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VI-RESUMO

0 objetivo deste trabalbo fei determinar o efeitc de
gxtratos naturals vegeitais na germinacio, crescimento  vegetativo
g resisténocis térmica de esporos de Desul fotomaculum nigrificans,

um microrganismo contaminante de aclcar & vegetais.

A metodologia descrita por Donnelly & Busta (1988)  foi
utilizada para preparar e ativar {(4Umin/%7°C) um lote de esporos
de D.nigrificans gm Caldo Boytone ({8) ' Caldo de Cana (CC}. A
contagem dos esporas foi realizada em Sulfite fdgar em tubos  de
rosca, ou gm Caldeo Tioglicolate Fluido com neutralizante pelo
método do NMP-3: em tubos eraustados, sglados Com  vaspar e

inpubados a 250,

Dos 29 extratos naturais vagetaia ensaiados contra
lﬂzﬁsparas/ml, gengibre, angglica, alecrim e eucalipito {EFE)
inibiram o crescimente vegetativo a concentracdes de 8,801%v/ /v ou
maiores, & extrato de sementes citricas {ESC) inibiuw T
crescimento vegetativo a gongentracdes de @.881%v/v ou maiores.
Guando a concentraclio de esporos dg D.onigrificons fol de 1@5!m1,
GO ¢ EFE mostraram os melhores resultados: 8,1 & 1¥v/v,

respectivamente inibiram o crescimentc vegetativo.

Somente EGL a4 @,001 e 2,8881 Yv/sv, 8 EFE a @,1 e 1 Hv/v
foram ensaiados na germinacip dos esporos de Donigrificans em 08
¢ CO pelo método da perda da resisténcia t@rmicas Mas
concentracdHes ensaladas nenhum destes extratos demonstraram

efeito inibidor sobre a germinacic nestes melos.

0 efeitc de tratamentos termo-guimiges na resisténcia | dos
espnros de Donigrificens foi avaliado pela ediglo de EBL «
concentracio de @,85%%v/v em C8 (pH 7,6) & CC (pH 5,13) wusando o
método do tubog  TDT. EBC diminuwiu a resisiténcia térmica  dos
pasporos de D.nigrificans em aproximadamente 5%, 204 e 36%,
respectivaments para tratamentos térmicos & 119, 128 e 124-4,
usando tanto 8 como OC. Os valores de Dimin) obtidos em L8 foram
mainres gue aqueles obtidos em CC, provavelmente devido aoc  baixo
pH do CC. Os  valores de Z{°0) obtidos s3u equivalentes aos

ohservados na literatura (B~18°0) para este microrganismo.
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V1I-SUMMARY

This research aimed to determine the effect of natural plant
and spice extracts on the germination, vegetative growth and heat
resistanceg 0f Desul fotomooulwn nigrificons spores, a& contaminant

aof sugar and vegetables.

The method of Donnelly and Busta (1988 was used to prepare
ard activate (40min/97°C8) a lot of spores of Donigrificons in
Soyvtone Broth (5B} and Sugar Cane Juice (8L} . Spore counts wers
determined in Sulphite Agar by colony counts in screw cap tubes,
Coroin Tioglycolate Fluid Broth with neutralizer by  the NMP-3

megthody exhausted, sealed with Vaspar and incubated at 330,

Among 29 natural plant and spice extracis tested against
i@zsgmregfml, ginger root, angelica, rosemary and eguoalyptus
{EFE) inhibited the vegetative growth at @,81%v/v or higher, and
citric seeds extract {CS5E) inhibited the wvegetative growth at
g.881%v/v or higher. When the congentration of Donigrificans
SHROUES WA l@sfml, C8E and EFE showed the best results: 2,1 and

1%v/iv, respectively inhibited the vegetative growih.

fnly £SE at 0,801 and &,8001 “v/v, and EFE at 0,1 and 1 ¥v/wv
were tested on the germinstion of Oonigrificans spores in 5C and
SE broth by the heat resistance loss method: at the tested
concentrations, none of them showed inhibitory effect wpon

germination in these media.

The effect of thermg-chemical treatments on  the resistance
of D.onigrificans spores was evaluated by the addition of CSE  at
B,B85%v/ v in 8B {(pH 7,6) and SC {(pH 5,13} broths using TBT tube
method. USE decreased the heat resistance of D.onigrificans spores
at approximately 5%, 25% and 3@%, respectively on thermal
treatments at 119, 128 and 125°C, using =ither 5B or SC. The
Di{min} values obtained in 8B were grzater than those on BL,
probably due the lower pH of the 8C, The Z{-°C}) values observed
agree with those reported in the literature {(B-1@°C) for this

microorganism.
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1-OBJETIVO:

Tdentificar Extratos Naturais de Origem Vegetal capazes de
inibir a germinacio, cresciments vegetativo, e/ou diminuir &

resisténocia térmica de esporos de Desul fotomaculum nigrifliocans.



2-INTRODUGAO:

8 problema da deterioracio dos alimentos persegue o homem hi
multo tempo. Us esforcos mais antigos para preservar alimentos se
detinham em substincias ou processos facilmente disponiveis, como
sal, aglcar, especiarias e defumaclo. Hoje, pordm, a preservacio
utilizae fétores como calor, atividade de dgua, pH, gases, Aacidos
grganicos, sais, antibidticos, irradiacfo, embalagens e varias
combinacdes destes fatores. Independente dos fatores
selecionados, o uso do antimicrobiano apropriado € dependente das
propriedades quimicas deste antimicrobiang; daes propriedades e
composicioc do alimento ou produto; do tipe de sistema de
preservacio, além dos produtos gulimicos vtilizados no alimento;
do tipo, carscteristicas =] ndmera s microrganismos
cantaminantes; da seguranga do antimicrobianog e do custo sfetivo

do mesmo.

Uo preservativos naturais das plantas tém sido uwutilizados
por sécglos,  uma VEZ e miiitas Brvas = gopecliarias
tradicionalmente aumentam a vida de pratelsgira dos alimentos.
Apenas recentemente, porém, as propriedades antimicrobianas
desteys extratos, bem como os aspectos sobre a acdo de extratos
vegetais paturais na conservacdo de alimentos btermoprocessados
vém ganhando importéncia na moderna  inddGstria de alimentos e,
entender o efeito destes extratos nestes processos se faz
necessirio. Agueles extretos vegetais natursis com real efeito
inibidaor sobre o crescimento vegetativo e germinacdo dos esporos
de  Desul folomaculum nigrificons podem ter aplicac@o pratica
industrial devido & grande possibilidade de BEFEn

reconhecidamente seguros {"GRABY).

Grande parte dos trabalhos publicados se refgrem A inibic3o
_da germinacio de microrganismps psporogénicos meshfilos
patogénicos, tais comp B.cersus, Cl.botulinum e Ll perfringens.
Pouca informaclo existe spbre a germinacip dos esporogénicos
termdfilos deterioradores, coma (o} D.onigrifiecans, Este
microrganisag £ contaminante natural de matérias primas como

cogumelps @ 2 coenouras, além de ser encontrado  em produtos



industrializados de baixa acidez como milhn verde grnlatado,
grviihas =secas enlatadas, mistura de bhortalicas enlatadas,
produtos de acgUcar como s=aropes, caldas, agdcar refinado e
contaminante na prépria usina de refinagldo do aglcar {(BALDIN &
MASSAGUER, 1984&4: QGNNELLY & BUSTA, 19825 CAMPBELL et alii, 1957;
LEITAD et altii, 1983; LIN & LIN, 19783, A prasenca de
contaminaclo por espécies termdfilas como DLnigrificans, mesmo em
populacdes inferiores aquelas de espéciss mesdfilas, € de real
importancia, pois, no caso de esporos de bactérias com elevada
resisténoia térmica, mesmo wum ndnero reduridoe de esporos no
alimento enlatado podem levar a um SEVRrD problema de
deterioracio, em cunsequéncia da sobrevivéncia de algums deles
apds o tratamento térmico. No caso da deterioragio sulfidrica
causada pelo Donigrificons, sua presenca € indicativa de um
grosseirg processamento térmico, ou resfriamento  ineficiente do
produto apds processo; 2lém disso, a formaclio de sulfsto ferroso
pela reaclo entre v HzE produzido pele microrganismo e o ferrs da
lata e@/cu do alisento produzem uma coloracio negra, indesejavel;
além do prépriov odor fétido do gas sulfidrice. Estes fatores sdo

suficientes para & condenacdo complets do alimentio.

Uma proteclio orgénica das latas utilizasdas para 0
arpndicionamento de alimentos & Gtil ma prevengdo de interacdes
gquimicas gntre o alimento g o recipiente guando estas  rescdes
afetam de modo adverse a gqualidade do alimenitco enlatade. Para
evitar a formac8o de compostos de coloracfo escura em decorréncia
da deterioracio sulfidrica ou de reag¢des Com aminpicidos
sulfurados, o verniz """ & wusado: principslimente em milho,
grviiha, carng de aves g alimentos marinbos. O verniz "G" contém
cercae de 195% de dxido de zinco em suspenslo, adicionado pela  sua
reatividade guimica 2 ndo cosp um pigmento. Os sulfetos gue se
formam durante o processanento ou na esterilizacio de alimentos
proteicos com altos teoares de aminoicidos sul furados, reagem  com
éxido de zinco formando compostos brancos ouw dncolores  (LOFEZ,
19871, '

Apesar da deterioracdo sulfidrica com conseguente formacio
de coloraclo negra j& ter sido considerada de grande importancia

oy passado, com o advento dos  vernizes aodernos  tornou-se



relativamente rara; porém, em alimentos acondicionados em
containers de baixa qualidade ou processados ingficientemente,

este tipo de deteriorsgido ainda se far presente.

A alta producdo de gas sulfidrico pelo D.onigrificans o torna
com potencial biotecnolégico aproveitivel; e um estudo criterioso
dos fatores gque afetam sua germinaclio € importante. Us processos
nos quais as bactérias sulfito-redutoras possuem importdncia
srondémica s8c grandes e envolvem Areas de poluiciio da Aguas,
terras € solo; purificagioco de lixos: formacio de depdsitos
minegraisy contaminacio de  gases; tecnologia de produgdo  de
papélis; deterigraclc de alimgntos; nutrigic animsl, etc. A
influéncia das bagtérias sulfito-redutoras na teonplogia de dleos
tem recebido muite stenclo devido i3 producdc do corrosiva HzSG. 0
gas sulfidrico afeta de modo negative os  sguipamentos de

bombeamento, tangues de srmazenagem & tubulaches (GIBSON, 1974@).

Sob o ponto de vists ecoldgico, devido 3 produgio do  H25,
gue & um forte agente redutor, as bactérias sulfito redutoras
podem inibir o crescimento de certos microrganismos  aerdbios.
Pode ser citado ainda que, o HzS produzido por estas bactérias
funciona como um dpador de elétrons pars o crescimento de algumas
bactérias sulfurosas. Comparando o fluxo de substratos organicos
através s processos aerdbins 8 reducio dissimilaitérias e
sulfato, tem sido estimado gue as hactérias sulfito-redutoras sio
capazes de metabolizar acima de 30% dos detritos orgdnicos

sedimentados nas costas marinhas (GIBSON, 1998).

fis caracteristicas unicas & posigldo sspecifica no mundo
hacteriano qgue Donigrificons possul nos a2 orer  Que entendayr
seu papel na deterivraclio de alimentos pode diminuir as  changes

de pardas gcondnicas e contribuir para o avango da bicotecnologia.

Eote trabalhao faz parte de um projeto maior sobre o controle
de microrganismos  tersdfilos esporogénicos deterioradores  de
alimentos, desenvolvida na Universidade Estadual de Campinas

através do Prmgréma PROBIC.

£ experiénris foi feita indcialments wtilizando-se uma
soluclo germinante de Caldo de SBoytone inpculada com  2s5poross

ativados e, poszteriormente, usando Caldo de Cana. A determinagio



da germinacio dous esporos deste microrganismp eam Caldo de Cana &
wm trabalhbo inddito. Este microrganismo é contaminante natural de
vegetais e acucar, sendo cmnsideradm potencialmante Lm
deteriorador de alimentos termoprocessados onde v} acuCar

contaminado € usado nas caldas e xaropes.



3-REVISACQ BIBLIOGRAFICA:

31~ INTRODUCAD:

As bactérias esporogénicas, aerdhias ou anaerdbiag
farultativas do género Bacillus, besm comg aguelas anaerdbiss
pertencentes aos géﬁerga' Clostridiun & Desul fotonaculun,
constituem~se nos trés grandes grupos de bactérias de ocoredneia
comum 2m alimentos, e importantes agentes de deterioracio de
alimentos processados, particularmente nos enlatados de baisxa
acidez {(pH > 4,4 & atividede de &gqua » #@,88) (LEITAD et alli,
19830 e 1983b).

& histdéria da deterioracio sulfidrica nos alimentos
enlatados teve sua primeira ocorrdncia registrads em 1919, numa
indgstria de enlatados dos Estados Unidos. A taxonomia do
grganismo causador deste btipo de deteriorecio comecou com o nome
deg Closiridiuwm nigrificans, proposta por  WERKMAN & WLAVER em
1927, v sofreu varias alteracdes atd gue CTAMPBELL & RPOSTGATE, =m
1965, propuseram ¢ nome Desul felomaculum nigrificans. Para eles,

a vlassificaclu anterior possuia varios enganps:

alf maioria dos clostridios & gram positivo e D.nigrificans

era gram negativo.

blf composicio das bases de  DMNA, guanina + citosina, do
C.nigrificans {(44,7-44,46 moles Y} ers distante daguela do

clostridio tipico (2343 moles %}.

c}A presenca de citoorome nos organismos que 2lgs gstudaram

Nnap era tipica de clostridio.

Por estaes razdes CAMPBELL & POSTSATE  propuseram G
C.nigrificans fosse removido do género Clostridiun @
reclassifivado com o mesdfilos esporulados =zsebh um novo nome
gendrico. U nome proposto, Desulfotomaculiwe, foi escplhido psra
indicar reducio de comppstos  sulfurados {(desulfo}, = tomaclum

{tomaculum) pela forma cuwrva do bastonete.

Atualmente, Desul feotomaculun nigrificans ¢ tido comn L3iTt

microrganismo gram negativo, termdédfilo, anaerdbio, formador de



esporos 2 que wtiliza compostos de enxofre redutiveis como
aceptor final de eslétrong, resul tando na  producio de  Hzb
(DONNELLY & BUSTA, 1980; DONNELLY & BUSTA, 1982; CAMPBELL et
ﬁalii, 19573 CAMPBELL, 1974; CAMPBELL & POSTBATE, 1965%; SPECK,
1981, D .nigrificons tem uma faixa de temperatura para
crescimento  de 3I0-78°C e uma temperaturs otima de 353°C. A
resizténcia térmica de seus esporos £ considerada maior gue s dos
BEROOB da micrmrgéniﬁmu termdfilo anawrdbio Closiridium
thermosaccharolyitcocun, e méncr que esporos  do microrganismo
causador de arider plana Bacilus stearoihermopghilus {(BPECK,
1%81). B30 bastonetes de @,3 & 0,%um por 3 & & gm, com
extremidades arredondadas, algumas VeRes lenticul adas &
intumescides; algumas vezes sg mostram acs parss; sio mdétels, com
flagelos peritriguecss; os esporos s3c ovais, terminais ou
subterminais, com um leve intumescimento das células. E  um
microrganismo nio patogénico ae homem, porco da india, rato,
camnundongo ou coelho, e tem sido isolade do solo, esterco, fontes
térmicas de agua & alimentos com deterioracdo sulfidrica (SPECK,
1981; CAMPBELL, 1974).

I P~Desul fotonaculun nigrificans TOMO FONTE DE CDNTQ?@INQC&B EM
AL IMENTOS

WEREMASN & WEAVER (1927), e CAMERON & cooperadores ({(1927),
foram ot primeiros  pesquisadores a3 encontrar e estudar a

deterioracio sulfiderica em produtos enlatados de milho & ervilha.

{ritada por DOORER, I283).

COMERON & WILLIAND (1928), demonstraramn gua acucar
contaminado poderia ser uma fonte significativa de esporos
termdfilos. Amostras de aglcar procedentes de trés refinarias

possulam esporos de Donigrificans {citado por DODORES, 1983).

JAMES, em 1728 {citado por  DOORES 1983}, encontrou
D.nigrificans no milho processado pré-aguecido apds a adigdo de
xarope. Linguenta por cento das amostras de aglcar entrando na
fabrica como ingredientes continham este organismo. fAgdcar e amido

também foram erxaminados por  CLARKE & TUNNER £19237), 8



origrificons fol isclado de 24 % das 91 amostras de acdcar de
cana & beterraba, e 55 % das amostras de amido por eles
examinadas {citado por DODRES, 1983).

JAMES, 1928, examinou a distribuicio do organismo em fontes
ndo alimentares, acreditando que tinham um importante papel na
deterioracio de alimentos enlatados de baixa acider. Seis de nove
amostiras de solos de campos fertilizados 2 estrume ve ) hio
continham os microrganismos de deterioracidc sulfidrica (citado
por DOORER, 194893).

BALDIN & MﬁSﬁﬁGUE%, em 178&, num estudo do controle de
termdfilos esporulados no  acdrar refinado, apresentado 2
Coopersucar, constataram a presenca de microrganismos termdfilos
sulfito redutores no agucar de varredura e nos filtros de carvao

oom carga velha.

LEITAD et alii {1983}, num estudo da contaminacio de
materias primas & alimentos semi-processados de  origem vegetal
oor esporos de bactdrias, detectaram a presenca de O nigrificans

ARSNas em c:cngumelcas e cennuras frescas.

3 3~-PROPRIEDADES DUS ESFORDS:

& propriedagde mais caracteristica dos esporos bacterianps € a
extremna resisténeia ap calor, luz ultravioletas, raic-X, solventes
grginicos, agentes guimicos e dessecamento. A presgnea  destes
tipos de resisténcia em diferentes niveis nos diferentes estigios
da eBsporulacio, £ a perda destas propriedades com o 2 advento da
germinacio, indica que tais propriedades siu devido & particular
composicio fisico—guimica do esporo dormente. O agents quimico
mais evidente € o DPA (Acido Dipicolinico, ou Acido 2,é6-piridina
dicarboxilico) gue & sempre sncontrado no espore numa relacdo de
cerca de 1:1 com Ca2+{HALUDRSDN & STULMAJBSTER; 1973). O conteludo
de DPA-La das diferentes sspécivs de esporos bacrterianos varia de
-85 a 15% de seu peso seco, mas e zero nas células vegetativas B oem
"mutantes asporogénicos. Sempre se acreditou gue o DPA fusse
essencial pars a resisténcia térmica; pordm, ji3 foram isolados

mutantes de B.subiilis incapazes de sintetizar DPA & gue ainda



apresgentaram a capacidade de produzir esporos com  resisténcia
térmica (HALVORBON & SZULMAIBTER; 1973).

Uma outra teoria gue explica a extrems resistdnria  térmica
dos esporos supbe gue uma presslo contractil é exercida  por  uma
multicamada especializada do envelope do esporo, a gual pressiona
o ndclen central, e o mantém num estado secn, o 2 que confere
resisténcis térmice {(esporos contém pouca, se alguma, Aagua). A
pressio contractil poderia ser devida ao efeito de algumas
moléculas positivamente carregadss do polimero acfw] acida
peptidoglicanc do cortex do esporo  (HALVEORSON & SZULMAJISTER;
19731,

Além de Caz*, s esporos  tamb$m contdm altos niveis de
outros metais divalentes como Mgz+ e M e conponstos S-8. O
Gltimo ocorre geralmente como cistina na fracio externa do esporo
{HALVORSON & SZULMAJSTER; 1973).

Yarios asutores tém estudado a ordem dos eventos durante &
germinagio, particularmente em relacdo hs propriededes de perda
de resisténcia. A seguédncia de eventos pelos guais um  esporo
perde suas propriedades com o advento da germinagio € a seguinte
(BOULD, 197@; citado por GMOGT & PIERSON, 19823 GOMBAZD, 1987):

aPerda da resisténeia térmica.

b~Perda da resisténcia guimica.

¢—Perda de Calcio e Acido Dipicelinico guase simultinea.
d-8aida de pepitidesglicano.

e—-Aumento da habilidade de ser colorido,

f~Perda da refractibilidade.

g-Diminuicio da densidade Sptica.

Fote provesso tem sido demontrado em Boacillus g Closiridium.

Talvegz 3 rescdo mais importante durante a germinagcio seja a
ripida depolimerirzacdo e salida dos componentes como Aeido
dipicolinice, cdlcic, magnésio e peptideoglicanos, gue traz como
consequéncia as  principseis mudancas fisicas ohagrvadas na

germinacio (BOULD, 1%978).



A esporulacBo ndo ¢ uma forma de reproducio microbianag
geralimenis somente um Gnics esporo € produzido de uma dnica
célula, ® a célula produtora @ obliterada no  processc. 0
espordlacao é uma resposta ao ambiente gque conduz a cdlula a

alterar seu ciclio mormal de vida.

0 grau & taxa de gsporulagdo € dependente da  linhagem do
microrgansimo. N3o obstante, & meis dependente de condicdes

ambientals especificas.

Os fatores gue afetasm a esporulacio podem ser divididos em
extrinsicos, como viabilidade de fontes nutrientes (carbono,
nitrogénio 8 fésforo), temperatura, pH, agraclco, inibidores de
sintese de nucieoctidios, presenca de manganés no meio: & fatores
intrinsicos como estagio do crescimento vegetativo, niveis de
compostos de alta energia, bDiosintese de antibidticos, enzimas

esperificas.

3A-CONVERSAO DE ESPOROS & CELULAS VEGETATIVAS:

O esporeos dormentes pressntes em alimentos ndo  apresentam
perigo 3 sua seguranga, 4 2 MEA0S  gue 58 convertam em células
vegetativas com atividade metabdlica. As etapas de conversido de

saporas e celulas vegetativas envolvem:

34 -Ativacio: E um processo reversivel gue congiciona o esporo
dormente, capacitando-o para germinsr. N2o & estritamente
definida nem existe uma diferenca visual, guimica ou fisica
entre um esporo ativadeo e um dormente, pois o 2 esporo
ativado retém a maioria das caracteristicas do esporo
dormente. Buando esporos ativados sdo sxpostos a um melo
ambiente adeguado produz-ze a germinaclio {(COHRAN & ORDAL,
1973y, A ativacdo & considerada wum  fendmeno fisico,
provavelmente relacionada 2 configuragap macromoelecular
(LEWIS, 1i94%9; citado por GUMBAS, 1987).

Qs ssporns podem ser ativados por virips tratamentos,
incluinde radiscin ionizante, . agentes redutores, agentes

asidantes, pH extremos, sonicacl3o, maturacio e ralor
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(ROBERTS, 1965; KEYNAN & EVENCHIK, 1%469; e SBNYBGB, 1974
citados por BOMBAS, 1987). Cada um destes tratamentos sio
consistentes com a hipdtese de gue a ativagBo results num
rearranjo estrutural nos esporos, possibilitando um aumento
da permeabilidade & agentes germinantes, ou tornando sitips

de iniciacin da germinagcdo mals acessiveils {GOMBARS, 1987).

A ativacico nig ogoorre em  todos Os  BSDDros, £ 8
necessidsde de sua occorréncis depende do esporo em si, sua
histdria, e as circunstdncias gue indurem sua transformacio
gm células vegetativas (KEYHMAMN & HALVORSOM, 19463} . HNem
todos os tratamentos de ativacdo ativam todos os esporos, @
a hnabhilidade do tratamenito ativar o esporo depende tanito da

dose como da sspécie em guestdo.

Geralmente & ativagio aumenta a porcentagem de  uma
populacino de esporos que vém  a germinar, aldm dos
reguerinentos pars germinacio se torparem menos severos. Por
exenplo, esporos de L. b fermsntans ativados por tratamento
a alto pH podem entrar em procoesso de germinacdo astraveés de
uma ampla variedade de compostos, & em menores concentracdes
que a necessiria para esporos naon ativados (HYARTT &
LEVINGON, 19464; citados por GOMBAL, 1987},

Un processs de germinacio nd3o sincronizade dentro de
uma populacio de esporos @ mais ume rEQra gQUe uma  BxXCegcao.
Apesar da maioria dos esporos germinarem dentro de uma faixa
estreita de tempo, alguns esporos apresentam  wnm tempo
excessivamente grande entre a exposicino hs condicdes de
germinacdo & o inicio das reacdes de germinacdon. U  termo
supgrdorméncia denomina o fendmeno da ocorréncia de esporos
de germinacio mais lentos. A superdorméncia pode ocorrer por

trés fatores:

1-Como uma variac3no natural dentre da populagdo de

BEROroS.

2-Como resultado de uma injdris ococorrida durante o

estigio de dorméncia.

3-Como resultado dazs condicdes existentes na germinacio.
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A superdorméncia como fate natural pode ocorrer  por
varios fatores, todos resultando numa ndo usual exigdncia
por requarimentos para germinacio; pordm, dois mecanismpbs

té&m sido propostos:

l-Alguns esporos podem possulr wma impermeabilidade
rara; e deste modo, o0s agentes iniciadores tda
germinacio devem estar em concertracdes maiores ou
por tempos mais prolongsdos para alcancar o sitio de

iniciacidn da germinag¢dn dentro do esporo.

2-A taxa ou extensdo da germinacio pode estar vinculada
a um pequenu namern de sitios aceptores pars  agentes

iniciadores ou moléculas de snzimas liticas.

