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SUBSUSY

A terra gerou a flor
e a flor pri se gerar ndoc podia.

Ag flores olhavam umas pras acutras,

nido se gentiam e nem se comunicavam,

Nagceu um passaro com um bico td3c fino e delicado

gque morrvia por ndo conseguir comer

Tudo era cinza e as cores ndo se chamavan
VYeio a luz e as flores se adoravan,
chamaram os colibris que as beiljavam e as sorviam

As cores pintaram as penas dos colibris
de vermelho, azul, de todas as cores

e anm tudo se coloriam

Os colibris ge tornaram op mensageiros das flores
levando noticias e fazendo casamentos

A terra é dona da terra
A fior precisa do colibri gue precisa da cor

que precisa do colibri que precisa da flor

que precisa da vida

{Cantiga - Tribo Hhaboquara)
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0 presente trabalho propds estabelecer os parametros do
processamento térmico utilizando-se a nisina come coadjuvante
térmico no homogeneizado de cogumelos em salmoura 1,5% (p/v) pH
6,2 {HCY). 0 meio HBC simula uma  conserva comercial ndo
acidificada. 0O microrganismo alvo da destruigdo termoguimica foil
o Bacillus stearothermephilus F8 1518. Seus esporos foram obtidos
4 partir de uma soluglo estoque e produzidoes nc meio Agar
Nutriente (AN) contendo 5 ppm de sulfato de manganés (PFLUG,
1982). Esta metodologia mostrou-se mals eficaz dque aquela
preconizada por KIM & NAYLOR (1966). A ativagio dtima para a '
germinac®o foi determinada e ficou estabelecida como 5 minutoz &
temperatura de ebulicdo nos meios de subcultura estudados. O meio
Caldo Nutriente (CN) foi eleito para estudar o efeito da nisina
na germinacfio e no crescimento pbs-germinativo porgue melhor se
adequou ac método espectrofotométrico de redugdo de absorbancia.
constatou-se que a nisina nfo inibe a germinagdo destes esporos.
Zua inibicio é posterior & germinagfo. Concentragles de nisina
maior ou -igual a 50 UI/ml inibiram o crescimento phs—germinativo.
A Menor Concentracio Inibitbria {MCI}) de nigina para as células
de B. stearothermophilus FS 1518, em uma populagdc de 108 UFC/mi,
foi de 50 UI/ml. A metade da MCI fol adicionada no maeio HC
incculado com os esporos para a determinagdo da sua registéncia
térmica. A redugdo da resisténcia térmica, empregando-se o melo
AN para a subcultura, foil de 19, 36 e 44% nas temperaturas de
125°, 121" e 118°C regpectivamente. O indice de temperatura
encontrado foi 11,656 e 9,15 com e sem nisina, respectivamente. 0O
valor de esterilizacio requerido para causar 5 reducgdes decimais
a partir de uma populacdo de 7000 esporos/f2b0g produto decresceu,
aproximadamente, em 36% & temperatura de 121°C eom a nisgina.
Bstes dados comprovam a sua eficiéncia na reducdo da resisténcia
térmica destes esporos, quando inoculados no meio HC e nos
fornece o valor de esterilizag#o requerido para © processamento
desta conserva nestas condigles.
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The present work intended to establish the
microbiological parameters for process using nisin as a thermal
adijuvant in a homogenate of mushrooms in brine 1.5 per cent {(p/v)
pH 6.2 {HM). The BEM simulategs a low-acld processad product. The
target microorganism for the thermo-chemical destruction was
Bacillus stearothermophilus F3 1518. The spore suspension was
thained from a stock suspensgion and producsd in HNutrient Agar
(RA} supplemented with 5 ppm of Manganese Sulfate (PFLUG, 1982).
This methodology showed to be more efficient than the one
standardized by XIM & NAYLOR (1966). It was determined the
optimum conditions of activation for germination on the
subculture medium studied. It was found that the optimum -
activation time was 5 minutes at bkoiling temperature. HNutrient
Rroth was <chosen as the culiure medium to study the effect of
nisin on the germination and post-germinative growth, because it
showed to be the most adeguate to the spectrophotometric method
of absorbance reduction. It was observed that nisin does not
inhibit germination of such spores. Its inhibiting action occurs
after the germination rhase. Nisin Minimum Inhibitory -
Concentration (MIC) for B. stearothermophilus FS 1518 in a
population of 106 CFU/ml was 50 UI/ml. Half of this MIC was added
to the HM medium previously innoculated with the spores to
determine its thermo-chemical resistance. The thermo-chemical i
resistance reduction using ¥A medium for subculturing was 19, 36
and 44 per cent for temperatures of 125, 121 and 118°C,
respectively. The Z-value found was 11.66 and 9.15°C with and -
without nisin, respectively. The sterilization value reguired (F)
to cause % decimal reduction on the initial population of 7000
gpores per 250 g of product decreased approximately 36 per cent
at 121°C with nisin. These data prove the efficiency of nisin in
reduecing the thermal resistance of such spores when innoculated
in HM medium, and it also provides the F-value for processing the
product in the studied conditions.
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A utilizagdo do tratamento térmico, geralmente sob a
forma de caler U(mido, constitui-se em uma téconica amplamente
difundida para assegurar a estabillidade microbiclbdbgica dos
alimentos pasteurizados, ou mesmd a esterilidade comercial dos
alimentos de baixa acidez {(pH > 4,6 e Aa > (0,85},

Em alimentos pasteurizados ¢ imprescindivel a associagido
ac tratamento térmico de, pelo menos, mals um método ds

conservagio, como o use de conservantes e bacteriogcinas; o

estocagem a temperaturas bhaixas; uso de sals de cura; modificacgdo
do pH e/ou atividade de agua {Aa) Otimos para crescimento
microbiano, etc. Estes métodeos adicionails tém a finalidade de
agsegurar -a inibi¢do da germinagio e/ou crescimento pobs-
germinativo de esporos de microrganismos termorresistentes,
envolvidos mna deteriorag¢do pbs-processamento e, também, de
esporos de microrganismos produtores de infecgdes e intoxicagbes

de origem alimentar.

Jh em alimentos de baixa acidez, varios pesguisadores tém
estudado o efeito sinergista dos conservantes e bacteriocinas com
o calor Gmide sob pressfo (tratamento termoquimico) sobre o8
microrganismos termorresistentes de importancia na deterioragdo e
produgldo de toxinfecglo de origem alimentar (CAMPBELL Jr. et
alii, 1955, DENNY et alii 1961, WHEATON & HAYS, 1964, etc). Estes
sstudos visavam reduzir © tempo de processamento térmico a que
estes produtos eram submetidos. 0 uso de coadiuvante ao
tratamento térmico se justifica especialmente pela manutengdo das
propriedades nutricionais e organclépticas do produte, sesm afetar
a gualidade microbiclbgica do alimento envolvido, e, em segundo
plano, pela reducdo da energia requerida no seu processamento -
aspecto relevante no planc econdmico.
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Atualmente, entre as hacterioccinas utilizadas am
alimentos, mais eficazes e potencialmente seguras, situa-se a
nisina. Em 1969, a Organizagio Mundial de galde {(0OMS) concedeu
parecer favoravel a sua utilizacdo em alimentos.

Esta bacteriocina vem sendo utilizada hdé alguns anos, em
varios palses, nos mais diversos alimentos. Atualmente seu ugo &
permitide em 47 palses, dentre ops gquais os EBEstados Unidos da
América {(BUA) (FDA, 1981) e Braszil. No Brasil seu uso & restrito
A alguns tipog de gqueiijos pasteurizados (Brasil, 1240).
Entretanto, ¢ de interesse dos processadores de alimentos que
esta Portaria tenha a sua aplicagédo estendida a outros alimentos

processades termicamente, Ja4 gque sgeu emprego pode resultar em

vantagens econbmicas para ¢ processador de alimentos, por
regquerer menor tempo de proecesgamento, e, consequentemente, para
o consumidor, que além de um produlo mais barato, ter& um produto
de melhor gualidade nutricional e microbicolbgica, com reflexos

protetivos na salide do consumidor.,

0 cogumelo foi o substrato escolhido para a avallacdc da
eficigncia da nisina porque; durante ¢ seu processamento, ha
necaessidade de um tratamento térmico sgevero., Este tratamento
justifica-se pois eles possuem uma bilocarga de espores elevada,
devido a0 contato com o B0le, & por ndc serem submetidos a
lavagens drasticas, em fungldo de sua delicada estrutura tissular.
Além desses problemas, esta conserva pode permitir a germinacgéo e
o crescimente pbs-germinativo de esporos remanescentes, se
permanecen esgtocadas em temperaturas elevadas apbs e]
processamento, o gue é comum em palses de clima tropical. Vale
salientar que sua industrializagldo encontra-se em franca expansio
no Brasil, face & crescente demanda do mercado consumidor.



2. ORJETIVOS

Os aspectos mencionades na Introdugdo foram fundamentais
na justificativa para a consecugfio desta pesquisa, gque foi

desenvolvida com og seguintes objetivos:

1 - Determinar o efeito da nisina sobre as etapas de germinagdo e
de crescimento phs~germinativo dos espPoOYros de
B, stearothermophilus.

2 - Verificar e gquantificar a redugfo causada pela nigina na . |

rogisténcia térmica dos esporos de B, stearcthermophiius FS
1518, quando inoculados em um meio proposto e formulado &
base de cogumelos em salmoura 1,5% pH 6,2, sendo este 1ltimo
preparado no laboratorio, gimulande a formulagdo comercial
nioc acidificada do cogumelo em salmoura (conserva de

cogumelos).



2. REVISAO BIRBLIOOCHARE

2.1 - CONSIDERACDES SOBRE 08 ESPOROS  BACTERIANOE COM ERVASE
RUPRECIAL AO B. stearothermophilus

A dorméncia das c¢élulas vegetativas {ou esporos
bacterianos) é um termo usadco para descrever o estado aparente de
inativacg8c metabdlica, comparado com O metabolismo normal destas
células. A dorméncia é uma decorréncia da estrutura f£isico-
quimica do esporc, e ndo pode ser vista como falha dos sistemas
enzimaticos, pois hi enzimas com plena atividade metabblica, conmo
catalase, racemase, deaminase, pirofosfatase (KEYNAN & HALVORESON,
1965).

