manutencdo em estufas. As curvas obtidas durante a estocagem das garrafas nas estufas para
cada ensaio realizado encontram-se no Apéndice 3.

O sistema de resfriamento por aspersdao apresentou uma boa performance, causando
reducdo da temperatura do suco conforme o proposto, a excecdo do ensaio 3, que sofreu um
resfriamento mais lento, da ordem de 40 minutos.

4.6.2. Calculo do Numero de Reduc¢des Decimais

Os resultados destas andlises sdo apresentados na Tabela 4.9. E possivel verificar que ndo

houve um efeito significativo da pasteurizagdo sobre a populacdo de Alicyclobacillus

acidoterrestris, ja que foram verificadas, no maximo, apenas 0,04 redu¢des do microrganismo no
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suco. Portanto, os processos aplicados sdo ineficazes para inativar este microrganismo. Ao
contrdrio, nos ensaios 1, 3 e 4 houve um ligeiro aumento da popula¢do apds processo, conforme
demonstrado pelos valores negativos das redugdes decimais. E possivel que estes processos
estejam ativando os esporos, € ndo os destruindo. Apenas no ensaio 2 houve redugio positiva da

populacdo de sobreviventes, embora de valor insignificante.

Tabela 4.9. Efeito do enchimento a quente, da manutengdo a 85°C por 150 segundos e incubagdo a 35°C sobre a
populagdo de esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris inoculados em suco de laranja 11° Brix.

Contagem de Esporos de
Alicyclobacillus
Ensaios Manutencao Resfriamento Inéculo acidoterrestris y
85°C/150s (esp./mL) Antes da Apos a
pasteurizacio [pasteurizacao
(Esp/mL) (Esp/mL)
1 Nio 35°C em 30 min 102 2,55E+02 3,35E+02 | -0,12
2 Sim 35°C em 30 min, 102 5,05E+02 4,65E+02 | +0,04
3 Sim manutengio a 103 2,78E+03 3,23E+03 | -0,07
4 Sim 25°C/48h 103 6,25E+02 1,28E+03 | -0,31

4.6.3. Curvas preditivas de crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de
laranja

Foram realizados cinco ensaios de acompanhamento da curva de crescimento de
Alicyclobacillus acidoterrestris que constam no Apéndice 4. Foram requeridos cerca de 15
pontos de contagem para descrever com precisao cada curva de crescimento. O tempo de geracdo
médio calculado através das curvas preditivas mostrado na Tabela 4.10 aproximou-se bastante de
8 horas, confirmando o procedimento adotado de contagens espagadas de 8 horas quando do
inicio da fase exponencial. Além dos dados experimentais sdo apresentados ainda os perfis
tedricos de crescimento do Alicyclobacillus acidoterrestris, gerados por meio da utilizacdo dos
modelos primarios de Gompertz modificado e Baranyi & Roberts. Os valores de R* de cada

ajuste estdo presentes em todos os graficos do Apéndice 4.
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Para todas as curvas obtidas, notou-se a presenca das fases caracteristicas de adaptacio,

exponencial e estaciondria.

A Tabela 4.10 mostra os parametros de crescimento obtidos, levando em considerag¢do o

modelo de melhor ajuste em cada condic¢do testada.

Tabela 4.10. Pardmetros de crescimento do Alicyclobacillus acidoterrestris CRA7152.

Tempo p/
Condicao de | Indculo A W atingir
Tratamento | ¢ amento| (Esp/mL) | (horas) [log [(UFC/mLyh] € | €™ | 10*UFC/mL
(h)
s/ 102 23,41 0,083 2,89 8,35 60
manutencao | 35°C em 30
S e 102 | 3337 0,061 2,75 11,36 58
Ensaio 1
c/
manutencdo | 35°C em 30 )
a85°C/150s | min. 10 - - 2350 - -
Ensaio 0
. 102 127,43 0,066 3,53 10,50 150
Ensaio 2
35°C em30 | 102 | 114,53 0,045 411 6,36 144
min, 103 65,88 0,159 1,55 4,36 100
Ensaio 4 |manutengéo a R
25°C/48h 10 108,32 0,105 2,16 5,50 112
Ensaio 3 103 87,83 - 1,51 - 120
103 86,02 - 1,99 - 110
G médio =
7,74

Nota-se que, no ensaio sem manutenc¢do, o tempo de adaptacdo (A) foi menor do que

qualquer um dos outros ensaios em que houve esta manutencio, o que ocasionou 0 menor tempo

para a populagdo atingir 10*UFC/mL, considerada populacio critica para a formagdo de guaiacol,

baseando-se em pesquisas conduzidas por Eguchi et al. (2001c) e Pettipher et al. (1997) . A

manutencdo a 85°C/150s seguida de resfriamento até 35°C e novo resfriamento até 25°C/48h

estende em até 5 vezes o tempo de adaptacdo do microrganismo, promovendo maior estabilidade

do produto, porém uma vez estocado o suco a 35°C, o microrganismo germina € cresce.
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A maior velocidade de crescimento e o menor tempo de geragdo verificam-se na condi¢ao
de in6culo de 103 esp/mL.

Para os ensaios 2 e 4 a condicdo de estocagem foi 25°C por 48 horas. Variou-se, no
entanto, o nivel de inéculo, 10% e 10° esp/mL, respectivamente. No gréfico da Figura 4.3 observa-
se que o nivel de in6culo influencia na taxa de crescimento (1). Embora as populacdes méximas
encontradas em cada situacdo sejam semelhantes, a relacdo N/Ny € menor no caso de maior

in6culo — ensaio 4, e contrariamente, maior para o ensaio 2.
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Figura 4.3. Comparacdo do efeito do inéculo para os ensaios 2 (10° esporos/mL) e 4 (10° esporos/mL).Ensaio 4
modelado por Gompertz e ensaio 2 modelado por Baranyi & Roberts.

4.6.4. Acompanhamento da producio de guaiacol durante o crescimento de Alicyclobacillus
acidoterrestris

No Apéndice 5 sao apresentados os resultados do acompanhamento da medida de
producgdo de guaiacol para o ensaio 2. A partir de 129 horas, foi detectada a presenca de guaiacol
no suco, embora de maneira intermitente, at€¢ que se completaram 174 horas. A partir deste

momento, o resultado foi sempre positivo.
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Este resultado é préximo do tempo necessrio para atingir 10°UFC/mL (t10%),
determinado pelo acompanhamento da curva de crescimento preditiva (Tabela 4.10). Isso pode
ser interpretado como uma vida de prateleira maxima de 5 dias, livre da deterioracdo, sendo este
um tempo muito curto, considerando o tempo de vida de prateleira estabelecido pelos
processadores (6 meses). Vale ressaltar que neste ensaio praticou-se o resfriamento adicional de
25°C por 48 horas. Apesar desta circunstancia, o microrganismo se recupera, germinando e
produzindo guaiacol depois que € estocado e mantido a 35°C.

4.7. Tratamentos de estocagem para determinacio da evoluciao da populacio microbiana

considerando condicoes de estocagem de abuso e refrigerada (20°C) do produto

4.7.1. Perfis térmicos e de estocagem dos tratamentos
Comparando os perfis dos diversos processos (Apéndice 2), é possivel verificar que

houve boa reprodutibilidade das temperaturas e tempos caracteristicos aplicados. Ou seja, a
parametrizacdo do processo foi otimizada em todas as situagdes.