IS}LQwﬁerminagﬁa: B  um processc irreversive! pelo qusl o esporo
perde suas caracteristicas tipicas, passando de brilhaente
para gscura, de altamentes resistente ao calor a sensitivo
ap calor, & de ssporg dormente ndo metabolizante a cdlula
gue possui atividade megtabdlica {SMOOY & RPIERSUON, 1982).

A velocidade am gue a germinacio & iniciada sugere a
exigténcia de wum sitio de iniciacho na superficie do
ewosporo,., Com o inicic da germinaglo, véariass enzimas liticas
g proteases do cortex s3c ativadas. Isto resulita numa
hidrélise do corterxr do esporp, da cabertura externa
varias membranas proteicas; gue por fim levam a um fluxo de
Agua para dentro do esporo, facilitando a saida de ciloio e
Acido dipigolinico, perda da refratibilidade e perda das
proprigdades de resisténcia. For fim, o ssporo alvanga  um
estado em que & capaz de iniciar reacdes biosintéticas
{GETLOW, 1281; GRULD, 19693 citados por GOMBAS, 1987).

34 3-Crescimento Pds—germinativo: Compresnde as mudangas que se
produzemn no esporo depols da germinaglo. £ um  processo
imssintétice varacterizado por Lma alta atividade
anzimdticea e sintese de novas proteinas  (KEYNAN &
HALVORGON, 1%9435) gue culmina com a primeira divisio

celular. O crescimento pés-—-germinativo & um  processo mais
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complexe gue a germinac3o; suas  temperaturas  Stimas s3o
diferentes a £ necessidades nutricionais para a
crescimento pés-germinativo s3c, em geral, mais complexas
do gue para a germina¢io. (COOK & PIERSON, 1%83).
Acredita~se, porém, gue os requerimentos nutricionais para
o crescimento pés-germinative e crescimento  vegetativo
sgejam similares; incluindo varios aminvicidos, ribosideos,
gals e outros fatores de crescimento, bem como fontes de
engrgia (CDOK & PIERSON, 1983).

24 4-Crescimento vyegetativo: Processgo pelo gual  uma celula

vegetativa se divide e aumenta em ndmero.

Se uma destas etapas @ blogueada por condicdes ambientais
advaersas ou pela presenca de um inibidor, dimindesm as chances dops
esporas continarem sends um risco para ¢ alimento {(BLOCHER &

BUSTA, 1983).

385-INIBIGAD QUIMICA DA GERMINACAD:
fis principais teorias (CO0K & PIERSON, 1983) sobre o
mecanismo de inibicdo da germinacfo por agentes guimicos podem

ser agrupadas da seguinte forma:
a~& permeabilidade da capa do esporo estaria envolvidas
bwﬁ.cmrtex funcionaria como uma barreira guimicas
c~0n inibidores blogqueariam eventos metsabdlicos;

d~0s inibidores bloqueariam reacdes alostéricas;
e-Produz-se uma competiclo pelos sitios ativos da germinacio

entre os agentes germinantes e os inibidores.

Aloguns autores consideram Qque aualguer Rrocesso de
germinacio ou processo letal se realiza dentro do esporo e nio na
superficie gortical unicamentz, 8 consideram essencial gue
aualguer agente germinante ou letal seja capaz de penetrar esta
membrana (SYKES, 1978).

MNa presenca de alguns nutrientes, incluindo alguns



wetimulantes especificos da germinacio [L-alanina, glucose,
ingsina, adenosina, gtc) o0s esporos dormentes das bactérias podemn

germinar dentro de poucos minutos (VINTER, 1976).

Tem sido demonstrado que durante a germinaclo, as reacdes
inicidis {(em especial) s3c extremamente sensiveis a agentes
germinanties 2 sSeus derivados. Egte RBrOocess, porém, =
relativemente resistente a maioria dos inibidores gque blogueiam

células adultas em multiplicacdo {(VINTER, 1%70).

Nenhuma inibigdo da germinacin de esporos T de B cersus
crescidos em ameio G {STEWART & HALVORSON, 1933; citado por
VINTER, 1978} foi observada na presenca de arsensto, arsenito,
porato, cianeto, moncicdoacetato ou outros inibidores de enzimas
{MURTY & HALVORBON, 19573 citado por VINTER, 1978). Do mesmo
moda, observou-se apenas uma leve indibic3o rna taxa de gersinagio
em gsporos de Cleosiridiua boilulinun germinados na presengs de
inibidores de enzimas (TREADWELL eif «l., 1938; citsdo por VINTER,
1978y, Entre 14 inibidores metabdlicos, incluindo alcools,
andlugos de aminpacidos ou hases nucleicas, sumente etsnol en
alta concentracio (184) inibiu completamente a germinagio de
gspores de B oesubtdilis (CURRAN & KNAYSEI, 19461y citaedo por VINTER,
197@) .

Alguns cadtions metalicos como cromo, cobre, ferro ou mercdrio
inibem a germinacio de ewaporous de bacilos. O efelto de ions
metdlicos pesados na germinacio de bacilos (PORELL, 1958 LEVINSON

& Savas, 1953:; citado per VINTER, 1978 # a habilidade da
glutationa ou tioglicolato de reverter esta dnibicdc (MURTY &
HALVORSON, 1957; citado por VINTER, 1970) sugere a possibilidade
ge grupos SH estarems enveolvidos na germinacico. Alguns cations
Como Hga+ possuem um alte grau de afinidade i superficie do
esporao e podem inibir o pericdo pds—germinativo mesmo apds  um
procedimento de lavagem (POWELL, 195@; citade por VINTER:.

Apesar de algum aumento na atividade respiratdria ria
germinacio de esporos asrdbios j& ter sido observade (HYRTT &
LEVINBON, 1957, 1999, 1962; STEINBERG et wl., 1%943; citados por
VINTER, 1978), o processo de gersinacio nd3oc mostrou-se  afelado

por valores negativos do potencisl de oxi-redugido, ou pela
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auséncia de oxigénio em meios de cultura (ROTH & LIVELY, 17863
citado por VINTER, 1978). Por outro lado, condighes asrdbicas nio
inibiram a germinacdo de psporos de Cl.bifermentans (BIBBES, 1944)
i O, Botul inun (THEADWELL =2t alii, 1938y citado por VINTER,
1978). Porém, em algumas espdries do género Clostridiun condicdes
anagrébicas sdo regueridas para a germinacio ocorrer {(HILTIMAN et
alii, 1957; citado por VINTER, 1978).

DONNELLY & BUSTA (1981) enmaiaram 12 aminoicidos como agentes
iniviadoures da germinacdo de esporus de Donigrificans. Nenhum
amingicido, incluindo l.—alanina,  ou combinactes destoy
aminpicidos provaram ser efetivos agenies iniciadores da

germinacdo sem a adigldo de Citrato Férrico & NoazSa0s.

De npove acdoares examinadas  por  DOMNELLY & BUSTA  {1981)
apenas Trutose, ribose e arabinose iniciaram a germinagdo dos
psporos de D.nigrificans. A germinac3o utilizando sstes acdeares
ooorred em agua destiladse sem a adiclo de Citrato Férrice e
NezSz05. Lactato e Bicarbonato de 8é&dieo ({(conhecidos agentes
germinentes de varios clostridios) nfo ativaram a germinacio de

esporos de Do nigrificans.

J6-INIBICAD DO CRESCIMENTO POS GERMINATIVO:

Impdiatamente apds a germinacgio os  ssporgs  tormam-se
sensivels a maioria dos inibjdores das atividades respiratdrias
ou de sintese de macromoldculas. Em muitos casos, mesme curtos
periodos de biogueio destas atividades padem torra-las

irreversiveis 2 conduzir a subseguente morte da célula.

}&ﬁjuinibiqén da sintese de acidos nucleicos: Esporos dormentes
de bactérias sio descritos comp nig possuidores de REA
mensageiro snddégeno estavel (BALABSA, 1%465; KOBAYASBHI et
alii, 1965; BALASSA & CONTESS5E, 1i%é6bé3 citados por VINTER,
1978 . Assim, a sintese de novos RNG & necessiria logo nos
primeiros estigios pds—germinativos. Esporos em crescimenio

tratados com actinomicina D nic incorporasm  aminoacidos e
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530 incapazes de sintetizar novas proteinas. Apesar de
alguns dados atestarem a presenca de alguns polissomgs ©
alguns RNA mensageiros associados nos esporns (CHAMBON et
alii, 1968B; citado por VINTER, 19780}, & aceito Hue
inibidores da sintese de acidos ribonucleicos blogueiam  um-

desenvolvimento posterior rapidamente.

362-Inibigao da sintese de proteinas: Um dos primeiros
eventos gue diferenciam um esporos dormente de uma c&lulas
vegetativa @ a reconstrucldo do sistema de sintese proteica
{ KOBAYASHI 2t alii, 1945%; KOBAYASHI & HALVORSON, 1968;
citados por VINTER, 1%7@) que ocorre logo apds a sintese de
mANA. Uma parie das enzimas respiratdriss parsce ser
sintetizada logo nos estigios iniciais do crescimento.

Em bactérias anserdbias os inibidpres de sintese
proteica interrompem o desenvolvimento pds germinativo logo
Nos primeiros estigios. Observados diretamente 29
microcimaras, ssporos de Ol ieiont germinando na preasenca
de tetraciclina interromperam s&u desenvolvimento
completamente antes de um crescimento visivel (SCHEIBEL &

LENNERT-PETERSEN, 19538; citado por VINTER, 197@).

36.3-Inibicie da sintese de nova parede celular: A maiar parte
da pargde celular endégena do espora, isto é; o cortex, @
degradado durante a germinacdo e crescimento nsa maioria dos
microrganismos esporulados. Apesar da parede ceglular da
futura bactéria Jjid existir no esporg durante todo o periodo
de dorméncia, alguns sinais da sintese da nova pargde
celular podem aparecer muito cedo durante 2 2 fase do
crescimento. Em algumas bactériss, o5 esporos que alcancam
pste estigioc podem se tornar muito sensiveis a antibidticos
que agem a nivel da pareds celular. Esporos de Cl. letant,
por exemplo, s3c seriamente Injuriados na  presenca  de
nenicilina durante os  primeiros estigiocs do crescimento
(SOHEIBEL & LENNERT-PETERZON, 1%58: citado por VINTER,
ig7@).
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37-METODOS PARA A DETERMINACAD DA % DE GERMINACAD DE ESPOROS:

e

Os principais métndos para determinscio da % de germinacio

SEDOros bacterianos estio baseados em mudangas

fisico-quimicas Qgue oocorrem Mo esporo com o 2 advento da
germinachus (FIELDS, 1973):

371 ¥étodo da perda da resisténcia termica: Quando um BB pOro

geErmina ocorre a perda de sua resisténcia térmica. 0Os
gaporos germinados podem sntio ser submetides a um  chogue
térmico vom a finalidade de elimina-ips. A temperatura e o
tempo que o esporoc germinado vail ser submetido para
determinar a méxima germinacic val depender de cada espécie

de microrganismo e de cada suspensio de 2sporos.

Para cada periodo de germinac3o as suspensdes sofrem
um chogue térmico e sio  posteriormente  incubasdadas  para

contagem. A % de gersinacio pode ser caloulads entio comos
A5 o= {No ~ N}/ (MNo) =1L - ande
Mo & a populagcdo inicial da suspensic de ssporeos,

N & a populacic de células que sobreviveram a6
tratamento  térmico para eliminacio dos microrganismos

germinados gue se tornaram termosensiveis.

A fracBo {(Ne ~ N), portanto, equivale 3s rcélulas

germinadas.

Eate métods de determinacin da germinaclo dos esporos &
limitado para avalliar Saéanta os esporos gue irdc germinar
2 produzir coldnias. Este método ndo diz nada sobre os
gesporos dormentes; produzindo informacioc somente sobire o
crescimento pds germinativo da porgeio total da populacso de
psporos que ird germinar (FIELDS, 19735%). Tal porgdo, no
entanto, & importante r e preservagio do alimento

contaminado pelos esporos.

372 Microscopia de contraste de fase: Quando um esporo germina

aumenta a sua habilidade de ser oplorideo. (s esporos

preparados em glicerol pu fixados ac calor de acorde com 0
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método de WOLF & THORLEY, 1957 (citado por FIELDS, 1975),

podem ser usados pare determinar & quantidade de germinacio

em microscdpico. Lim ESRErR completamente BSCUrD é
considerado germinado, enquanto um espora gue refrata &
luz & considerado dormente ou nfo germinado, A % de

germinagio (A8) pode ser dada como:

w5 = Namero de esporos ESCUros K 198
Numerc total de esporos (580 ou mais)

Observacdes sobre o método:
~devem ser feitas duplicatas daes laminas;

~geralmente os BEDROros parcialmente germinados
agrupados com os esporos totalmente germinados, sendo

feita uma observacio nos resultados;

-~ métpde depende msuito do ocritério individual do

abhservador;

3.7 3~Metodo espectrofotometrico: A perda da refractibilidade do

guporo cam o advento da germinscio pode ser medida com o
auxilio de um sspectrofotdmetro. A concentracio do esporo &
ajustada a uma absorbincia inicial de 2,4 medida a 768rm no
gapectrofotédmetro. Com a germinag83c o0 esporps  produzem
refracio menor de modo que a absorbincia se torna mengri
porém nao atingira o zero mna escala devido a residuos
celulares. 0 resultado pode ser apresentado em  porcentagem

de leitura original.

Todos estes métodos sin limitados. O métado de
microscopia de fase nac determina u crescimento
pés—-germinativao a nde ser gue seja conduzido por  longos
periodoe (12-24h). 0 método da perda da resisténcia
térmica & limitado a uma parte da populiacio de es5poros. ]
método espectrofotométrico nao mEtie 0 crescimento
pHos—-germinativo de todos os esporos mas somente uma parits
do total da populacio de esporos,. Multas vezes a combinacio
dos métodos & recomendada (FIELDS, 1975).
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18-MuDO DE ACAD DE AGENTES QUIMICOS EM TRATAMENTOS
: ¥
COMBINADDS COM CALUOR:
0 termo processo  termoguimico se aplica as  tratamento
similténen do alimento com calor & agentes guimicos, 0% guais

atuam de forma sinergisticas para garanbtir a esterilidade do
slimento. Diversos agentes guimicos podem ser empregados  junto
com o calor @ s3o conhecldos por reduzirem a resisténoia  térmica
dos microrganismos, entre eles estio alguns antibidticos, &cidos
arginicos, perdxido de hidrogénio, agentes guelantes & outros
(TSUCHIDD, 1977).

TEUCHIDO, (1977}, propds trés modos de acglco para wum  agente
guimico em combinacio com o valor:

—~favoreger & injdrise térmica ' morte do microrgsnismo

durante 0o processamento té&rmico do alimento.

~suprimir o processo de reparo da injdria térmica no periode

de subcultura.

~inibir o crescimento  vegetativo apds repare da injaria

térmica.

Portante, para avaliar o efeito combinado ¢ importante saber

em que etapa do processo o agente esta presente. Geralmente, 08
saguintes métudos para tratamentos caombinados tém sido
utilizadns:
i~-Tratamento guimico e depois tratamentd térmicog desta
forma © agente guimico adicionsdo existe somente no
pré—-aguecimento do alimentc.
Z-Tratamento simulténes indicando & presenga duo  agente

guimics durante o procvesso de

I-Tratamento por calor & depois

forma o agente quisico existe

aguecimento @ na sstopcagem.

tratamente guimico; desta

-somente ne fase de estocagem

g subcultura. Este tipo de tratamento demands adicdo
aséptica do agente guinmico,

g4-Tratamento simgltines com calor B agente gquimico com
posterior lavagem ou diluicdo, . indicendo gue © agente

quimico sd atuarie durante o processo tdérmico.
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Nos casos 2 & 4 nap fica claro se € o agente quimico que
sensibiliza o sicreorganisme ac calor ou vice-versa. No caso 1, o
gfeito do tratamento é devido ik sensibilizacfo ao calor produzida
pelo agente guimico no microrganismo' e no casg 3 trata—-se de

sensibilizacdo an agente quimico provocado pelo calor.

TRUCHIDO et alii (197%9) observaram gque se progduz a
destruicio da barreira de permeabilidade g3 membrana celular de
enpoaros de B.sublilis var. niger gquando elas 530 tratadas
simul tangamente com calor & agente tenso ative. Estes 4dltimos
autores constataram gue 0% tratasentos combinados Cagsaram
liberacio de acido dipicelinico e outros materiais do esporo.

Com relaclo & cinética de esterilizacio ternoguimnica,
gxistem varias questdes a serem elucidadas; uma delas &
estabelecer se a relacio da tempegratura de morte induzids pelo
tratamento termoguimico & idéntica & relacdo utilizada unicamente
para tratamgnto téramico. Mais pesguisas nestes sspéctos s3o0

importantes para detersinar as condicbes de processamento  para

fins praticos.

3 9-METODOS PARA A DETERMINACAD DOS PARAMETROS DE RESISTENCIA
TERMICA DE CRLULAS BACTERIANAS:

A determinacio da resisténcia térmica de ceélulas bacterianas
@ normalmente obtids expondo-se & cflules & acido de tempos
programados de aguecimento a temperaturas fixas e, pela contagem
dos organismos sobreviventes, entdo avelia-sz & tanae da morte
durante o aguecimento. Nas bactérias, o taxa de morte é
normalmente logaritmica na maior porcio da  curva, & 1880 &
interpretado como sendo a reacdc de destruicio de primegira
grdem; ou sejia, a morte & causada pela inativacio de um dnico
sitio ogu molécula critica por ¢élula. Na priatica, pordém, as

gurvas de morte térmica podem apresentar, além da P A

lagaritmica, ombros e/ou caudas (TOMLINS & ORDAL, 19746).

O principais fatores gue rausam desvio na lingaridade da
curva de morte térmica podem ser agrupados nos  seguinte fatores

(8TUMBO, 1973):
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~Necessidade de ativaclo térmica para a germinacio dos

EesSporos;

~Flora micrabiana mista;

—Grumos ceiularea;

~Floculaclio durante o aquecimento;
-Defloculachko durante o aguecimentos
~Matureza do meio de subcultura:s
~Falhas metodoldgicas no experimento.

O parametros usados parsa descrever a resisténoia térmica de
télulas bhacterianas sio obtidos mediante regressao dos  dados  da
porcdo logaritmica da curva de sobrevivénclia, D {(wmin); & da curva

TDOT ou curva Fantasma, 7 (°C).

0 valor D ou tempo de reducio decimal representa o tamnpo
reguerido, a uma determinada temperatura, para reduzir a fracdo
de microrganismos sobreviventes em um ciclo logaritmico. Para um
valor constante de [, o tempo para uma dada probabilidade de
inativacfo & dirgtamente proporcional ag ndmerg inicial de

“F

microrgsnismos. presentes. 0 valor 7 € o nimerc de graus “C ou
regueridos para reduzir o valor D em um ciclo Ipgaritmico.
Frigquanto o valor [ € suceptivel a variacgdes das condicdes do
ensaic, o valor 7 € razoavelmente constante para um determinado
microrganismo numa faixa de cvondicdes de teste (TOMLINS & ORDAL,

1276).

s principais métodos para avaliar os parametros D (min}ie
7(°0) de esporos com alta resisténcia térmica podem ser
classificados como {(STUMBO, 1973): '

3Q1-Metodo do Tubo TDT: Neste método, o wmeio de suspensio
inoculadeo & distribuido dentro de peqguenos tubos de  vidro
{7~10mm difmetro, em média} que 80 entio selados em
macarico. O volume de indculo por tubg varia de 1 a 4mi.
Estes tubos selados sio agquecidos num banho térmico de dleg
(o putra substaéncia eficaz) controlado com procisio de 44~

ﬁ,ﬁOC. A4 intervalos pré determinados replicatas dos fubos

al



s30 retiradas e resfriadas. Us tubos s30 entic abertos
asgpticamente e seu conteddo transferido pars um meio de
subcul tura apropriado. Porém, se o© meig no gual A5
bactérias forem suspensas for favorivel an crescimernto do
microrganismo, 2 este orescimento detectivel, os  tubos
podem ser incubados diretaments sem a subcultura. Este
método € adeqguado para alimentos liquidos guando se deseja

- - ~ . - s
determinar 2 resisténcia a temperaturas superiores a 1007C.

20 72-Hetodo da Lata TDT: Neste método, peguenas latas (208:886)
s3n usadaes como recepientes do produto inculado. As  latas
do produto sdo agueridas em miniautoclaves a vapor, sob
controle preciso de pressdo. As latas apds  aguecidas pelo
periodo determinado sBo resfriasdas e feita a subcultura de
modo semelhante ao método do tuboe TDT:  rna prdépria  lats
{neste caso, pode =T observado estufamentol (it
transferinde para meio aproprliado. Este mdtodo £ adeguado

para alimentos sdlidos.

As minlautocliaves podem ser adaptadas para receber

tubos TDT também.

393-Método do termoresistémetrot 0 termoresistdmetro é um
aparelho prajetado por STUMBD, 1948 (STUMBG, 1973%),
particularmente destinade ao sstudo da resisténcis Ltérmica
de ezsporos a temperaturas elevadas {acima de 115¢C}. Porém,
pode também ser aplicado sa estudos de resisténocla na faixa
de 100 a 1509C. Este & o mais precisc dos mnétodos agqui

apresentados.

fis principais vantagens do métode sio: aquecimento e
resfriamento instantineos das amostras; controle de  tempo
precisg; subculturs asutomatica das amosiras aguecidas;
pouce laborioso; mimplicidade e nperaclio; baixa

manutencio.

Como desvantagens poderiam ser citados: alto custog
confinado ao estudo de temperaliuras superioregs 3 162°Cy

substratos restritos a suspensdes liguidas = homogenizados.
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IIQ-ESPECIARIAS E SUAS PRINMCIPAIS FORMAS:

fis especiarias, adicionadas sob as mais diferestes formas
causam impacte, pungéncia, ou carscteristica t30 desejiada ag
alimento. Elas estd3v disponiveis inteiras ou em pd ou  comg
extratos (dleo resins e dleos essenciais). Especiarias como
extratps si3o melhor Tormuladas para produzicrem produtos
secundirios tais Como enséncias, emulsdes, especiarias
liguido-soldveis, solido~soldveis, encapsuladas, resistentes ao
calor 8 especiarias de base oleosa (HEATH REINECCIUS, 19846
citado por DZIIEZAK, 1989). Cada forma de especiaria & produzida
por um diferente método, & tem propriedades dnicas gue a fazem
mais eficaz para uma particular aplicacio em detrimentos a outras
(DZIEZAK, 1989).

310 4-Especiarias inteiras +tsl como a pimenta da jamaica,
gergilim, ¢ folhas de lourg possuem sabor = aroma  t3o
agradaveis quanto o efeitoc visual e a texntura gque
proporclionan; o meEsme j4 n8o ocorre com seus  extratos.
Geralmonte, 8 estrutura celular da especiaria inticta & a
presenca o2 agentes antioxidantes naturals protegem
importantes constituintes do sabor de se volatilizarem € se
orxidarem. Pordém, especiarias na Torma inteira podem libgrar
seus aromas muito fracamente, e ndo possueir aplicagdo
industrial (DZIIEZAK, 198%9}).

I P-Especiarias em pd podem ser moidas até o tamanho  requerido
peln processador de alimentos. Comparadas 3s especiarias
inteiras, 2las podem setr mais uniformemente incorporadas 2
mistura alimentar. Elas também liberam mais facilmente seus
aromas devido ao fato de suas cdlulazm  Ji&  terem sido
rompidas durante a moagem. Porém, devido a este fataor,
especiarias na forma de pd possuem uma vida de prateleira
limitada; elas estio sujeita A oxidag¢do, perda de pegso,
perda de sabor ¢ degradacio durante o armazenamenio. Em
aplicacdes industriais, especiarias em pd s3o0 usadas
geralmente para a obtengdoc de um bom apelo visual do

pgroduto @ s8o sempre  suplementadas com  Sleos essenciais
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efon Glens resinas (DITEZAK, 1989).

210 3~Extratos de expeciarias: Entende-se por extrato fluide as
preparacdes  liquidas extrativas =] concentradas, U

gpuivalem no seuw conteddo em principios ativos aos vegestais
de onde foram obtidos. S3o todos obtidos por lixiviacio e
todos agrasahtam uniformidade de poténoias; Jja gque s30
ajustados de modo a que lg ou lmt de extrato corresponda 3
lg do vegetal seco {NOGUEIRA PRISTA et alii, 197%).

Tinturas s30 solucdes extrativas alopdlicas, obtidas =&
partir de vegetais, animais ou minerais ne estado seco. Os
extratos fluidos s30 em geral mails concentrados  gue  as
tinturas {(NOGUEIRA PRISTA et alii, 197%).

Servem como alternativas para as especiarias inteiras
ou em pé e produzem a estabilidade regueride na formulagdo
dos diversos produtos. Sleos essenciais = dleoresinas podenm
ser feitos especialmente para wutilizascBo e produtos
gspecificos de carne para gue possuam dispersibilidade,
solubilidade, aroma, sabor e cor apropriados. Eles possuem
atributes fisicos, cor e aroma padronizados, =] A0

microbiclogicamente estéreis (DIIEZAK, 1%9E89).