3.1.1 -~ Espago bacteriano

0 processo de ésporulagﬁa.é o inverso da germinagBo. As
céliulas metabolicamente ativas perdem suas caracteristicas |
proprias no final deo crescimento exponencial, por deplegidc de ;
“algum nutriente essencial, ou por acltmulo de catabblitos, ou
seja, a egporulagdo certamente esth relacionada com o fendmeno de:
repressio catabblica. {KANCKCG, 1875) '

| De acordo com MANDESLTAM & McQUILLEM (1973), a forma
pacteriana esporulada ou de dorméncia apresenta como pmincipalf
caracteristica uma resistdncia extrema ao calor; a luz ultra -.
violeta; aos raios X; aos solventes organicos, & dessecagdc, ao.
vheuo & ao congelamento. A base biomolecular desta resisténcia
parece estar fundamentada na presenga de um agente guelante
encontrado na cbrtex dos esporos bacterianos: o acidai
dipicolinico (DPA)}. Este encontra-se em propor¢Bes variavels, de
5 a 15% do peso seco total do esporo. A rota metabblica paraf
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producfio do DPA ¢ a mesma utilizada para a dos aminoacidos da
familia do Acido aspértico. Este acido encontra-~-sgse associado a :
ions”calcia {Ca**) na proporgdo de 1:1.

A atividade de Agua {Aa) reduzida no core dos es5poros -
também é outro fator associado & alta resisténcia dos mesmos. De .
acordo com LEWIS et alii {(1965), a Aa baixa ¢é explicada pela
pressdo coritrhetil exercida pelas vhrias camadas da cobrtex sobre
o core. As camadas da cbriex também.sfoc responsghveis, em grande |
parte, pelo wvolume e peso dos esporos, exercendo fungio de:
barreira fisica 3085 tratamentos fisico-quimicos, 8,

consequentemente, conferindo maior resisténcia aos mesmos.

fegundo KANCKO (1975), as etapas gusg ocorrem num Processo
de esporulacfo bacteriana sdo:

- B: corresponde ao estagio da célula vegetativa, apbs o término

da divisio celular;

- 1: o material nuclear da c¢élula vegetativa condensa-se e
estende-se, formando um filamento axial;

- 9: o material nuclear é segregado e hh formagldc assimétrica de
um septo, o qual divide a célula em célula-mie e pré-esporo;

- 3: & caracterizada pelo processo de *angolfamento", onde o
protoplasto da célula-mde cresce sobre o protoplasto do pré- .
esporo, resultando numa membrana dupla;

- 4: o polimero de peptidoglicano e os lons de chlcic sdo
incorporadogs ao espago entre as membranas, completando &
formagio da cdrtex do esSporo;

- %: h& formagdo da cobertura do espore, dJue se egtrutura aoc:

redor da cbrtex;



- 6: ccorre maturagdo do esporo, com desidratag8o do protopliasta,

originandc estruturas que se apresentam refrateis, quando -
observadas ao microscbpio;

- 7: nesta fase ocorre a desprendimentc do esporo maduro da
célula-mde, sob a acldo de enzimas liticas.

A camada da cbrtex &, entdo, composta de DPA, ions de chlcio e
pelc polimerc de peptidoglicano. Este filtimo, por sua vez, é
formadeo por trés unidades molaculares distintas:
acetilglicosamina (AGA), A&cido acetilmuramico (AMA) e por um f
peptideo composto poer 4 ou 5 dos seguintes aminokcidos, todos na -
configuracio D: glicina, acido aspartico, acido alfa-
aminepimélico, acido-glutamicoe. Concluinde, o8 88POTOS
bacterianos apresentam-se como uma estrutura complexa, em camadas
e medem 1,0-1,2 pm por 1,5-2,0 um. 830 ovais e situam-se na
célula vegetativa em posigdo terminal para sub-terminal (FIELDS,
C 1870,

Varios fatores come temperatura, pH, tensio de oxigénio,
fonte de carbono e nitrogénio, nutrientes e presenca de chtions
inorgénicos influenciam nco rendimento da produgdc de esporos de
B. stearothermophilus. LONG & WILLIAMS {1960) observaram que a
producdo de esporos deste microrganismo a 37°C com aeraclo é mals
eficaz que a B5°C. KIM & NAYLOR (1966) propuseram um meic rico em
nutrientes, formulade com caldo nutriente, extrato de levedura,
cloreto de manganés e agar, e inoculaglo em temperaturas variando
de 52°-55°C, THOMPSON & THAMES (1967} obtiveram excelente _
rendimento quando a incubagio procedeu-se sob aeraglo, com -
borbulhamento de oxigénio a 60°C, em meic 1liquido contendo
triptona, glicose e extrato de carne. YAO & WALKER (1967) também f
propuseram a incubacdo com aeraglo a 55°C, para o nmaximo
rendimento, em meio formulado com calde nutriente, ' tampdo
fogfate, nitrito e 2 pg/ml de Mn** e Ca**. A adicgdoc de chtions
inorganicos, principalmente sob a forma de sal de mangands, em
concentragdes varibveis de 1-30 ppm tem a fungdo de aumentar a

resisténcia térmica destes esporos {(GOULD, 1871). A maioria dos
&



meios propostos para a esporulagic deste microrganismo (FINLEY &
FIELDS, 1962; CAMPBELL Jr. et alii, 1965; PFLUG, 1982 e ARRAHAM
et alii, 1990) contém este ion. O meio para produgdc de esporos
deve ser padronizado durante um experimento, poig as condigBes
para produgdo discutidas acima influenciam na subsequente
resposta & resisténcia térmica, & ativagdo e & germinaglo (YOKOVA .
& YORK, 1965; GOULD, 1970). Entretanto, concentragfes de manganés
superior a 30 ppm reduzem ¢ rendimento da produ¢ldc de esporos
{ITO, 1981).

3.1.2 Ativac8o de esporos

A ativagdo dos esporos ¢ um processo reversivel no gual o
estade de dormgncia é rompide (FIELDS, 1870; MANDELSTAN &
MCQUILLEM, .1973). Entretanto, segundo KEYNAN et alii (1%63}), a
reversibilidade deste fendmeno sO ocorre quando o melic ds
aquecimento apresentar valores de pH wvariando entre 2,0 ¢ 8,5. A f
ativagio ¢é uma etapa importante, mas néo imprescindivel para
georrer a germinagde dos esporos., No entante, a maioria dos
métodes utilizados para gontagem de espores bacteriancos utilizam-
na, em especial, a ativacdo térmica, com a finalidade de eliminar
células vegstativas, gque- porventura estejam  presentes na o
suspens3dc, e também para quebrar o estado de dorméncia dos
mesmos. Detalhes moleculares sobre o mecanismo de ativagdo sao
ainda obscures. Acredita-se que océrram muadangas conformacionais
sm macromoléculas situadas na capa ou membrana dos espOros, gue
podem desobstrulr os sitios para atividade enzimbtica, ou ;
facilitar ¢ acesso de agentes germinantes (KIM & FOEGEDING,
1990) .

Durante a ativag8o hh aumento da atividade enzimdtica e,
consequentemente, redugdo da fase de laténcia para a germinagdo.
A ativac¢do também modifica os nutrientes requeridos para a .
germinacio, ou seja, os esporos que ndo sdc submetidog a ativagio §
tém necessidades nutricionais diferentes dos esporeos ativados |
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(CHURCH et alii, 1954; POWELL & HUNTER, 1953.

A ativagﬁo pode ser efetuada pela exposigfoc dos esSporos a
agentes flsico e/ou quimicos, como por exemplo ao calor subletal;
a agentes redutores; a condigbes extremas de pH; a abrasBo; a
radiag8o ionizante; ou pela exposigic a compostos guimicos como -
cloreto de caleio e etanol (COOK & PIERSON, 1983: KIM &
FOEGEDING, 1880). 0Os primeiros pesquisadores a observarem a
ativagdc pelo calor subletal, comumente denominada "chogue
térmico” ou "ativagdo pelo calor" foram CURRAM & EVANS {1945)
apud KEYNAW et ailii (1963%). Todos osm tratamentos para a ativagdo :
afetam a estrutura terciiaria das proteinas presentes no core dos
esporos, com desestabilizagdo das ligagfes dissulfidricas (GOULD,
1970). Segundo KEYNAN & HALVORSON {1965}, esta desnaturacio é
reversivel, congequentemente, © processo de ativacio dos esporos

também é reversivel,

A porcentagem de esporos germinades, para um determinado
microrganismo, varla com o bindmioc tempo/temperatura de exposicio
ac calor subletal, ou seja, com a otimizagio da ativaglc. Qutros
fatores também influem na otimizagdo da ativagdo, «omo a linhagem
microbiana; a composigldo e o wvalor de pH do meic para
esporulagdo; o meio de subcultura, etc (MORRAN et alii, 1990}.

Os métodos para se estabelecer a ativacdo btima s3o
baseados na velocidade de germinagdo em um meio de cultura,
inoculados sob condicgdes fisico-quimicas adequadas e, também, na
propor¢ao de células germinadas gque crescem e formam coldnias
detectavels em um meio de cultura, também sob condicg8es ideais de
incubagdo. Este Ultimo €& o mais utilizado para se verificar a
ativagao de esporos eXtremanmente dormentes, como € o caso de
B. stearothermophilug {(KEYNAN et alii, 1985).

Para a ativagdo dog esporos de B. stearothermophilus,
varios binbmios tempo/temperatura de exposiclo ao calor subletal
foram propostos. Entre eles citam—-se;



- FINLEY & FIELDS (1962} estudaram os fenbmencos de ativacio e j
indugfo de dormdncia destes esporos. Eles observaram gue hh
indugio da dorméncia quando o mesmos  s3o expostos &
temperaturas inferiores a 100°C, e que & ativaclo maxima ocorre
em temperaturas variando entre 100%-115°C, sendo ainda :
especifica para cada suspensfo. Este fenbmeno foi também
obgservado por KEYNAN et alii {(1965) e FIBLDS (1970);

- CAMPBELL Jr. ef alii (1965) utilizaram 2 minutos a 110°C, para
a ativag8o de B. stearothermophilus ATCC 1518, tanto para as
linhagens do tipo rugosa, quanto para as linhagens lisas;

- @m seu método para produgado de espPOITOs de -
B. stearothermophilus, PFLUG {1982) preconiza a ativagio com o
aguecimento durante 15 minutos, a temperatura de 100°C;

-~ BIROA et alii {1985} empregaram 30 minutos a 100°C, para a -
ativagdc de microrganismos termbfilos produtores de "flat

gour™, entre os guais esth incluide o B. stearothermophilus.
3.1.3 Germinacgio de esporos

A germinacdo é um processo irreversivel, onde ha quebra .
do estado de dorméncia, ou cribidtico. No processo germinativo, |
os esporos perdem suas caracteristicas propriasg, resultando em .
estruturas que poderdo, ou ndo, originar ¢élulas vegetativas
(HITCHIRS et alii, 1963). Durante o processo germinativo ocorre -
excreclo de macromoléculas como DPA, mnucopeptideos e de ions -
chlcio. Conseguentemente, hih perda da refratibilidade dos -
esporos, gquando observades a um microscbpio de contraste de fase
¢ reduclc do peso seco dos mesmos (FIELDS, 1970). As células :
resultantes do processo de germinag8o sdo metabolicamente ativas,
sensiveis ao calor e a outros agentes fisico-quimicosg, tornando-
se susceptiveis aos corantes comuns {KEYNAN & HALVORSON, 1963).