As estufas bacteriologicas e camaras de incubacdo utilizadas para a manutencdo da
temperatura do suco a 20°C, 25°C, 30°C e 35°C propiciaram boa estabilidade do patamar ao longo
do periodo de andlise. Os sensores de temperatura remotos TMI Orion NVQL/1Tc, inseridos em
cada uma de duas garrafas por processo, adquiriram os dados durante a incubagdo. Os graficos
construidos com estes dados estdo apresentados no Apéndice 3.

Conforme apresentado na Figura 4.4, o Tratamento 3 foi escolhido para exemplificacdo
das curvas de resfriamento até 35°C em 30 minutos seguido de novo resfriamento até 25°C no
ponto frio e incubacdo a 35°C. Observa-se que os dois sensores mostraram respostas muito

semelhantes, confirmando a reprodutibilidade da metodologia implementada.
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Figura 4.4. Historia térmica de resfriamento até 35°C em 30 minutos seguido de novo resfriamento até 25°C no
ponto frio e incuba¢do a 35°C - garrafas com sensores 14 e 15 - Tratamento 03.

4.7.2. Calculo do niimero de reducoes decimais dos tratamentos
Os resultados destas andlises sdo apresentados na Tabela 4.11. O efeito do processo de hot

fill sobre a populagdo de Alicyclobacillus acidoterrestris € insignificante, uma vez que redugdes
decimais muito proximas de zero foram calculadas para todos os tratamentos realizados.

Os dados das redugdes foram obtidos por contagem antes de pasteurizacdo, medido no
instante prévio a inoculacdo da unidade e; apds a pasteurizagdo, medido no instante apds
resfriamento das garrafas por aspersao.

Apenas nos ensaios 5, 10 e 11 houve redugdes positivas, porém insignificantes. Nos
demais ensaios houve um ligeiro aumento da populac¢do, demonstrando, portanto, a ineficiéncia
destes tratamentos para inativar os microrganismos. Considerando estas observagdes, torna-se
6bvio que a maneira eficiente de controlar este sistema € estocar o produto em temperaturas as

quais os microrganismos sobreviventes nao se desenvolvem ou adicionar no produto agentes anti-
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microbianos como a nisina (Pefia, 2005). Em relacio a variagdes na temperatura de
pasteurizacdo, segundo Chang & Kang (2004) e Mcknight (2003), o aumento desta para valores
acima de 100°C poderia inativar o microrganismo, no entanto, esse procedimento nao € vidvel,
pois acarretaria em mudancas organolépticas no produto. No ensaio 5, embora o indculo

planejado foi de 10° esporos/mL, o obtido através das contagens foi de 1x10" esporos/mL.

Tabela 4.11. Efeito da pasteurizacdo e da manutengcdo a 85C por 150 segundos sobre a populacdo de esporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris inoculados em suco de laranja reconstituido 11° Brix.

. ) Ante§ da~ Apés a pasteurizagio ~ ..
Ensaios| Indculo (Esp/mL) | pasteurizacio Esp/mL Reducoes decimais
Esp/mL
5 10° 1,25E+01 1,15E+01 +0,04
6 10t 4,85E+01 5,95E+01 -0,09
7 10° 4,50E+00 8,00E+00 -0,25
8 10t 3,15E+01 4,50E+01 -0,15
9 10° 8,00E+00 1,05E+01 -0,12
10 10t 4,10E+01 2,80E+01 +0,17
11 10° 9,00E+00 8,50E+00 +0,02
12 10t 1,95E+01 3,75E+01 -0,28
13 10° 3,50E+00 3,50E+00 0,00
14 10t 1,40E+01 5,75E+01 -0,61

4.7.3. Curvas preditivas de crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de
laranja para os tratamentos

As curvas microbianas de cada ensaio foram plotadas como log N/Ny versus tempo e
constam do Apéndice 4. Além dos dados experimentais sdo apresentados ainda os perfis de
crescimento do Alicyclobacillus acidoterrestris, gerados por meio da utilizagdo dos modelos
primdrios de Gompertz modificado e Baranyi & Roberts. Os valores de R* do ajuste estdo

presentes em todos os graficos para cada modelo do Apéndice 4.
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A Tabela 4.12 mostra os parametros de crescimento microbiano obtidos a partir dos
ajustes dos modelos primdrios utilizados nesse estudo: os determinados pela adaptacdo dos
modelos de Baranyi & Roberts e Gompertz modificado.

De acordo com as curvas preditivas do Apéndice 4, o modelo de Baranyi & Roberts
representou melhor a realidade experimental, pois este possui parametros de ajuste no final da
fase de adaptacgdo e no final da fase exponencial. Este modelo considera caracteristicas do meio e
do microrganismo em questdo, analisando o comportamento do microrganismo de forma mais
completa que a equacido de Gompertz modificado.

Para ambos modelos, o programa DMFit ndo se ajusta bem quando a relagdo de log N/Nj
€ negativa. Isso pode acontecer na fase de adaptacdo, quando o microrganismo ndo se encontra
em uma condi¢do favordvel para seu desenvolvimento.

De acordo com a Tabela 4.12, os tratamentos com resfriamento rdpido (1 e 3) tiveram
tempos de adaptacdo menores que aqueles determinados para os tratamentos com resfriamento
lento (2 e 4). O tratamento 4, em particular, propiciou os maiores tempos de adaptagdo (106,40 e
104,78 horas) e como conseqiiéncia maiores tempos para apresentacdo do defeito (132 e 134
horas) decorrente do periodo de 48 horas de incubacdo a 25°C. Em relacdo a populacdo maxima,
para os ensaios com inéculo 10° esporos/mL a relacdo de log N/Ny foi maior pois o Ny neste caso
¢ menor que o encontrado nas demais condi¢des. Quanto ao tempo de geragdo (calculado a partir
do valor de W), se forem desconsiderados os valores mais dispersos em relacdo a média bruta de
7,25 horas, quais sejam 4,5, 9,12, 5,21 e 4,2 horas, o tempo de geragdo médio a ser considerado é
de 7,75 horas com desvio padrdo de 0,74 hora. Portanto, este valor € muito préximo de 8 horas,

valor referéncia utilizado no decorrer deste trabalho.
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Em relacdo ao tratamento 5, o tempo de 600 horas especificado na tabela € decorrente do

tempo de acompanhamento do experimento, durante o qual nido foi detectado o aumento na

populacdo de Alicyclobacillus acidoterrestris. Para os demais tratamentos, na condi¢do sem

in6culo foi estabelecido o tempo de 288 horas com maximo de acompanhamento das curvas.

Tabela 4.12. Pardmetros de crescimento do Alicyclobacillus acidoterrestris.