IH-PROPRIEDADES ANTIMICROBIANAG DOS SLEDS ESSENCIALS DAS
PLANTAS:

Uz preservativeos naturadis das plantas tém sido utilizsdos por
séculos desde gue uma variedade enorme de arvas e especiarias
aumentam o tempo de vida dos alimentos {(SAHIKA & KARAPINAR,
198467 3 apenas recentemente, norém, SUSS propriedades
antimicrobianas tém sido alvo de estudos mais criteriosos (BARG &
GARG, 1980; COUTAN & PURDHIT, 1974; KABELIK, 19783 MACNEIL et
°ai., 19733 MORRIS et al., 197%9; NADAL et al., 1973; SHELEF et
al., 198@; TIWARI & PANDEY, 1%98i: rcitados por DEANS & RITCHIE,
1787} .

PIACENTINI, 1948 (citado por DEANS & RITCHIE, 1987), mediu o

cogficiente fendlico de esséncias de bergamota, laranja = limdo e
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gncontrou valores para todos ap redor de 08,44, Também foi
descoberto qus guando estes extratos eram testades contra varias
bactérias formadoras de esporos eles pareciam ser mais efetivos
gque Tencl na inibigdo do crescimento. SUBBA et aliid, 1967 {citado

por  DEANS & RITCHIE, 1i%87 )}, mostrou gue &leon de laranjia e

limdo wsram inibitdrips a uma ampla gams de microrganismos
deterioradores de alimentos, notavelmente aos fungos. Mais
recentemente, varias pesguisas tém mostrado a considerivel

inibicio por dleps sssenciais contra bactérias causadoras de
intoxicacio alimentar (AKTUG & KSRARPINAR, 1%B&; BEUCHAT, 197646y
DABBAH et al., 197@; GNAN & GSHERIHA, 198485 HUHTANEN, 1988;

MARTINI, 178@0: RACCACH & HENNINGSEN, 19843 SALEEN & AL-DELAIMY,

19B2: SAMPURNA & NIGAM, 197%, 1988; THARIB et al., 17833 citados
por  DEANS & RITCHIE, 1287). CONNOR & BEUCHAUT, 1984 {citado
por DEANS & RITCHIE, 1%987), mostraram gue de 32 dleos essenciais
diferentes de plantas testados, pimenta da Jamaica, canela,
cravo, alho, cebola, oregano, segurelha e tamilho foram
particularmente inibitdériocs para VArios microrganismos

deterioradores de alimentos e fungos industriais.

SHELEF et alii, 1984 (citado por DEANE & RITCHIE, 19873,
descobriram que, gquando incubados em caldo de carne, sBadlvia
inteira era mais inibidora que dleo de salvia, enguando em caldo
nutriente v grau de inibic3c aumentava com o teosr de Sleo volatil
da sdlvia. Porém, nio pdde ser assunido que devido & 2 uma erva
intacta ter sido tradicionalmente considerada ou  ter sempre
demonstrado possuir atividade antimicrobianas, que 0 &leo
essencial  também possus  tais rcaracteristicas. RNo Casn tie
hactérias dcido laticas, tem sido descoberto gue enquanto  alguns
&leos e extratos de plantas foram inibitdrios (TIWARI & PANDEY,
1984i; ZAIKA et alii, 1983; cvitado por DEANE & RITCHIE, 19873,
putros extratos resultaram num aumento de crescimento (NES &
SKJIELKVALE, 19%982; citado por DEANS & RITCHIE, 1987).

DEANS & RITCHIE (1987) testaram 50 tipos diferentes de dleos
essencials de plantas contra 25 génerné de bactérias. Oz dleos e
hactdrias foram escolhidos por sua diversidade, e represenitaran
diferentes categorias. Das plantas garplhidas, algumas

pspeciarias e hervas foram de uso comun na culindria  (menta,
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salsa, canela, cravo & aipe), outras foram de uso  comum-. na
manufatura de perfumes e cosméticos {(rosa e lavanda) = algumas
tinham aplicacio medicinal {(salvia, rcamumila € bergamota)l. s
Sleos foram wvtilizados na forma de extratos, dissolvidos em
_alzool. As bhactérias foram escolhidas representando grupos
mailores. Todas espéries usadas com a excegldo de Clestridiun sp.
foram aerdbicas. O grupo inclula erganismos de origem animal e
humana Escherichia colil, Salmonella pul lorwmr, Yersinia
enierocolitica, Streploceccus faecalis e Staphylococcus aureus;
habitantes do solo tais como Bacililus subiilis e Serratic’
marcescensy patogénico de plarta Erwinic ocorctocora; m
habitante aguiatico Beneckea nalriegens. Todos os 55U dleos
gospnciais foram inibitdrios a8 pelo menos uma bactéria iteste, a
forma ndo diluida. 4% dleos foram inibitdriocs & % ou mais géneros
enguanto 33 dleocs feram  inibitdrios a 18 ou mais dos 25
agrganismos teste. Os 1@ 2leos de plantas gus demonsiraram  as
mainres propriedades inibitérias contra as bactérias teste foram
tomilho, ecanela, folha de louro, cravo, améndoa {amargal,
ligGstica, pimenta, manjerona, angélica e noz moscads. NBo  houve
evidéncia alguma do grau de suceptibilidade aos Sleos ser reflexo
da reacdoc de Gram do sicrorganismo: Gram negativo e Bram positivo

foram ambos suceptivels aos 2leos gssenclais.

HUHTANEN, 1979, testou extratos alcodlicos de especiarias com
relacio b inibiglo de Clostridium dotulinuwr em meis de cultura,
obhtendo os melhores resultados com macis & wrucumy aldm de bons
resul tados caom falha de loura, pimentas branca, pimenta preta, e

NNy moscada.

SUBBA et alli (1967) avaliaram a ac¢8o antimicrobiana de dleos
citricos em comparaclc com on  antibidtices tilosina e nisina,
sbtends resultados promissores. Oleo de laranja fol, de modo
geral, mais efetivoe gue d&len de limdn. D crescisanto de
4:10°%esporos de B.subtilis/ml foi totalmente inibido por 2002ppm
de &leo de laranja e, um efeito similar feoi obtido com 1@ppm  de
tilosina. ©leg de larsnja foi o dnico inibideor efetiveo do
crescimento de bactérias gram negativas, com excecidn de Serratia
morcescens., 0s fungos, em geral, foram mals sensivels que as

leveduras ans dleos citricos, indicendos & possibilidade de
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utilizacdn do dleo de larania em tanques de fermentaglo, mantendo

a contaminacio por funges em niveis baixos.

DI STASI et al (198%), num estudo etnofarmacoldégico realizado
na Amazdnia, referente ao uso das plantas com fins terapduticos,

descrevaemn indicacdes de use de variass plantas:

Fara o alho, os bulbos 30 poderoso antiséptico das wvias
digestivas, carminative e wvermifugo; anti-gripal e utilizado
contra inflamagbes na garganta, entre oubtros usos., O cacau
{folhas} pode ser wtilizado para o tratamento de infecgles da
garganta. Do caju, a casca € utilizada contra aftas e inflamagdes
da garganta na forma de gargarejos: a resina € usada como
depurativa & especiorante; o pericarpo  tem wtilizaglo como
anti-sépticp, contra Gloeras, calos e verrugas. DRa horield, o
rargpe das folhas @ utilizado contra asma, bronguite 2 gripe; o
suma das folhas para dores de ouvido, garganta £ estdmago. O
Quebra-pedra & utilizads como diurético e dissolvente dos

calculos renais:; como desabstruente g8 contra problemas hepAticos

@ irtericia.

Com a tend&icia de aumento do uso de Sleps essenclais em
preferéncia bs ervas inteiras pelos processadorgs de alimentos,
uma sistematica examinacio de extratos de plantas para atividades
antimicrobianas parece ser bastante apropriada (DEANS & RITCHIE,
19871y,

IP-PRINCEPIDS BIODLOGICOS PARA (S EFEITOS DD ETANDL NOS
MICRORGANISMOS :

Uma vez que 05 extratos vegetais naturais foram obtidos, en
sua maioria, na forma alecedlica (variando de @ a &6@% v/v) fToi
necessario conhecer @ avalliar o efeito do etanol frente aos
fendmenns de inibicio do crescimento  vegetativo, germinacdo, e

efeito na resisténcia bérmica dos gsporos de Donigrificons.

Principios comuns observados em estudo Com &8 tipos
gdifterentes de célulss, incluindo desde bacitérias gram negativas e
positivas, fungos, leveduras, protozeciries, algas, pnlantas,

células humanas 2 de snimais, levaram & gonclusido gue (JONES,
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19891

1~Existeruma maior tolerdncis ao etanol egntre as bactérias
gram positivas se comparadas com  as bactérias gram
negativas (HILL, 1982; KOSHIREZ & OIE, 1984; citado por
JONES, 128%); & puta sensitividade adicional =
aparentemente devida ao envelope externo de lipideps nas
bacterias gram negativas, gus regula alguns processcs de
crescimento e captacio de splutos (NAKAIDD & NAKAE, 1979

witado por JONES, 198%9;.

2~ Tolerancia ao etanol também confere folerfncia coruzada 2
temperatura, e muitas outras toleridncias fisicas =
guimicas, como S0z, HC1, e fenal, sugerinde uma base
fisicoguimica para a tolerfncia destas células ao invés de
um mecanismo enzimatico. A este repopeito, a maioria dos
organismos tolerantes ag etancl conhecidos até a presente
data sao termofilicos (HERRERU & {POMEZ, 1988; WIEGEL &
LJUNGDAML., 1981; citado por JO&ES, 1298%) .

3-A utilizaciu oxidativa do etanol exibe efeitos sescundarios
devido aos produtos e conseguéncias do metabolismo  do
etannl, isto &€, em muitas células, o ponto de acumulac8o de
acetato e acetaldeideo marca o inigcio da inibig83o pelo

etanol (JONES, 1989).

4~-Qualguer gue seja a causa, isto &, acetaldeido ou apenas
etanol, o3 processos de crescimento s3c sempre mails
sensiveis que 0% processos de regulamento da viasbilidade
celular {inviabilidade sendo definida como a verdadeira

morte celulard.

5-Etanol possul um espéctro de efeitos significativos ao
nivel da membrana bicldgica {UEDﬁ & KOBATAKE, 19d6B: UEDA st
alli, 1980; citado por JONES, 1989). Em algumas células nio
A inibic3oc ds velocidede de crescimento, ou outras medidas
de crescimento como sintese de proteinas, DNA, RNA, eto,
até arima de 18-20 g de etanpl/l {(WATARU, 1964; ABBOTT,
1973 ROGERS, B®; TAKATORI et alii, 198@; DE VILLIERS et
alii, 19773 citado por JONES, 1989).
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é-fAceleracio de uma diversa gama de processos, tais  como
sobrevivéncia, taxa quimice {(chemotaxis), crescimento,
fagocitose, germinacdo de esporos, formagdo de rizomorfos,
fixagio de nitrogénio, & fermentacio por leveduras, ccorrem
A concentracBes muito baixas de etanol, iste &, em torno de
B,03071. O efeito geralmente reverte para inibiglo acima de
18-28 grl. FPor putro ladao, outras células =30
caracterizadas por um aumento na inibicl3c 3 concentragdes
muito baixas, isto &, menores gue 1 g/l. Em ambos s casos,
um efeito exclusive do etanpl & dificil de imaginar a

concentracdes t80 bairxas (JONED, 1989,

7-As mais sgnsiveis enzimas de  btransporte  locslizadas na
membrana ndo sdo indibidas abaixan de 5Sg/1 de estancl, e
possuem SQ% de inibicdo na faixa de Z5-75 g/1 etanol
{BYAPIN & NOBLE, 19793 citado por JONES, 19689). Isto
implica gque a diminuigip da taxa de crescimento nas
leveduras, que ocorre & concentragdes t3o baixas guanto
1@a-28 /1 eitanol, ndo pode ser devida i inibic3o
verdadeira, mas wim ap cessamento ou blogueamento de
processos que conduzem a eventual replicacdo (JONES, 1987a3
JONES & GREENFIELD, 1984; JONES & GREENFIELDR, 19803 JONES,
198%v; citado por JONES, 198%).

343-CALDO DE CANA COMO MEIO DE GERMINACAD PARA D.nigrificans:

DONMELLY & BUSTH, 1981, estudaram a germinacdo de esporos de
Desul fotomaculun nigrificans em trés meios & base de soja @
observaram que uma germinacico completa (99,9%) apareceu  quando
tinham no meio de germinaglo uma fonte proteica, sal férrico e
metabisul fitn de sddic. Frutose e cations de ferro na fTorma
ferrosa provaram ser eficientes para o inicic da germinasio.
Diversos aminoacidos, desde gue na pressnga do  sal  férrico e

metabisulfito de $ddio, também foram eficientes na germinacao.

A literatura aponta que, no caldo de cana, o percentual dos
principais componentes varia com & época em que sido  tomadas  as

ampstras em wna mesma regilo, com as condi¢des do clima, com 8
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varigdade, com a natureza 2 a&s condibﬁ@s do solo, com a classe
dos fertilizantes, com 0 sistema de cultivo, com as condicdes em
que ocorre a estagdo climdtica, com o esprego ou ndo  de
irrigacido, com & idade da cana, com o tempo decorrido entre o
corte no canavial e 3 execucdo da anilise. A grosso modo, porém,
o caldo de cana possul um Phomédio de 9,5 e um Brix de 1B%. Sua
composicdn varias em: 80 a 854 de Agua; 1€ & 19% de sacarose; ©§,3
a 2,3% de aglrares redutores, glucose 2 levulose, praticamente am
proporedes lgusis; de ndo acdcares na proporcio de 8,8 a 1.3%.
abrangaendg Acidos crginicos como o oxalico, tanico, malice, eto;
- nitrogenados, amidas, amideas acidas, substancias corantes,
pegquea proporgio de materiais minerais,; &, ainda, Qraxa, Ceras,
resindas, gomas € pectinas. Cabe mencionar ainda, gus dos sals
minerais encontrados em suas cinzas, cujo percentual oscila entre
@B.25 e 0,404, © potassio & o0 glemento M&is abundante,
repgresentando de 25 a 4%% do total das cinzas. Ha ainda o 4&cido
fosférico, o5 Sxidos de calcio, de magnésio 2 de sddio, indicios

de ferro e de cloro, £ de acido sulfarica (CUNHA BAYMA, 1974).

6 determinacio da germinaclo dos esporss deste microrganismo
em Caldo de Cana @ um ftrabalhg inddito. & nossa suppsicdco inicial
foi de que a germinscio dos esporos no Caldo de Cens sgria mais
ienta em relacio av Caldo de Boyvtone, considerado como um  meio
relativaments préximo an idesal para 2 gerainacio do
D.nigrificans. Além disso, o pH do 5,15 do LCalde de Cana,
inferior ao pM 7,46 do Caldo de Soytone, que € o pH dtimo para a

germinacio nos permitiu prever uma germinagdo mais lenta.



A-MATERIAL DE TRABALHO:

4 +-MICRORGANISHO UTILIZADD:

Foi wutilizada np presente trabalho FE cepna SSS?ﬁ@I
{proveniente da University of California} de Desulfolomaculun
nigrificans existente no Laboratdrio de Termcbhacterislogis da
Faculdade de Engenharia de Alimentos da UNICAMP.

4.2~-VIDRARIA:

Esterilizada a 170°C por 2h em estufa antes de cada

expariéncia.

Tubo TDT de vidro PIREX; dibdmetro interno  Brwem; didmetro

prterng llme & comprimento 73mm.

4 3~APARELHDE £ INSBTRUMENTQS:
-Banho de Aguaj; temperatura controlada, precisdo de 2.5°C.

$1

~Hanho e Slea "Precision Scientific’y temperatura

controlada, precisio de @,5°C.

~Estufas a 59%°C para abservar crescimento microbiang.
~Balanca analitica para forsulacdo dos meios de culfura.
~Geladeira comercial para conservacBo dos indculos.
—-Medidor de pH DMPH~2, DIGIMEDR.

~Microscopio Sptico Ipiss.

~Termapar Tlexivel cobre-constantan NQEé, "Omega Engineering

Ing."

~Calibrador potentciondtrico modelo CLall da “Omega

Enginesring Inc.”.
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4. 4-MATERIAL DE CONBUMO:
~Litrato Férrico p.a. (Fischer)
-Vaselina sdlida
~Sulfito de Sodico p.a. (Ecibra)
~Parafina
~Sovitone (Difcol
~Tryptone (Difco)
~Caldo Tipglicolato {(Difoco)
~Bacto Agar (Difco)
~Durepoxi
~Tween BB (Difco)
~lLecitina de soja (Sambra)

—~{aldo de cana natural, pH 5,15 e Brix 13,5,

AB~-CRITERIO PARA A ARUISICAD DAS ERVAS E EXTRATOS VEBETAIG:
O0s extratos e ervas foram escolhidos pelos seguintes
criterips:

~s-Dados da literatura a respeitp da atividade antimicrobiana

conhecida fde algumas ervas;

-b-Ervas de uso na medicina popular e culinaria,

Desta forma, foram obtidos Extratos Fluidos, Tinturas (T3 &
Extratos de Sementss (8) vegetais nasturais gue incluimos &
seguir, citando o critério empregado {a, b, O4 a & ®)j; O nome

cientificon 8 a citaclo bibliografica pretinentes

1-AGRIAD-b-(Nasturtiwn officinale R.Br. »Cruct ferae’).
CATALDED de Extratos Vegetais Farmdcia "A NATUREZA", 19%1.

2~ALOACHOFRA--(Cynara scolymus L. "Compositae”}, CATALOGD de
Ewtratos Yegetais Farmdcia "A NATUREZAR", 1971.

F-BLECRIM Teab{Rosmarinus of ficinalis L. “Labialae™). FarRAG
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et al, 1989; AZZ0UZ et al, 1982; FARDODD et al, 19743 ESHELEF &t
al, 198@; BENJILALI et al, 1784; DEANS et al, 1987.

A-AL HO-gb-{dl Liumn sativun L. Lillicreae™y., AIZOWUZ et al,
19823 MAHMOUD, 1988; CONNER et al, 1984; DI STASI et al, 1989;
GHAMNDUM, 1988,

5~-AMBROSIA-b-{Chenopodium ambreosioides L. *Chenopodiaceae™).
CATALOGO de Extratos Vegetais Farmacia "8 NATUREZA", 1991,

B-ONGBEL ICA~a-(Polianthes tuberosa L. "Amaryllidacsae™). DEANS
et al, 1987. '

7T-ARTEMISA~b-{Artenisia vulgaris L. “Compositiae™). BENJILALI
et al, 1984,

8-BoLN0-w{Boldea Ffragrans Jus. "Monimoceae™). CATALOGO de
Extratos Vegetais Farmacis "A NMATUREZIA™, 1991.

9-CACAL {T)-b-{Thecbroma cacac L. vSterculiacess™). DI STABI
@t al, 1989.

10-CAJU-b-{Anacardiun occideniale L. TAnacordicoceas™). DI
S8TABI et al, 1989.

11-CAMOMILA-b-{Matricaria colula L. *Compestiiae™). DEANS et
al, 1987.
12~-LDANEL S~a,b-{C i nnomoraumn, sevianicun Breyn L e e ™},

AZZINUZ et al, 19823 MORDZUMI, 1978; CONMER et al, 1984; DEANS et
ali, 1987.

13~-CASCARA SAGRADA-b-(Mesphil lodaphne pretiosa Mart.
#raqurcacea™y. CATALOGO de Extratos Vegetsis Farmdcia "A NATUREZLAY,
1991, '

14-0DOCHINILHA-b-(Spi loma rosea  Raddy "Ascolichenesceas™).
CATALOGD de Extratos Vegetals Farmacia "/ NATUREZA®, 1991,

18-CRAVD DA INDIA-ab-(Syaygiws aronaticus L. Myriaceas™}.
ARIONZZIO et al, 1989y AZZ0UZ et al, 1982; FARAB et al, 1989;
CONNER et al, 1984; DEANS &t al, 1987.

18-CONFREY ~e-{Symphy tum officinale L. TBoraginaceas’™),
CATALOBO de Extratos Vegetais Farmacia "A NATUREZAY, 1991.

17~EUCALIPTO~ab{Efucalyptus globulus Labiegl. *Myrtoaceae™).
BENJILALI et al, 1984; DEANS et al, 1987.
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18-ERVA CIDREIRA-b-{Cymbopogon winterignus Jowitt
"Graominaceage™). CATALOBO de Extratos Vegetais Farmacia "H
NATUREZA", 1991,

19-FUNDHO wa, b-{Fosniculum wul gare Mill. Tmbel i ferae™).
ROSENGARTEN Jr., 196%; DEANS 2t al, 19B7.

Z20-QUARANA-e-{Paullinia cupana var sorbilis {(Ment) Ducke
"Sapindaceae™). CATALOGBO de Extratos Vegetsis Farmadcia "A
MATUREZA", 1991.

21-GENGIBRE ~a,b-{Zinglber of fitcinalis Roscoe
"Zingibergceas™), ROBENGARTEN Jr., 19493 DEANS et ai, 1987.

2e-BuURll-o-(Mikania cordifolia Willdenow TCompost tas™).
CATALOEBO de Extratos Vegetais Farmacia "A NATUREZLAY, 1991,

23~HORTEL A~a,b~(Hantha spicata L. “Labictae™y. DI STASI et
al, 1989%; SAHIKA =t al, 1986: DEANS st al, 1987.

24-JURUBEBA-b-{Solanun poniculatun L. "Sclanecece™). CATALIGO
de Ezxtratos VYegetals Farmacias "A NATUREZIA", 1991.

25-MALVS-ab-(Malvao silvesiris L. ”HaZvaae&&”}. CATALOGBOA de
Extratos Vegetais Faermacia A NATUREZAY, 1Y91.

26~-GUEBRA-FEDRAb-{Phyl lantus niruri TLuphorbiaceas™. DI
8TASY et al, 198Y9.

27-5AL.8A HORTENSE-ab-{Petroseliwn crispun Umbglliferae™)}.
ROSENGARTEN Jdr., 12493 DEANS et al, 1987 .

28-TOMILHO~a~{Thymus vulgoeris L. “lLabictoe™). AZI0UZ et al,
1987; FARAE et al, 1989; BENJILALI ot al, 19843 CONNER et al,
19843 SAHIKA et al, 1986&; DEAMNS et al, 1987.

P2O-SEMENTES CITRICAS (S)-ab-{Litrus sp Macfad TRualtaceoae™).
CatalLlsl GUINABRA - Ouimicza Natural Brasileira LTDA.

Nomes cientificos segundo: PIO CORREA (1926); J0OLY (19771}
BALME {(1i9H2) s CRUL (1982).
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AS-CARACTERISTICAS DE
EXTRATOS FLUIDOS VEBETAIS, TINTURAS

AM/V(ALCOULY E RESIDUOD SECO DGS

(T} VEQETAIS E EXTRATOE DL

pH,

SEMENTE (5):

Tabela 1~ (s 29 extratos vegetais uwtilizados na pesguisa
foram opbtidos de guatro fornecedores, il preparados am
laboratdrio:

1 BOTICA AQ VEADQ D™ OURO
Extrato Nome Cientifico pH “ww/vialcool) residuc seco
agrido N.officincle 5,71 & 2.0
aloachafra L. geolymus 7 .83 30 2.4
angélica R.offlecinale &,26 &5 -
caju (frutal d.ocovdentall 5,15 5@ 2,6
camomila M.ootula 9,467 48 By
canela C.zeylanicum 4,80 & -
cérara—sagrada M. preticosa 4,80 (2% -
confrey S officinale 7,83 &8 -
cravo-da~india 5. aromalticus 4,34 & -
aucalipto E.globulus 4,49 &5 4,3
pryva~-ciderira C.winterianus 3,38 5@ et
funoho F.oulgare 5,78 & -
guarand P, cupane T, 97 & 2,3
genglbre Z.offtcinale G354 Gt 2.8
guaco M. cordifolia 5,87 29 3,8
horteld M ospicata 4,10 a@ Z,1
Jurubeba . pontoulatum G,69 Pads] 2,9
malva M. silvesiris 5,41 25 2,7
quebra-pedra P.niruri 4,61 43 Z.8
tomilho T.ovulgaris &,85 &Y -

Z  FARMACIA A NATUREZA
Extrato Mome Cientifico pH “vivialoonl) residun seco
alho A. sativum 9,93 S0 -
ambrdsia C.anmbrosiotdes &, 82 b1 e
salsa hortense P.orispum &, 06 50 -

5 SANRISIL 5. A,
Extrato Nome Cientifico pH “vivialoanl) residuo seco
alscrim R officinale 5,38 HP -
Carau . cacao 4,80 &l -

4 TOUINABRA — QUIMICA NATURAL BRASILEIRA LTDA
Extrato Nome Cientificog pH Yv/vialoooll residuc seco
Sementes
Citricas(i%v/v} Litrus B0 = 28 @ -
] PREPARADOS NO LABORATORIO

Extrato Mome Cisntifico pH vwivialeool) residuc seco
artemiss A. vulgare 9.8% & -
B ldo B, fragans 5,88 &8 -
cochoni lha L reseq 4,80 &8 -
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i- Rua 530 Bento, 228 -~ CEP Q1610 - Sioc Paulo -~ &P,
F:(Bll)239-3766

Z- Rua Tacomardé 1Q&, 530 Paulo ~ SP.

i- Estrada do Bonsucesso, s/n° - Lote 58. CEP @838@0; CP  76.
ftaguaguecetuba — SP. F:(@i1)241-9211

4 [Bo Josdé dos Campos -~ BP. P.D.Box - 373, GEP L2235,

§—- Preparados segundo Noguelra Prista et alli (1979)

S~-METODOLOGIA:

RA-PRODUCAD DU LOTE DE ESPOROS:

A partir da ceps existente no laboratérioc foram preparados
S8fml de suspens3o de esporos em meio de infusio de composto de
terra de crescimento de cogumelo (SBK wfvy) de acordo cam a
metodologia descrita por DONNELLY & BUSTA (19883 (ver composicio

do meio de esporulacio np apéndicel.