Ainda de acordo com KEYNAN & HALVORSON {1965), durante o
processc germinativo ocorrem as seguintes mudangas egtruturais,
morfolbgicas e fisiolbgicas dos esporos:

a} alterag8es das membranas periféricas do esporo, tornando-as -
parmeavéis;

b} hidratagfo e entumescimento da cbrtex. HAa aumento de 100% no
volume celular (HITCHINS et alii, 1963);

¢} ativagfo de enzimas liticas;
d) excregdo de lons calcio, DPA e do polimere peptidoglicanc;
e} excregdo de csrca de 30% do peso seco total do esporo;
£} sintese de macromoléculas.
A germinagdo poede ser induzida por diferentes agenteg.
Com base nestas observag¢les, GOULD (1870} classificou-a em trés

diferentes tipos, conforme o agente indutor envolvido.

a} Germinac8o figiolbgica: induzida por compostos organicos, de

forma associada ou isolada, todos metabolizados pelas células

como: L-~alanina, glicose, adenosina, ete.

b} Germinacdo guimica: induzida par compostos aorganicos @

inorganicos gue ndc sdo nutrientes para as células, por
exemplo: acido etilencdiaminotetricetico {EDTA); lons;
complexos gqulimicos como o de chlecio-DPA. O DPA, apesar de
induzir a germinag¢8o, inibe o crescimento pbs-germinativo e,
congequentemente, o© crescimente pbs-germinativo dos esporos
(FIELDS, 1973). |

c) Germinacdo mecinica: induzida por agentes fisicos, como calor,

fricgdo, abrasdo, pressdo hidrosthtica, etc.
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Os nutrientes necessarios para a germinagdo dos esporos
{agentes germinantes) variam com o microrganismo € a linhagem em
egtudo; com a -fcrmulaqéa e pH do meio para a producgdo dos;
esporos, € também com a ativagdo utilizada (CAMPRELL Jr. &
WILLIAMS, 1953; CAMPBELL Jr. et alii, 1965; FIELDS, 1$70; DIEP etg
alii, 1972 ). Varios aminocacidos (L-alanina; L-cistina; L“;
tirosina; L-histina) e alguns nucleosideos {(incsina, adenosina)
podem formar sistemas germinantes para 3 maioria dos esporosg
{KEYNAN ot alii, 1965). .

Os compostos organicos e inorganicos que podem comportar-
se especificamente come agentes germinantes ou inibidores daf
germinacioc dos esporeos de B. stearothermophilus sio resumidamente
descritos: '

-~ Q'BRIEN & CAMPRELL Jr. {1957) observaram que os reguerimenios
minimos para a germinagdo € o crescimento pds-germinativo dos .
egsporos de B. stearothermophilus sdo: L-arginina; Lmhistidina;;
DL-isoleucina: DL-metionina; DL-valina; glicose; acetato de.
sbdio; Naz HPO4 ; NEsCl; NaCl; MgCla . 6H:20; CaClz.ZHzO;:
FeCls.BH20; bioctina e tiamina. Os autores ndo obtiveram
resultados positivos para a germinagdo com L-alanina. O meio da;
culturs formulado com estes nutrientes, adicionado ainda de
L-leucr:n e Agido nicmtiﬁico, foi intitulado comoc "Meio minimez
para vyﬁzminagéo e crescimento pbs-germinativo de esporos de;
B. stearothermophilus";

~ FIELDS & FINLEY {1964} egtudaram a infiuéneia de .
monossacarideos, dJdissacarideocs, polissacaridecs e também de:
alguns extratos de plantas na germinac¢ido deste micrarganismo‘f
0s pesquisadores observaram uma redugdc na contagem da:
populagl3c microbiana preoduzida, conclulndo que estes compmstosf
ndo atuam como agentes germinantes; -

- PIRLDS & FRANK {1969) descreveram gue ¢ agente guelante:
dipicolinato de sbdio {4nM) em pH 5,5 atua como um agente.

germinante para os esporos de B. stearcthermophilus. Estes:
11



autores também verificaram gue a germinag8o & interrompida
guando © quelante se associa a cations como magnésico, chlcio,
manganés e cobalto. Eles verificaram que o siztema germinante &
especifico para cada suspensio de esporos e ¢é dependente,
ainda, do meio de produgfo dos mesmos;

- DIEP et alii {1972) verificaram que L-alanina, numa
concentragio de 10 mM/1 pH 6-7 eleva a taxa de germinagio de
egporos de RB. stearothermophilus 8005 en 50%, em 30 minutosg.
Estes autores constataram, também, que extratosg aguoscs de
ervilhas, feijdes ou cenoura em salmoura foram efetivos na
estimulagdo da germinacfo. Eles cdncluiram que a ag¢dc dos
extratos vegetals se deve & presencga de alanina livre.

- GOULD (1970) demonstrou gue L-alanina, purina, n-dodecilalanina
(laurilalanina}, complexo chlcio - DPA e lisozima s3o aloguns
agentes - germinantes especificos para 28 esporos de
B. stearothermophilus;

Pelo exposto pode-se verificar que n#o existe um composto
quimico nico capaz de facilitar a germinagio de todas ag

linhagens ou suspensfes de esporos de B. stearothermophilus.

0 valor de pH obtimo para a germinaci3o de esporos de
B. stearcthermophilus também wvaria com o sigtema-~agente
germinante utilizado. DIEP et alii (1972) verificaram gque a
germinagdo maxima ocorre em valores de pH entre 6,0~7,0, e qgue hi
reduglc em 55% guando o pH decresce para 5,0-6,0. Foi citado
anteriormente o sistema germinante utilizade por FIELDS & FRARK
(1969}, com dipicelinato de sbdio. 0s perguisadores verificaranm
gue este sistema sb é eficaz em pH 5,5.

Existem varios métodos para guantificar o fendmeno de

germinacdo dos esporos. De acorde com CAMPRELL Jr. {(1957) & GOULD
{1971) estes se baseiam em:
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1) perda da resisténcia térmica - por este método, determinam-se

5)

&)

08 esporos germinados, éoma Unidades Formadoras de Coldnia/ml
(UFC/ml), qué produzem células vegetativas, detecthveis en
&gar, ou por outro método de detecg¢Bc de crescimento
vagetativo, apbs um chogue térmico especifico. Este choqus
deve ser letal para os esporos germinados e subletal para os
nioc germinados. O espores ativados, apbs um periodo de
incubagdo, sfdo novamente submetidos ao chogue térmico;

métode da redugdo da absorbancia (densidade bptica) - baseia-
se na perda da refratibilidade do esporo, relacionada com a :
liberaglo de Aeido dipicolinico, lons chleio e peptidoglicano,
da cbrtex, guando ocorre a germinagdo. Normalmente utilizam-se :
medidag em comprimentos de onda variaveis de 600-420nm. A
maior desvantagem deste método é ndo permitir separar o
fendbmeno de germinacio do de crescimentoe pbs-germinativo, por
que estas etapas ndc ocorrem de maneira sincronizada para uma

mesma suspensdo de esporos;

método de determinacl8o da perda da refratibilidade en

microgcbpioc de fase - consiste na observac¢lo, apbs coloragdo,

em microscopios de contraste de fase, dos esporos presentes,
em um campo O6ptico delimitade. Os esporos ndo germinados
apresentam~se brilhantes e os esporos germinados, esCUras;

mudanca de massa e volume - neste método determina-se o peso

seco dos produtos liberados do processc germinativo;

método colorimético para detecgfo do acido dipicolinico

liberado na germinac8o - é baseado na intensidade da cor

produzida guande DPA se associa com lons de ferro. A celaragﬁal
mhxima do complexo ccorre em valores de pH entre 4,0-6,0;

métode mancmétrice - é utilizado concomitantemente com um dos

citados anteriormente a fim de medir o efeito de substancias
gque estimulam a respiraglo basal dos sesporos, visto que a

atividade respiratbria de esporos é incrementada,
13



Além dos métodos acima ha, também, os de coloracgic com
azul de metileno e o de contagem direta ao microscopio. o
primeiro baseia-se na capacidade dos espores germinados de
aceltar corantes  comunsg. Estes métodos sio extremamente -
enfadonhos & com pouca precisdo, sende, portanto, recomendados
apenag para testes qualitativos {(GOULD, 1971). g

3.1.4 Crescimento pbs-germinativo

0 crescimento pbs-germinativo dos egporos corresponde &
fase de biossintese ativa de macromoléculas, culminande com a
divisdo celular, ou com o aumento da populacio bacteriana
{(MANDELSTAM & MCQUILLEM, 1973). Durante o crescimento pbs- .
germinativo, a biossintese de macromoléculas ocorre de maneira
ordenada e sincronizada para uma mesma suspensic de esporos. De:
acordo com XKOBAYASHI et alii {1965}, "a priori” ocorre a Sintese:
de RNA e proteinas; posteriormente ha sintese de DNA, com
progressivas mudangas na estrutura da parede celular e nag rotas
metabblicas,

De acordo com HITCHINS et alii, (1963}, as seguintes -
mudancas morfolbgicas ocorrem no crescimento pbs~germinativo.

H

entumescimento do esporo, pela absor¢do de nutrientes e agua;

i

emergdneia, a partir do esporo entumescldo;

alongamento do esporo;

divis8o celular, culminande com o aumento da populagdo

H

bacteriana.