Tratamento | Condicdo de |Inéculo| A(horas) y7i C |G|t 04( h)

resfriamento log [(UFC/mL)/h]

Resfriamento | 10" | %34 0,099 411 | 7 82

répido até 10° | 49,07 0,087 428 | 7,37 | 80

Trat. 1 30°C 10t | 59,06 0,081 325|855 | 88

incubgqﬁo a | qo 66,39 0,128 327 | 4,5 80

35°C s | 288 0 0 | 0 | 288

Resfriamento | 10" | 7802 0,076 44 | 8,77 | 120

lento até 30°C | 10° | 72,36 0,076 447 | 9,12 | 112

Trat. 2 (48 h) 100 | 8225 0,086 338 | 8,06 | 108

incubgqﬁo a | qo 66,25 0,096 3,66 | 7,22 | 100

35°C o/ 288 0 0 | o | 288

Resfriamento | 107 | 56.38 0,084 3,68 | 825 | 96

répido até 10° | 51,42 0,073 344 | 797 | 94

Trat. 3 25°C 10t | 43,95 0,083 2,74 | 835 | 68

incubggﬁo a | 100 | 3832 0,085 2,63 | 8,15 | 66

35°C o/ 288 0 0 | o | 288

Resfriamento | 10° | 100,11 0,095 3,66 | 6,79 | 132

lento até 10° | 100,68 0,106 348 | 6,54 | 132

Trat. 4 25°C(48 h) 10 106,4 0,133 2,84 | 521 | 134

incubgqﬁo a | 10t | 104,68 0,165 2,95 | 4.2 116

35°C o/ 288 0 0 | o | 288

Resfriamento | 17" >600 0 0 *® ID*

de 85°C até 10° >600 0 0 oo ID

Trat. 5 35°C 101 >600 0 0 oo ID

incubacao a 10! >600 0 0 oo D

20°C (controle) s/ ~600 0 0 - D

* ID - Indeterminado
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A Figura 4.5 mostra que as taxas de crescimento para os tratamentos 1 e 4 sdo
semelhantes, no entanto, os tempos de adaptacdo (lag) sdo acentuadamente distintos. O
tratamento 1 corresponde a resfriamento rdpido até 30°C e posterior incubacdo a 35°C, e o
tratamento 4 a resfriamento lento até 25°C (48 h), seguido de incubagdo a 35°C. A diferenga no
tempo de adaptacdo parece traduzir o periodo de 48 horas de incubagdo a 25°C, retardando o
inicio do crescimento exponencial para o tratamento 4. Nesse ultimo caso (resfriamento lento), o
tempo de adaptacdo pode ser subdividido em duas etapas distintas. A primeira delas se refere as
48 horas iniciais quando o microrganismo encontra-se exposto a uma temperatura desfavordvel
para seu crescimento: 25°C. Na segunda etapa as garrafas foram transferidas para uma condi¢io
favoravel (35°C). Se forem desconsideradas essas primeiras 48 horas de incubagdo, o tempo
resultante seria muito proximo do tempo de adaptacdo determinado para o tratamento 1
(resfriamento rdpido).

Para ambos os ensaios o nivel de indculo foi o mesmo, ou seja, 10° esporos/mL. A
populacdo méxima (C) para o tratamento 4 foi menor decorrente do resfriamento até 25°C por 48
horas, ao passo que a temperatura de resfriamento para o tratamento 1 foi de 30°C no ponto frio

causando uma maior populacdo maxima.
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Figura 4.5. Comparagdo dos tempos de adaptagdo (lag) obtidos para os tratamentos 1 e 4.

Na Figura 4.6 sdao apresentados os resultados da evolu¢do do crescimento de A.
acidoterrestris no tratamento 5, com manutencdo das embalagens a 20°C. Observa-se que, até
600 horas de acompanhamento do ensaio, a popula¢do se manteve inalterada, no nivel inoculado.
Isto demonstra claramente que apesar do processo térmico ndo ter sido eficiente e os esporos
terem sobrevivido ao processo, e mesmo com manutencao a 85°C por 150s, o produto
mantém-se estavel, pois a barreira principal que impede o crescimento neste caso é a
temperatura de estocagem a 20°C. Desta forma acredita-se que a manutengdo a 20°C ird
resolver os problemas de estabilidade dos sucos enchidos a quente, pois, a essa temperatura, a
populagdo do microrganismo ndo aumenta, em numero, € ndo chega a causar deterioracdo,
mesmo sendo uma linhagem deteriogénica produtora de guaiacol. Por outro lado, a manutencdo
nessa temperatura ndo demanda um custo energético exagerado, o qual seria necessario para uma
refrigeracdo a temperaturas mais baixas (4°C).

Resultados convergentes em relacdo a temperatura limite minima para crescimento do
Alicyclobacillus acidoterrestris foram sugeridos por Previdi & Colla (1995): 25°C; Pettipher et
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al.(1997): 25°C; Walls e Chuyate (1998): 20°C e Jensen et al. (2003): 20°C. Observa-se, desta
forma, que mesmo variando-se as cepas examinadas, a limitacdo a uma faixa restrita de

temperaturas seguras de estocagem parece confirmada: 20°C a 25°C.

1,E407

1.E+06 —&— sem indculo —=&—garrafa 7 - inoculo 10°
1405 —&— garrafa 8 - inéeulo 10° —&—garrafa 7 - indculo 10°
—8— garrafa 8 - indculo 10

Contagem (UFC/ml)
m
3

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650
Tempo (h)

Figura 4.6. Curvas de crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11° Brix sem

inéculo, com 10° e 10" esporos/ml, processo Hot-fill com manuten¢do a 85°C/150s seguido de resfriamento a 20°C -
Tratamento 5.

4.7.4. Acompanhamento da producio de guaiacol durante o crescimento de Alicyclobacillus
acidoterrestris para os tratamentos

No Apéndice 5 estd apresentada a seqiiéncia de fotos dos resultados da producdo de
guaiacol por Alicyclobacillus acidoterrestris para o tratamento 2, que envolve um segundo
resfriamento a 30°C por 48 horas com estocagem final a 35°C. Observa-se que para o nivel de
inoculagio 10" esp/ml, o primeiro resultado positivo aconteceu com 120 horas, sendo que
também houve resultados positivos em 144 e 152 horas. No entanto, unicamente a partir de 200
horas de estocagem, que corresponde a uma populagdo de 10> UFC/mL (vide pagina 131), a
deteccdo da produgdo de guaiacol foi uniforme, conforme observado por Pettipher et al. (1997).

Para o nivel IOOesp/ml, somente a partir de 200 horas é que a producdo de guaiacol iniciou-se e se
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manteve uniforme no restante do tempo de estocagem. Os resultados sdo consistentes,
demonstrando que quando o nivel de in6culo € maior a producdo de guaiacol se inicia em um
menor tempo. Estes resultados diferem do tempo estimado para atingir 10* UFC/ml (t10%,
indicado na Tabela 4.12, que para este tratamento foi de 100-108 horas. Isso pode se explicado
porque no inicio da estocagem a producio de guaiacol é baixa ndo sendo detectada pelo Kit, pois
o limite minimo de deteccao de guaiacol € de 25 ppm.

Foram analisados os tempos determinados em horas para a populacio de Alicyclobacillus
acidoterrestris atingir a populacdo de 10* UFC/mL, expressos na Tabela 4.13 em funcdo do
tratamento € do indculo. O tempo determinado traduz a vida de prateleira do produto, livre da
deterioracdo, pois indica o tempo para inicio da producdo detectdvel de guaiacol, conforme

experimentos realizados com kit Kirin.
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Tabela 4.13. Tempos para atingir 10° células de Alicyclobacillus acidoterrestris em fungdo dos tratamentos e niveis
de indculo planejados.

Tratamento Condigao de Inéculo | t10°(h)
resfriamento
10° 82
10° 80
Tratamento | Resfriamento rapido 10! 88
1 até 30°C inc. a 35°C 10! 80
s/
inéculo 288
10° 120
Resfriamento lento 10 112
Tratamento . a0 . 10! 108
até 30°C (48 h) inc. a
2 o 10! 100
35°C
s/
inéculo 288
10° 96
10° 94
Tratamento | Resfriamento rapido 10! 68
3 até 25°C inc. a 35°C 10! 66
s/
inéculo 288
10° 132
Resfriamento lento 10 132
Tratamento , ~ o . 10! 134
até 25°C(48 h) inc. a
4 o 10! 116
35°C
s/
inéculo 288
10° ID*
Resfriamento de 85°C 10 ID
Tratamento o Eof ¢ o 10! 1D
até 35°C inc. a 20°C
5 10t 1D
(controle)
s/
inéculo ID

*ID =indeterminado

4.7.5. Andlise estatistica dos parametros biologicos de crescimento para os tratamentos

Diversos confrontos entre os tratamentos foram estatisticamente examinados. A Tabela

4.14 apresenta os confrontos analisados.
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Tabela 4.14. Confrontos para andlise estatistica dos dados microbiologicos.