0 inpculo fei felto em Caldo Extratc de Carne Triptona e
Ferro eraustado, ECTF (ver composi¢io no apéndice), de acordo com
LIN & LIN Ci97@2. Oz esporos  foram ativados 18min/ 1BB°C &
inprculados em Caldo ECTEF: Zml dea suspensido para 48mi do caldo em
tubos grandes { 25x30Bmm} selados Lo Sml tle vaspar
{vaselinarparatina, 1l:1}. Foram feitas trés transferéncias
consecutivas em Caldo ECTF apss 48 horas de incubacio a 55°C para
estimular o crescimento. Da dltima transferéncis foram retirados
Smi 2 adicionados a 438Bml do composto de cogumelo petéril,
selados entio com vaspar € incubados por L4 dias a2 5570, Apos
atingir a % de esporulacio mixima, verificada em microscdpio, O35

£ . .
pwporos foram estocados @ 4 £ em geladeira comercial.
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H.E-DETERMINAGCAD DO TEMPO DE ATIVACAD DOS ESPOROS:

Tubos de rosce  (13:150wm) contendo diluicdes a 1B%UFC/ ml
da suspeEnsio de esporos de Donigrificans em Caldo Sovione (CSYY.
Anua Destilada (AD) = Calde de Cana (0} foram ensaiados guanto
ao tempo 6timo de ativac3o em banho de dlec a 97, 99 e 183°C,
determinando-se o melhor bindmio tempo/temperatura de ativacgio
para & SUspens3o de esporos Bm caids  caso (ver composisio dos

meins de ativaclo no apéndigced.

Uma verz determinado o itempo Stimo de ativacldo ele  foi
aplicado em todes a5 experiéncias  gue reEquUErEram BERONDS

ativados.

B 3-GUANTIFICACAD DA SUSPENSAD DE ESPIROS:

A contagem da. suspensio de epspores fol efetuada utilizando-se
o meio Agar Sulfite (R.WY. SPECK, 1981y L.M. SPECK, 19842 AL, {ver
formulacio no apdndice) Nesta meitodologis, iml da suspensioc de
esporos, apds a diluicBo e ativaclo térmica, Toi inoculado e2m
duplicata em tubos grandes {(29x300mm) contendo 12ml do meic A
previamente exaustade {(por 2@0min na dgua em ebulicldo ou resem
saido da autoclave), de modo a estar livre de oxigénioc disolvido,
g liquido para favorecer a honogenizac3o do  indculo, Os tubos
foram entio seladeos com Vaspar, resfriados em  agua sté a
snlidificacio do meio # do vaspar, = incubados em esitufa a 58°C
por até % dias. Foram feitas observacdes a 24, 36, 48, &8, 72, B4
2 246 horas de incubacio. A diluiclo do indrulo foli asjustadas para
gue g crescimento pudesse ser verificado pela presenca de 28 a
2GR coldnias pretas  (devido & formacio de sulfeto ferroso)
iscladas por toda a extensio de  tubo. Esta metodologia  foi

denominada Contagem de Coldnias em Tubos {LEOT).

0 resultado desta contagem foi comparado com oo obtido pelo
método do Namers Mais Provavel de esporos wtilizando-se Caldo
Sulfite, 0S8 (ver composicldo no apéndice), como melio de cultura @
Cincubando a  535°C por ate § dias. Este procedimentoe visou
yerificar a recuperacio de esporos pelo método CUT, uma vez que o
Compendium of Methods for the Microbilogical Examination of Foods

¢i .M. SPECK, 1984 indica a utilizagdo do Ndmero Mais Provavel
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para & enumeragdo de microrganisoos  esporulados termdfilos

anasrabios,

[A4-METOROLOGIA DE PREPARD DOS EXTRATOS VEGETAIS EM LABORATORIO:

Foram preparados no nosso Laboratdrio os Extratos Fluidos
Vegetais de Artemisa, Cochinilha e Boldo. Neste casg, a seguints
metodologia foi seguida C(NDBUEIRA PRISTA, LCORREIA  ALVES &
MORGADO, 1979%):

-2g da planta seca & mpida (cochinilha e artemisa) ou 18g da

planta fresca (boldo).
~Adicionado a 1@0ml de alicobl &ABQL v/iv,
—Macerado em almofariz g deixado em repouso por 24 horas.

~m segulida Tiltrado em papel de filtro = acondicionado em

fraseo de vidro escuro estéril.

AB-EFEITO DOS EXTRATOS VEGETAIS NATURAIS NO PH DO MEIO DE
SQURCULTURA: '

Os eriratos vegetals mails &dcidos foram ensalados quanto ao
pfeito da adiclo (concentraclo v/v) dos mesmos no pH dos mgio CL,
CSY & CC, para verificar se o efeito inibidor do corescimento
vegetativo e germinagio foi  proveniente exclusivamente do
abaixamento do pH dos meios, oferecende condicdes impréprias aos

gunoros de Donigrificans,

B.E6-AVALIACAD DA CONTAMINACAD MICROBIANA DOS  EXTRATOS NATURAIS
VEBETAIS £ DO CALDO DE CANA:

s extratos vegetais naturais foram testados guanto 3
esterilidade (garantida pelos fornecedores) incculando ©,iml do
gxtrato vegetal pronto em 18mnt de €5 em tubos de rosca 1551 SBmm,
selado com vaspar 2 incubado a 55°0  por até cinco dias. Foi
phservado todo tipon de alteracio no meic de culiura  {como

formaslo de gés, turvamento, precipitsclo, eic.

0 Caldo de Cana fpi esterilizado por 208win a 121 Em
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avtoclave, acongicionado em tubos de rosca (15x328080am), selado com
2ml de vaspar, e incubados por 96 horas a 55°C. Nio foi ohservado
alteracdes no Laldo de Cana, como formacio de gés, turvamento,

ehe.

Foi avallado também a contaminacdo natural do Calds de Cana
por esporos de Dornigrificans. 0 caldo coletado fol diluido em
erlanmyer {volume de Caldo de Cana correspondente a Z28g de agtcar
seca, completado até 186wt com Agua destilada estéril], aquecidn
até ebulicio v fervido por 5mﬁn 0 wvolume de 20mi da mistura
Caldo de {ana 8 adgua foi distribuidop em & tubos de rousce contende
a meic A8, s tubos foram selados com vaspar, resfriados
imediatamente em 3gua fria e incubados a 55°C por até 9 dias.
fApds o periodo de incubacic foram contadas as coldnias pretas e o

resultado reportado em UFG/1%g de agdcar,.

K 7-ENSAIO DE CREBCIMENTD VEGETATIVO DE D NIGRIFICANS ENM LALDD DE
fCANA:

0 wvolume de lml da suspensio de esporos de DLonigrificans,
diluida a 10° esporos/mi, foi inoculada em 4 tubos contendo  9mi
de Calde de Cana esstéril, selados com vaspar e ilncubados a 55°¢
por até 9 dias. A intervslos de 1Zhores foram retiradas aliguotas
de iwl dos tubos g feita a subcultura em AS pelea wmetodologia  de

LLT.

5 e-~-ACAD DOS EXTRATOS NATURAIS VEBETAIS SOBRE 0O CREBLIMENTO
VEGETATIVO:

Faram testadas concentracoes dos Extratos Vegetals de 1d; 13
B,i: @,81; 0,001 e B0, 0001%v/v., Tubos (1l@8x78mm} com capacidade
para %Smi, em duplicatas, foram utilizados para a determinacio do
gfeito inibidor de cada extrato vegetal. Cada tubo recebsu G,3mi
do extrato vegetal e 2,7ml do meio de corescimento 34  ineculado

com o esporos ativados.

Os tubos foram selados com 1,3x de vaspar e incubados a 55°C

em estufa. Foram testados CS 8 (C8SY exaustados coms meios de

crescimento. Em paralelo foi feito um ensaio semglhante com
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alconl etilico abspiuto baseado nas concentracdes alcodlicas dos
extratos para determinar o efeito real dos extratos vegetais

naturals, uwma vez que dos 29 exitratos 28 foram obitidos 24 base

alcgdlica.

Faoram ensaiadas duas populacdes de ssporos quanto ao efeito

inikidor dos extratos vegetais sobre o crescimerto vegetativos

. . . z . ]

A primeirva, de aproximadamente 18 UFC/miy, devido ap ensaio de
germinacio e efeito dos extratos wvegetais sgr efetusds nesta
faixa de conrentracio celular. Nesta fase foram pré-selecionados

os melhores extratos vegetais.

Numa segunda fase, us extratos pré-selecionados foram entdo
prnsalados com uma concentracio maior, de 1B§UFCme, pois 0O ensalon
de determinacio da resisténcie térmica e efelto dos exiratos
vegaetais na resisténcia térmica utilizau weta faixa )
concentracio celular inicial. Os melhores extratos vegelsis
frente a inibiclo do crescimento vegetative dos espores de
D.nigrificans foram selecionades por definitivo hasepando—se

nestes resul tados.
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BO~-ESTABILIDADE TERMICA DOS EXTRATOS VEGETAIS:

0s extratos vegetais de melbor efeito inibidor sobre o
crescimento vegetativo de 127 células/mt sofreram um tratamento
térmico de 15min/121°C em auvtoclave, dentro de ampolas de vidro
seladas, de forma a ndo haver perda de componentes voliteis.
Estes extratos termicamente tratados foram comparadas com oS
extratous originais guanto ao poder de inibiclc do corescimento
vegetativo dos esporos de D.nigrificaens, pela mesmo procedimanto
detalhado no item 5.9, determinando assim a estabilidade térmica
dos mesmos. Somente extratos vegetais ftermo-estiveis, ou seja,
com  as mesmas propriededes inibitdrias dos extratos (RF=tet
termicamente tratados, foram ensaiados guando ao efeito sohre a
inibigdo da germinaglo, & resisténcia térmica dos esporos  de

Donigrificans.

5 40~DETERMINACAD DU TIPD DE ACAD DDS EXTRATOS VEBETAIS SUBRE  0S
ESPOROS DE D nigrificans. BACTERICIDA OU BACTERIOSTATICA:

s melhores extratos vegetais selecionados guanto ao efteito
sobre o crescimento vegeitativo dos espores de Donigrificans foram
avaliados guanto 0 tipo de efelto inibidgor:

bactericidasbacteriostatico.

Fara observagd3o do tipo de a¢do dos extratos wvegetais sobre
pe wpeporos utilizou-se diluiebes sucessivas, com a finalidede de

diminuir o efeito do agente inibidor sobre os microrganismcs.

Em tubos 16x1S58mm, 1inmt de populacioc de esporos contendo
aproximadamente 1@4UFC/mL, ativada pelo periodo dtimo, foi
inoculada em 9mt de (SY oreviamente exaustado contendo os
extratous vegetais a concentracdes de 10, i, &.i, &.81., 2.881,
B.2001 « B,00801 % v/v & selada com Z2mi de Vaspar. Os tubos foram

incubados a 95°C por 24 horas.

s tubos que apresentaram cresciments negativoe (na menor
concentracio utilizada do extrato vegetal) apds incubacan
sopfreram diluicdes {(1/718) sucessivas @m tubos contendo meio SY.
exaustado e livere dos extratos vegetais. Caso o Extrato
apraesentasse efeito pactericida Q microrganismo estaria
inrapacitado de crescer mesnn & 2 diluicdes menores. O efeito

41



Bacteriostdtico seria evidenciado por um crescimento positivo

apds a diluiglo do extrato vegetal.

BU-DETERMINACAD DO ABGENTE NEUTRALIZAMTE EFICAZ DO EXTRATD DE
SEMENTES CITRICAS:

Uma ver determinado o efeito bacteriostiatico do Extrato de
Bementes Citricas sobre i crescimento dos BHROras de
Donigrificons, foi avaeliado o efeitn de agentes npeutralizantes
sabre este extrato vegetal. Este procedimento fol reguerido para
consegulir deter o #feito bacteripstitico do extrato de sementes
citricas e coptar, entdo, com precisdo os sobreviventes no ensalco

de resisténcia térmica.

(s componentes ativos no Extrateo de Sementes Citricas s3o
miitos: acideo ascdrbico, Acide palmitico, peptonas, tracops de
esterdis, amincidcidos, coampostos nitrogenados, tocoferol e outros
Ainformacio recebida pela MSuinabra®). Assim, optou-se pela
vtilizaglo de um agente neutralizante tensoativo  anidnico
{sugerido por BLOCK, 1277}, compo Lecitina de soja, acompanhada de

tween GO.

D Extrato de Sementes Citricas além de possuir um efeito
bBacteriostitico sobre os psporos de Donigrificens, apresentava
suspeita de interagicr com componentes do melo de subcul tura
{formando precipitado no meis) normalmente utilizado na maioria
dos ensaios (A5 ou £S). Portanto, além de avaliar um
neudtralizante sfetivo contra a acio do ESBL, o meio de subicul tura
teve gue ser substituide pelo Caldo Tioglicolato Fluido. Scb este
pontn de vista, a seguinte metodologia ford desenvolvida,
baseando-se no manual do INCOS {19833:

AN iCrescimenteo de D nigrificans em meio de Calda de

Tioglicolato Fluido, CTF (ver formulacho no apendicel?

Foi sfetuadas uma contagem da suspensio de  esporas,
ativada peleo periode &timo (4Bmin/97°C), em meio S e CTF
pela metodologia do ndmero msis provavel com série de trés
tubos  (NMP-3). Deste modo, foi possivel avaliar a

recuperacio dos esporos neste novo meio de subouliura 8
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comparia-la com & subocultura em nmeio 08, tradicionalimente

utilizada.

Trés modificacdes no meio de Caldo Tioglicolsto faram

avalladass:

1~Adic3n de citrato férrico a B,89% p/vy

Z-Adigdn de 1 prego pegueno gaelvanizsdo por tubo de

subculturas;

S-idem ap item Z, adicionando &,Bl% pfv de sulfito de

sodio.

Destas trés opedes, os resultados indicaram que s opgio

(Z) foi a mais eficiente.

ENM2~Determinacidc do efeito tdxico do agente neutralizante:

Apds pbservado crescimento no novo meio teste, o agente
neviralizante (Lecitina de soja 2 Tween 88) Yol ensaiado
quanto ap efeito téxico sobre (' crescimento de
D.onigrificans em meio OTF pela metodologia do NMP-3. Este
procedimnento avaliogu a interferéncia do neutralizante no
rrescimenio dog BEOUIOS de D.ntgri flocans., Foram
adicionadas £ ensaiadas as seguintes concentracdes do

nevtralizente no meio CTF:

a- B% lecitina de soja & BL Tween 80.

h- B,0001% lecitina de soja e 28,8854 Twsen BOB.
c— @,881% lecitina de soja e B,83%4 Tween B80.
d- B,B1% lecitina de soja e B,3) Tween 83.

Sendo gue & Ultima concentracio teste € a recomendada
pelo manual técnico INCGS {198%) e demonstrou ndo  ter

efeito tdxico.
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Bil3-Avaliacio da neutralizacio do extrato de sementes citricas

em meio CTF:

Apds determinada a nfo toxider do neutralizante foi
avaliado o poder de neutralizacio do mesno sobre o extrato

de sementes citricas.

A suspensip de esporos (i@‘UFCﬁmL} de D.nigrificans
contendo © gxsirato de Sementes citrigces a @,8%%v/v  foi
ativada pelo periodo dtimo & feita a subcultura em meio
LTF exaustado contendo B,5% Tween 88 e B,01% Lecitina de
soie pelo método NMP-3, & goste meio fol dado o nome de
aldo Tioglicuolato Fluido com Ferro, Lecitina de soja e
Tween 80 {CTFFLT).

Em paralela foi realizada uma contagem da mesma
suspensin de esporos, livre do Extrato de Sementes
Citricas, utllizando o mneio CTFFLT i tiilw] meio =

subcultura. A comparacio das duas contagens avaliouw ©
poder neutralizante da lecitina de soja a 8,817 e tween B0
a B,9% frente ap extrato de semenites citricvaes wtilizando

CTEFFLYT como meio de suboultura.

512-DETERMINACAD DO CHORUE TERMICO NECESSARIO A DESTRUICAD  DAS
CELULAS GERMINADAS EM CALDO SOYTONE E EM CALDD DE CANA:

Foram ensaiados como meios de germinagio Caldo Soyione (CSY)
e Caldo de Cana (0. O8Y € conhecido como um meio préximo a0
ideal pare a germinacdc dos esporos de D.onigrificans CDomnelly e
Busta, 19823. O Usldo de Cana, por sua vez, foi escolhido devido
ao D*nigrificans s@r um conhecido microrganismo contaminante na
inddstris de processamento de aglrcar (BALDIN & MASSAGUER, 1586D.
E 1dgico supor gue os microrganismos ndc  germinam no acucar
sélidoy no entanto, no Caldo de Cans era interessante conhecer e

guantificar a germinacio.

0 chogue téraico necessario para destruicdo das células
germinadas termosensiveis fol feito baseando-se no conceito i
perda da resisténcia térmica dos esporos com o advento  da
germinagio (FIELDB, 19730,

0 volume de imt da suspensido de esporos de Donigrificans
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giluida a lQQUFCKml fol inoculade em tubos contendo 9wl dos meios

de germninacio, 8Y e {0, selados com vaspar e ativado.

As suspensdes em ORY foram germinadas por 20 & 45 minutos a
S5°C em banho de agua; e as suspensdes em O por 1.5, %5 e 24
horas a 955°C em banho de adgua. Em seguida, sofreram wm chogue
térmico a 188°C em banho de dlec pelos periodos tentativos de:
4@, 22, 120 e 108 wminutos. Fei wutilizado um  tubo para cada
perivde de germinacio =@ para cada chogue térmico. Os
microrganismos sebreviventes a0 tratamento térmico foram

guantificados em AS de acordo com a metodolegia de QLT descrita

noe ftem 5.3,

Definindo a porcentagem de sobreviventes (4 ) COMG s

namera de esporos sobreviventes ao chogue térmico
pAC I x 1834
numero inicial de esporos inoculados

Foi possivel determinar @ menpr choque térmico capaz de obter
a menor %S para cade tempo de germinacio. Este chogue térmico fol
aplicadeo para destruir a maior gquantidade possivel de células
germinadas que perderam a resiaténcia, 2 avaliar a porcentagem de

germinagio.

"

R 3-DETERMINACAD DO CHORUE TERMICO NECESSARIO A DESTRUICAD BAS
CELULAS GERMINADAS EM CALDO SOYTONE E CALDO DE CANA  NA  PRESENCA
D08 EXTRATOS VEGETAIS:

Umn ensaio semelhante ao descrito no item 3.13 fel realizado
nos ensaios de gerainacio em O8SY e U na presenca de extratoes

vegetals.

0 volume de 1lml da suspensdo de esporas de Dorigrificans
diluida & 12UFC/ml foi ineculado em tubas contendo 9wl dos meios

de germinacio, CSY e CC; selados com vaspar e ativados.

Devido ao melhnor desempenbo frente 3 inibigdo do crescimento
vegetative de D.onigrificans, us extratos de sesentes citricas
(ESC) & extrato fluido de eucalipitae (EFE) foram ensailasdos na

germinacioc dos esROros.
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Foram ensaiados concentracdes de ESC de 8,881 ¢ 0,88801% viv e
concentracdes de EFE de 0,1 e @,81% v/v no caso de CSY como melo
gerainante. OQuando o meig OC feoi ensaiado guanto a germinacdo dos
esporos, somente a @ adic3o de E5C {melhor extrato guante &
inibicdo do crescimento vegetativo dos esporosl a 0,881% v/v  foi
avaliada, uma vez que ESL e EFE apresentaram fraca acio inibidora

sphre a gerainacio dos esporos de Donigrificans em meio CB5Y.

fiw suspensdes em CSY foram germiﬁadas por 32 minutos a 55°C,
g as suspenstes em QL por 1.3, 3 e 24 horas a 55°C. Em seguida,
safreram um chogue térmico a iPe°C em banho de dlec pelos
periodos tentativos desr &8, 98, 120 e 158 minutos. Fol wtilizado
um tubo para cada pericdo de germinacio, para cada chogue térmico
g para vada extrato nas devidas concentracOes, em cads meio de
germinacdo. Us microrganismos sobreviventes as tratamento térmico
foram guantificadps em AS de acordo com a metodeologis de CCT

descrita no item 5.3.

Definindo a porcentagem de sobreviventes (4 §) como:

nGmero de psporos sobreviventes ao chogue térmico
wE o= x 10%
nGmero inicial de esporos inoculados

Foi possivel determinar o menogr chogue térmico capaz de obter
a menor %S para cada tempo de germinacio. Este choque térmico foi
aplicado para destruir a maior gquantidade possivel de células
germinadas que perderam a resisténcia, @ avaliar a porcentagem de

germinacao.

5j4~SETEﬂMINQCEﬂ 0y ¥ DE BERMINACAED EM CALDD SOYTUONE E CALDOD DE
CANA s

Caldo Soytone (CSY) & Calde de Cana (CC) foram ensalados

comoc meios de germinacBo para vs esporos de Donigrificans.

Foi utilizado o método da perda da resisténcia  térmica pera
determinacio da porcentagem de germinagio. A %  de germinacio fol
definida como (Donnelly e Busta, 1982):

“E = {Ne — H)/No x 10@% sonde
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MNo

I

NGmero total de esporos no meio germinante.

N

#

NGmero de esporos n3o germinados no meio germinante.

Para o meio CQY, o volume de %9ml do meio de .germinagﬁw foli
inoculado com 1wl da suspensio de esporos diluida até a3
concentracio de 10°UFC/mi. Os tubos inoculados foram entic selado
com vaspar, ativados pelo periodo dtimo e germinados por 1@, 26,
3@, 45, &B, 99, 120, e 182 minutos a 55°C em banho de agua {um
tubo por tempo de germinagdo). Apds cada periodo de germinacio,
um chogue térmico a 10B°C em banho de dleo (determinado na etapa
2.13) fol aplicado para eliminar os microrganismos gue germinaram
e se tornaram termosensivelis, O0s  microrganismos ndo  germinados
{N} fogram quantificados pelo método CCT em meio AS. Para efeito
de cmnfirmacga, um ensalo semelhante fol realizado, aplicando—se
um  chogue térmicao inferior a0 estabelecido no iftem .15,
certificando gue uma malor quantidade de micsrorganismnos
germinados termosensiveis fol eliminada & medida gue a extensio

do chogue térmico aumentou.

Fara o meio CC, o volume de 9wl do wmeic de germinagio foi
inoculado com 1wl da suspensio de esporos diluida até a
concentracio de 18%UFC/ml, DOs  tubos inoculades  foram entio
selados com vaspar, ativados pelo periodo dtimo e germinados  por
i, 2, 3, 3, 7. %, 12, 24 & 48 horas a 55°C em hanho de dgua {um
tubo por tempo de germinaciol. Apdz radae periodo de germinagio,
um chogue Ltérmico a 1@@06 em banho de &leo {detersinado na etapa
5.13) foi aplicado para siiminar os microrganismos que
geraminaram 2 se tornaram termosensiveis. Os microrganismos ndo

germinados (M) foram guantificades pelo metodo QCT em meio AS.

Para determinar No, os micrarganismos logo apds a ativagio

foram gquantificados pelo métado QCT em meio AS.

fs curvas de germinac3o em 8Y & QC, na auséncia de extratos
vegetais, foram utilizadas como controle na comparaclo com &
germinacic, nos mesmos nmeios, adicionado dos extratos vegetais
naturais, a8 fim de estabelecer o efeito inibidor destes extratos

no processo de germinacio dos esporos de DLatgrificoans.
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B5A5-ACAD DOS EXTRATUS VEGETAIS NA BGERMINACAD DDS ESPORCS  DE
D.onigrificans EM CALDD DE CONA E EM CALDD SOYTONE:

Apenas os melhores extratos vegeiais quanto a inibicio do
crescimento vegetativo dos espouros de D.onigrificons: EBC & EFE,

foram gnsaiados guanto ao efeito na germinacio

Foram ensailados concentracdes de ESC de 0,801 ¢ B,08BL% v/v e
concentracdes de EFE de 8,1 & @,81% v/v no caso de CSY como meio
germinante. Guandm o meio CU fol ensaiado guanto a germinacio dos
esporos, somente a 2 adiclo de ESC (melhor extrato gquanto &
inibicin do crescimente vegetativo dos esporos) s B.881% v/v  foil
avaliada, uma vezr que ESLC e EFE apresentaram fraca acdo inibidora

sobre a germinagdo dos esporos de Donigrificons em meio O8Y.

Para observar o efeito dos extratos vegetalis naturais sobre a
germinacio, Iml da suspensido de esporos diluida atd a
concentracio de 10%0FC/m foi  imoculado em 9w do  meio de
germinacio, e ativado em banho de dleg pelo pericdo otismg de
ativéc&s. Apds a ativagdo, os sxtratos vegetais foram adicionados
aops meios de germinaclo sm concentracdes diguais ou  meEnoDres  a
mirnima de inibicio tptal do crescimento vegetstivo. Os  tubos
foram selsdos e incubados a 55°C em banbo de aAgua para germinagio

{um tubo pare cads tempo de germinacio).