Os métodos para se verificar o crescimento pbs- .
germinative dos esporog sido baseados no aumento do valer da .

absorbancia de uma suspensdo, apbs a redugdo ocorrida durante &
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germinagdo; na determinagdo do aumento de massa e volume, 08
gquais neorrem durante 0 gcregeimento pbs-germinativo; no
acompanhamento da taxa de respirac¢do, utilizando-se © aparelho de
. Warburg e, finalmente, por métodos anallticos para detecglo de
macromeléculas como DNA, RNA, mureina {GOULD, 1971; KOBAYASHI et
alii 1965H)

3.2 - METABOLISHMO ¥ BRIOQUIMICA DE CELULAS DE
B. stearothermephilus

fzta bactéria foi nomeada primeiramente em 1820, por
p.J.Donk, (HCA Washington Research Laboratories), apesar de
axistirem indicacBes anteriores de sua existdncia em indlistria de
alimentos (ITO, 1981). _

As principais  caracteristicas  desta bactéria gdo
apresentadas na tabela 1.

TARELA 1 — CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS, BIOQUIMICAS E
PISIOLOGICAS DIFERENCIAIS PARA AS CeLULAS E ESPOROS
DE B. stearothermophilus '

CARACTERISTICA DESCRICAC
Dimensdes do
bastonete {um) 0,6~1,0 por 2,06-3,5 pm
Esporangio : entumescido
Esporos madurocs ovals, situando-se em

posicdo sub-~terminal
para terminal

Reagdoc de Gram : varihvel, sende G+ em
culturas jovens

continua. .
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Temperatura de crescimento minima: 30 -45°C
btima: 55°C
méxima: 65 ~75°C

pH minimo de crescimento 4,3

Crescimento em agar protecse

peptona negativo

Motilidade pasiti?é, por flagelos

: : : peritrigueos

Relagdo com o oxigénio aerbbio/anaerbbioc
facultative

Catalase positiva, para a maioria

Metaboligmo | aerbbic/fermentative

Produtos do metabolismo ~aeide latico (principal}

fermentativo ~acido fbrmico, &cido

acético e etanol (2:1:1)

Produgioc de acido a partir de:

- glicose {condig¢Bes anaerbbias) +

- lactose +/-

- xXilose _ +/-

Preodugdo de acetil-metil-carbinol

{Teste de Voges-Proskauer) ) negativa

Deaa@inag&o da fenilalanina negativa

Redugdo de nitrito positiva, para a maioria

"Hidrblise &e:

- amido positiva
-~ caseina (Teste de Litmus Milk) posiltiva
- gelatina positiva

{Crescimento em:

- glicose : positivo
- WaCl 5% positivo, para a maloria
- lisozima 0,001% negativo

Ponte: RERGEY'S MANUAL OF DETIEHINATIVE BACTERIOLOGY {1975}

A aparéncia macrogebpica do crescimento vegetative em-
hdgar é tdco varildvel que ndc deve ser utilizada isoladamente para
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0 reconhecimento do microrganismo. As coldnias podem apresentar-

se rugosas, espaihadas e delgadas, bem come lisas, abundantes e
compactas (GORDON & SMITH, 19%49).

A principal caracteristica das c¢élulas vegetativag de
B,  stearcothermophilus ¢é gua <capacidade de crescimento em
temperaturés'elevaﬁas, como 65°-70°C (KRISTJANSSON, 1989). Eles
830 classgificados come "termbfilos estrites"™, com c¢rescimento
btimo a BE®C, & com temperatura minima de cregcimentoe variando
entre 30°-45°C, dependendo das condigdes de incubagdo (ITO,
1981). De acorde com GORDON & SMITH (1%49) nfo se observa
crescimento a 28°C. A temperatura minima de crescimento em
alimentos é de 43°C, diferindo bastante da temperatura minima de
cregeimento em meios artificiais {(MAUNDER, 1876). A capacidade de
crescimento dos microrganismos termbfilos em  temperaturas
elevadas tem side amplamente estudada e associa-se & presencga de
enzimas, ribossomos e flagelos termoestavels {FRAZIER, 1985).

% fermentacfo dos carboidratos no metabolisme anaerbdbio
de B. stearothermophilus dh-se pela producdo de acidos e etanol,
como mostrado na tabela 1, e também de Ahcidos graxos de cadeia
curta. Entretanto, n&o h& formagdo de gases {EIROA et alii,
19883,

Og nutrientes necessarios para o crescimento vegetativo
variam com a linhagem, a temperatura de incubac¢do, a tensfoc de
oxigdénio do meie de cultura, etc. Em geral, os requerimentos
nutricionais s8o incrementadog guande se eleva a tampefatura de
.incubagao (FRAZIER, 1985}, Zste efeito sobre células vegetativas
de B, gtearothermophilus foil estudado por CAMPRBELL Jr. & WILLIAMS :
{1953). Seus resultados s8o apresentados na tabela 2. Estes
pesquisadores sugerem ainda que a elevagdo da temperatura é
responsavel por mutagdes genéticas, 3s quais acarretam alterag¢des
nas necessidades nutricionais.
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TABELA 2 -~ EFEITO DA TEMPERATURA BOBRE AZ HECEBSIDADES
RUTRITIVAS DE B. stearothermophilus

MICEORGANISMO NECESBIDADES RUTRITIVASE

36°¢C 45°¢C 55°C
R. stearcothermophilus ATCC 3650 MET, LEU, TIA, MET,TIA,BID MET,TIA,
: : : NIC,RIO, 7oL BIO,BOL
FOL

B. stearothermophilus ATCC 4258% BIO,FOL MET ,HIB,NIC MET ,HIB
BIQ,FOL NIC,BIO,

FOL
B. stearcthermophilus RTCC 1373 nao cresce GLU,HIS MET GLU,HIS,
. LEU,BIC MET ,LE,
BIO,RIB

1 - HED:metioning;  LEU:leucins; Tih:tiaming;  KIC:4cido nicotinice; BI0:hiotinay FOL:4cido fblico;
- RIS:histidina; GLU: dcide  glutémico; BIR: ribeflavina. Fomte: CAMPRELL Jr. & WILLIAKS, {1853}

ATKINSON et alii {1975) observaram gque o0s nutrientes
reqgueridos bara_ cédlulas de B. stearothermophilus 1503 séo
dependentes da fonte de carbono disponivel no meio. Em seus
experimentos, eles formilaram meios complexos com fontes de
carboﬁc diferentes. Quando utilizaram a s=acarose, apenas os
aminoicidos serina, arginina. e biotina foram requerides; 3ja
JQuan&o utilizaram glicerol, além dos citados, foram necessarioes
também glutamato, aspartato e treonina para o© crescimento

vegetativo.

Estudos conduzidos por HILL & FIELDS (1967) relataram que
as linhagens rugosas de B. stearothermophilus 1518 apresentaram :
necessidades nutricionais inferiores as das linhagens lisas. Eles
estudaram, tanbém, a infludncia da tensfo de oxigénio do melo e a -
temperatura de incubagdo no seu crescimente. Fol observado que a i
linhagem rugosa tem tempo de geraglo inferior a da linhagem lisa,
guando incubados a 55%°C sob anaerobiose. O crescimento das duas
linhagens foi favorecido a 65°C, quando comparado com o de 45°C.

Apesar de haver crescimento de B. stearothermophilus em condigles
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de anaercbiose, varios estudos tém demonstrado que o rendimentsg
de c¢rescimento & maior gquando o suprimento de oxigénio no meioc é{
adeguado. LONG & WILLIAMS (1959) cobservaram que a aeraglo do meiog
de crescimento a 37°C foi mais favorbvel cque & 55°C sem aeragﬁa,g
para 0 crescimento de sete linhagens diferentes def
B. stearothermophilus. DORLEY (1966} também demonstrou gue o
crescimento deste microrganismo é maior a 37°C, se o suprimento;
de oxigénio for adeqguado. '

3.3 ~ DETERIORACAD POR R. stearothermophilus

De acordc com a Food and Drug Administration {FDA, 1984}
o alimentos gque oferecem mais riscos de deterioracio sfo os def
baixa acidez. Entende-gse como de baixa acidez “quaisquerf
alimentos, exceto bebidas . alcoblicas, que apresentan . uma}
atividade de agua superior a 0,85, e um pH de equilibrioc maiorf
gue 4,6" (FOOD PROCESSORS INSTITUTE, 1983}. Os riscos potenciaisé
oferecidos =80 de proliferagdo de Dbactérias patagénicas,%
inclusive o Cleostridium botulinum. O itratamento térmico a gue sﬁaé
suhméﬁidos esses aliméntos, deve ser conduzido de forma a
asgégurar a esterilidade comercial do produto, visando a?
eliminagdo . do microrganismoc patbgeno efou deteriorador maisf
Hrgsistente capaz de proliferar no alimenio, sob condigles nmrmaisf
de armazenamento (LEITAO et alii, 1988). As bactérias termbfilas
de ocorréncia mais frequente nos alimentos de bhaixa acide= estéof
destribuldas nos gé&neros Bacillus e ﬂessuzfotamaculum'(STUMBO,E
1873},

Ag bactérias do génere Bacillus encontram—se amplamente;
distribuidas no ambiente e, particularmente, no solo, poeira,
matérias organicas em decomposic8o, ete (FIELDS, 1972; STUMBO,
1973). Ainda de acordo com FIELDS (1872), essas bactérias podem;
ser encontradas em solos de diferentes &areas geograficas, coma;
tropicais, sub-~tropicailsg, desérticas e temperadas.

No género Bacillus, as espécies de maior importancia s&c?
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B. stearothermophilus e Bacillus coagulans. De acorde com SPECK
{1976} a deterioragdo por esses microrganismos & {frequente e ;
ocorre principalmente em alimentos enlatadeos, sendo genericamente .
denominada de "flat sour® ou "acidez plana". Este termo refere-
se, & formagdo de Aacido sem produgido de gases, ficando a
apardncia Qas latas inalteradas. Segundo MAUNDER (1976}, o ?
B, stearothermophilus & deteriorador de alimentos de Dbaixa

acidez, particularmente aqueles com valor de pH superior a 5,3.
B. coagulans é um microrganismo termbfilo facultativo, com
temperaturas minimas e maximas de crescimento variando entre 1543
60°C, e com capacidade de crescimento em alimentos mais écidcs,'
com valor de pH entre 4,0 e 4,6 (FIELDS, 1970}, Em alimentos comi

pH final do equilibrioc abaixo de 4,0 niio foram descritos casos de .

deterioragioc por Bacillus sp. {(LEITAO et alii, 1983}, AS}

condicBes de esterilizagfo e o pH final de equilibrio nio -

favorecem © crescimento de B. coagulans em alimentos de baixa;-
acidez (HERSOH & BULLAND, 1964} .