~ CONFRONTO PAR. FIXOS PAR. VARIAVEL
E 2,4e5 Processo* e inéculo (100) T estocagem
% 1,3e5 Processo* e indculo (100) T estocagem
E 2,4e5 Processo* e indculo (101) T estocagem
’ 1,3e5 Processo* e indculo (101) T estocagem
* Processo: hot fill 92°C/10s, envase a 85°C, manutencdo a 85°C por 150s,
resfriamento a 35°C em 30 minutos.

Os objetivos fundamentais da anélise estatistica foram:

1) Estudar a influéncia da temperatura de estocagem de resfriamento, seja este um resfriamento
rapido até atingir 30°C ou 25° no ponto frio do envase (tratamentos 1 e 3) ou lento com
manutencio por 48 horas a 30°C ou 25°C (tratamentos 2 e 4) em relagdo ao controle com

incubagdo a 20°C (tratamento 5) para os pardmetros tempo de adaptagdo (lag) - A, taxa de

crescimento - |, populacdo médxima - C e tempo de geragdo - G.

2) Identificar quais processos permitem uma vida de prateleira maior, livre da produgio

detectavel de guaiacol.

3) Verificar o efeito do indculo sobre a vida de prateleira livre do defeito, medido pelo tempo

para atingir 10* UEC/ml de A. acidoterrestris no suco.

Nas Tabelas 4.15 a 4.18 apresentadas para cada situagdo analisada, estdo apresentados os
p-valores, logo abaixo do nome do parametro e, em cada linha, ao lado das médias, uma letra -

letras iguais na mesma linha indicam que os dois tratamentos tiveram o mesmo efeito para aquele

fator; letras diferentes indicam que os tratamentos produziram efeitos diferentes.
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Em relacdo ao tempo de prateleira (Tabela 4.19), esses dados foram analisados com testes
de ANOVA para dois fatores - nivel de indculo e tratamento (para andlise dos efeitos principais e
interacdes) e Tuckey (para comparagdes multiplas entre os tratamentos).

Apenas os quatro primeiros tratamentos foram considerados, dada auséncia de

crescimento no tratamento controle.

Comparacdo de tratamentos com resfriamento lento para nivel de indculo 1 o° esporos/mL
(tratamentos 2, 4 e controle)

Tabela 4.15. Médias, desvios padrées e resultados de testes com resfriamento lento e inéculo 10° esporos/mL.

Parametro 2 (30°C/48h) 4 (25°C/48h) 5 (controle)

A Média 75,19 (a) 100,40 (b) 600,00 (c)
p<0,001 DP 4,00 0,40 0,00

1} Média 0,076 (a) 0,100 (b) 0,000 (c)
p<0,001 DP 0,000 0,008 0,000

C Meédia 4,44 (a) 3,57 (b) 0,00 (¢)
p<0,001 DP 0,05 0,13 0,00

G Média 8,95 6,67 -
p=0,008 DP 0,25 0,18 -

Teste de Duncan - letras diferentes na mesma linha indicam diferencgas entre médias significativas

Comparando os tratamentos com resfriamento lento e nivel de inéculo 10° esporos/mL o
mais eficiente foi o tratamento 5, em relag@o a todos os parametros. Desconsiderado o tratamento
5 (controle), o tratamento 4 (com resfriamento 25°C/ 48 horas) apresentou melhores resultados
em dois dos parametros: maior tempo de adaptacdo e menor populacdo méixima, enquanto o
tratamento 2 apresentou melhor resultado nos outros dois parametros: menor taxa de crescimento

e maior tempo de geracao.
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Comparacdo de tratamentos com resfriamento lento para nivel de indculo 10’ esporos/mL
(tratamentos 2, 4 e controle)

Tabela 4.16. Médias, desvios padrdes e resultados de testes com resfriamento lento e inéculo 10" esporos/mL.

Parametro 2 (30°C/48h) 4 (25°C/48h) 5 (controle)

A Média 74,25 (a) 105,54 (b) 600,00 (c)
p<0,001 DP 11,31 1,22 0,00

1} Média 0,091 (a) 0,149 (b) 0,000 (¢)
p=0,004 DP 0,007 0,023 0,000

C Média 3,52 (a) 2,90 (b) 0,00 (c)
p<0,001 DP 0,20 0,08 0,00

G Média 7,64 4,71 -
p=0,046 DP 0,59 0,71 -

Teste de Duncan - letras diferentes na mesma linha indicam diferencas entre médias significativas

Comparando os tratamentos com resfriamento lento e nivel de inéculo 10" esporos/mL
também se mostrou mais eficiente o tratamento 5, em relacdo a todos o0s parametros.
Desconsiderado o tratamento 5 (controle), o tratamento 4 (com resfriamento 25°C/ 48 horas)
apresentou melhores resultados em dois dos parametros: maior tempo de adaptacdo e menor
populacdio maéxima, enquanto o tratamento 2 apresentou melhor resultado nos outros dois
parametros: menor taxa de crescimento e maior tempo de geracdo. Esses resultados equiparam-se
aos obtidos no item anterior para inéculo 10° esp/mL.

Considerando, dessa forma, ambos os niveis de indculo (100 e 10 esp/mL), nota-se que,
em relacdo ao tratamento 4, o maior valor de A justifica-se por representar a pior condigdo de
tratamento, o que acarreta também em menor valor de C, uma vez que menores temperaturas
geram menores populagdes maximas. Valores menores de C foram observados também no
resfriamento rdpido a 25°C (tratamento 3) quando comparados com o resfriamento rapido a 30°C
(tratamento 1).

Ja para o resfriamento lento a 30°C (tratamento 2) com incubacio posterior a 35°C,
menores taxas de crescimento foram observadas pois entre estas duas temperaturas hd apenas um

AT de 5°C. J4 no caso de resfriamento lento até 25°C, o AT com relagdo a temperatura de
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estocagem posterior é de 10°C (tratamento 4). Sendo assim, 0 microrganismo se recupera mais
rapidamente de sua condi¢do desfavordvel (25°C/48horas) quando exposto a uma temperatura
favordvel (35°C). Esse fato explica também o menor tempo de geragcdo para o tratamento 2, pois,

G ¢ dependente de LL.

Comparacdo de tratamentos com resfriamento rdpido para nivel de indculo 1 o° esporos/mL
(tratamentos 1, 3 e controle)

Tabela 4.17. Médias, desvios padrdes e resultados de testes com resfriamento rdpido e inéculo 10° esporos/mL.

Parametro 1 (30°C/pto frio) | 3 (25°C/pto frio) 5 (controle)

A Média 51,66 (a) 53,90 (a) 600,00 (b)
p<0,001 DP 3,66 3,51 0,00

U Média 0,093 (a) 0,079 (a) 0,000 (b)
P=0,001 DP 0,008 0,008 0,000

C Média 4,20 (a) 3,56 (b) 0,00(c)
p<0,001 DP 0,12 0,17 0,00

G Média 7,19 8,11 -
p=0,058 DP 0,26 0,20 -

Teste de Duncan - letras diferentes na mesma linha indicam diferengas entre médias significativas

Comparando os tratamentos com resfriamento rapido e nivel de inéculo 10° esporos/mL
mostrou-se mais eficiente o tratamento 5 (controle), em relacdo a todos os parametros.
Desconsiderado o tratamento controle, o tratamento 3 apresentou melhores resultados em um dos
parametros: menor populacdo maxima. Nos demais parametros (taxa de crescimento, tempo de
geracdo e tempo de adaptacdo - lag), os tratamentos 1 e 3 ndo apresentaram diferencas

significativas.
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Comparacdo de tratamentos com resfriamento rdpido para nivel de inéculo 1 0’ esporos/mL

(tratamentos 1, 3 e controle)

Tabela 4.18. Médias, desvios padrdes e resultados de testes com resfriamento rdpido e inéculo 10" esporos/mL.