Fars (CSY foram ensalados os seguintes pericdos de germinacio:
1@, 2@, 3@, 4%, &8, F8, 128 e iBOwmin. Foram ensailados ESC {8,881
e @,0001% va) e EFE (8,1 e @,801i%4 ~/v) guante ao efeito na

germninacic dos espgros.

Para (QC foram ensaiados os seguintes periodos de germinacdos
1, 2 3, 3, 7, 9, 12 e 24 horas. Fol ensaiado ESC a A,881% viv

guanto an efelto na germinacin dos esporos.

Apds o peripde de germinacdo, um chogue térmico em banho de
Sleo {determinado ma stapa 5.314) fol aplicedo para eliminar os
microrganismos que germinaram e se  tornaram  termosensiveis. UOs
microrganismos ndo germinados na presenca do extrato vegeital (N}

foram quantificados pelo método QCT em meio AS.

Para determinar No, os microrganismos logo apés a ativagan
foram guantificados pelo métode CCT em meio A%, livre dos

extratos vegeiais.

48



ft 4 de germinacio permitida pela adic¢lo dos extratos vegetais

foi definida do mesmno modo como no item S$.15.

RAE-CALIBRACAD DO TERMOPAR TIPO T:

Um termopar flexivel cobre—constantan foi calibrado no mesmo
hanho de Slep utilizado para determinacg8o da resisténoias  térmica
dos esporos, contra termndémetro padric de mergdrio. 60 junts  de
medicdo do termopar fol fixada prdéximo soc bulbo de mercirio do
teradnetro de modo gque oz dois instrumentos de medigan
registrassem as temperaturas de uma mesma localizaglio dentro  do

banho de dleo agitsdo.

Fol avaliado neste ensalo uma faixa de temperatura de 108 a
13@90, a intervalos de 5°C. Uma curva de calibracio do termopar
foi construids, baseando-se na comparacdo dos dados obtidos pelo
termopar & o termdmetro padrdo. Esta calibragio foi importante no

caleculo do atraso tdrmico ne ensaio de resisténcia térmica.

5 17~-DETERMINACAD DD ATRASO TERMICO PARA CALCULD DOS FARAMETROS
DE RESISTENCIA TERMICA PELO METODO DO TUBD TDT:

3 atraso térmico foi medido para as temperaturas snsaiadss na
resisténcia térmica dos esporos: 115, 128 e 123°C. utilizou-se um
termopar Cobre-Constantan Omega Eng. n°36, flexivel, previamente

calibrado.

0 termopar foi inserido na ampola de vidro contendo os selios
de suspensdo (CSY & €C) inoculado com gs esporos, a concentragdo
de 10 UFC/ml. A mesma ampola utilizada no ensaio de resisténcia
térmica foi utilizada. Foli tomsdo o devido cguldado para gue a8
junta guente do termppar ficssse mergulbada no meic de suspensio

de modp a ndo tocar a parede da ampola.

& vedacio da ampola foi feita com adesivo DUREPOXI. Os dados
de temperatura foram coletados por wum  apareiho Calibrador

miliveltimetro Omega Eng. modelo "CLS11Y.

Foi medido o tempo necessarip pars gue o meio de suspensdo

contendon os esporos de D.onigrificans chegasse a temperalura  do
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tratamento térmico: 115, 120 ou 125°C. 0 atraso térmico foi
descontado do  tempo de inativaclco térmica dos esporos de

D.nigrificans no cileulo do par@metro dg resisténocia  téemica

Dimin}.

BAS-DETERMINACAD DA RESISTENCIA TERMICA DOS EBPOROS:

A resisténcia térmica dos esporoeos fol determinada pelo método
do tubeo TDT (Tempo de Destruiclo Térmica) sm banho de &lenp nos
seguintes meios de suspensio: Caldo Soytone e Caldo de Cana.

Foram utilizadas aopolas de vidro Pirex, seladas.

Para determinar os parametros de resisténcia térmica em C8Y e
CC: Dimin)y e Z{QC}; foram ensaiados trézs  tratamentos térmicos

para cada meioc de suspensin. Vels guadro a seguirs

Quadro i~ Tempos de tratamento térmico (min) aplicados no

gnsaio de resisténcia térmica dos esporos de D.onigrificans em LHY

e em CO3
Temp. Meio de Suspensio
°c CsY ol
113 g - 18 -~ 33 ~ 48 - &3 g - 18 - 33 - 38 ~ &3
120 2~ & -~ 18 - 15 — 2@ g - 5 - 8- 12 ~ 1ié6
125 @ - 3 - 4 - 5 - & B —-2,67~3,674,67— D,67

Portanto, nos tratamentos téraicos foram determinados  os
sobreviventes apds qguatro pericgdos de aguecimento, além da
contagem inicial (tempo "@%). Foram utilizados tré&s tubos TDT ‘por
cada periodo de aguecimento, conforme indicado por PFLUG {1992} ;
@ a contagem dos scobreviventes foi feita pelo método do NMP-3  em
CTFFLT. (ver formulacio no apéndice).’ 0 seguinte procedimento

foi efetuado:

- volume de 3mi da suspensio de aépmras foi dingculado em
27ml do meioc de suspensio {(foram ensaiados (8Y e (169!
contidos em tubo de rosca (25x300mmwm}; de modo a obter-se uma

concentracio final de aproximadamentie 1@EPUFC/ ml.
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~Foram distribuidos nas ampolas 1,4m do meio de suspensio

inoculado.
~fg ampolas foram seladas em magarico.

~fe ampolas seladas foram ativadas pelo peripdo Stimo  em

banho de &dgua em ebulicio.

~{I tratamento térmico de inativacio dos esporos 8m  banho  de

&leo a temperatura controlads foi aplicado.
~As ampolas foram imediatamente resfriadas em banho de gelo.

-0z sobreviventses ap tratasmento térmico em meic CSY e (C

foram quaﬁtificadds pelo método do NMP-3 em meion CTFFLT.

Os dados do logaritmico do ndnero de sobreviventes versus
tempn  de  aquecimento  real nas  temperaturas estudadas  foram
graficados e, a partir da regressio linear ds porcdo retilinea da
curva de sobreviventes, o valor D {min} fol estabelecids em cada
caso. Quendp o coeficviente de correlacio ~* da regressio linear
foi menor gue 9,95020, foli efetuada uma nova regressao linear com
a retirada do ponto gue causou a maior perda de linearidade. 0

valar de No (ponto inigial) foi sempre mantido.

BA9~-EFEITO DODS EXTRATOE VEBETAIS NA RESISTENTIA TERMICA DOS
ESFPORGE: '

0 extrate de sementes citricas {ESC), gue provou ser o melhor
inibidor do crescimento vegetativo, a @,05% v/v (metade da minima
concentracio inibitdria do crescimente vegetativo de 1B7UFC/wl)
foi ensaiado guanto ao efeito na resisténcia térmica dos esporos
de D.ntgrificans. Neste caso, © tratamento térmice e o extrato

natural vegetal tém efeito sinergistico.

Para determinar os pariametros de resisténcia térmica em CEY &
CC: Dimin} e Z{gC); foram ensaiados trés ifratamentos tErmicos.

Veia guadro a segulr:

fQuadro 2 ~Tempos de tratamento itérmico {(min) aplicados o
ensaio de resisténcia térmica dos esporos de D onigrificans em CBY

e em 003
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Temp. Meio ge Suspensdo

°c CeY oo
115 @ - 15 — 27 - 3% - 5i g - 18 ~ 33 ~ 44 ~ &3
17d g - 4,5—- 9 —-13,5 18 9~ 4 - g -~ 12 - 1é
1235 8 - 2,9 3%,5 4,5 5,5 D ~2,67~F 678, &7~ 5,467

0 seguinte procedimento foi efetuade:

—0 velume de 3ml da suspensios de eaesporos fal  inoculade  em
F7x0 do meio de suspensio (foram ensaiados 8Y e Q) es tubo
de rosca (25x380mm): de modo a obter-se uma concentracio
final de 10°UFC/mi. Foi realizada uma contagem inicial da

suspensio resultante em meic UTFFLT pelo métode do NMP-3.
-} £8C foi adicionado a @,853%Uv/v.

—Foram distribuidos nas ampolas 1,4ml do meio de suspensio

inoculado, contendo o ESD.
-As ampolas foram seladas em magarico.

~fs  ampolas contendo © meio de suspensdo  inoculado £
adicionado do ESC foram ativadas pelo periodo dtimo em banho

de agua em ebulicio.

3 tratamento tdrmico de inativagio dos esporos em  hanho  de

Adlec a temperatura controlada foi aplicado.
-As ampolas foram imediatamente resfriadas em banho de gelo.

—{is sobreviventes foram gquantificados pelo método do NPIP-3 em
CTFFLT.

s dados do logaritmico do numerc de socobreviventes versus
tempa de aguecimento real nas temperaturas  estudadas  foram
graficades e, a partir da regressi3c linear da porglio retilinea da
curva de sobreviventes, o valor D {(min) frpi estabelecido em ada
caso. Quando o vogficiente de correlacdo % da regresaio lingar
foi menor que 0,950, foi efetuada uma nova regressio linear con
a retirada do ponto que causou a maior perda de linearidade. 0O

valor de No (ponte inicial) foi sempre mantido.
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"G-RESULTADOS

£.1ESPORULACAL DO D, nigrificans:

3 método de esporulaclo proposte (DONNELLY & BUSTA, 1988
1981 e 1982}, em composto de terra de cresciments de cogumelo,

mostrou-se eficar na producio de eaporos de Donigrificans:

Cerva de &A4 das células/campn esporularam  (cbservado em
microscépio odptico).

A contagen final da suspensdo de esporos, através de  duss
metodologias: Contagem de Coldnias em Tubos e NOmerc Mais
Provavel revelou Lna concentracio de apraximadamentes

1,531@69$para5fnﬂ. Esta populacio atingida foi semelhante a
opbtida por DONNELLY & BUSTA em 1988 {1xi@635pmr03/mﬁ.

A suspensio resultante ndo sofreu gualguer processo  de
limpeza pois, a concentrac8o atingida tl,ﬁxi@aeﬁpmrmsfnﬁ} nao folil
alta o, conforme relataram DONNELLY & BUSTA (1980}, a terra na
suspensio dificulite a3 limpeza por provessos simples, com perde na
populacio de esporos além de ocorrer perda na resisténcia térmica

fdos esporos.

-

Além disso, cabe lembrar gue a cor da suspensio resulfante é
marron escura, devido A terra. Estas caracteristicas fornaram
impraticivel qualquer método espectrofotométrico de observacdo

dos esporos.

Bo-ENGALID DE ESTERILIZACAD DU CALDO DE CANA:

00 Caldo de Cana foi ensaiado guanto a esterilizacio por

P2Bmins 1210

A esterilizacio do Caldo de Cana' por 2@min/ 121°C foli
geficiente 2, apds incubaglo a 55°C por até cinco dias, nioc  houve

alteracio {(formacfc de gas ou turvamento)} ne Caldo de Cana.
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E.3-CONTAGEM DA SUSPENSAC DE ESPOROS:

GQUADRD 53— HResultade da comparasio entre a contsgem da
suspensio de esporos de Onigrificaons pelo métado do NGnero Mais
Frovavel com série de trés tubos em meioc C8; e pelo mnétodo da

Contagem de Ceoldnias em Tubos em meio AL

melado * coniagem oblida (UFComiz
CCT <1 1,50 x 1@: .
CCT (2 1,38 x 18 media 1,43 = 1@
NMP-3 ¢4 1,18 x 1@2 "
MNIP~3 (29 2,48 x 10 media 1,75 = 1@

¥ npgmere entre poarenitesese indica repsiticoo

Apesar da média das contagens pelo metodo CCT st
ligeiramente inferior ao métado NMP-3, 0 método CCT foi preferido
na maicria dos ensalios devido & simplicidade, economia de
material e rapidez (importante na manipulacdo de microrganismos

anasrdbios em atmosfera normal}.

Nos ensaios de determinacic da resisténcia  téramica, no
gntanto, o método de NMP-3 em Caldo Tioglicolato fod preferido

pois conseguiu recuperar um numero malor de eBsporos contforme seras

discutido no item &.17.
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6.4~ATIVACAT DOS ESPOROS:

QUADRD 4-Resultado da ativagio dos esporos de D.onigrificans
em Agua Destilada, Caldo de Cana & Caldo Soytone. Contagem por

Coldnias em Tubos. Resultados em UFC/ml:

ftempo de

alivacan MEIO de IUSPENSAD Temperaiuro de Alivacoao (o)
fermicn

{min? g7 i 183
7 aguo desiilada 2,2xim; 4,ax1@: 3,?x1@;
1@ " " 4,8x112]1 ‘3,‘?3{1@1 1,12191
28 5,@)(1@1 ?,‘?xlmz 3,){1@1
4@ 8,710} 1,5x10% 1,9%10
&0 6,6%10 9,1x18% eeeena
160 3,4x10" 7, 5x10" 2,8x18°
P
@ caldo soylone 5,3x18 53,5x10 3.09x1G
1 1 1
1@ N - Q,Bxl@i Q,QKlﬁz 6’QX1®1
20 : . 7,1x107 1,1x10] 7,7x18]
30 : - 1,1x10; 8,8x10] 7,1%1@
4 . - 1,3%18° 8,8x10] 6,1x10"7
&HiA “ - 1,1:;3.531 ?,5){1!}31 E,énciﬁﬂi
9@ - - ?,5%10 4,5x10] 5,7x10]
120 > - 9, 3x1@ 7, 5% 10 b,1x18
@ calde de cana E,Exl@i 1,9x1@; 2,110
10 - . 3,5%18) 4,0%18] 3, 4x1@
2@ . : 3,7x1@ ) 4,2%10] 5, 6x10
30 - . 3,3x107 5,8x10] Y
49 - - 6,0x10] 4,910 4,5x1@
50 . : 5,5x10" 3,8x10} 5 D1l
&9 - - 5,2%1@1 3,‘?31@1 3,0x18
50 - - 5,818 3,1x107 3,9%10;
128 " ” D,0x13 1,3x10 2,9x18

A Taxa de Recuperaclo de esporos ativados definida como: TR =
{Nmax/}Nei, onde, Nwax € D nimero smiaximo de UFD/ml  recuperadas, e
Mo ¢ o namero inicial {(tempo @) de UFC/ml, foi utilizada para

medir a aficiénodia da ativagio térmica.
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QUADRO 5~ Taxa de recuperacio dos esporos de [Lnigrificans
ativados por 40min em ﬁgua Destilada {AD), Caldo Soviome (LHY) e
Catdo de Lana (CO):

meio de temperatura de ativagio
ativacio ativacio (o)

F7 2. 103
AD S35 3.1 248
Loy 2,6 2,0 2,2
N 257 2.4 2,4

o b s s e e o Al e A it W B S TR A LRV T R T TR R P e o e e ey e e ke g e bl i Ak Al UK LIRS A N T, AR R T PR R . T

A temperatura de 97°0 proporcionou as melhores TR dos esporps
de D.nigrificans tanto em AD como em C8Y e LG, com tempos de

ativacio em torno de 40 minutos.

Apesar da AD apresentar uma TR dos esporos superior 3 obtida
Fm meio CSY & OO0 {(provavelmente por  algum componente do melo
induzir a dorméncia dos esporos), nos experimentos de germinacio
os esporos foram ativados no meio germinacidos 8Y e CC. Este
procedimento  reduziu as transferancias de aligquotas do
microrganismeo, diminuindo o contato com o axrigénio, importante no
raso de manipulacio de um micrprganismo anaerdbio estrito, como o

D.nilgrificans,

Por putreo lado, durante os ensaios de efeito dos Extratos
vegetais sochre o corescimento vegetativo, 03 esporos faram
ativados am AD, uma vez que a finalidade do ensalo era
identificar os extratos Vegetais mais efetives na inibicio do
_crescimento vegetativo dos espores de Donigrificans aptos a
germinar e crescer, & a maior TR dos esporos era uma fator

importante.
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£F-CARACTERISTICAS MICROBICOLOGICAS nos EXTRATOS
VEGETAIS:

s Extratos Naturais de Urigem VYegetal se mostraram sstéreis,
como garantiram os produtores. Os tubos contendo 18wl do  meio
caldo sulfite inoculades com #,1im dos extratos vegetais nio
apresentaram gualguer sinal de crescimento microbiano {formac3o

de gds, turvamento, etc) apés 9 dias de incubagio a 55°0.
SE-CARACTERISTICA DE pH DOB EXTRATOS VEGBETAIS:

TABELA 2-VYalor dao ﬁH dos extratos com maiocr &8 menor efeito
inibidor sobre o crescimento vegetativo dos 25pErns de

Donigrificans:

os mais efetivos os menos efetives

Extrato pH Extrato pH
Alecrim 5,38 Caju I
Fucralipto 4,62 Canela 4,88
Gengibre 5,34 Guarani 5,97
Angelica 6,26 Hortela b,18
Citricas {l%v/v) 3,80 Jurubeba 5,65
Malwva 3,41

G 7-CONTAGEM TOTAL DE ESPOROS DE D NIGRIFICANS EM CALDO DE CANA;

N3n foi observada contaminacio natural no Caldo cie
Cana recdém colhido por esporns de [Donigrificans, indicando gue
a contaminacio pcorre, em primeira estlncia, na cana gQueimada,
cortada, guando a mesma & misturada com palba seca 8 a  terra nNo
transporte para dentro da wsina de agdcar, como indicado no
trabalho de BALDIN & MASSAGEUR {1984 .
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0.8~-CRESCIMENTO VEBETATIVO DE D NIGRIFICANS EM CALDO DE CANAY

GUADRO &— Crescimento vegetativo de esporos de Donigrificons

inopculados 2m Caldo de Cana estéril. Resulitados sm UFC/ml:

1,018 9,Bx18>  1,1x18%  9,7xiB8*  9,8xi0  9,5x10"

Donigrificans ndo spresentou aumento de crescimento 8 partir
da concentragio de esporos inoculada (i@zuFC/nﬁ} noe Caldo de Cana
coletado: a mesma populagdo inoculada em Caldo de Cana estéril
foi recuperada apds L, Z, 3, 4 ¢ D dias de incubacdo a 55°C;
porém, também ndo houve reduclo significativa da populac3o.
Provavelmente o baixo pH do Caldo de Cana inibiu o aumento do

crescimento vegetativae dos esporos de Donigrificans,

N30 foi testada a acldo dos aditivos naturais vegelisis nesta
etapa devido & auséncia de aumento de crescimentc ne Caldoe de

Cana.
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B8~ EFEITD DOS  EXTRATOS NATURAISE VEBETARIS N CRESCIMENTO
VEBETATIVO DOS ESPOROS. ENSAID PRELIMINAR:

QUADRD 7- Efeito dos Extratos Naturais Vegetais sohre o
crescimento das células ativadas 4Qmin/97°C am A, FHesultado em

duplicatas, subcultura em CS: oo

extrato soenceniracan vov
1k A% O, 1% 0,045 £, 045 £, D001
cilricas .- - = - - = - - PR
alecrim - - - - + o+ + + o+
angeticao - - - = - - +  * + ® + o+
eucalipio - - - - - - + % A + o+
gengibre - = - = - = + w * o+ &+
gquaebra pedroa - -~ - - +  * & + 4
sgriao - - e + 4 + o+ + o+ + 4
ambrosia - - + & + o+ + 4 + o+
confrey - - - = + o+ + o+ + 4
alcopl 100% - = - = + + o+ + o+ +
alho - = - ¥ + o+ + o+ + + &
CoCau - + * o+ + o+ + 4 +
ctdreira - - + + + o+ o+ + o+ &
alcachelra - - 4+ 4 4 F + & + o+
arfemisa - + + # + o+ + & + o+
casc. sagradag - - + 4 o+ o+ PR
cochentiha - + R - + + o+
crave wndig - - + % + & + % + & + &
tomilho - = + o+ + + & + & + o+
guase - = + o+ -+ + o+ PR
solsa - - + + 4 + o + o+
funche - - + 4 + o+ PR + FRNEY
boldo .= + L L R S
Gamemt b a - e + + + & + o+ + o+
jurubebn E L + PN E + &
malva + o+ + * + o+ o+ + + &
horifelao EO T + 4 P 4 + o+
GG ENG + + 4 + & + + 4+ - o+
canela + + L o+ S o+ PR
i A LIS + L EO S
¥ indculo = 1@EZ UFC/ml
{+] = crescimento positivo {~-} = vrescimento negativo
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Dos 29 extratos vegetais ensaiados, apenas & (Jurubeba,
malva, horteld, guaranéi, canela e caju) nZn apresentaram efeito

inibidor em nenhuma das concentracdes ensaladas, inclusive a i@

EAV AV

A maioria (23 extratos vegetais) inibiu  totalmente o
crescimento vegetativo pelo mengs 3 concentragdo de 1@%v/y
{(12.0008ppm); 9 extratos inibiram: totalmente o crescimento
vegetativo a concentracdes de 1¥iv/v  {(10.@888ppm) ou maiores: 4§
extratos vegetals (alecrim, angdlica, gengibre g eugalipts)
inibiram totalmente o crescimento vegetativo a concentracdes de
Byi%v/v (1BBDppm} ou malores e apenas 1 extrato (sementes
citricas) inibiu totalmente o crescimento vegetativo a

concentracdes de §,0@81%v/v {(18ppm) ou maiores.

Aleconl Etilico absoiuio inibiu totslmente o crescimento dos
esporos ativados somente a concentracdes de 14 v/v (10.8008ppm) ou
maiafas, indicandno que o efeitec inibidor dos extratos mais
gficientes fol devido a principios ativos inerentes aos proéprios
vagetais, & nic a2 porcentagens alcodlica dos extratos  adguiridos,
Cabe lembrar que os extratos vegetais ensaiados possuliam de 8%
(extrate de S9esmentes Citricas a @ 6WAvAvy de sloool etilico na

formulacio, conforme TABELA 1 {(item 4.4, meitodologial.

Portanto, nesta primeira etapa foram selecionados para dar
continuidade b pesquisa os J extratos vegetals naturais mais
efetivos guants 2 inlbicl3oc do crescimsento vegetativo de

B.nigrificanss

SuaDRC 8- (s mais efetivos Extratos Maturals Vegelals
selecionados gquanto & inibicio total do crescimento vegetativo em

mein €5 inoculado com-l@zespﬂros ativados {(4Qmn/97°C em B6D) de

Bonigrificans/ ml:

o o e . i i il e il bt i e ek b Ak Il i i, S AL A B A A A VAR B AR S AR M. EE TR S T R P AT ST St S AT i AL s VP L e S sy A’ S i, N o MO s e

Extrato Minima concentracio inibitdria (ppm)
Extrato Fluido de Alecrim ' 1000
Extrato Fluido de Angélica 1vea
Extrato FLuido de Bengibre 100@
Extrato FlLuido de Eucalipto 1033

Extrato de Sementes Citricas 1a

T R T . T T TR . [t et Ty e s . e o e ik s e ik e e AL R B S B W R SRR SR HR SRR TS RS AT RITR PR S R ST AR AT TR AT
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Estes extratos -foram entldo ensaiados guanto & estabilidade
frente a um tratamento térmico, e quanto ao =eu efeito sgbre uma
concentragls malor de esporos: {1@3UFC/m1}, 3 efeitoc da agicio

dos extratos no pH fimal do meio foi também ensaiado. Os

resultados estdo no guadro a seguir:

QUADRO 9- Efeito da adicdo do Extrato de Eucalipto (EFE) e
Extrato de Semgntes Citricas (ESC) no pH do mele Caldo Sovtone e

no meio de Caldo de cana:.

Ensatoe em Calde Soevione Ensaic em Calde de Cane

“v/vEFE pH N /VvESDT pH v /vEFE  pH vy /vESD  pH
a,a 7,493 &,a8 7 b3 2,0 5,13 ?.,a0 5,13
1,6 7,53 @,a1 7463 1,8 5,15 Aa,ai 3,18
3,2 7,43 D,84 7.65 4,8 5,19 @A,az2 5,14
4,8 7 .32 &, @4 7,64 b, S5.14 2,63 5,14
77 7,19 &,08 7,63 g,a 9,14 @,14@ b I .4
7.1 Tel2 B,1a 742 id,.a 5,13 &,20 3,13

A adigio tanteo do ESC como do FFFE {(os dois extratos mais

acidos) ndo alterou de modo significativo o pH dos meios Caldo
Sovtone e Caldo de Cana. 0 mesmo ocorreu com o meio Caldo Sulfite
{dados nio constam no QJADRD 9}, provavelmente devido a efeito
tampdo nestes meios de cultura. Assim, ficae indicado gue o efeito
inibidor ndp foi devidoo ao abaixamento do pH pelos extratos 2

valores intoleraveis ao crescimento de D nigrificans.
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!
CA0-ESTABILIDADE TERMICA DOS EXTRATOS VEGETAIS NATURAIS:

GQUADRG 10~ Crescimento vegetativo de D.aigrificans sm O8Y
cantends extratos vegetails termicamente tratados (12106f15mnﬁ.

Esporos ativados em AD por 88min/97°0:

sementes

citricas - - - - - - - PR
angalica - = - - - - & +
sucaliplo - - - - + & - 4 P
gengibre - - - - + + + o+ 4
i . F:4 . P
Indculo=10"UFC/m] {-)=grec.negativo {(+i=cresc.positiveo

Os extratos de Alecrim, Angélica, Gengibre, ERucalipto e
Sementes Citricas ndo perderam o poder inibidor do crescimento
vegaetativo dos esporos de Donigrificans mesmo apds o tratamento

térmico por 1Smin/1z1°C.