Os esporos de B. stearothermophilus podem atingir asi
alimentos, veiculados pelo solo, poeira, matérias-primas en gerall
e ingredientes tais comp especlarias, amido e aglcar {MAUNDER,
1976: DENKY, 1981). 88c exemplos tlipicos . desta forma dei

contaminagdo:

a) leite em pb - estes esporos podem germinar e crescer nos:
equipamentos das plantas processadoras de leite. Tais
equipamentos sdo de diflcil sanitizagdo e possuem temperatura;
interior favorhvel ao crescimento de termbfilos (DENNY, 1981;
ITO, 19813); ‘ '

b} aghcares e amido - é frequente & presenga de esporos de.
B. stearother@apbilus nestas matérias-primas. De acordo comf
MOROZ (1969) apud EIROA et alii (1985}, o achear refinado, em:
particular, pela natureza da microflora acompanhante e ﬁe%
prccessaméntc onde sio utilizadas temperaturas elevadas, padef
apresentar elevadas populagles de esporos termbfilos, sendo dej

grande importadncia a sua guantificacdo;
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) matérias-primas & alimentos semiprocessados de ﬂrigem:
vegetal - LEITAO et alii (1983) estudaram. a ocorrdncia de .
esporos termbfilos nestes alimentos. Os resultades obtidos
para B. stearothermophilus {(tabela 3}, embora ndo evidenciem
contaminagdes elevadas, comprovam a sua cocorréncia. Levando-se
em consideragdo a sua extrema resisténeia & agfo de calor,
compreende-se que mesmo niveils reduzides de contaminacfo podem -

regultar em perdas severas de alimentos processados;

TABELA 3 - CONTAGERS MEDIAS DE ESPORCE DE B. st@arathermophiias:
KA BUPERFICIE DE MATERIAS-PRIMAS VEGETAIS -

MATERTA-PRIMA UFC/g
Cogumelos frescos 2,5
Ervilhas secas ¢,9
Ervilhas frescas 5,0
Milho verde em grios 2,0
Cenoura fresca 0,0
Batata fresca 0,0
Vagem fresca 0,2

Ponte: LEITAO ef 2lii {1383)

d)} farinhas, condimentos, melago, leite condensado, cacau, elc. -
utilizados como matérias-primas de alimentos formulados géof
considerados carreadores em potencial de eEDOYOE de .
microrganismos termbfilos (NAT CARNEES ASSOCIATION RESEARCH -
LAB., apud LEITAQ et alii, 1588).

A deterioragdo por "flat-sour" pode ser causada por .
subprocessamento térmico, por resfriamento inadequado apbs a
esterilizacdoe comercial a, ainda, por estocagem  apbds o;
processamento, em ambientes com temperaturas elevadas (STUMBO,
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1973; LOPEZ, 1987). 0 controle de "flat-sour" em uma planta de
processamento de alimentos faz-se estritamente necessario para -
agsgegurar a  esterilidade comercial destes produtos,f
principalmente em locais de clima tropical. Para tanto, o bindmio
tempo/temperatura de processamento térmico deve ser rigorosamente |
calculade e convenientemente executado (LEITAC et alii, 15883).
Além disso, faz-se necessiria boa sanitizacio dos equipamentos,
da planta e das matérias-primas cruas, utilizando-se de ASgua .
clorada com 2.5 ppm de clore residual livre (TROLLER, 1983).
Residuos de solo devem ser eliminados da matéria-prima ”in:
natura™. Finalmente, h& necessidade de monitorar a tempsratura da.
dgua de resfriamento das latas, apbs'a esterilizagdo comercial,
para que a mesma se mantenha abaixe do limite minimo de4
crescimento de bactérias termbfilas (FIELDS, 1970; LOPEZ, 1987:
LEITAO et alii, 1988). O fendmeno de nido crescimento de
termbfilos apbs a esterilizagloc comercial foi denominadoe de ;
"auto-esterilizag¢do” por PEARSE {(1952) apud ITO (1981), FIELDSi
{1970} e DENNY (1981). A auto-esterilizacBo por "flat-sour” em
alimentos de baixa acidez redunda na perda da viabilidade de 5
bactérias, apbs a ativagdo e germinacdo ocorridas dJurante a |
esterilizagdo comercial (ITO, 1981). '

3.4 ~ RESISTEBNCIA TERMICA DE ESPOROS DB B. stearothermophilus

A avaliacic da resisténcia térmica de células vegetativas
e de esporos bacterianos ¢ fundamentada na determina¢io de dois
parametros, os valores "DM™ e "ZIY (STUMBO,1873; PFLUG,1982). '
O valor D, também denominadeo Coeficiente de Morte Térmica -
Razdo Letal ou Indice de RedugBo Decimal, corresponds ao tempo,
em minutos, em uma temperatura fiza, capaz de reduzir em 90% o
nlimero de células ou esporos presentes numa suspensio. Este valor
pode ger obtido através de um grafice do logaritmo de base 10 do -
nbmero de sobreviventes (x) pelo tempe de exposigfo ao calor (y}..
Obtém-se, assim, uma curva denominada "Curva de Sobreviventes™. O
valor D corresponde, numericamente, ao nhmero de minutos, para'
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que a "Curva de Sobreviventes" atravesse um ciclo logaritmico e,
matematicamente, € igual ao recliproco da inclinagdoc da porgdo
retilinea desta (STUMBO,1973). |

0s métodos comumente utilizados para se determinar a
resisténcia térmica das bactérias e esporos sdo:

i1 - Tempo de Morte Térmica (TDT) - método do tubo oy ampola
selada (BIGELOW & ESTY, 1920); ' _

2 -~ Tempo de Morte Térmica (TDT) - método da lata (AMERICAN (AN .
COMPANY, 1943}); :

- método do Tanque (WILLIAMS ef alil, 1937);

- método do Frasco (LEVINE ef alii, 1927);

método do Termorresistdmetro (S8TUMBO, 1948);

~ método do Tubo TDT ndo selado {SCHMIDT, 1957);

- métode do Tubo Capilar {STERN & PROUTOR, 1854}.

-1 o s
i

Estes métodos Dbaseiam-se na exposic¢do da suspensio
bacteriana ou de esporos a diferentes tempos de aguecimento, em
uma temperatura f{ixa, com posterior gontagem da populacdo de
sobreviventes. Esta Ultima operag8o efetiva-se através dos
métod@s usuais de contagem microbliana, apbs a incubagdo sob
candig&es ideais. A morte térmica & légaritmica e, portanto,
_}inear em grande parte da "Curva de Sobreviventes"” {(TOMLINS &
-ORDAL, 1976). Entretantc a porg¢dc inicial da "Curva de
Bobreviventes" pode apresentar-se ndo linear e deve ser
degcongiderada para os calculos gdo valor 1. De acordo com ABRAHAM
et alii (1990) esse fato pode ser atribuido a varios fatores
‘como: presenga de grumos de esporos; ativagdc de esporos,
rotardando o processo de destruicdo; ou presenca de esporos com
dorménecia variada, ou seja, alguns facilmente ativados, outros

esxtremamente dormentes.

Os esporos de B. stearcothermophilus apresentam um valor
Dizt°c de 4,0~5,0 minutos (STUMBO, 1%73), mas varios fatores
podem afetar este parametro, come o tempo e temperatura de
incubagio das c¢élulas sobreviventes; a composigic do meio de
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gubcultura; a composigdo do meio de aquecimento; ste. Influenciam |
também na resisténcia térmica de células e esporos os parametros
relacionados com a produgdo dos mesmos, como meio de esporulagdo
e  condi¢fes de incubag¢do (YOKOYA & VYORK, 1965). Diversas
pesquisas foram conduzidas com o objetivo de avaliar as variag¢Ses
do valor D em funglc dos fatores extrinsecos, pois & de suna
importancia © seu cilculo sob diferentes condicgdes, a fim de se
estabelecer, com rigor, © processo térmico requerido pelos
alimentog de baixa acidez. De graﬂdg relevancia foi a pesquisa :
desenvolvida por COOK & GILBERT {(1%68}. Eles demonstraram que a
contagem maxima de células sobreviventes de RB. sgtearcothermophilus
aquecidos durante 10 minutos a 115°C, da-se gquando a incubag‘e’ioE
posterior €& realizada numa faixa de temperatura variando entre
50°~65°C, em um periodo maximo de trés dias, quando comparados -
com a incubagfo a 45°~50°C, durante sete dias. A composigdo do
meic de subcultura também influenciou significativamente a
contagem de sobreviventes &, consequentemente, © valor D. 0 meio .
de cultura Antibiectic Assay Medium Agar, modificado pela adic¢io
de amido a 0,1%, pH 7,3, mostrou-se superior ac Agar-dexirose-—
triplona (ADT)} pH 6,9, 0s pesquisadores discutiram a provavel
inibi¢8oc do crescimento vegetativo causada pele indicador de pH,
phrpura de bromocrescl, componente do meio de gultura ADT. Foram
avaliados também wvhrios velculos Jdiluenteg para se fazer a
gubcultura dos esporos ativadog. Concluiram gque utilizando &gua
destilada esteril, obtém-se malor contagem de sobreviventes,
influindo na obtengio do valor D. O efeito da phrpura de
bromocresol sobre o desenvolvimento de esporos ativados de
B. stearothermophilus NCA 1518 também foi verificado por EIRCA et;
alii (1985). |

A atividade de &gua (Aa) e o potencial de oxi-redugdoc
{Eo} do meio de aquecimento s83o outros fatores que interferem na :
raesisténcia térmica dos  esporos. BARNULY et alii (19877}
compararam © valor Dizo®c de B‘. stearothermophilug em trés tipos
de alimentos com Aa de 0,9%8; 0,63 e 0,33. Para os trés alimentos
o valor Diz20°c foi inversamente proporcional & Aa, Estes;

resultados ndo sdc condizentes com os obtidos anteriormente por
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VILJOEN (1962). Este verificou que quanto maior a concentracgio
salina da salmoura de vegetals - meio de aquecimento utilizado
para determinacgdo da resisténcia de microrganismos termbfilos _i
menor o valor D e atribuiu este resultado ao efeito do sal, e ndo
a Aa reduzida. RAJU & KUMAR {1989) encontraram que o valor Dizg °c
de B. stearothermophilus, quando aquecidos em meios com Eo baixo, .
¢ diminuido, guando comparado com outros valores de Eo. Este fato

parece estar relacionado com falhag de crescimento ou destruigéo'

de enzimas sob estas condigdes.