Parametro 1 (30°C/pto frio) | 3 (25°C/pto frio) 5 (controle)

A Média 62,72 (a) 41,13 (b) 600,00 (c)
P<0,001 DP 5,18 3,98 0,00

1} Média 0,105 (a) 0,084 (a) 0,000 (b)
p=0,024 DP 0,033 0,001 0,000

C Média 3,26 (a) 2,69 (b) 0,00 (c)
P<0,001 DP 0,01 0,08 0,00

G Média 6,53 8,25 -
p=0,551 DP 2,86 0,14 -

Teste de Duncan - letras diferentes na mesma linha indicam diferengas entre médias significativas.

Comparando os tratamentos com resfriamento rapido e nivel de inéculo 10" esporos/mL
mostrou-se mais eficiente o tratamento 5 (controle), em relacdo a todos os parametros.
Desconsiderado o tratamento controle, o tratamento 1 apresentou melhores resultados em um dos
parametros: maior tempo de adaptacio e o tratamento 3 apresentou melhores resultados em outro
parametro: menor populagdo méxima. Nos dois demais parametros (taxa de crescimento e tempo
de geragdo), os tratamentos 1 e 3 ndo apresentaram diferencas significativas.

Os gréficos das Figuras 4.7 a 4.14 a seguir apresentam uma comparagdo entre as médias
dos parametros obtidos com todos os tratamentos e de acordo com o nivel de indculo (nivel 1 -

10°; nivel 2 - 10").
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Figura 4.7. Tempo de adaptacdo de A. acidoterrestris em suco de laranja/nivel de inéculo 10° esporos/mL.
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Figura 4.8. Taxa de crescimento de A. acidoterrestris em suco de laranja/nivel de inéculo 10° esporos/mL.
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Figura 4.9. Populacdo mdxima de A. acidoterrestris em suco de laranja/nivel de inéculo 10° esporos/mL.
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Figura 4.10. Tempo de geracdo de A. acidoterrestris em suco de laranja/nivel de inéculo 10° esporos/mL.
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Figura 4.11. Tempo de adaptacdo de A. acidoterrestris em suco de laranja/nivel de inéculo 10" esporos/mL.
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Figura 4.12. Taxa de crescimento de A. acidoterrestris em suco de laranja/nivel de inéculo 10" esporos/mL.
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Figura 4.13. Populacdo mdxima de A. acidoterrestris em suco de laranja/nivel de inéculo 10" esporos/mL.

9,00
o 8,00
!& 7,00
g = 6,00
) 5,00
w S
'g é 4,00 -
4 3,00
£ 2,00
(]
(= 1,00+

0,00

3 2 1 4
Tratamento

Figura 4.14. Tempo de geracdo de A. acidoterrestris em suco de laranja/nivel de inéculo 10" esporos/mL.

Tempo de vida de prateleira (tempo para atingir 1 0’ UF C/mL)

A Tabela 4.19 a seguir apresenta média e desvios padrdes obtidos nas oito combinagdes

de nivel de inéculo/tratamento. O tratamento 5 ndo foi incluido na Tabela, uma vez que, com o
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resfriamento até 35°C e incubag¢do a 20°C ndo ocorreu crescimento durante todo o tempo de

incubacio sendo, portanto, o produto estavel.

Tabela 4.19. Médias e desvios padrdes de t10* (h) por tratamento e nivel de inéculo.

Nivel Inéculo Trat. 1 Trat.2 | Trat.3 | Trat. 4

10° Média | 81,00 | 116,00 | 95,00 | 132,00
DP 1,41 5,66 1,41 0,00

10 Média | 84,00 104,0 67,00 | 125,00
DP 5,66 5,66 1,41 12,73

A média do fator tempo de vida de prateleira (t10%), considerando todos os dados nos
quais o nivel de inéculo foi 10° esp/mL, foi de 106 horas, enquanto que para o nivel de in6culo
de 10" esp/mL foi de 95 horas. A média desse fator (para os dois niveis de inéculo), para o
tratamento com resfriamento rdapido até 30°C e incubagdo a 35°C (tratamento 1) foi 82,5 horas;
para resfriamento lento até 30°C e incubagdo a 35°C (tratamento 2), a média foi 110,0 horas; para
resfriamento rdpido até 25°C, com incubagdo a 35°C (tratamento 3), a média foi 81 horas; no
caso de resfriamento lento até 25°C com incubagdo a 35°C (tratamento 4) a média foi de 128,5
horas. A andlise de variancia dos dados relativos ao tempo de prateleira, considerados em sua
totalidade, indica que sdo significativos o nivel de in6culo (p = 0,005), o tratamento (p < 0,001) e
a interagdo entre os dois fatores (p = 0,030).

O teste de Tuckey para o fator tratamento indica que apenas os tratamentos 1 e 3 podem
ser considerados como tendo efeito semelhante quanto ao tempo para atingir 10* (p=0,982).
Todos os demais diferem entre si (p<0,001). A interacdo significativa sugere que o tratamento 1
mostra resultados globais diferentes dos demais - o tempo de vida de prateleira para nivel de
in6culo 10" esp/mL é superior do que o tempo de prateleira para o nivel de inculo 10° esp/mL,
enquanto ocorre o inverso nos demais tratamentos. Além disso, a diferenca entre os valores

obtidos em cada tratamento, quando considerados os dois niveis de in6culo em cada um deles,
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sugere uma diferenca muito maior do que os demais no caso do tratamento 3 (Figuras 4.15 e

4.16).
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Figura 4.15. Grdfico de interacdo das médias de t10° (h) por tratamento e do nivel de inéculo.
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Figura 4.16. Box-plot do tempo de vida prateleira por nivel de inoculo/tratamento.
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Em todos os quatro tratamentos, o tempo de vida de prateleira livre do defeito € muito
curto, considerando o tempo de vida de prateleira esperado do produto que é de seis meses a

temperatura ambiente.

A deterioracdo por Alicyclobacillus acidoterrestris € usualmente detectada somente no
momento de consumo, através das reclamagdes dos consumidores, pois ndo sdo detectados sinais
claros de deterioracdo: producdo de gds, mudanca de pH. Os sucos deteriorados podem apresentar

o defeito muito antes do limite previsto de validade atualmente praticada (Walls & Chuyate,

1998)
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CAPITULO 5

CONCLUSOES

Baseado nas investigacdes tedricas e experimentais conduzidas ao longo deste trabalho e

somadas as comparagdes realizadas tendo como referéncia os demais estudos contidos na

literatura, foram observadas as seguintes conclusdes:

1.

O sistema de resfriamento projetado baseado na aspersdo de dgua, foi utilizado
satisfatoriamente em todos os processos realizados, garantindo o resfriamento homogéneo
das garrafas e simulando as condi¢des industriais.

O processo de Hot-Fill seguido de estocagem a 85°C por 150 segundos permitiu a
sobrevivéncia de Alicyclobacillus acidoterrestris, € apenas causou em todos 0s processos
realizados, menos que 0,5 reducdo decimal da populacio de Alicyclobacillus
acidoterrestris, podendo até estimular a ativacdo de esporos deste microrganismo no suco
em alguns casos.