Os extratos acima relacionados podem Bear considerados

termoestaveis, para o tratemento acvima indicado £ potencialments

partanto, poderiam ser utilizados em tratamentos termoquimicos.
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BIM-EFEITO DOS  EXTRATOS NATURAIS VEGETAIES MO CREGCTIMENTO
VEBETATIVO DOS ESPOROS. ENSAIG COM PDPULQE&Q DE 18°UFC/ MLz

QUADRO 11- Efeito dos Extratos NMaturais Vegetais sobre o

. ]
crescimento de 10 esporos/ml ativadas 4@8min/%97°C em AD. Resultado
gm duplicatas em C5 e em L£DBY:

adi tive cencentragar V/Vv em OF

1698 15 G, A% O,IOiN Tr, KP4

cooTmmEmmmmmmm e e e s o TTTT

sttricos - - - - - - - + o+
alesrim - + o+ + o+ + o+ I
angelica - - - 4 + -k + o+ -
sucalipto - - + o+ + & +
gengibre - + 4 + & ERE +
adiiiveo concent racas V/V em OmY

10 1% £, 1% G, D1% L3, £ 95
T T e e e T T
sibricas - - - - + 4
alecrim - & * & R > &
angelica - - + o+ + + o o
esucatipio - - - + * + # o
gengibre - + + + + + o+ +

{—-i=crecimento negativo
{t)=orescimento positivo

s ) o N
{-)=grescimento positivo, porém moderado & lento

Guando 8 concentracio dos esporos  aumsntouw de 1@2 para
1®5UFCfmZ, a menor concentragio inibitdéria do orescimento  des
esparos ativados passou de respectivgmente @, a 1 Yv/v no caso
do E.F.Eucalipto:; e de respectivaments 0,881 & 8,174 v/v no caso
go E.S.Citricas,. Estes resultados indicam que o efeito Iinibidor
destes extratos foi dependente da conceniracd3o inicial do

microrganismo.

E.F. Bengibre, #Angélica = Alecrism inibiram totalmente o
crescimento vegetativo dos esporos ativados somente mna  malor

concentracio ensaidar 1@%v/v.

NEio hpuve diferenca entre o crescimento observado em Caldo

Sulfite 2 Caldo Soytone.

&3



Nesta ptapa, Toil possivel selecionar o extrato de sementes
Ccitricas como o de maior efeitoc inibidor sobre o crescimento
vegetativeo dos esporos ativados de D onigrificans.

Extrato de Sementes Citricas e Extrato Fluido de Eugalipto
faram ensaiados quanto ao efeito inibidor do processo germinativo

destes esporaos em 08Y e CC.
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Sjngﬁﬁﬁlﬁﬂﬁaﬁ DOB ETSPOROS EM CALDO DE SOYTONE:

4 * : 4
B12. 1"Peterminagac da extensido do chogque termico a 1006°¢,
? = L3 3 - > *
necessaric para a inativacao dos Mnororganismis germinados  em

caldo soylone que se tornaram termosensiveis:

GQUADRG 1Z2-Recuperacio dos esporos termicamente tratados a
182°C em banho de &leo apds @, 20 ¢ 4Sminutos de incubaclo em
Caldo Soyione a 955°C. Ativac3o no propric meio de germinacio:

48min/97°C. Resultados em UFC/ml. %5 = % de sobrevivenites:

tempe de periodo de chogue Ltermicoe {min)d
germinacao
(i /4 AE i} ' 58 %] 128 108

@ Nocg)= VU7 .0 158,68 157,48 152.,8 159,68
“E 108,83 23,9 103,88 @77 98,7
=28 Mo = 193,35 184,55 i, 8 75,3 Ba, 8
AL 1G&2,8 35,7 44,5 I8, 41,3
435 Mo = 361,08 &4, 08 &1,3 89,5 9% .0
AL inyg,d 11,4 11,8 8,4 14,5
2 Mo = Populacio inicial

No tempo B de germinacdo ndo houve redugio relevante da
populacio dos esporos, para qualquer tespoe de inativacko dos
esporos germinados; indicando gue o chogus térmico nido interferiu

na contagem dos esporos ndo germinadeos nestas condigdes.

Fara a germinagcio em CDaldo Sovione livere de exiratos natgrais
o chogque térmico a 108°C por 120 minutos foi  requerids e
suficiente pars eliminar s sicrorganismos gersinados por 43 & 20

minutos 2 gue se tarnaram termosensivels.
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G2 2~Germinacac em Caldo Soytone sem a adicac de extratos
vegetaliss

UADRD 13- Porcentagem de Germinacio de REOOIOS e
L nigrificans (1@2UFC/ml} em Caldo Soytone. Ativacio no prépric
meio. Tratamento térmico para inativac3o das células germinadas

termosensiveis, de 40 2 120 minutos a 180°C em banho de &leo.

TRATAMENTO TERMICO (MIinwuTos- 18R

120 60
_________________________________ S
T (MIN IEC S ml HOERM. BWFComl MIIER M,

] 2,5x1@2 7 2,5x1@2 ?

10 1,7x10% 32,0 1,5x10%7 39,2
70 8,8x18° 65,0 6,0x10) 76,0
37 6,9x18 72,4 1,1x1@° s8,0
45 G, Hx1@ 77,8 a,7x18% &5,2
60 1,810 93,0 8,4x18" 66,4
9@ 1,2x10 95,4 5,5x18% 78,2
12@ 8,5x10 94,6 4,5x18' 82,8
12@ 8,5x1ﬁg 98,6 4,5x10% 82,9
180 9, Bxil 96,4 2,9x10% 88,6

Fara confirmar gue o chogque letal efetivo para eliminar os
esporos germinados ol de 120mun, nas condicbes estudadas, foi
feito o experinento com chogue letal de 48mwin. Us resul tados
confirmaram gue &8min & menos letal e, portanto, a germinacio foil
menar do que gquande aplicado um chogue de 1Z28mun. Note que  este
chogue foli eespecifico para cada condiglo do gxperimento, mudando
com o meio de germinscio, presenca ou Nao de extrato é populacdo
inicial.

Comc pode ser observado no GUADRDO 13 & pa FIGURA 1, a grande
maioria (cerca de 934} dos ssporos de Donigrificans germinaram em
&Bmin de incubacio a 553°C em Caldo Soytone., A méxims germinacio

foi alcancada em torno de 128min de incubacgio: %&,8%.

DOMNELLY & BUSTA (1982), num ensaio de gerainacio dos esporos
de D .nigriftcans reportaram uma maxima gersinaclo (99,%4) san
1Zmin de incubac3c a S3°C em meio de Caldo. Soytone. Nests
trabalho DONNELLY & BUSTA aplicaram um chopue térmico para =2
imativac3o dos esporos gerninados gque se tornaram ternosensiveis
de 2Bmin/1BB°C em autoclave. O tespo de ativaclo dos esporos para
incubacdo na solugdo gersinante foil de 1Bmin/ LB8°C, Estes

parimeiras de ativacin g chogue térmico, bem como e maxima % de
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germinacdc obtida por estes autores, indicam uma maior atividade
do microrganismo que estes autores trabalbharam em comparac3o com
& grande dorméncia observada com a linhagem utilizada em nosso
trabalho.

FI1GURA 1- Curva de germinagcin a 35°C dos esporos de
D.NIGRIFICANS em Caldp Buvtone. Esporos ativados 48 minutos a
97°C  no proprio - eeio de germinacdo. Chogue termico parsa
inativacan dos esporos germinados termosensiveis de 1 e 2 horas a
180°C em banho de oleo:

168
: !
gﬁ‘ /E’d"_,_,—’—‘B'_’_'v
) xfo{f jff&wMﬂrM”“éJWMm
78] rd
1&/"
u e ans
0] |/ \ 7
&
A &9 min inativaghe
] 126 ain inativagdo
M
X
L
5
&
B
H
g
™
£
%
¥
" | H f '
48 o8 §9 léﬁ 1%& 1&9 léﬁ 158

teppn (min)}
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612 3-Determinacac da extensac do chogue térmice a 10@00,
necessario para a inativacgho dos microrganismos germinados eom

Laldoe Soytone na presenca de extrato fluide de sucalipto (EFE} e
que s tornaram termosensiveiss

QUADRO 14-Recuperacdo dos wesporos termicamente tratados a
182°C em banho de dleo apds @ v 3Bminutos de incubacdc em Caldo
Soytong a 95°C contendo EFE & Q,1% v/v @ ® B,B1% wv/iv b,
Ativag8o no préprio meio de germinacio: 48min/97°C. Resultados em
UFC/ml. %8 = 4 de sobreviventes:

wr Extrato Fluido de EBEucalipto a @,1% v/v.

Lempo de pericde de chogue lLermico {(minsd
germinasce
tminy /UG @ &f e d ] 12& ' 158

7] 199,08 175,68 168, 8 160,48 167,55
PAL 78,4 &4 ,8 37,3 52,3 62,8
3@ 132,35 122,58 83,0 78,5 77,5
A 49,1 45,4 x@,9 29,1 28,7

AR VL AT T S AR A AL WSk A Ml sk $odek bk i i il o e e . k. . . . P Sy LY T TP T PR PR ATV Y A SEAR FN WA (A bl i S i iy, i, e ik o, b g e e T P e e N TR M AR

Mo sem extrato = 2780 UFLC/ml

b Extrato Fluide de Eucalipto a 8,81% v/v.

i A P o T e S S TV A VAT T AL NS VR L A AN SR AL WA UL Ao Ml VAt i ks s et bt ke o o o e e e o o o S} o e Y PR TR S T P FRE. IR SR R S R N A Wk i et

tempo de periodoe de chegue lLermico {(wmind
gRTmLnacac
tminy S OAD B &3 8 128 150

@ 172,95 180,08 169, 5 175, 167,58
%S &%,% hé,7 62,8 H4,0 52,B
38 165,00 F5,5 95,8 81,0 He,0
AT &1,1 35,4 35,32 33,0 29,4

P T B T PR M T TR L AU S ST A T AR T T A B AR T W Al ik At HA - dobl, W Sl ek o, Vb ok e e ok bl ek e (. i k. s i o o i b o o o . o o raY TV PP Tt

270 UFC/mi

f

Ne sem extrato

Mo tempo @ minutos de germinacio tanto para 0,1 € B,81L 0 Aviv
de EFE adicionasdo ocorreu uma sensivel diminuicio da contagem dos
Bsp0rns gue s manteve relativamente constamte 5 medida gue o
chogue térmico para inativaglo dos microrganismos gereinados
termpsensiveis aumentou, indicandg Lidte efeito inibidor
provavelmente no pericdn pos germinativs dos SEPOrOs na

suboultura, e ndo durante & germinacic.

Fara a germinaciio gm Caldo Sovtone contendo 8,1% v/v EFE, o

choque térmico de 989 minutos a 198°C foi suficiente para eliminar

&8



os microrganismos germinades por 30 minutos e gue se  fornaram

termosensivels. A adiclo de @,01% v/v de EFE requereu um " chogue
- £x M - - .

de 12@ minutos a 1@ C para eliminar os microrganismos germinados

poar 30 minutos 8 gue se tornaram termosensiveis.

B8.12 4-Germinacao em Caldo Soytone com a adigao de extrato fluido
de sucalipto CEFE3::

QUADRO 135~ Lomparacdo da porcentagem de germinacio de esporos
de D.nigrificans (1@2UFC/m1} em Caldo Soytone com e sem a 2 adigio
de EFk. Ativagdo no priépric meio. Tratamento +térmico pars
inativacgdp das células germinadas termpsensiveis, de 90 minutos
a 10%°C em banho de Slea para B,1% v/v de EFE adicionado, e 120
minutos a 188°C para o controle e para 0,81% v/v adicionado do

mESMD extrato {(b). Resulitado em WCAml:

Tempo @,1%v/v EFE B,Bi%v/v EFE Contrale

{min) {uFc ml %Germ.) (UFCsml %Germ. ) (UFG/mi ®erm. )

ARAR LA AL LS AR R A M Aol s AP VS AR VAR S RS AR A RALS i) L SMAL Ak i e Sl AME AR Akl AN dALA ikl S Ll ik ke ok e Yl i s S s bk bk b e i e ke e e S T R T

B 2,8x18° 8,0 3,0x10° 9,8 2,5x18% @,8
1@ 1,6x18% 44,8 1,4x18% 53,3 1,7x18%° 32,0
29 9,2x10" 67,4 1,6x18% 64,5 8,810 65,0
3% 5,531@: 77,0 6,9x1@1 T2 a,qxlmj 72,4
45 5,2xiBY 81,5 5,8x10" 83,5 5,8x10° 77,8
b0 4,4x10" 84,3 4,1x10% B&,3 1,8x10% 93,0
G 2.,9x18* 89,7 3,7x18" 87,7 1,2x18% 95,4
129 2,4x10% 91,5 1,ix1@* 94,3 8,5x10° 95,4
180 2,1x10 92,5 1,7z18% 94,3 G, 0x107 94,4
Como pode sar observado pelo GUADRD 13 & na FIGLRA 2y @

adicio de EFE nas concentracdes ensaladas (B,1 e @,81% /vy ndo
afetou a germinagio dos esporos de D.onigrificans em Calde Soyitone

de modo significativo.
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6.12.-5-Determinachoc da extensio do chogue térmico a 100,
necessario para a inativacho dos microrganismos germinados om

Caldo Soytone na presencga de extrato de sementes citricas CESC) e

gue se tornaram termosensiveis:

QUADRG lé&-Recuperacio dos esporos termicamente tratados a
1BB°C em banho de élec apds @ & 3@minutos de incubag¢3o em Caldo
Soytone a $5°C contendo E.S. Citricas a @,081% v/v «w e ©,00081%
v!v;mh Ativacio no préprio meio de germinacio: ABmin/?7°C.
Resultados em UFL/ml. 48 = % de spbreviventes:

tw Extrato de Sementes Citricas a 8,8081% v/v.

tempo da pericdo de choque termico {mind

germinacae

tminy F KB ir] &L Qi 128 158
il 68,8 74,8 &7, 9 37 .0 14,35
AL 33,5 23,3 223 19,8 4,8
30 37,0 12,0 1,5 2,0 4,5
A 12,3 4.0 @,5 B,7 1,5

No sem extrato = 3B UFC/ml

ey Extrato de Sementes Citricas a 8,8801% v/v.

tempo de periedo de chogque lermice {(miny

germinacao '

tminy / 4B & & S 128 158
& 258,08 125,08 132,95 1286,8 50,8
ALY B3, &0,8 g, 8 aE . @ 16,7
& 184.,0 135,95 118.8 38,08 w3
A= &B,0 48,2 3&,7 12,7 12,8

PR W A T ST A U VT TR T R B R A S prep— PreppE—— Al AL R AN A AL sl M, ik il ek ik b i sl ek o o v o . . i e e s e

300 UFC/ml

]

Mo sem extrato

No tempo @ minutos de germinagdco tanto para a adicSo de 0,801
comp @,8001 %v/v do ESC ocorreu wuma  ssnsivel diminuicio  da
contagen dos ssporos, que se ascentuouw i medida gue o tratamento
térmico aumentou, indicando um efeitoc inlibidor provavelmente no
periodo pds gersminativg dos esporos, aldm de um etfeito
sinergistico calor/ES8C sobre os esporos durante o tratamento

tHrmico.

Infelizments, as rcaracteristicas da suspensio de esporos
sbhtida {cor HHECUmS com particulas en BUSOSMS A0 ) ¥t

inapropriadas para aplicar outro método simples de avaliagdo da %

ra|



de  germinaclo, como microrcopia de contraste de fase o

gspectrofotométrico.

Para a germinacio em Caldo Soyvtone contendo @,881% v/v E.S.
Citricas o chogue térmico de 99 minutoz &  188°C foi suficiente
para eliminar os microrganismos germinados gue se tornaram
termosensiveis. A adiclo de 0,0001% v/v de E.S. Citricas requereu

o chogue de 128 minutos a i@8°C.

iz b-Germinacac em Caldo Soytone com a adicao de extrato de

sementes citricas (ESCH:

QUADRD 17~ Comparacio da porcentagem de gegrminacio de esporos
de D NIGRIFICANS (i@zUFCIml} em Laldo Sovione com e sem a 2 adicHo
de €80, Ativacio no proprico meic. Tretsmento térmico para
inativacio das cvélulas germinadas termosensiveis, de 98 minutos
a2 199°C em banho de Sleo para B,801% v/v de EBU adicipnado, e
198 minutos a 188°C para o controle g pare 9,8881Y v/v adicionado

o mesmo extrato. Resultado em UFD/ml:

Tempo @,0B1%v/ v ESC @, @88@1%v /v ESC Controle
(mirm} {UFCsml  %Germwm. } (DFC -ml  %Oerwm. ] {0FC/ml  %Germ. !
7] :5,5;4@2 @,0 3,@:«1@2 @,a :z,mzia: @,0
i@ E,Hxlﬁi 44,3 1,?xlﬁz 45,5 1,7xi€3i 32,8
ps] B,?xl@i 75,7 1,@x1@i &£6,6 E,Bxlﬁi &£5,@
38 4,Bx1@ 88,4 &,5x18 78,5 b,?xi@i 72,4
45 3,4x10° 92,3 ?,Bxlﬂii 74,4 5,8x107 77,0
& E,%xlmz 23,1 S,Qxi&u 27,8 1,8xi@1 73,8
@ 1,bximi Fa,.56 R,@xl@a i@, @ 1,2xl@° 70,4
12@ J3,2x40 93,4 R,Eximo P93 B,Sxiao Fh, 5
18@ 9,ﬁx1@1 27,4 Tl R7 .7 i PN FhH.4
Comog pode ser observado pelo QUABRD 17 2 na FIGURA X, a
adicdc de Extrato de Sementes Litricas as concentracbes

ensaiadas (0,801 e B,0001% v/v) ndo afetou a gersinacio dos

gsporas de I nlgrificans em Caldo Sovione de modo significativo.
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D.NIGRIFICANS em Caldo Sovtone, contendo Extrato

Citricas. Esporos ativados 48 minutos a 97°C no

FIGURA 3I-Lurva de

germinacio
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612 7~fnalise estatistica dos dados de germinacac em Caldo
Soyiono:

Analise estatistica dos dados referentes 3 germinacio  dos
esporas de D onrigrificans em meio Caldo Soytone (controle) e o
efeito da adic3p de Extrato Fluido de Eucalipto (EFE) & Extrato
de Sementes Citricas (ESC):

Para a andlise estatistiva dos dados foi utilirzado o teste de
Kelmogorov-8mirnov (SIEGEL, 1956). Este teete identifica se duas
amosiras independentes provém da mesma populacio { o de

populacdes com a mesma distribuichod.

QUADRDO 18- Porcentagem de germinaclo e distribuiclc de

frequéncia acumulada pars os dados da germinacio em Ualdo Soyvtone

sEm & com a adiclo de extratos vegetais:

4% de germinacio

% Tempo de incubagio a S5SoC (minutos s
MELOS 1o 18 20 30 4% 62 96 1?8 168
& 2,80 132,0|62,8172,84177,0(93,8195,4 FhH, AT, 4

£1 B,8 144,8167,4177,6(81,5|84,3(89,7191,5192,5
£ B,0 [53,3166,6177,2183,5186,3187,7196,3194,3
Gi 2,8 145,5(65,6(78,5{74,4 |97,8l100 |99,3(97,7
G2 2,8 144,3175,7(88,6 (96,3193,1195,6193,4197,4

¥% Distribuiclo de freguéncia acumulada por gersinacio

¥
PelOS g 10 {11-20 |21-30 |31 -40 |41 -50 |51 60 |61 -7a |71 -00 |81 -92 |91 ~100
C 1 1 1 2 2 2 3 o) ] 9
551 1T ol 1 ol 4 ol 1 1 2 of 2 ol 3 4 ] 7 +z! 3 o
B2 1T ol 1 of 1 of T 111 1| 2 o] 3 4 3} 7 421 Q o
CE A N B TR B B B B = ) = Y - S sy o RS R
2 1T el 1 of 1 ol 1 1& 2 i 2 D; z ﬁ = +ﬁ 4 f O o
¥ £ = {aldo Sovtone (Controle).

£l = Caldo Soytone adicionado de EFE a 8,1%v/v.

E2 = Caldo Sovione adicionado de EFE a @,81%v/v.

Gl = Caldo Soytone adicionado de ESC a @,881% v/v.

G2 = Caldo Sovtone adicionado de EBC a B,BBGL1YL v/v.
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¥¥ No QUADRG 18, os dados de freguéncia acumulada significam:

IN nl, onde (N} & a freguéncia acumulada para cada curva de
germinatio, & {(n) & a diferenga de frequéncia acumulada entre a
curva controle e cada curva de germinaclo ensalada utilizando

extrato vegetal.

+ u -
{n } indica o maior valor de () para cada curva de

germinacia,

Hipdtese inicial He = (ndo existe diferenca significativa ao
nivel o = 8,85 de significdncias entre a ampstra com adigdo de

extrato vegetal 2 a amostra controle)

Observando a tabela de valores criticps de " para o teste de
Kolmogorov-Smirnov Two-Sample (vide apéndigce), para N=% {(ndgnero
de individups na amostra}l, o valor de n+ critico & 6 (two tailed
test) para o=@,05 de significincia. Deste modo, a hipdtese

-

C . - + , . .
inicial, He s& & rejeitada pars valores de » mailores ouw iguals a

&, D gque nain ¢ verdadeiro para nenbuma das populacles examinadas

g;: portanto, & valida a hipdtese inicial:

Nao existe diferenga significativa a nivel de @,85 de
probabilidade entre as amostras com adicio de extratos vegetais e

a amostra controle.
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£.13-GERMINACAD DOS ESPORDS EM CALDU DE CANG:

6513-1Determinacas da extensac de chogue termico a iOGaE,
necessarics para a inativacao dos microrganismos germinadaoas om

Caldo de Cana que se tornaram termosensiveis:

QUADRG i9-Determinacic do chogue térmico a 188°C em banho de
dlen necessario pars destruicio dos microrganismos germinados g
se tornaram teracsensiveils apds B; 1,5%; 5; 2 240 de incubacio em
Caldo de Cana a 335°C. Ativac3o no proprio meic de germinacio,

ABmin/97°0. Resultados em UFC/ml. %8 = % de asobreviventes:

Tempo de perigdo des chogue ilermico tmind
garminacao
thorazy 7/ 45 @ &HB P& 128 158
2 65,0 58,0 64,0 63,5 61,5
%S 92,9 91,4 P14 90,7 a7,9
1,5 66,8 65,08 &7,5 68,0 61,5
A= 94,3 2,9 G6,4 7,1 87,7
5,8 67,5 65,0 68,5 53,5 59,0
A 96, 4 92,9 97,9 76,4 84,3
24,0 50,0 32,8 34,5 27,Q 0,0
%5 84,3 45,4 49,3 38,6 32,9

A bt A A AR $5H S R AN PR S U P SR R TRRY S S i i i e o o o o . . . . e by o et i etk il v by b BA b St e S HAAL B L S W RV S SR i e e AR

Populac8o indcisl = 7OFC/ml

6 germinacido sm laldo de Lans fol meis lenta, reguerendo
tempos de germinacio malorss gue os aplicados em  caldo Sayvtone.
laso fol devido, possivelmente, ao efeito do pH do Calde de Cana:
3,1%. D.nigrificans possue um pH otimo de germinacio av redor de

7.6 CDONMELLY & DUSTA 1¥8ED,

Para a germinacio em Caldo de Lana livre de aditivos naturais
0 chogue tdrmico a 198°c por 1Z@ minutos foi  regueride para
eliminar os migrorganismps germinados por 1.3, 5 e 24 horas e que

s tornaram termosensiveis.

No tempo @ de germinacio houve uma reducdo de sproximadamente
18% da populacio dos esporas, Gue EE. manteve constante para
gualgquer tempo de inativacio dos esporgs germinados; indigando
gque o chogue térmico ndo interferiu na contagem dos esporos ndo
germinados, & que existe algum fator inibidor do crescimento dos

esporos de D.onigrificans no Calde de cana, gue se manifesta na

6



subcultura dos mesmos.

Para o tempo de germinssdo de 1.5 hors também nic  hogve
reducdo gignificativa da populacdc de esporos a nedida gue
sumenta o ftempo de inativacio térmica.

613 2-Germinacio em Caldo de <Cana sem adicac de extrato de

sementes citricas:

QUADRD 28~ CGerminacio de esporos de Donigrificons {1@2UFC/m1)
em Caldo de Cana, Ativac8o no préprio meic. Tratamentce térmico
para inativacio das células germinadas termosensivels, de 128

minutos a 186°C em banho de Slec.