0 wvalor de pH do meic de aguecimento dos esporos ou
células vegetativas &, igualmente, um parametro discutivel na
determinagdo do wvalor D. LEITAO et alii (1977) determinaram o
valor Dii3’c para esporogs de B. stearothermophilus FS 1518
aquecidos em purd de banana com diferentes valores de pH. Os -
resultados evidenciaram uma acentuada elevagdo da resisténcia com |
¢ aumento do pH, com valores de 3,1; 7,86; 11,3 e 12,2 minutog
gquandc o pH final de equilibrio foi ajustado para 4,7; 5,3; 5,7 e:
6,6 respectivamente. Estes resultadeos foram confirmados porE
SRIMAKI & LONCIN (1980) e MALLIDIS & QSCHOLEFIELD (1986). Os :
primeiros determinaram 0 valor Dioo ¢ para e5pPOTos de
B, stearothermophilus aquecidos em solugloc tampic com pH -
ajustados para 6,5; 5,85; 5,72 e 4,8. 0s valores Dioor¢ ohtidos;
foram 2,79 h; 1,63 h; 1,25 h e 19 minutos. Os resultados obtidos -
por MALLIDIS & SCHOLEFIELD {1986) sobre a redugdoc do valor Dizerc
para B. stearothermophilus 8923 foi avaliade no meio de;
gsubcultura Antibiotc Assay Medium em pH &€,5 e 7,3. |

Tal como o valor D, o valor Z é determinado graficamente; .
matematicamente equivale ao reciproco da inclinag8o da "Curva de -
Resigtdncia Térmica! ou "Curva Fantasma de Morte Térmica®. Resa
curva € obtida anotando-se no eixo das coordenadas o logaritmo
dos valores D a cada tempsratura e no eixo das abcissas as:
temperaturas correspondentes. 0 grafico obtido reflete a
resisteéncia térmica das células vegetativas ou esparas;
bacterianos em diferentes temperaturas (BTUMBO, 1973; PFLUG 198Z;

LEITAC et alii, 1988). Para esporos de B. stearothermophilus, o
25 '



valor Z varia de 14 a 22°C (STUMBO, 1973). Para um determinado
microrganismo, © valor Z 'é relativante constante, ndo sofrendo§
grandeg variag¢fes, gquando se alteram as condigdes fisicas e/ou
quimicas dos testes para a sua determinagdo, como por exemplo:
pH, composigio do meic de aquecimento e subcultura, meio de;
cultura e condigdes de incubagdo para produgiio de esporog, etc:
{TOMLINS & ORDAL, 1976).

0 valor Fp ou Valor de Esterilizac3o equivale ao tempo
total do processce, numa temperatura fixa, para atingir o nivel de:
destrui¢do térmica pré-estabelecido da populag8c de esporos
eleita como indicador biclbgico. Na esterilizacio dos alimentos -
de baixa acidez, o indicador bioldgico empregado constitui-se da -
suspensfo de espores de B, stearcothermophilus ou . botulinum
{STUMBO, 1%73). 0 wvalor Fp entregue a um produto é obtido
experimentalmente pela somatbria dos efeitos letais ao longo dm?
processo. Este valor peode ser representado pela egquacho abaixo .
(STUMBO, 1973): |

th (1)
Fp = J’Ldt
to

th

B

tempo final do processo;
‘to = tempo inicial;.

I. & a letalidade do processo e é calculada por:

[(T-Tn)/2] (2
L = 10

3
H

temperatura do alimento

Tr = temperatura de referéncia

0 calculo do Valor de Esterilizagdo, F, pode ser obtido
também por outra egquagdo {(STUMBO, 1973):

F=8D (3)
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onde D corresponde & resisténcia térmica do microrganismo eleito:
como indicador Dbiolbgico nas condigBes do  experimento eg
corresponde ao nimero de redugldes decimais da populacic de
esporos previstas durante a esterilizaclo. Quande o miérorganismc
alvo corresponder ac B. stearothermophilus, utilizam-ze de 4 ou § -
redugtes decimais (STUMBO, 1673).

3.5 -~ ASPECTOSE (GERAIS SORRE A HISINA
3.5.1 - Caracteristicas e composicdo guimica

HAWLEY {(1957), em sua pesquisa biblicgr&fica sobre a
nigina, a caracterizou como uma substancia inibidora para os
microrganismos, produzida por algumas linhagens de'Streptocomcﬁs:
lactis Lancefield Grupo N. 0O §. lactis ¢ um microrganismo 3
encontrado em queijos, onde a nisina € naturalmente produzida,:
inibindo o drescimento de outros microrganismes. O nome nisina
deriva de NIS (N ~Group Inibitory Streptococus) e o sufixo INA.
Atualmente, o microrganismo produtor da nisina foi corretamente
classificado como Lactobacillus lactis subespécie lactis (DELVES-

BROUGHTON, 19%0b]}.

A nisina comercial & exclusivamente produzida por
fermentag¢do micreobiana. Entretanto, existem informagbes escassas:
sobre os parametros nutricionais, o controle fisico-quimiceo, e
“ainda sobre a produgdo de metabdblitos para a otimizag¢8o da sua -
produgio. VUYST & VANDAME (19%2) estudaram a fermentagdo dJde
L. laétis subespécie lagtis NIZO 22186 em um melo complexo
fcrmuladb com sacarose {10,0 g}, peptona (10,0 g}, extrato de .
levedura (10,0 g), KHzPO4 (10,0 g), NaCl (2,0 g) e MgSO4. 7H20
(0,2 g}. Eles observaram gque a nisina é produzida durante a fase
de crescimento vegetativeo exponencial e gue a fonte ds aarbonoi
disponivel no meio é ¢ fator que exerce malor controle sobre a -

sua produgdo,
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A estrutura molecular da nigina foi elucidada em 1971 por
Gross & Morrel. Ficou evidenciado gue a molécula é um peptideo
formado por 34 aminchacidos, com ¢inco ligagfes sulfidricas
circulares. Estas ligagdes originam os aminoacidos n#o protéicos:
lantionina e bheta-metil~lantionina, sendo gue este Ultime &
responsavel por 25%% do peso molecular. A molécula possuil ainda os
aminohcidos alfa e beta insaturados: dehidrcalanina (DHA) e
dehidrobutireno {(DHB), produtos da desidratagdo dos aminoacidos -
serina e treonina, respectivamente (JARVIS & MORISETTI, 1969).
Todos 0S8 outros aminobcidos presentes encontram-se na -
configuragio L (DELVES-BROUGHTON, 1990a; VAR DE VEN et alii,
1991:), nas proper¢fes indicadas na tabela 4. '

TABELA 4 - COMPOSICAO EM AMINOACIDO DA MOLECULA DE NISINA “A"

AMINOACIDO CONCENTRAGAQ
{g/100g)

Leucina :

+ 16,85
Isoleucina
Metionina 6,41
Valina . 5,07
Prolina 3,86
Alanina ' ' 4,76
Glicina 6,62
Serina : 1,53
Acido aspartico _ 5,46
Histidlina 7,17
Lisina 18,985
beta-metilantionina 23,30
Lantionina 6,46

Ponte: BALL (1985}

A sua estrutura ¢ apresentada na figura 1.
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ABA = aming butyric acid

DH A =dehydroolanine .

ALA ~S—ALA=ionthionine *
DHE = debydrobutyrine {B~methyidehydraaionme)
ABA ~ S AL &= B-methyllonthionine

A

FPIGURA 1 - ESTRUTURA MOLECULAR DA NISINA
Fonte: DELVES - BROGGHION {1390b}

A estrutura molecular da nisina é muito semelhante & da
bacteriocina subtilin. O subtilin apresenta também os aminohcidos
lantionina e beta-metil-lantionina e, diferentemente da nisina,
contém o aminoacido triptofano, confirmado pela absor¢io bptica a
275nm (BALL, 1966; HURST, 1983). Estas duas bacteriocinas, além
da estrutura guimica, tém modo de agfo, utilizag¢do em alimentos e
espectro antimicrobiano muito semelhantes {JAY, 1983).

Nisina € wum termo empregado para cinco polipeptideos
biosguimicamente afins, designados, respectivamente por Nisina-A,
Nisina-B, Nisina-(C, Nigina-D e Nigina~B. Todos estes
polipeptideos tém atividades antimicrobianas semelhantes (HALL,
1966; HOLLEY, 19881}, notando-se gue tém propriedades fisicas e/ou
guimicas ligeiramente diferentes {HAWLEY, 1957). 0O produto
comercial é do tipo “AY e compdem-gse de duas subunidades de 3500
daltong, consequentemente seu peso molecular é de 7000 daltons
(HURST, 1983).
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As especificag¢des dos compenentes quimicos da nigina |
comercial (Nisaplin) é indicada na tabela 5 (FOWLER, 1979) '

TARELA 5§ ~ COMPOSICAO DO NISAPLIN

COMPONENTES COHCENTRACAO
Nigina 10268 Ul/mg
NaCl 74,7%
Proteina 17,12%
Carboidratos 5,93%
Umidade 1,7%
Gordura tragos
Fibras ausente
Elementos
Zinco 9,2 ppm
Cobhre 0,% ppm
Chumbo 0,15 ppm
Arsénico menos gque 0,5 ppm

Fonte: PONLER {1979)
3.%.2 -~ Propriedades fisico-quimicas da nisina

A solubilidade e a estabilidade da nisina s3oc dependentes -
-do valor de pH do meio onde serh dissolvida. Apresenta-se pouco
sollivel em solugdes com pH prboximo A& neutralidade (JARVIS & i
MORISETTI, 1%69), sendo em torno de 4% a sua solubilidade em

salugées'cam pH 5,0 (HURST, 1%83). Ja em solugdes com pH 2,5, sua |
‘solubilidade é de 12%, podendo ser autoclavadas a 121°C durante .
15 minutos, sem haver perda de atividade (HALL, 1966 ; HURST,:
1983 : LIU & HANSEN, 199%0). De acordo com HALL (18%66) e LIU &

HANSEN (1590) a solubilidade reduzida em solugdes proximas a

neutralidade explica-se pela _polimerizagﬁo da molécula,
mascarando os agrupamentos polares que se ligam com as moléculas -

de &gua.
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A destruiglo da nisina esth relacionada com o pH do
substrato de aquecimento. De acordo com DELVES-BROUGHTON ({1990a)
a porcentagem de retengdo de atividade, quando aquecida a 121i°C
durante 15 minutos, é de 100; 71, 35, 14,5 e 0,5% em pH 3.0, 4,0,
2,0, 6,0 e 7,0, respectivamente. JARVIS & MORISETTI {1869)
atribuiram essa estabilidade A presenga de proteinas associadas
ao Nisaplin. As proteinas contidas nds alimentos também parecem
conferir protegdo adicional 3 perda da atividade, durante o
aquecimentoA(EAPEN et alii, 19833}.