Cerca de 15 pontos de contagem foram estabelecidos para cada condi¢do avaliada, no
intuito de descrever com precisdo cada curva de crescimento de Alicyclobacillus
acidoterrestris, as quais foram acompanhadas por cerca de 260 horas. O modelo de
melhor ajuste foi o de Baranyi & Roberts, pois leva em consideracdo caracteristicas do

meio e do microrganismo em questao.
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4. Os tratamentos de estocagem a 30°C e a 25°C no ponto frio ou por um periodo de 48
horas, seguidos de manuten¢do a 35°C ndo sdo eficientes para impedir a producido de
guaiacol, pois apenas retardam por um curto periodo (no méaximo 104 horas) o
crescimento do microrganismo.

5. As predicoes feitas a partir da curvas de crescimento resultaram em boa estimativa do
tempo de prateleira livre de defeito, verificado através da utilizacdo do kit Kirin.

6. Avaliando-se os niveis de inéculo 10° e 10° esporos/mL mantendo-se as mesmas
condi¢des de estocagem (25°C por 48 horas), observou-se que o nivel de indculo
influencia a taxa especifica de crescimento (L), ou seja, maior inéculo propicia maior
velocidade de crescimento. Em ambos os casos a populacdo médxima nao ultrapassa 10°

esporos/mL quando o substrato € suco de laranja simples.

O suco de laranja processado por enchimento a quente e resfriado lentamente, s6 poderd
ser controlado com a adequada temperatura de estocagem. Considerando os resultados obtidos, o
tratamento de estocagem a 20°C durante toda a vida de prateleira do produto inibiu o aumento da
populagdo de Alicyclobacillus acidoterrestris, desta forma o produto pode ser mantido estdvel
mesmo com contaminacao de 10 esporos de Alicyclobacillus acidoterrestris deteriorante por mL

de suco.
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APENDICE 1 - COMPOSICAO DOS MEIOS DE CULTURA

TGE (Triptona Glucose Extrato de Carne Agar) (pH final 7,0)

Extrato de carne 3¢
Triptona Sg
Dextrose lg
Agar I5¢
H,O destilada 1000 mL
PDA (Potato Dextrose Agar — Oxoid)

39 g diluidos em 1000 mL H,O destilada.

Ajustar o pH para 4,0 com H>,SO4 1 N.

AAM (Alicyclobacillus acidocaldarius Medium)

Parte 1

Agar I5¢
H,O destilada 500 mL
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Parte 2

Extrato de levedura
MnCl, 4 H,O
(NH4)>SO4

MgSO4 7 H,O
CaCl, 2 H,O
KH,PO4

CsH1206

H,0 destilada

1,0g
05¢g
02¢g
05¢g
025¢
0,60 g
1,0g

500 mL

Autoclavar as partes 1 e 2 separadamente. Parte 2: dissolver os demais reagentes na dgua, ajustar

o pH para 4,0 e em seguida autoclavar. Misturar as duas partes e verter 0 meio nas garrafas

previamente estéreis.

YSG (Yeast Extract Solube Starch Agar)

Extrato de levedura
Amido solavel
Glicose

Agar

H,O destilada

I5¢g

1000 mL

Ajustar o pH para 4,0 com H,SO4 1 N.
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BAT (Alicyclobacillus Medium - Merck)

29 g diluidos em 1000 mL de H,O destilada.

Ajustar o pH para 4,0 com 1,7 mL de H,SO4 1 N.

MEA (Malt Extract Agar)

Extrato de Malte 20¢g
Dextrose 20g
Peptona 1,0g
Agar 20¢g
H,O destilada 1000 mL

Ajustar o pH para 5,5 com 1,7 mL de H,SO4 1 N.

OSA (Orange Serum Agar - Oxoid)

37 g diluidos em 1000 mL de H,O destilada.
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APENDICE 2 - HISTORIA TERMICA

Temperatura (°C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, sem manutencéao a 852C/150segundos, seguido de
Resfriamento - Garrafa com sensores 12 e 13 - Processo de 05/08/2005
Efeito da pasteurizacao - Inoculo: 103 esp. de Alicyclobacillus/mL de suco
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Temperatura (2C)

95

Histdria Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 85°2C/150segundos, seguido de Resfriamento - Garrafa
com sensores 12 e 13 - Processo de 12/08/2005
Efeito da pasteurizacao - Indculo: 103 esp. de Alicyclobacillus/mL de suco
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Temperatura (2C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 85°C/150segundos, seguido de Resfriamento -

Garrafa com sensores 12 e 13 - Processo de 19/08/2005
Efeito da pasteurizacao - Inéculo: 102 esp. de Alicyclobacillus/mL de suco

m Trat HOT FILL X Sensor 12 + Sensor 13
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temperatura (2C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, sem manutencao a 852C/150segundos, seguido de Resfriamento por aspersao de
agua até 35°C em 30 minutos - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 28/10/2005 - Ensaio 1a e 1b

Inéculo: 102 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco

® Trat HOT FILL-Primeira garrafa X Sensor 12
Trat HOT FILL-Ultima garrafa + Sensor 13
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temperatura (2C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 85°C/150segundos, seqguido de Resfriamento por aspersao de
agua até 352C em 30 minutos - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 18/11/2005 - Ensaios 2a e 2b

Inéculo: 102 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco

u Trat HOT FILL - primeira garrafa + Sensor 13

B Trat HOT FILL - dUltima garrafa X Sensor 12
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Temperatura (°C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 852C/150segundos, seguido de Resfriamento por aspersao de
agua até 35°C em 30 minutos - Garrafa com Termopar Tc33 - Processo de 25/01/2006 - Ensaio 4a e 4b

Com indculo de 103 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco

A Trat HOT FILL
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Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencéao a 852C/150segundos, seguido de Resfriamento por aspersao de
agua até 352C em 30 minutos - Garrafas com sensores 14 e 15 - Processo de 07/12/2005 - Tratamento 01
Sem inoculo e com indculo de 10 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco

® Trat HOT FILL-Primeira garrafa
m Trat HOT FILL-Ultima garrafa

X Sensor 15 - Sem inéculo

+ Sensor 14 - Inéculo 10'Esp/mL
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temperatura (2C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 852C/150segundos, seguido de Resfriamento por aspersao
de agua até 352C em 30 minutos - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 30/11/2005 - Tratamento 02
Sem indculo e com inéculo de 10 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco

m Trat HOT FILL-Primeira garrafa X Sensor 12 - Sem inéculo
m Trat HOT FILL-Ultima garrafa + Sensor 13 - In6culo 10'Esp/mL
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temperatura (°C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 852C/150segundos, seguido de Resfriamento por aspersao de

agua até 352C em 30 minutos - Garrafas com sensores 14 e 15 - Processo de 11/01/2006 - Tratamento 03
Sem indculo e com indculo de 10 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco

B Trat HOT FILL- Primeira garrafa
® Trat HOT FILL- Ultima garrafa
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temperatura (°C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 852C/150segundos, seguido de Resfriamento por aspersao
de agua até 352C em 30 minutos - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 04/01/2006 - Tratamento 04
Sem indculo e com indculo de 10 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco

B Trat HOT FILL-Primeira garrafa
® Trat HOT FILL-Ultima garrafa
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Temperatura (°C)

Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 852C/150segundos, seguido de Resfriamento por aspersao de

95

agua até 35°C em 30 minutos - Garrafas com sensores 12 e 14 - Processo de 25/01/2006 - Tratamento 05
Sem indculo e com indculo de 10 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco
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APENDICE 3 - PERFIS TERMICOS DE ESTOCAGEM