T {horas? HEC /ml ¥ de Germinasio
B ?,?xl@: 0,0
1 B,7x18) 12,3
2 4,7x18 35,8
3 4,2x1@] 51,5
5 4,0x10 48,7
7 4,4%18] 43,5
g 3,9x10] 49,4
12 3.5x18] 53,2
24 4,0x18 ' 48,7

i BN e Ba G PR P ek e e ek WS RS R YR TR T i e i AL B S A T P P e ki bk el - W B L A T i iy il A AR SRS SRS e R g

Como pode ser observado no QUADRO 280 e pela FIGURA 4, a
- germinac3io no Caldo de Cana occorrsu e€m menocr proporedo, € Bais
lentamente gque em Caldo Soyiene. Cerca de 584 dos esporos
germinaram am 3 horas de incubacdo a 55°C, e este valore se
panteve relativamente constante até 24 horazs de incubacBo a 55°C

neshte melo.
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FIGUHRA 4~Curva de germinagis a 5§55°C dos E8pOTros de
D.NIGRIFICANS em Caldo de Cana, Esporos ativados 48 minotos =&

97°C em banhoe de dleo. Choque térmico para inativacho dos esporos
germinados termosensiveis de 2 horas a 108°C em banho de dlso:

188
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78
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6.13. 3 Determincac da extensac do chogue fermico a 1&&92,
necessario para a inativacac dos micrerganismos germinados e gue
se tornparam sensiveis em Caldo de Cana na presenca de extrato de

sementes citrricas {(ESC):

QUADRO 2i-Determinacio do chogue térmico a 108°C em banho de
bleo necessario para destruicfo dos microrganismos germinados que
s tarnaram termosensiveis apds Uy 1,5 § e Z4horas de  incubacio
em Caldog de Cana a SSQC, contendo E.5. Qitricas & @,8017% wrv.
AtivacBo no préprio meio de germinaclo, 4Bmin/97°C. Resultados em
UFC/mlz

Extrato de Sementes Citricas g 8,801% v/v.

Tempe de poeriode de shogue termico mnd
GOTMLNGCQ0
thorasy /7 45 & & Fa 12 156
4] 48,5 44,0 43,8 39,3 37,8
YA 57,9 57,1 57,1 54, 4 55,7
1,5 46,0 45,5 45,0 44,9 41,9
yAS 65,7 69,3 bh, 3 b62,9 59,3
5,0 42,0 46,5 39,5 33,5 32,5
FAL) 64,8 bLd, 4 h, 48 43,4 44,4
24,0 35,0 31,8 32,8 34,0 32,5
%5 5@, 0 44,3 45,7 48,6 46,4

s ek e ki i bk A e A sl HANR R S S WAL HTA S IR YV WU IO VIS (PR A TR T e pmf . et e ey i ey e, . e o el . St e, UM b A S A Y S et

Populacio inicial = 78UFC/ml

Fara a germinagio pm Caldo de Cana contendo 0,901% v/v E.G.
Citricas o chogue térmico de 128 minutos a 188°C foi requerido e
suticiente para eliminar os microrganismos germinados gue 5

tornaran termosensiveis.

Ve mpdo geral, otorreu uma diminuicis da contagem dos
gsporos (% sobreviventes) com relaclo ac valor de Ne em funcio
dos chogues aplicados pars cada tempo de germinacio; ndc devido
as  tratamento  térmico de inativacio dos ESpOras, Mas .
provavelmente, devido a um efeite inibidor do extrato de sesentes
citricas no periodo pdés germinstivo dos esperos 8 nag dursnte a

germinacio.

19



513 4~Germinacio em Caldo de Cana com 3 adigdo de extrato de
sementes citricas CESO:

QUADRG 22~ Comparac3o da  germinacic de esSporns de
D NIGRIFICANS {1QZUFCfm1} em Caldo de Cana com e sem a adic3o de
ESC. AtivacZ%c no proprioc meio, Tratamento térmico para
inativacdo das células germinadas termosensiveis: 120 minutos =&
188°C em banho de Sleo para 9,001% v/v de ESC adicionado e para
o controle. Resultado em UFC/ml:

T IR A A L i T A 9 M S s S S R Mok e e o G e e i L A Wk i e T A T Ak e ey o T A R WK B e T o SRR AT A o o AR et

Tempo @,8901%v/v ESC Controle
- {horas) {(vrc/sml  %a@erm. ) (UFC ml %Aerm. )
& 7,7x187 0,0 7,7x10] 2.0
1 f:?,#?u:l{?}’~ 12,3 81,85«:}’&’5}l 12,3
p 4,8:«1%31 38,3 4, =i 34,68
3 4,9x1@1 37,0 4,2xlﬁi 51,5
5 4, 2x18 48,5 4,8x1a 48,7
7 3,5}«1@1 54,5 4,4x10 43,5
g 4,ﬁx151 48,1 3,9x1@1 48,4
12 3, 6x18 53,8 3,6x1@ 53,2
24 3, 7«16 21,8 4,8x10 48,7

Como pode ser observado na QUADRO 22, a méxima porcentagem de
germinacdo em Caldo de Cana sem adic8o de BSC fol nantida no
ensaio de germinacfo em Caldo de Cana adicionado do ESC: cerca de
58%. Porém, houve um atrsso na germinacio em Caldo de Cana oom
E5C, guando comparado ac enssio controle. Ho ensaio - controle =
maxima porcentagen de germinac3o foi atingida com 3 horas de
incubacdo a 55°C; 3% no ensaio com o Extrato de Sementes Citricas
& maxima poreentagem de germinacBo somente foi atingids a partiz
de 7 horas de incubacdo a 55°C.
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FIGURA S-Curva de germinacho s 55°C  dos azporos  de
DONIGRIFICANS om Caldo de Cana, ocontendo Extrato de Sementes

Citricas. Esporos ativados 40 minutos a 97°C em banho de dleo,
anteg da adic3o deo extratbo.
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£5.138~Anslise estatistica dos dados de germinacao sm Calda de
Canat '

Analise estatistica dos dados referentes 32 germinacic dos
esporss de D.onigrificans em melo caldo de panas e o efeito da
adicio de Extrato de Sementes Citricas (ESCY.

Fara a analise estatistics dos dados foi utilizado o teste de
Relmogorov-Smirnoy CSIBGEL, 19562, BEste teste identifica se duas
amogtras  independentes provém da mesme  populacio {ou  da
populacdes com a mesmsa distribuicie). '

GUADRD 23~ Porcentagem de germinac3c e distribuiclo de
frequéneis acumulada (k%)

% de Germinacao

* ' Temp de incubacdoo a 20oL (minuvtos)
BEIVE gy 1 2 3 5 7 g 12 24
|94 5,0 112,3138,8|51,0]48,7143,5148,4:153,2148,7

61 |@,6 {12,3]38,3]37,6(48,5(54,5(48,1155,9151,9
_ Rigstribuicdo de frequéncia acumulada por germinaclo
x

nelos b Fel2113=-18119-24125-30 {3138 3742 143~48148~54
» 1 1 2 2 pad 2 3 4 9
Gl 1 ol 1 ol 2 ol 2 ol 2 o] 2 o 4 +21 B +31 & o

* C

t

Controle

G1

]

Caldo Sovione adieionado de ESC s @,881% v/v.

s%  Ho QUADRD 23. os dados de freguéncia ascumulada significam:

[N _n], onde (N) é a frequéncia acumulada para cada curva de
gerninacia, & (n) € a diferenca de frequéncis acumulsda entre a
curva controle e cada curva de germinacio utilizando extrato

vegetal.

3 o o
{n } indica o maior wvalor de (n) paera cada curva de

germinacag,
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Hipotese inicial He = {(ndo existe diferenta significativa ac
nivel o = 0,05 de significdncia entre a anmostra con adicio de

sxtrate vegetal e a amostra controle).

Obzervande a tabela de valores criticos de nt para o teste de
Kolmogorov-Smirnov Two-Sample (vide apéndicey, para H=9 (ndmero
de indivaduos na smostra), o valor de o eritico € § (two tailed
test) para o=8.85 de significadncia. Deste modo, & hipdtese
.. . + . . .
inicial, He 56 &€ rejeitada para valores de » malores ou 1guals a

£, o gue nido ¢ verdadeiro parsa nenhuma dag populacdes exaninadas
e: portanto, @ valids a hipdtese iniclal:

HiZo exiete diferenca significativa =3 nivel de @.85 de
probabilidade entre ag amostras con adicic de sxtratos vegetals e
a amostra conirole.
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6§14 TIPQ DE ACAD (BACTERIOSTATICA o BACTERICIDAY  DOS
EXTRATOS VEBETAIS ENSAIADOS:

Us Extratos Fluidos de Alecrim, Angélica, Bengibre, Eucalipto
g Extrato de Sementes Citricas apreserntaram todos acio

bacteriostatics sobre o crescimento de D nigrificans.

Para todos estes extratos foli possivel a recuperacic dos
microrganismas inoculados em Caldo Soytone contendo o0s extratos
vegetals na sinima concentragdo inibitdris do crescimento
vegetative, apds subcultura e incubacio a 55°C  por 24 heras  em
meic sem 0 extrato, demonstrando gque a efeito  inibidor foi  de

natureza bacteriostatica.

A acio bacteriostaticea nio ocorred a nivel de germinacio comog
~ péde ser demonstrado nos ensaios de germinacico dos  esporos  de
D.ontgrificans em Caldo Sovtone na presengae dos gxtratos  de
Fucralipto ¢ Sementes Citricas e Caldo de cana na presenga  do
gxtrato de Sementes Ciiricas. Mestes SNSaios, ] efeito
hacterivstitico basicamente n3g interferiyu na contagem cos
Bsporos recuperades devido & baixa concentracido dos mesmos.
Pordm, nos ensaios para estabelecer o efeito dos extratos
vegetais na resisténcia térmice dos esporos, onde & concentracio
inicial & da ordem de i@sﬁﬁpmrasfml, houve ngcessidade de
neutralizar @ acfo dos extratos para consgguilr avalisr  com

precisdo os sobreviventes.
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6.15~-HEUTRALIZAGAC DO EXTRATO DE SEMENTES CITRICAS:

0 EBC, nbtide da "Quinabra - &Guimies HNatural Brasileira
LTDA", possue varios ecomponentes aque poderiam atursar LOmG
inibidores do crescimento vegetativoe dos esporos de
D.nigrificans: Acidos graxes, compostos de aménia, doido
cazebrbico amincdcidos ¢ outros (dadoz fornecidos pela inddstria
produtora). Compostes deste tipo podem apresentar uma forte aclo
bacteriostidtica sobre o8 mais diversos tipoz & formas de
microrganismos (KLEIN & KARDON, 1847; VALEQG & DUBOIS, 1844,
CHAPLIR, 18525.

Partinos ent3o pars uma tentativa de nsutralizacdo do E3C por
algum agente guimico. A busca de um agente neutralizante eficaz
depende, en grande parte, do conhecimente da compogicio guinica
do agente bacteriostético e da estruturas gquisica do  composto
tdxico presente no mesmo. Ho cazo de extratos naturais vegeltails,
poorre uma mistura de substinciasg, em concentracdes variaveis de
acordo com una série de fatores CDELIRE, 1885; BINCLAIR, 1u720.

A literaturs (BLOCK, 5.: 18773 indica gque sadentes Lfenso
ativog catidnicos devenm ser neutralizados com compostos anidnicos
potic o8 fosfolipideos {(ex. Lecitina de Sojal ou algum deterdente
anidnice (ex, Lauryvl BSulfatc de 8ddio). Estes neutralizantes
foram ensaiados no meio de subculturs de c¢aldes Bulfite, porém,

Sl [ULEHEC.

Foi ‘tentado entic modificar o meio dg cultura para o
grescimento do microrganismo, de modo que o EBU ndo afetasse de
modo dréstico as caracteristicas do meio de guboultura, 0O manual
tecnico INCQGS (1985) recomenda para testar a atividade de agentes
esporicidas, em particular ocompostos costidnicos ativog £
superficie, o meio de Caldo Tioglicolato Fluide (ver formulas3o
no spéndice) adicionado de B,5% de Tween 80 e 2,01% de lecitina
de soja. A seguinte sgeguéneia de engaios foi  efetuada,
bageando-ge na netodologia descrits no maenual téeonico INCRS
(1985): '
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©.15.1-Modfificacdo do meio de Caldo Tioglicolato Fluide CCTFY
para crescimento de D.nigrificans e tentativa de noutralizacio do

gxtrato de sementes citricaa CESCD:

QUALRO  Z24-Creseimento & recuperacic de Donigrificans en
diversas formulacdes de OTF. Metodologis para contagem: NMP-5.
Indculo de 18*UPC/ml:

H——"Mw“———umu———n—wﬂnmm——'mm““——wnmtﬁ—.”wnmﬂ—wmmmw_“mu-ﬁ——uwﬂ“‘———un““mh—m

neio de cultura contagem (NHP/ml)
cs : 7,9x1a°
CTF 2, 3x18"
CTF + 1 prego/tubo 2,4x19
CTF + 1 prego/tubo + 8,05% Sulfito de Sédio Z,4=18

T TSI TR ST AR AN S s s S S MW el Mk ko et it A A L Tk i Pt BT RS U b ek ik e ey e U AR Skt bt e e o TR AR WA AR S S o e Y AP APAE A ke b e frm

O ecrescimento dos espores de O.nigrificans nioc oseorren  de
‘modo gignificative em OTF zem a adic3c de uma fonte de ferro
{prego galvanizado).

0 resultado em C3 fol obtido em até 5 diag de incubacdo s
55¢C; 32 o crescimento em CTF com prego foi obtide en 4 8horas,
conseduindo uma maior recuperacdo de D.onigrificans, O meio de CT
adicionado de prego e sulfito de sodio chegou 3 mesma contagem
final que o meic CTF apenas oom prego, porém, em cerea de
72horas, Deste modo, o0 meio de Calde Tioglicolato Fluide contendo
um prego pequenc galvanizado (Calde Tioglicolate Fluido Ferro,
CTFF)Y foi enssiado como meio para tentar s subcultura @

neutralizacio do E3C,

BUADRD 25-Ac3o do EBC sobre o orescimente vegetativo dos
espores de Donigrificans em meio de CTFF & aomparacio com o
resultado obtido em C5 e CB3Y. Populac3¢ enssiada de 1@23F0/mh

AT Y M A S ke ek o i et . T AT AR TS WM A et ks Al ok e ey T L P TR WHR M M ik i ek e e e e R MM AN SR A i i e e . e e Ta AR e SMA AR A e

meio de coneentracas de ES5C (% v/v)
subcultura i g,1 @.,01 @,881 é,0031 g,00081
] - - - - - - + 4 + +

o8y - - - - - - + 4 bt
CTFF - - - - + = Y ¥

D.nigrificans cresceu em CTFF a concentracbes de §,081% wv/v
de ESC ou menorez, indicando ums maior fseuper&céa dog  e=zporos
.neste novo meio, tanto sem (QUADRQO 24) como com (BUADRO 28%) o
EGC. R0 fol determinada a causa deo aumentoe na  recuperacdc dos
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espores, no entanto, come para determinar a resisténeis térmics &
importante utilizar um meioc de subculturzs gue permita =1 maior
recuperasio dos sobreviventes, decidimocs utilizar o meio CTFF,

6. 15.2-Efeito toxico do agente neutralizante (Lecitina de soja e

Tween 807 sobre o crescimento dos esporos:

QUADRG 26~ Cregoimentoe de Donigrificans egn meio CTFE
sdicionado de vArios niveis de L&dit@na de Sojam e Tween B2.
avaliacdo do efeito oxiog do Neutralizante:

Lecitina de soja Tween B NHP~3 {ﬂHP}ml)
By ay tconirole) 9,3x18°
3,81% A,5% tocone, rocomendada)l 2,3&(1@4
#,P01% %,B5% 7, 3x19"

b

#.,8061% 2,985% g9,3x19

Houve diferenca no crescimento de Donigrificans em meio CTEF
oom 8 adiclo em varies nivels de [L] e (T3, 0O crescimento fol
maior & mals répido nas formulacdes contende niveis malcres tanto
de [L1 como de [T1. As concentraches 8,81% de [L] & 9,55 de ([T]
bem como @,081% de [L] e ©,85% de [T] renderam resultados iguais
en UFC/ml: no entanto, na primeira combinacds (8,818 de (L] e
#,.5% de [T1) houve uma recuperacdo em menor tempo (24 horas;.

0 agente nentralizante ndo fol téxico ace microrganismo; ao
contridrio, favorsceu & subculbtura.

Para os testes de neutralizscedo fol entdoc utilizade o meio
CTFF contendo a maior quantidade do mgente neutralizante testado:
CTFF com #.01% de lecitina de soja e @&,B5% de Tween B8, agora
denominade CTFFLT, confirmande a indicacdo do IRCES (1383).
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5,15 3~Neutralizacao do extrrato de sementes citricas:

QUADRD 27- En=alo de neutralizacio do  EBS8C por lecitins de
soaja & tween 88 em meio de CTF. Indculo de 1EZHF€/m1:

CTFFLT “indculo controle” 4,3x1ﬁ2 S
CTFFLT "indculo com BESC- 4.3x18 1p8%

0 novo meio de subcultura, CTFFLT, recuperoun totalmente a

poprlacdo de esporoes incculada na presenca de ESC.

A ativacdo dos esporos Juntamente com o EBRC ndo provoooh
reducdo na contagem dos wicrorganismoes, indicsando desprezivel
acdn inibidors nesta fase de desenvolvimenio dog esporos.

Uma vez definidc o novo meic de subculturs para 05 esporos,
08 ensaios de resisténeia térmica em CSY ¢ CC  foram realizados
tendo como suboultura CTFFLT (pelo método do HHP-3).
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£16~ RESISTENCIA TERMICA DOS ESPORDS DE  D. NIGRIFICANS,  ENSAIOS
PRELIMINARES:

6,151 - Calibracao do termopar tipo T:

QUADRD ZB-Calibracio do  termopsry Tlexivel Ferro-Constantsn
contra termémetro de mercUrioc padrSc, em banhc de Sles, para
medicdo (o atraso térmice na determinacio ds registéncia térmica
dog esporos de Donigrificans pelo méiodo do Tubo TDT:

T banhe (0L} T padrac (G} T Ltermopar {0}

185,28 100, 0 | 108, 0

114,48 145,8 145,68

115,48 112,2 11,7

128 ,8 117,88 118.,4

125,8 123,8 123,3

136,49 128.6 127.5

Egusciao da Calibracio para o termopar flexivel

Ferro-Constantan:

Tepadrao = -3, B4BE74188 + 1,@113??753TWNWWPm‘(rzﬂxmxﬁ}

6182 -Atraso termico medide com auxilic do termopar tipo T

previamenle calibrados

QUADRD 28: Atraso térmico (AT) em minutes, medido para o
caleulo da resisténcia térmics dos esporos de D.ﬁigrifiaans em
meio de C3Y & em CC pelo método do  tubo TDT, utilizando-se de
termopar flexivel Ferro~Constantan calibrado:

A i i b bk i b A S R S R R iy e el i A

Temp (o) Cc8Y ce

115,88 3,68 3,00
12,8 2,80 2,59
125,86 1,58 1,87

i iy o Ak A WL A A P A e e i ek ek L S S A R T T e

0 atraso t#rmico maior em meio de Calde de Cana pode ser
explicado levando em conta as particulas em suspensdo e maloer
vizcosidade do mesmo.
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£.17-RESISTENCIA TERMICA EM CALDO DE SOYTORE. SUBCULTURA EM  MEID
CTFRLT:

QUADRG 30~ Resisténeis térmica de esporos de Donigrificons em
nieio Caldo Sovtone. Temperatura de tratamento térmico: 115°C.
Ativac®p no préprio mein por 48win/97°C.

§. L{ocor.} Sobreviventas Média Log{m&iia)

{min) {min) (HHF/ml: {(NMF/ml3

' I II IiI

2 2 2,1x18,  5,3222

i 15 Z4PPB 2408 24000 2,4x1@3 4,3882

33 3@ 11868 2188 2108 5,1x1@2 53,7847
48 45 236 4308 439 B,Qxiﬂz 2,7757

B3 BY 438 230 438 3,Bx218 Z,5883
Daam = 21, 84min Rz = 06,8785

GUADRD 31- Rezisténoia térmica de esporos de Donigrificans sm
meio Caldo Sovtone Temperatura de tratamento térmioco: 120°¢C.
Ativacio no préprio meio por 40min/97°C.

t t{cor.? Gohreviventes Média Logimédia)d
{min} {(min) {(NHP/ml) (NHP/ml 3
1 IT 113
% @ 4,3x1@; 4,B335
5 3 4390 3300 7598 ?;ﬁxlﬁa 3.8472
i@ 3 758 434 1508 l,ixiﬁz o 8253
i3 13 238 230 e e Z;Bxi@i 22,3817
28 18 43 23 a3 5,3x18 1,7243
Dazo = B, 37min Rz = $,98308

GUADRO 32~ Resisténois térmica de esporos de D.nigrificans en
meio Caldo Soytone Temperatura de tratamento térmico: 125°C.
Ativacio no préprio meic por 4Bmin/87°C.

e o e it ot e . ik BE A B e M e S Y T T o e A AR B Tk ok o AR B TR S o ke b A U S A T T e R MR SR R S ke i e ity e e e e

T t(eor.} Sobreviventes Hédia Log{média)

{min) (min) {HANP/ml)} (HHUE /ml)
I 11 TII

g B 89,3510 4,9685

3 1.5 4380 2388 15089 E;ﬁxiﬁz 3.87892
¥ 4 2.5 830 gaf 830 9,3X1@z Z,B685

5 3,5 758 a36 430 ?,ﬁxi@z 2.,8472

8 4,5 439 23a 389 3,510 2,5441

¥ ponhto causador de deslinearidade
Dizm = 1,83min Rz = §,8881
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ﬁ‘f?_‘iucélculo do coeficiente térmico valor 2ol =] da

Energia de Ativa¢§n para D.nigrificans em Caldo de Soyilonet

QUADRO 33~ Valor de Z(OC) calculado a paritir dos wvalores de
D{min), obtidos a 115, 120 e 125°C &:

N T T T AT AR P VIR ST A T T e e T ek el i ke ok b ok A e M Gkt A S KA B AL RAS U SR AR R R TR SR e e

Temperatura (o0) O (min3 Lag (D)
115,08 21,04 1,3231
128.8 8,37 @,8839
125.8 1,83 @#,2818

Z = B 42880 Rz = #,9998

Este valor de Z°C obtido para os esporos de D.nigrificans en
meic Caldo Sovtone (pH 7.8), estd de acorde com valores de 2
indicados por DONNELLY & BUSTA (1988) para ¢ mesmo ®microrganismo
em diversos meios a base de moja: entre 68,7 e 9,5°C.

0 valor da Energia de Ativac®o (Ea) & definido gomo:

Ea = 2,383 = l,98(caljm01¥K) x Ti{R) = T2(X) / Z{(oC) ,onde

T+ e Tz 30 respectivamente a menocr ¢ a malor tesperatura de
processo; neste caso: 115 e 125c¢C. Deste modo,

Ea = 2,303x1,88x(115+273)(125+2785/9,42
Ba = 74.752,04 cal/mol ou
Ba = 74,783Kcal/mol

1



FIGURA 6-Curva do Logaritimo do ndmero de esporos ds
D.onigrificons gohreviventes a tratamentos térmicos 3 115, 128 =
125°C en  Caldo fovtone wversuas tenpo de fratamento  térmico,

Esporos ativados 40min/97°C 1o prépric meio antes do
térmico.
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EIG@RA T~Curva Fantasma (Log [ versus Tenperatura) para

D.onigrifeans em (aldo Sovitone, HEsporos ativades antes do
tratamento térmico:

Cupva Fantasma ew {aldo de Soytons

Xoxig G I3

115 11? 119 léi 1&3 123
temperatura (ol)

{E REGRESSION POLYNOMIAL OF LINE 1 -~

tOLL3STE+@L) + {(~1.D&DE~BL XX
THE VORIAMCE ~ 3.931E~85

83



647 2-Resisténeia térmica em Caldo Soytone ¢(CSY) adicionado de

extrato de sementes citricas CESC):

GAUDRO 34~ Resiziéneis térmica de ssporos de Donigrificans en
£8Y adicionado de 8,85% v/v de ESC. Temperatura: 115°C. Ativacio
no préprio meio: 4Bmin/97°C, depois de adicionado o Extrato:

g tgaar,} Sobreviventes Hédin Log{média)

{min) (min) (NHP/ml1) {(HHP/ml>
I II T1ii

8 % 4,1%187 4,8112

i5 12 2480 11898 1igag S,QX1@3 23,8183

27 24 838 2408 2488 1,8x1@z 3.2818

34 3B g3y 438 239 5,3x1@z Z2,7243

51 48 108 218 o m 1,8x18 2,2553
Diss = 28, 35min Rz = ©,8841

QUADRO 35~ Resisténcia térmica de esporos de D onigrificons en
CARY adicionade de B,05% v/v de ES5C. Temporasturx: 1TEC. Ativasko
no proprio meia:r 40min/877C, depois de adicicnade o Extrato:

R t{cor.) Sobreviventes Média Logimedia)

{min} {(min} (NHP/ml> (HKP/ml)
I IT IIT

B @ 2,zx1@j 5,3385

4.5 2.8 11868 11968 24440 1,5x253 44,1858

& 7 1586 a2aa 1586 l,Bxiﬁz 3,117

13,5 11,8 238 238 238 Z,leﬁg 2,3817

8.8 18,8 28 83 84 B,2=18 1,781
Dizo = 4, 508min Rz = &,8585

QUADRD 36~ Re=zisténcia térmica de esporos de D.onigrificans en
C8Y adicionade de @,05% v/v de BSC. Temperatura: 125°C. AtivacZo
no proprioc meio: 48win/87°C, depois de adicicnado o Extrato:

. —— i AU i R AT T ey ke il AR VAR AR AR ey e M AL HRA ARG TR T e e ek AL VR P e e e e AL WA A TS VR ST R R s A Ml W S ke A S e

A t{cor.) Sohreviventes Hédia Log{madia)
{min) {min) {HHP/ml) (NHP/ml}
I T 11z
5} % 4,1%18° 5,8112
2.0 1 11890 Z4P680 24004 2,9x19, 4, 2837
* 3,86 2 1580 1580 - 1,5x18 3,1761
4,5 3 1508 a3a 43¢ 8,5x1ﬁ2 2,8792
5,5 4 438 216 230 2.8x18 22,4824

e ey ok S b AV AV AR WA o e e . Ak A U S A R o e e e sk 1 L W . e ke A WA A AT B e s ke el W W T W R i S A R b A i e i

% ponto causador de deslinearidade
Dizns = 1,31min Rz = 92,9687

a4



8173~ Calculo do cosficiente termice valor ZC°C) e da Energia

de Ativagio para D onigrificons em Caldo Soytone com ESCH

QUADRO 37~ Valor de Z{QC) caleulade a partir dos
D mind, obtidos a 115, 126 e 1250 é:

valores de

Temperaturs {ol) D (mind Log (D)
115.,4 28,35 1,3888
126,06 4,69 g,68%11
125,4 1,31 @,1185

Z = 8,48 oQ Rz = &,9978

Este valor de Z°C obtido para os esporos de D.nigrificans em
meic Caldo Soytone (pH 7,8) adicionade de 8,85% v/v de ESC, estd
de acordo com valores de Z indicados por DONNELLY & BUSTA (188&)
para o mesmo microrganismo em diversos melios a base de soja:
entre 6,7 e 9,5°C.