3.5.3 - Pefinic8o das unidades internacionais

Até 1964, definia-se como Unidade Internacional de nisina
o equivalente ao recliproco da menor concentragio requerida vara
inibir o crescimento de & agalactie, «quando estes eram
inoculados sob condi¢Bes padronizadas (HURST, 1983).

Em 1964, TRAMER & FOWLER redefiniram as Unidades
Internacionals de nisina, e esﬁa defini¢8o é a aceita até oz dias
atuais. Os autores padronizaram que um grama de nisina comercial,
quando diluilda em 1 ml HC1 0,02N, contém 10% Unidades f
Internacionais /ml. ' \

3.5.4 ~ EBspecizo antimicrohbiano

A nisina, isoladamente, possui um espectro antimicrobiano
. restrito, praticamente sem efeito em bactérias Gram negativas,
fungos e leveduras, com excecdo de Neisseria (HURST, 1983).
Estudos recentes, entretante, demonstraram gque a nisina,
guande associada a agentes quelantes, exibe efeitos bactericidas
também em bactérias Gram negativas. STEVENS et alii {1991)
avaliaram ¢ efeito da nisina junto com o EDTA em varias espécies
de Salmonella e outras bactérias Gram negativas como Entorobacter
aerogens, 8higella flexneri, Citrobacter freundii e Escherichia
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coli, 0s autores obervaram gue a exposic8o das bactérias 2

solugdes de nisina ou EDTA isoladamente nfo produziu
significativa, com reducdo nas pcpula&ﬁes inferiores a
logaritmico. Entretanto, © efeito sinergista acarretou
populacionais de 3,2 a 6,9 ciclos logaritmicos.

Em células bacterianas Gram positivas e esporos
apresenta-se como uma bacterioceina eficiente, com amplo
de agdc, como apresentado na tabela 6.

TABELA 6 - BACTERIAS GRAM POSITIVAS E ESPOROS SENSIVEIS

inibicBo
um ciclo
reducdes

a nisina
espectro

A NISIRA

MICRORGANIEMO REFERENCIA RIBLIOGRAFICA
Bacillus O BRIEN et alii (19%6};
WHEATOHN & HAYS (1964)
Clostridium SCOTT & TAYLOR (1981a,b)
© SOMERS & TAYLOR (1987);
Corynebacterium MATTICK & HIRSCH (1947}
M. tuberculosis MATTICK & HIRSCH {1947}
Neisseria . MATTICK & HIRSCH {1947)
Prneumococcus tipo 1 MATTICK & HIRSCH (1947)
Pneumococcus tipo 2 MATTICK & HIRSCH (1947}
S.aureus MATTICK & HIRSCH (1947};
GOWANS et alli (1952, apud HURST, 1981}
Streptococcus, OGDEN & TUBB (1985);
Micrococcus, RADLER (1990b}

Lactobacillius.

Listeria monocytogenes BENKERROUN & SANDINE (1%988)
HARRIS et alii {19%81)

Concentracdes minimas de nigina, como 10pg/ml, tém

excelente agfo inibitéria sobre L. monocytogenes. Este & um
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importante patbgeno associado a toxinfe¢Ses de origem alimentar,
com ampla distribuicdo no ambiente, capacidade de multiplicacgio é;
temperatura de refrigerac¢do, toleradncia a valores de pH baixos e
altos niveis de NaCl., Nisina, na concentracio indicaéa, 4 capaz
de reduzir, populagdes de L. monocytogenes em 6-7 ciclos;
logaritmicos {(HARRIS et alii, 199%91). '

A nisina inibe a wmaioria dos esporos pertencentes abs:
géneros Bacillus e Clostridium, ressaltando-se ainda, que a forma
esporulada destes microrganismos é mais sensivel & sua acdo, quef
as células vegetativas {CAMPRELL Jr. & O BRIBH, 195%; O“BRIEN et
alii, 1956). '

3.5.5% - Modo de agdo da nisina
3.5.5.1 - Em células vegetativas

HIRSCH (1954) demonstirou que a primeira etapa necessaria
para ocorrer a inibié&o pela nisina é& a sua absorgdc pelo
miciofganismo alvo da destruigdo, com formag8o de um complexof
entre eles, Ssus resultados evidenciaram gue substincias
cpresentes gue interferem na forma§éo deste complexo, como o©
carvdo vegetal, tornam og microrganismos resistentes a sua agio.

RAMSETFER {1960) demonstrou gque c¢élulas sensiveis & sua
inibigico sofrem ruptura, com liberagio doe material
‘citoplasmhtico. RAMSEIER {1960} concluiu, ainda, gque a nisina age
como detergente catidnico, em membranas citoplasmaticas.

De acordo com JAY (1983), o alvo da inibigd3o é a sintese
do acidovmuréicc, componente da parede celular bacteriana. :

HENNING et alii (1986a) observaram que o efeito
antimicrobiano & causado pela interag8o com og fosfoliplideos
componentes da membrana citoplasmética, e que os microrganismos -
Gram positivos sd3o ainda mails sensiveis a sua agdo. 0 heido
murdico & também inibido, ocasionando um efeito sginergista no
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distlrbic das fun¢des da membrana.
Estudos scbre a ag8o da nigsina em células vegetativas:
foram conduzidos por MORRIS et alii k1984). Estes peaquisadaresé
indicaram que a s8ua ac¢io ocorre por "inativacio de grupos
sulfidrilicos presentes na membrana citoplasmatica. :
RUHR & SAHL (1985) estudaram o modo de ac3o da nisina em
bactérias Gram positivas, como 8. cohnii 22, B. subtilis W 23,
Micrococcus luteus ATCC 4698, Streptococcus zymogenes 24 o também

em vesiculas artificiais. Os dados obtidos foram conclusivos

sohre og distlrbiocs ocasionados nas membranas citoplasmhticas.
Estes resultados sdo concordantes com os obtidos recentemente poy
GAO et alii (1991) e GARCERA et alii (1993), o8 quais
evidenciaram altera¢bes no potencial de membrana e de gradiente
de pH, com indug8o do efluxo de componentes celulares de bhaixo
peso molecular,

| Pelo expeosto acima, pode-se deduzir que ndao ha
uniformidade de entendimento sobre o modo de agﬁd da nisina em
células vegetativas, apesar de todos os estudos sugerirem que a
sua agdo se da na membrana citoplasmatica.

3‘5.552 -~ Em esporos baéterianas

H4 concordancia na literatura sobre o fato da nisina
reduzir a resisténcia térmica dos esporos, ou seja, aumentar a
sensibilidade dos meagmos ao caler.

Em 1855, CAMPBELL Jr. & O'BRIEN estudaram a ag8o da
‘nisina sobre esporos de bacilos e clostrideos. Segundo estes
pesquisadores, a nisina reduz o valor D dos esporos estudados
porque ¢ transportada do meic de aguecimente para o de
subcultufa. Eles demonstraram que concentracgdes de 0,03 ppm de
nisina ne meio de subcultura s8¢ suficientes para reduzir a
contagem de scobreviventes e, conseguentemente, influir no wvalor
B,

O'BRIEN et alii (1956} estudaram os efeitos de algumas
bacteriocinas sobre a resisténcia térmica dos microrganismos
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termbfilos. Eles verificaram uma reduclio de 30% no valor Diasy o, .

para esporos de B. stearothermophilus, com 140 Ul/g de nisina,5
utilizando-se como meio de aguecimento, o puréd de ervilhas.

LIPINSKA (1977) apud DELVES-BROUGHTCON (1990b) verificou .

que a sensipillidade dos esporos de B. stearothermophilus 3 nisinaf
é incrementada quando é exposta a temperatura maior {figura 2):
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FIGURA 2 - SENSIBILIDADE DOS ESPOROS DE B, stearothermophilus A
ACAO DA NISINA SOB DIFERENTES CONDICDES DE TRATAMENTO -
TERMICO

Fante: LIPIRSKA (1977} apud DELVES - BROUGRTOR [1340b)

SCOTT & TAYLOR  (1981b) também demonstraram  gue .
concentracBes menores de nisina sfc necesshrias para impedir o
crescimento pbs—germinative do ¢. botulinum tipc A, B e E, gquando
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se aumentam o bindmioc tempo/temperatura de ativaclo ao calor.
CAMPBELL Jr. & SNIFF (1959) ¢ THBORPE (1950) evidenciaram
o efeito da tripsina no meio de subculiura utilizado para .
gontagem de células sobreviventes de B. coagulans e:
B. stearothermophilus, apbs a exposig3o ao calor e nisina. Eles
verificaram que este wmeio, quando adicionado de tripsina,
permitiu o crescimento bacteriano normal, semelhante ao de
esporos sobreviventes, submetidos somente & agdo do calor. Para
TRAMER & FOWLER (1964) a tripsina & uma enzima com capacidade de
destruir a nigina. THORPE (1960) sugeriu ainda que a reducio nag
valor D, quande se utilizam a nisina, se deve a4 adsorcioc da mesma
pelos egporovs, e gue sua agdo é esporostitica. :
THORPE (1960) levantou duvidas se a nisina previne a
etapa de germinagio dos eSporog ou §e O esporos Jgerminam, mas
ndo oacorre o crescimento pbs-germinativo, CAMPBELL Jr. (1957) e .
CAMPBELL Jr. & SNIFF ({1959} demonstraram que a nisina inibe o
crescimento pbs-—-germinative dos esporos de B. coagulans. Para i
HITCHINS et alii (1963) e DELVES-BROUGHTON (1990a), a inibic8c
dos espores de B, stearothermophilus pela nigina se dh na fase de
entumescimento, conforme mostrado na figura 3. :

Sorbate .
metabisuiphite

MaCl
_ Tytosin
Nisin Benzoate Polyphosphate

Subtilin

Diethyl :
pyracarhonote

I L (55

¥ e

Germingtion  Swelling  Shedding of Qutgrowth  Cell
spore wall of . division
‘ vegetative
cell

FIGURA 3 - INIRIQAO DA PASE DE ENTUMESCIMENTO ROS ESPOROS DE '
B. stearothermophilus PELA NISINA
Fonte: DELVES - BROUGHTON {1490a}
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GUPTA ef alii (1971), «quando estudaram o efeito
sinergista de lons monovalentes e divalentes com a nisina em
varias espécies do0 géneroc Bacillus, concluiram, também, gque Ei;
inibig30c ocorre ao nivel do crescimento pbs-germinative. Por sua |
vez, o8 experimentos conduzidos por TRAMER (1964} apud HALL
(1966) e JARVIS & MORISETTI (1969) demonstraram que a nisina f
inibe a etapa de germinac¢io dos esporoé. '

Estudos sobre a agdo da nisina em esporos a nivel
molecular foram conduzidos por REISENGER et alii ({(1980) o
recentemente por LIU & HANSEN {19%90). Os primeiros pesquisadoresa
obtiveram resultados evidenciando gue a nisina se complexa com -
pentapeptideos intermedi&ricos da sintese do &acido muréico,;
resultandoe na sua prbpria inibig¢do. LIU & HANSEN {(1990)
demonstraram que o035 residuos de dehidroalanina e dehidrobutirenco -
da molécula de nisina causam modificacgfes nos grupos f
sulfidrilicos presentes ha capa dos esporos germinados. |

Como discutido para células vegetativas, tambédm a acfo da ;
nisina sobre esporos a nivel molecular né&o é conclusiva,
necessitando de estudes complementares.