Histéria Térmica de Processo Hot Fill, sem manutencao a 852C/150segundos, seguido de
Resfriamento e Incubacao - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 05/08/2005
Efeito da Pasteurizacao - Inéculo: 103 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco
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Temperatura (2C)

Histéria Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 852C/150segundos, seguido de
Resfriamento e Incubacao - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 19/08/2005 In6culo: 102
esporos de Alicyclobacillus/mL de suco - Efeito da Pasteurizacao
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Temperatura (2C)

Histéria Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 852C/150segundos, seguido de
Resfriamento e Incubacao - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 18/11/2005
Estocagem a 25°C/48h seguido de 352C - In6culo: 102 esporos de Alicyclobacillus/mL de suco
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Temperatura (2C)

90

Historia Térmica de Processo Hot Fill, com manutencao a 852C/150segundos, seguido de
Resfriamento e Incubacéao - Garrafas com sensores 14 e 15 - Processo de 25/11/2005
Evolucao da curva microbiana - Indculo: 102 esporos de Alicyclobacillus /mL de suco
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Temperatura (2C)

Histéria Térmica de Resfriamento até 352C em 30 minutos seguido de novo resfriamento até
302C no ponto frio e Incubacao a 35°C - Garrafa com sensor 13 - Processo de 25/01/2006 -
Tratamento 01

90

85 ~

80 +
75 A
70 A
65 -
60 -

55 +

50 ~

45 -
40 -
35 -
30 -

25

20 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
25/01 25/01 26/01 26/01 27/01 27/01 28/01 28/01 29/01 29/01 30/01 30/01 31/01 31/01 01/02 01/02 02/02 02/02 03/02 03/02 04/02 04/02 05/02 05/02
09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36

horario (hora real)

120



Temperatura (2C)

Histéria Térmica de Resfriamento até 35°C em 30 minutos seguido de novo resfriamento até
302C/48h e Incubacédo a 35°C - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 30/11/2005 -
Tratamento 02

—e— Sensor 12 —=— Sensor 13

90

85 -

80 -

75

70

65

60

55 -

50 -

45 ~

40 ~

35

30 -

25

20 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
30/11 30/11 01/12 01/12 02/12 02/12 03/12 03/12 04/12 04/12 05/12 05/12 06/12 06/12 07/12 07/12 08/12 08/12 09/12 09/12 10/12 10/12 11/12 11/12 12/12
08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24 20:24 08:24

horario (hora real)

121



Temperatura (2C)

Historia Térmica de Resfriamento até 352C em 30 minutos seguido de novo resfriametno até
252C no ponto frio e Incubacgao a 352C - Garrafas com sensores 14 e 15 - Processo de
11/01/2006 - Tratamento 03
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Temperatura (°C)
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Historia Térmica de Resfriamento até 352C em 30 minutos seguido de novo resfriamento a
252C/48h e Incubacao a 35°C - Garrafas com sensores 12 e 13 - Processo de 04/01/2006 -

Tratamento 04
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05/01
21:36

06/01
09:36

06/01
21:36

07/01
09:36

07/01
21:36

08/01 08/01 09/01
09:36 21:36  09:36

horario (hora real)
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09/01
21:36

10/01
09:36

10/01
21:36

11/01
09:36

11/01
21:36

12/01
09:36

12/01
21:36

13/01
09:36



Temperatura (°C)

Historia Térmica de Resfriamento até 35°C em 30 minutos seguido de Incubacao a 20°C
Garrafas com sensores 12 e 14 - Processo de 25/01/2006 - Tratamento 05

—e— Sensor 12 —&— Sensor 14

90
85 -

80 -

75 A
70 ~

65 -
60 -

95 ~
50 -

45 -
40 -

35

30 -
25

20 -
25/01 25/01 26/01 26/01 27/01 27/01 28/01 28/01 29/01 29/01 30/01 30/01 31/01 31/01 01/02 01/02 02/02 02/02 03/02 03/02 04/02 04/02 05/02 05/02
09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36 09:36 21:36

horario (hora real)
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APENDICE 4 - CONFRONTOS DE DADOS EXPERIMENTAIS E MODELOS
PREDITIVOS PRIMARIOS RELATIVOS AS CURVAS DE CRESCIMENTO

Ensaio 1a: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°Brix,
Hot Fill, sem manutenc¢do a 85°C/150s, resfriamento até 35°C (30 min) e inoculado com 10?2

esp/mL, incubacdo a 35°C.

& Dados experimentais === Gompertz (R?=0,98)

Baranyi (Re=0,98)

Log N/NO

S
*

050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

Ensaio 1b: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°Brix,
Hot Fill, sem manutengao a 85°C/150s, resfriamento até 35°C (30 min) e inoculado com 10?

esp/mL, incubacdo a 35°C.

Baranyi (R2=0,985)

‘ & Dados experimentais Gompertz (R2=0,986) ‘

Log N/No
N
[6)]

0 ¢
050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)
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Ensaio 2a: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11° Brix,
com 10? esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a 35°C

(30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubac¢do a 35°C.

‘ & Dados experimentais

Gompertz (R2 = 0,994)

Baranyi (R2 = 0,993)

5 _
4,5 -
4
3,5 -
3 _
2,5 -
o 2
S5
1 _
0,5 -

0 P h ¢+ T 1 et by ' ‘

050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)

N/No

Ensaio 2b: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11° Brix,
com 10? esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a 35°C

(30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubac¢do a 35°C.

& Dados experimentais

Baranyi (R2 = 0,974)

Gompertz (R2=0,975)

Log N/No
N

0 %}A‘ $e
0050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

L ala I I I I I I I I I I I I I I
1. A Al T T T T T T T

Tempo (h)
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Ensaio 3a: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11° Brix,
com 103 esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a 35°C

em (30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubagio a 35°C.

& Dados experimentais Baranyi (R2 =0,90)

0 48 95* 144 192 240 288 336

Tempo (h)

Ensaio 3b: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11° Brix,
com 103 esp/ml, Hot Fill com manuten¢ao de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a 35°C

(30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubac¢do a 35°C.

Gompertz (R2 = 0,89)

¢ Dados experimentais Baranyi (R2 = 0,90)

2

0 T T T # T T T T T T
0 30 60 8J» 120 150 180 210 240 270 300

Tempo (h)
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Ensaio 4a: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11° Brix,
com 10’ esp/ml, Hot Fill com manutencao de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a 35°C

(30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubac¢do a 35°C.

‘ & Dados experimentais Baranyi (R2=0,86) Gompertz (R2=0,93) ‘

-05 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

Ensaio 4b: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11° Brix,
com 10’ esp/ml, Hot Fill com manutencao de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a 35°C

(30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubac¢do a 35°C.