0 valonr dsa Energia de Ativacic (Ea) € definido como:
Ea = 2,383 % 1,98(cal/molxk) x T(K) = Tz(K) / Z{(0oC) ,onde

T: ¢ T2 s30 respectivamente a menor £ a maior temperatura da
processo; neste caso: 115 e 1250C. Deste modo,

Ea = Z,ﬁ@Bxl,Sﬁx(115+2?3)(125+2?3)/8,4@
Ea = B83.828,87 cal/mol ou
Ea = 83,83Keal/mol
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FIGURA B~-Curva do Logaritime do ndwmero de esporos de
D.onvgrificans gobreviventes g tratamentos térmicos 8 115, 128 =
125°C em Caldo Soytone adicionado de Bxtrato de Sementes Citricas
a @,85% versus tempo de tratamentc térmico, Esporos ativados

Aflmin/S7°C no préprio meio antes do chogue térmico.
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FIGURA g-Curva Fantasma (Log [ versus Temperaturs) para
D.onigrifecans epn Calde Soytone adicionado de Extratoe de Sementesn

Gitricas a 8,058 v/v. Esporos ativesdoz antes do  tratamento
térmico junto com o ESC:

Cuwrpa Fantasna en Calde de Soutone + EBC
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115 11? ll? lii iéB 125

temperatura {oll
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{ 1.31SE+@1) + (—1.284E-81)%X
THE VARIANCE -~ $.434E-04
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6§17 4—Comparacdo da resisténcia térmica de D.nigrificans em
Laldo Soytone com © sem a adic&o de ESCE

QUADRD 38: Registéncia tdrmica ocom & sem adiclo de §,BH% v/v
de ESC. Subecultura dos microrganismos em meio CTFFLT:

e ——— V. A SR M Ts S A VT VR ARG U A W AR U R LW W L Wk A A S A S e Sk e ek s ik b Rk

Itemperatura {aC) Valor Ulmin) Valer DBémin) reducio na

gemn BBG com ESG regsisténcia
115 21,84 28,35 3,28%
128 8,37 4,88 26,37%
125 1,83 1,31 28,427

T v e ey .y e ke k| vk ik A BAL SAB AL BANC ARSI RER A BEY TRV YA VTR T TS e e ek ey e e ek e L A VAL U G G AR BAY WA VEY RGP TR NP R ey ey e e

A acdn sinergistiecs do calor = do ESC causou uvms reducdo de
aproximadamente 3% na registéncia férmica a temperatura de 115°C;
e de até 28% a temperaturas de 128 e 125°C na resisténcia térmica
do miecrorganismc. Este fato pode ter aplicacdo pratica em
processos  industriais onde uma reducda da resisténoia deg
D.nigrificons é desejada.

S8



518-RESISTERCIA TERMICA DOS ESPOROS DE D. NIGRIFICANS EM CALDO DE
CANA. SUBCULTURA EM MEIG CTFPLT:

GUADRD 38 Esporos de D.onigrificans sobreviventes 8
tratamentos térmicos a 115°C em Caldn de Cana., Eaporos ativados
4Bmin/87°C no préprio meio antes do chogue térmico.

S e L - R S W W AR SRR AE Y R A PR e e e e e . e i ol i it i bk Skl Al WA A AN VER SRE W A B i M e e b b ke ek ekl e W S T R TRR VTR Y e e

i t{cor.) Sobreviventes Hédia Log{meédia)
{min) {min) (HMP/ml) (BHE/m1)
I Ii I13

i B 9,3x187  4,9685

g i5 24000 24080 24008 2,éx152 4,3B@2

33 38 438 439 230 S,Exiﬁz 2.7157

48 45 438 158 —— E,Qxlﬁi 2.4624

53 1515 43 43 43 4,3x18 1,8335
Daas = 17,47min Rz = 83,8582

QUADRD 4¢: Esporos de D.nigriftoans sobreviventes B
tratamentos térmicos = 120°C  em Caldo de Cana., Esporos ativados

4Bmin/87°C no préprio meio antes do choque térmico.

. i s it A A S A R T e Tk ok Lk Wk A R N P S gl o i W o AN ARR M M T ek i At S AR AR TR R T st fewd e WL B N e ki ik e S s s

t t(eor.) Sobreviventes Média Log(mnédia)

{min) (min) (NMP/m1) (NHP/ml)
I 11 III

g @ 9,3x1@: 4,9685

4 1,5 15000 46000 119000  5,7«<10 4,7558

8 5,5 11900 4600 4608  B,7x10 3, 8282

12 9,5 430 338 2488  1,3x18, 3,8981

18 13,58 2538 230 230 2,3%10 2.3517
Dizo = §,0Y9min Rz = ©,9376

QUADRC 41: Esporos de D.nigrificans sobreviventes a
tratamentos térmicos a 125°C enm Caldo de Cana. Esporos ativados
4Bmin/87°C no prépric meio antes do chogue térmico.

t t{oor, Bobreviventes Hédia Log{médial
{min) {(min) (NHMP/ml) {HHP/ml)
I Ix 111
g 2 4,3=18°  5,8435
Z,87 1 ZARBE 244008 2408080 '2,4x1@3 4,3882
* 3,87 & 2488 2406 2480 2,4xiﬁa 23,3882
4,87 3 248@ 938 538 1,3xi@z 3,84881
5,87 4 938 43¢ 23¢ 5,3x18 2,7243

¥ ponto causador de deslinearidade
Dizs = 1,40min Rz = 8,8602
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£1814-Calculo do coeficiente termico valor Ze e @ da

energia de At.ivaf;:&o para D.nigrificons em Caldo de canai

GUADRD 42- Valor de Z(°C) calculado a partir dos valores de
D(min), obtidos a 115, 120 e 125°C &:

VBRI A A ke . b et sy, s o e o [ Aoy U R PR AT R AN R BNE R S W S s W ekl ik i ik e e el e e el m

Temperatura (oC) D (min) Log (D}
115,69 17,47 1,2422
1244.8 5,49 g, 7685
125,86 1,48 #,1475

Z = ©,134800C : Rz = &,3988

A resisténcia térmica de D.nigrificans em meio de Caldo de
Cana € um trabalho inédito. O valor de Z°C obtido para os esporos
de D.nigrificans em meio de Calde de Cana {(pH 5,158) esti de
seorde com valores de Z indicados por DONBELLY & BUSTA (18885
para o mesmo microrganismo em meio a base de sojs: 6,7 a 9,5°C.

0 valor da Fnergia de Ativagio (Ea) € definido como:

Ea = 2,303 x 1,88{cal/molzKk} x Ta(Ky = Tz(K} / Z2(ol} ,onde

Ty ¢ Tz glo respectivamente a menor ¢ a maior temperatura de
processo; neste casc: 115 e 1250C. Deste modo,

Ea = 2,3B3x1,98x(115+273)(1258+273>/8,13
Eg = 77.126,42 ecal/mol ou
Esn = 77,138cal/mol

G0



FIGURA 18-Curva do Logaritimo do ndmero de esporas de
D.nigrificans gsobreviventes a tratamentoes térmicos & 115, 1280 e
125°C em Caldo de Cansa  versus fempo de tratamento itormico.

Esporos ativados 4Enﬂnf8?°c no préprio meio antes do chogue
térmioo,
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FIGURA 1i- Curva Fantazma {(Log D versus
Caldo  de
tratanento térmico:
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618 2~Resisténcia térmica dos esporos de Donigrificans em Caldo

de Cana (OO =& efeilo de sxirato de sementes citricas CESCH:

QUADRO 43~ Registénoia térmica de egporoag de D.nigrificans am
meic OC adicionado de 2.80% v/v de EBSC. Temperstura: 115°¢.
-Ativacioc no proprio meio: 4@min/87 C, depois da adicdo de ESC:

e . ik ke AR P T R TR R TR AR PR T T e M e . S i A WA S R NI A e e e ek s bk ek e A M AN R S SRR DA SR e i e e ke kU bl A W S AL A

i t{oor.) Sobreviventes Média Log(meédia)

{miny {(min) {(RM¥P/ 1> (NHP/mi1)
I i ITI

Y @ 1,4x18 5,1538

18 15 4308 1515 4 305 7,5*1@3 33,8827

a3 an 2408 436 4088 E,ﬁxl@a 3,3938

48 45 438 893 238 2,5x1@1 2,3887

B3 %1% 23 4 15 1,418 1.1481
Das = 15, 79min Re = ,9828

QUADRO 44- Remisténoeia térmica de esporos de D.onigrificons en
meio OO adicionado de 8.895% v/v de ESC, Temperatura: 126°C.
Ativacio no proéprio meioc: 4Bmin/G7°C, depois da adicdo de ESC:

t t{oor.) Sobreviventes Média Log{média)

(min) {(wmin) {NMP/ml) (RMP/ml)}
I 11 111

2 ? 8,8x10.  5,9482
* 4 1.5 o309y 1580 24088 i,Bxlﬁa 4, 2868

8 5,58 1580 B3 4580 2,318, 3. 36400

12 9,5 239 <18 1503 8,5x1@1 2.8187

16 13.5 e e 83 3 9,3x18 1,8685

e e i v ik ik ikt S AR TR R T e e b Ak A WA P e R T .l ik A A WL AR et e el T S WHL W MR e e T e e A W A e el ek M R e e e

* ponto causador de deslinearidadse
Dtzo = 3,48win Rz = 3,83186

GUADRD 45- Resisténcia térmica de esporos de D.onigrificans em
meio CC adicionsdo de @,88% v/v de E3C. Temperatura: 125°¢.
Ativac3o no proprio meio: 4gmu¢g?°c, depois da adicio de ESC:

- Y . Aok it o S AT o o ot e 4 ABR W YA PR . W Sk AT VN, R e T e e G WS- SR A e etk o S A A B S S S R o ol AL A A R e

t t{cor.) Sohreviventes Heédia Log{média)
{(min) {min) (HHP/ml) {BHP/m1)
I IT IIT
Y @ §,8x18" 5,8462
2,87 1 Z4GB8 24000 24898 2,43189 44,3882
3,87 2 24060 2480 - 2,4x1ﬁz 3,382
4,87 3 930 938 430 ?,Sxiﬁz 2,8827
5,67 4 ———— 430 439 4,3x218 2,8335

o i A An AT PR o T i i W U T ok k. A AR AR g el e W A L At e Sl el W B T U T e T o M T i W A e e s e e

% ponto causador de deslinesaridade
Dizs = @, 30min Rz = 88,8479
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BA83~ Calcule do coeficiente termico valor 2ZC°@ o da

Energia de Ativagao para 0‘n£§rifican5 em Caldo de Cana com ESCE

QUADRD 46- Valor de Z(OC) caloulado a partir des valorss de
D{min), obtidos =& 115, 120 e 125°C &:

Sl e st el i ek ke e i e e e et it eyl el o el el g ey W T R ey A s VPR e e mA e Wl W VA TR A AR 36 A AR

Temperatura (ol) D (min} Log (D}
115,09 13,79 1,1884
128,08 3,48 @,542¢
125,@ &,88 -@,638%

4 = 8,2878 ol Rz = 33,0874

A resisténeia fermica de D.rigrificans em meio de Caldo de
Cana € um trabalho inddito, bem como a aclo combinada de extratos
vegetais & calor na resisténoia térmica deste nmicrorganismo. 0O
valor de Z°C obtido para os esporos de D.nigrificans em meic de
Caldo de Cana (pH 5,15) adicionado de 8,85%v/v de ESC estd de
acordo com valores de 7 indicados por DONNELLY & BRBUSTA (1988)
para ¢ mesmo microrganismo em meioc a base de soja: 8,7 a 8,5%.

0 valor da Energis de Ativacdo (Ea) € definido como:

Ea = 2,383 x 1,98{cal/molxk) x T4(K) = Ta2(K} / Z{(oC) ,onde

Ts ¢ Tz 530 respectivamente a menor e a malor temperaturas de
processo; neste caso: 115 e 1250C. Deste modo,

Ea = 2,303x1,98x(115+273)(125+273)/8,29
Ea = 84.941,40 cal/mol ou
Ea = 84,84Kcal/mol
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FIGURA 1Z~-Curva do Logaritimoe do ndmerc de esporos de
ponigrificons sobreviventes a tratamentos térmicos a 115, 128 ¢
125°C em Caldo de Cana adicicnado de 8,85% wv/v de Extrate ds
Sementes Citricas versus tempo de tratamento térmico. Esporos
ativados 40min/87°C no préprio meio antes do chogue térmico.
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FIGURA 18- Curva Fantsems {(Log [) versus Temperatura) para
D.nigrifcans gn Calda de Cana adinionado de Extrsto de  Jementesn
GCitricas. Esporoz ativadoz antes do tratamento férmico:
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{ L.392E+@1) + {(~1.108E~@1)%X
THE VARIANCE - 5.193E-~B4
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8j8ﬁwﬂampara¢&0 da resisténcia térmica de Donigrificans em

Caldo de Cana oom @ Sam a adicio de ESC

QUADRD 47: Resizténcias térmica com e sem adicdo de 0,808 v/v
de ESC. Subculturs dos microrganismos em meic CTFFLT:

[T ———————— L SRR E Ll Rl Sl et e e el

temperatura (of) Valor D{min) Valor D{min’ reducio na

Sem ESG Qon EBG resizténeia
1158 17,47 15,79 Q,82%
128 5,689 3,48 31,83%
125 1,48 ¢,98 38, 8d%

A acio sinergistica do calor e do ESC causon uma  reducdo  de
aproximadamente 18% a temperatura de 115°C e de até 30X a
temperaturas de 120 ¢ 1250C. Este fato pods ter aplicacdo pratica
em proceszos industrisis onde uwa reducdc da registéncia  de
D.onigrificans & desejada.
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6.19-Comparacac da resisténecia tdrmica de D nigrificons em Caldo
Saytone e em Caldo de Cana, com 2 sSem & adigdo de ESC

QUADRD 48: Valores ds D(muO,Z(QC) g FalKeal/mol) para
gsporos de D.nigrificans em C5Y e CC com e sem adiglc de @,05%
v/v de EBC. Reduclo na resisténecia térmica (RRT) en %
Coeficiente de correlac3o dos dados da regressdc linear raz.

Subcultura dos microrganismos em meio CTFFLT:

A M i W A L - S - e e e e e e e e e A AN BT AR AR A S AR T e i i e e i o el v S A ST VAT SR A S T R R TR e

T, (o0 | Caldo soytone éé Caldo de Cana i
S isem ESCicom ESC) RRT |isem ESCicom ESC; RRT
§"""§£§ “““““““ %Emiijélnguﬁﬁjéghéhmérﬁéwii"£§:£$mgmiéj§§"iﬁu§réﬁwf
irZ é% @,97 % g@,99 % ii @,99 E G,08 i %
120 {{"FE:QEMENHETéQ“{“5§T§$F§gﬁugfégwi__éfééng“Qizé§“§
%:z ié a,98 { ©,95 i {% 1,00 i g,93 € g
i_"_igg """"""" %g_“zjégmi_vlrggmg_ééfiﬁnig"_Ejiémimwéfégﬁiugéjéé_i
%rZ gg 2,99 i @,97 % i% @, 98 { @,95 i {
EwwiggéguﬂmwzzgE_“§TZ£"§_MéfzgzéL;mmzxxé{nngﬁigfiz;éfgéuizzulzzzé
§r2 E{ 1,00 % 1,00 i %{ 1,00 g 1,00 { i
B (Rela/moiri| 74.75 | 63,83 { il 77,15 | 64,94 | i
! ; | !

De modo géral, tanto em Caldo Soytone como em Caldo de Cans,
3 medids gue a temperatura do tratamento termoguimico aumentou
{faixs de 12@m125°c>, houve uma redusdoc na resisténeia térmica
dos esporos da ordem de 28% no caso do Caldo Soytone e de 30% no

caso do Caldo de Cana.

Sobh o ponto de vista pratico, isto implica que um tratanenta
térmico (F em minutos) nesta faixa de temperatura seria reduzido
em sproximadamente 38% pela adic3oc de ESC a 7,05%,

Para a industris de alimentos, nog DrOCeEssns onde
D.nigrificans é conbaminante, esta reducio pode significar menor

gasto de energis e consequentemente economia de tempo e dinheiro.
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FIGURA 14-Grifico de barras camparandg a resisténcia térmica
de essporos ge DLonigrificans em Caldo de Soytone (CBY) e sm Caldo

de Cana {(CU), com e sem a adiglo de Extrate de Sementes Litricas
{EBC) =
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7 - CONCLUSOES

i~A gesporulagic do Desul folomaculuwn nigrificans em meioc de
composto de terra (584 v/v) de crescimento de cogumelos (DONNELLY
& BUSTA, 1988) foi satisfatdria: =17iy 8 dos microrganismnns
esporularam. Fol obtida ume suspensdo de esporos a concentragio
pa i,5x1@6UFC/mL. Porém, novos esforens devem ser aplicados para
desenvolver um métode de esporulacio mais eficiente para este
microrganiems., Além disto, & suspensio de esporos  resultante =
gificil de manipular (formsa grumos), & de cor gscura, O Gue
torna  inpraticavel gualguer matodo gspectrofotométrico de
ohugrvacin dos esporos, 2 sua limpeza € dificultada pela presenca

da terra.

2~ métodp de contagem dos @Eporos de D.nigrificans
germinados em Tubos, mostrou-se eficaz e semelhante 2 métodos
canvencionais come o “Namero Mais Provavel”; CHIE M para
alimentos particulados ou grumosos & recomendado a utilizagdo do
método do NMP devido & dificuldade em visualizar as coldnias pelo

__métmdm ge CLCT.

A-0s esporos de D.nigrificans utilizados no presante trabalbo
possuem o melhor bindmio tempo/temperaturs de ativacio tdrmica em
tarno de 42 minutos a 97°C, tanto em Agua destilada vomo em Caldo

Soytane {pH 7,4@) ou Calde de Cana {(pH 3,138).

4-Dos 29 extratos vegetais testados guanto & inibicio do
crescimento vegetativo das células ativadas de D oailgrificons,
Extrato de Sementes Citricas (ESC) foi o gue apresentou ous

melhores resulisdos: Concentracdes de @,881%v/vy (18ppm) - ou

maiores inibiram totalmente o crescimento vegetativa de

. 2 .
aproximadamente 19 esporos/mi.

5-Extrato Filuido de Eucalipto (EFE} seguido de Extrates
Filuidos de Alecrim, Angélica e Bengibre também apresentaram
resultados promissores: Concentracdes de &,1%v/v  {10@6%ppm) ou
maigres inibiram totalmente Q crescimento vegetative de

aproximadamente iBZEEPQrDE/mL

b0 aclo de EFE e ESU & dependente da concentracido celular.

2 ] ¢
Ouande & concentracio celular aumentou pars 18 UFC/ml as  einlmas

EALs]



concentracdes imibitdrias para EFE e EBD foram 1,0%v/v (10B80ppm;

ou maiores & Z,1%v/v (100@ppm} oy maiores, respecltivamente.

7-05 extratos de alecrim, angélica, gengibre, eucalipto e
sementes citricas apresentaram todos Lm efeito imibidor
hacteriostatico do crescimento vegetative dos ESPOros da

D.onigrificans.

A-Cerca de 93% dos esporos de Donigrificoans germinaram em &8
minutos de Incubagdo a 55°C em Caldo Soytone. O Extrato Fluido de
Eucalipto ndo afetou de modo apreciiavel este processo; pelo menos
a 8,1 » B,81%v/v. Do mesmo modo, o Extreto de Sementes Cifricas
‘nip apresentou efeito aprecidvel na inibicdo da germinacio dos
gsporos de D nigrificans pelo senos nas concentracdes de 8,081 e

@,06381%v/v ensaiadas.

9-0 meio Calde Tioglicelato Fluido Ferro, adicionade de
L.ecitina de soja e Tween BQ como neuwtralizantes (melo CTFFLT),
mostrou-se eficaz na subcultura dos esporos de D.nigrificans € na
neutralizacio do extrato de sementes citricas. 0 ensaic com esta
técnica permitiuv avaliar a resisténcia térmica de D.onigrificans a
tratamentos combinados calor-ESC. Mo existe na literatura
referéncias com relag8oc e tratamentos tersoguimicos com extratos

vegetais para este microrganisma.

iB~-Guande @,25%v/v de ESC foi combinado com calor o efeito na
resisténcia térmicra variou com a temperatura e 0 melio de
suspensio. Uma ordem logaritimica de morte fol observada em todos
o5 casos. Guando os esporos foram aquecidos em caldo soytone, 3,3
a 28,4% de reduclo na resisténcia térmica {RRET) Foi observado
para temperaturas de 115 a 125°C, Para Caldo de Cana, um aumento
na % de RRT de 9,6 a 3@% foi observado de 115 a 125°C. Sob a
ponto de vista pritico, isto implica‘numa reduclic do valor de Fa
an aproximadamente 30% para para tratamentos comblnados a

temperaturas de 120-125°%C.

ti~lepvando em conta a exbtrema resisténcis térmica dos esporos
deste microrganismo, o uso de tratamentos termoguimicos pode ser
gtil na reducfo da resisténcia térmica e portanto auxiliar no
projeto de processos  térmicos  menos  rigorosos  em alimentos

contaminadas por este microrganismo.



172-Mais estudos devem ser desenvolvidos noe sentido de avaliar
diferentes concentragdes de ESC e dos outros extratos en

combinacio com tratamentos térmicos.



8- APENDICE

8] 1-PREPARACAD E COMPOSICAD DO MEICQ DE ESPORULACADS

a—- Composto de infusio de cogumelo:

Composto de cogumelo esgotado & a terva deixada apés o
crescimento dos cogumelos, obtido do lugar de producdo dos
mesmos. Utilizou—se 20@g do  composte e 25@mi de  Agua

destilada. A mistura fol autoclavada da seguinte forma:
~2Bmin/121°C.

~incubado por 24n/53°C.
-~novanenie autociavada 20win/121°C e incubada por 24h a
595°0.

—~filtrado com gase esteril.
~autoclavada 2@min/ 121°C.

~Temperada a 35°C.

b~ Composic8o do Caldo ECTF:

-Extrato de Qarne _ 3g Dextrose 3g
~Triptona 12g Amido ' 1g
-Extrato de Levedura ig Ki=2F0a 1,25%g
~Fea{NH4&) 2{ 8504}z @,1g

-1 litro de agua destilada

~pH 7 ajustado antes de sutoolavar por 121°C/ 2B min
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{O-COMPOSICAD DOB MEIOS DE CONTAGEM:

B2 Caldo Sulfite ({53:

~Bacto~Tryptone 18g
—Bodiun Bulfite lg
~Citrato Férrico @, 3g

-1 litro de agua destilada

-pH 7,6 ajustado antes de autoclavar

82 0O-Agar Sulfite CASI:

. =adicionar 2Bg de Agar ao meio Caldo Sulfite.

8§27 3-Caldo Tioglicolato Fluido CCTF2:

~Casitona ‘ 13g
~Fritrato de Levedura Ja
~Dexirose b s -
~Cloreto de Sodio 2, 9g
-L-istina @, 3y
~Tioglicolato de S9d4dio @,2qg
~Agar B,79g
~Regarzurinag B,081lg
—1@8Bmt H20

~Farver para dissolver Dem;

-Adicionar 1 g@rego galvanizado por  tubo, antes e

avtoclavar.

82 4-Caldo Tioglicolato Fluido Ferro Lecitina de Soja e Tween

20 COTFFLT):
~Adicionar 8,01%p/v de lecitina de soja e 8,2%p/v de

Tween 88 ao meio CTF.
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83I-CUMPOSICAD DAS SOLUCOES GERMINAMTES:

£ 34-Caldo de soytone (CSY¥YD:

1% Bovione {Difoo)

2,1% metabisulfito de sddio, NezB20=

- @,1% citrato férrico

H

pH 7,6t9,1 ajustado antes de autoclavar

83 2-Caldo de Cana (QC3:

Caldo de rans natural proveniente da regido de Araras-SP.
& cana foi colhida, desfolhada, lavada com  &gua corrente e

maida em engenho.

0 caldo resultante fol peneirado, estocrado em reciplientes
plasticos e congelado. 0 pH (53,15 = o Brix {13,537} foram

"medidos antes de congelar.

Antes do uso, o caldo fol descongelado e autoclavado  por

2Brmin/ 121 °C.
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