& Dados experimentais Baranyi (R2=0,98) Gompertz (R2=0,99)

Log N/No
N
[§)]
4
*

. ¥,
0 % et

-05 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)
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Tratamento 1: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10° esp/ml, Hot Fill com manutencao de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 30°C no ponto frio e incubagdo a 35°C._(Ensaio Sa)

¢ Dados experimentais Baranyi (R2=0,99) Gompertz (R2=0,98)
5 _
4,5 -
4 A *
3,5 -
g 3
= 25 -
o 2 -
(o)
-1 1,5 -
1 4
0,5 -
0 ! 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |
05 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)

Tratamento 1: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10° esp/ml, Hot Fill com manutencdo de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 30°C no ponto frio e incubagdo a 35°C. (Ensaio 5 b)

Baranyi (R2=0,98)

‘ & Dados experimentais Gompertz (R2=0,97)

5 _
4,5 1 . ¢
4 |
3,5
3 |
2,5 -
o 2 *
S5
1 |
0,5 -

0 1 1 1 1 1 t 1 1 1 1 1 |
0560 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

N/No
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Tratamento 1: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10! esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 30°C no ponto frio e incubagdo a 35°C. (Ensaio 6 a)

& Dados experimentais

Baranyi (R2=0,99) ‘

Log N/NO
N
[

0 I A S L e e I e
LK g
05 0 24 48 72 9% 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

Tratamento 1: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10! esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento, no ponto frio, a 30°C e incubacdo a 35°C (Ensaio 6 b)

‘ o Dados experimentais Baranyi(R2=0,98)‘

Log N/NO

| | @ | | | | | | | | | |
0 “’ f f f f 1 f f } } } |

050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)
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Tratamento 2: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10° esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 30°C por 48 horas e incubacdo a 35°C. (Ensaio 7 a)

‘ & Dados experimentais Baranyi (R2=0,97) Gompertz (R2=0,97) ‘

45 | *e

3,5 1

2,5

Log N/No

1,5

0,5

050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)

Tratamento 2: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10° esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 30°C por 48 horas e incubacdo a 35°C (Ensaio 7 b)

& Dados experimentais

Baranyi (R2 = 0,95)

Gompertz (R2 = 0,95)

0 4»4—‘4—‘ Lo 1 1 1 1 1 f 1 1 |
050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)
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Tratamento 2: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10! esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 30°C por 48 horas e incubacdo a 35°C. (Ensaio 8 a)

Baranyi (R2=0,96)

‘ ¢ Dados experimentais Gompertz (R2=0,96) ‘

Log N/No
N
(6}

0 I } I ¢ I } I } I } I } I } I } I } I } I } I ]
0590 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

Tratamento 2: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10! esp/ml, Hot Fill com manuten¢do de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 30°C por 48 horas e incubacgdo a 35°C. (Ensaio 8 b)

‘ & Dados experimentais Baranyi (R2=0,95) Gompertz (R2=0,95) ‘

5
45 -

4 * o0
3,5

3
2,6

2 -
1,5

1
0,5

0 + ¢ ¢ i i f i i i i i i

050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)

L 3
L

Log N/No
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Tratamento 3: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10° esp/ml, Hot Fill com manutencao de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 25°C no ponto frio e incubagdo a 35°C. (Ensaio 9 a)

‘ ¢ Dados experimentais Baranyi (R2 = 0,99) Gompertz (R2:0,99)‘
5 -
45 -
4 ] o & oo
35 - -
o 34
€25 -
2.2
21,5
- 1
0,5 -
0 e T \’ T T T T T T T T T ]
-0,? 0V 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)

Tratamento 3: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10° esp/ml, Hot Fill com manutencdo de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 25°C no ponto frio e incubagdo a 35°C. (Ensaio 9 b)

‘ & Dados experimentais Baranyi (R2 = 0,99) Gompertz (R2=0,98)‘
5
4,5
4
o 35
Z 3
=225
o 2
o
S 1,5
1
0,5
0 L
050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)
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Tratamento 3: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10’ esp/ml, Hot Fill com manutencdo de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 25°C no ponto frio e incubagdo a 35°C. (Ensaio 10 a)

¢ Dados experimentais

Baranyi (R2 = 0,94) ‘

3 TS

0050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)

Tratamento 3: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10’ esp/ml, Hot Fill com manutencao de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 25°C no ponto frio e incubagdo a 35°C. (Ensaio 10 b)

‘ & Dados experimentais Baranyi (R2=0,99) Gompertz (R2=0,90) ‘

5,
4,5 -
4,
35 -
3,
25 ®
2,
1,5 1
1,
0,5 |
0“‘i‘{‘i‘i‘\“i‘i‘{‘i‘{‘{
050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Log N/No

Tempo (h)
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Tratamento 4: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10° esp/ml, Hot Fill com manutencao de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubacio a 35°C. (Ensaio 11 a)

& Dados experimentais Baranyi (R2=0,98) Gompertz (R2 = 0,97)

Log N/No
N
O

Do ¥ o+ -+ + ++ + +
-05 0 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

Tratamento 4: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10° esp/ml, Hot Fill com manutencdo de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubacio a 35°C. (Ensaio 11 b)

‘ ¢ Dados experimentais

Baranyi (R2 = 0,97)

Gompertz (R2 = 0,87) ‘

5 _
4,5 -

4 |
3,5 - >

3 | 3
2,5 A

2 |
1,5

1 |
0,5 -

0 * * i 1 1 1 1 1 1 1 1 |
050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

[ X 4

Log N/No
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Tratamento 4: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10’ esp/ml, Hot Fill com manutencao de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubacio a 35°C. (Ensaio 12 a)

‘ & Dados experimentais Baranyi (RP=0,914) Gompertz (Re=0,879) ‘

Log N/NO
N
6, ]
*

0 R S i S B B
£ *'®
050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288

Tempo (h)

Tratamento 4: Curva de crescimento de A. acidoterrestris CRA 7152 em suco de laranja 11°
Brix, com 10’ esp/ml, Hot Fill com manutencdo de 85°C por 150 seg. seguido de resfriamento a

35°C (30 min), novo resfriamento a 25°C por 48 horas e incubagdo a 35°C. (Ensaio 12 b)

Baranyi (R2=0,98)

‘ & Dados experimentais Gompertz (R2=0,97) ‘

Log N/No
N
[$;]
*

0 L 4 L I L I L I L I L I L I L I L I L I L I L I
L T IR 2 T T T T T T T T 1

050 24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288
Tempo (h)
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APENDICE 5 - ACOMPANHAMENTO DA PRODUCAO DE GUAIACOL DURANTE O CRESCIMENTO DE A.
ACIDOTERRESTRIS EM SUCO DE LARANJA

Ensaio 2 — Evolucao da curva — inéculo de Alicyclobacillus acidoterrestris: 10° esp/mL

Tempo de
incubagdo 121 129 137 145 162 174 186
(horas)

Amostras

Branco
(meio sem
inéculo)
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Ensaio 2 — Evoluciio da curva — inéculo de Alicyclobacillus acidoterrestris: 10° esp/mL

Tempo de
incubacdo
(horas)

193 201 209 217 225 233

Amostras

241

Branco (meio
sem indculo)

138

253




Tratamento 2: 30°C por 48 horas, estocagem a 35°C - in6culo de Alicyclobacillus acidoterrestris: 10° esp./mL

Tempo de
incubacdo
(horas)

48

65

71

89

101

112

Amostras

Branco
(meio sem
inéculo)

139

120




Tratamento 2: 30°C por 48 horas, estocagem a 35°C - inéculo de Alicyclobacillus acidoterrestris: 10° esp./mL

Tempo de
incubacdo 136 144 152 160 200 216 240
(horas)

264

Amostras

Branco (meio
sem indculo)
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Tratamento 2: 30°C por 48 horas, estocagem a 35°C - inéculo de Alicyclobacillus acidoterrestris: 10" esp./mL

Tempo de
incubacio 48 77 89 101 112 120 128

(horas)

Amostras

Branco
(meio sem
inéculo)
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Tratamento 2: 30°C por 48 horas, estocagem a 35°C - inéculo de Alicyclobacillus acidoterrestris: 10" esp./mL

Tempo de
incubacao 136 144 152 160 200 216 240
(horas)
Amostras E — \
Branco .
(meio sem
in6culo)

142

264
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