3.6 - FATORES QUE INTERFEREM NA EFICIERCIA DA HfSINA

RAYMAN et alli (1981) demonstraram gue © poder inibid&ri
da nisina depende do valor de pH do alimento onde serh empregada
e da bioccarga de esporos contida no mesmo. Esses pesquisadcres:
estudaram o efeito inibidor no crescimento pbs-germinativo de
esporos de (. sporogenes PA 367%, inoculados em salsichas. ?oi;
verificado que a eficiénecia da nisina fol reduzida no produte com .
valores de pH acima de 6,5 e, também, com o aumento da -
concentragdo do inbcule. A nisina ndo inibiu populagles deste
microrganisme de 108 UFC/ml. No mesmo experimento, foi observado
gque a sensibiliﬂade de €. sporogenss PA 3679 a nisina é
dependente do bindmio tempo/temperatura de ativagdo ao calor |
subletal. Estes resultados foram coincidentes com os obtidos porE
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SCOTT & TAYLOR (1981ib) e RAYMAN et alii (1981),

GUPTA et alii (1971, 1972) demonstraram que a acio da
hisina sobre esporos termorresistentes ¢ dependente ainda do tipo 5
e da natureza dos metabblitos contidos nosg aliﬁentas. Os
pesquisadores averiguaram que ions divalentes cono: cobra, ferro
e manganés, adicionados no meio Caldo Nutriente {CN), utilizadd;
para avefiguar a germinagdo, aumentam a sua efetividade. Foi
estudado também o efeito sinergistas de aclicares com a nisina, na
inibig8o da germinagfo de B. stearothermophilus. Concluiram gque a |
ribose, numa concentragdo de 0,1 M é o0 aglcar que mostra ter a:
maior eficacia de inibi¢fo, quando adicionade 4 nisina.

HENRING et alii (1986b) demonstraram que a adigdo de
agentes emulsificantes no alimente diminuli a eficidncoia da 5
nisina, para inibir esporos de B. coagulans.
_ Células vegetativas de B. cereus, sintetizam durante o
c¢rescimento vegetativo uma enzima capaz de inativar a nisina. Hi
evidéncias que esta enzima é uma redutase, mais especificamente,
uma dehidropeptideo redutase (JARVIS & MORISETTI, 1969). As
células vegetativas de B. cereus sfo insensiveis a 25 ppm de
nisina. HAWLEY (1961}, apud BOONE (1%66) demonstrou gue o tempo
de morte térmica (TDT). desses esporos & reduzido de 45 minutos
para b, quando em presenga de apenas 2,5 ppm dessa bacteriocina,
a 10?”0. Estes resultados confirmam a sintese da nisinase durante

o crescimento vegetativo da referida bactéria. Esta nisinasze &

capaz de inativar apenas as nisinas do tipo A, B, C e E (JARVIS &
FARR, 1971}, ' _

Resumidamente os fatores gue afetam a melhor ataagﬁo da
nisina s530;

- tipo & bilocarga do inbculo;

~ 0o pH final de equilibrio do alimento ou solucgldo onde serh
empregada;

~ o bhindbmio tempo/temperatura a que ¢ microrganisme alvoe &

submetido,
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3.7 ~ TOXICIDADE E COMPORTAMENTO BIQQ&IMICO DA NISINA

EAPEN et alii (1983) citam os primeiros testes sobre a
toxicidade aguda da nisina realizados por Hara et aliif {1962}, no
Japde. Begundo eles, estesg Ultimos pesquisadores estabeleceram a
Dose Letal Minima (DLso)} da nisina para gatos e ratos, por via
oral. O valor DLse para a nisina é similar ao valor da DLse para
o sal comum, isto &, 6950 mg/K de peso corpbreo. Esses resultados
confirmam o© pressgusposte de gue a nisina & uma substincia
atbxica, ou de baixa toxicidade, tanto que 8 consumida, em
queliics e leite, h& milénios sem nenhum efeito tbxico aparente
{HURST, 13%83; DELVES-BROUGHTON, 1990b).

SHTENBERG & IGNAT'EV (1970) estudaram exaustivamente a
toxicidade da nisina isolada e quando combinada com outros
preservativos, como o hcidc sbrbico. Confirmaram a atoxidade da
nigina isoladamente; entretanto, «quande associada a0 Acido
sbrbice tornou-se tbxica. Entretanto, foi constatado gque estes
dois aditivos sdo incompativeis, pois o &acido sbrbice anula a
atividade da nisina (HURST, 1983}.

A nisina é rapiéamente inativada por enzimas digestivas,
COmo 21 pancreatina e a L-guimiotripsina e n3c é detectada na
saliva humana apbs 10 minutos da ingestdo. Este tempc ndo 6
‘suficiente para permitir o desenvolvimento de microrganismos
resistentes. Além disso, as condigBes enzimaticas do trato
digestivo humano desestabiliza a sua molécula (CLAYPOLL et alii,
1966 ). .

3.8 ~ EMPREGO DA RISINA EM ALIMENTOS

A nigina tem side utilizada, com muito suUCessE, CORO
auxiliar no tratamento térmico. Segundc HEINEMANN ef alii {(1%65),
uma substinecia auxiliar noe tratamento térmico € aguela que, em
concentragbes baixas, se mostra capaz de prevenir o crescimento
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pbs—germinativo de esporos remanescentes do tratamento térmico
minimo. Entende-se por tratamento térmico minime o bindmio
tempo/temperatura requerido para destrulr a flora patdgenica de
um alimento. No caso de alimentos de baixa acidez, o
microrganismo alve da destruicdo sd3o os esporos de . botulinum
(8TUMBO, 1973}. Ainda de acordo com HEINEMANN et aliji (1965), uma
gsubstancia para ser aceita como auxiliar no tratamento térmico

deve atender aos seguintes requisitos:

t

sua toxicologia deve ser conhecida e aceita pelos brgios
oficiaig de fiscalizagdo de salbde;

- ndn deve ter efeito deletdrio em nenhuma das caracteristica
organclépticas do alimento;

-~ deve sger suficientemente esthvel ao calor, para resistir as
condi¢bes de processamento;

-~ deve ser efetiva contra todos os espores schreviventeszs do
processo térmico minimo;

- nio deve alterar substancialmente ¢ custeo final do produto;

- deve ser suficientemente estivel na estocagem, principalmente
ge sua acglo depender de um efeito residual no alimento;

-~ deve ser efetiva em baixas concentrag¢Bes {partes por milhdes ou

menos);
- ndo deve ter aplicagioc medicinal;
- deve ser de fhcil manuseio;

-~ deve permitir uma redugfc substancial no valor da esterilizagdo
regquerido pelo alimento.

A nisina é aceita na indiistria de alimentos por atendér,
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em grande parte, os regquisitos supra citados. txemplos da sua
utilizagdo em tratamentos termoquimicos, com 0 objetivo
especifice de inibir os esporos de B, stearothermophilus sio
mostrados na tabela 7. '

TABELA 7 -~ UTILIZACAC DA NISINA NO PROCESSAMENTO TERMOQUIMICO DE
ALIMENTOS ALMEJANDO A INIBIGAOD DE ESPOROS DE
. B. stearcthermophilus

ALIMENTO | TRATAMENTG TERMO ! RESULTADOS ! REFERENCIAS
i QUIMICO ! OBTIROS !
I 1 1
I i i
Censerva de ! 15 ppm i Reducdo de | CAMPRELL Jr
milho ! + ! 20% no valor Vel alii,
em zalmoura P15 min/121°C 1D !(1959)
i ] I
] 3 1
Cogumelos ! 25 Ul/g ! Nao permitiu o ! DENNY
en ! + { crescimento de \ et alii,
salmoura ! 5 min/121°C I esporos inoculados T {1861}
I H H
1 1 3
Creme de milho ! ippm | H8o ocorreu deterio- | WHEATON &
@ ! + | ragdo apds incubacdo | HAYS
YChow mein' ! Fo = 3 min ! por 60 dias/B5°C b {1964)
¥ 1 i
3 1 |
Puré de ; 40 UI/ml i Ndo ocorreu deterio- | HEINKEMANN
f + { ragdo nas latas i ef alii
Cogumelos ! Fo = 3 min { inoculadas ' { {1965}
I i ]
1 § ¥
“Upma® pH 5,0-5,2 ' 25 Ul/g . i
{trigo + vegetais ; + t Rumentou a vida Uril | SINGH
+ gengibre + mostarda) ! Fo = 2 min : |
: | destes alimentos em | et alii
YEheer™ pH 6,2-6,4 : 200 Ul/g ' ' '
{tipo de arroz doce) i + ! & meses i {1887)
’ i t
i I ¥

Fo = 3,06 min

Hote-se que & nisina pode ser também utilizada em outrog
tipos de alimentos,
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3.8.1 - Alimentos criis

Frutas: o emprego da nisina em frutas sb § aplicavel naquélas

| sujeitas & fermentacHo butirica, 3J4 que fungos e

leveduras s8o praticamente insensiveis & sua acao
(HAWLEY, 1957; EAPEN et alii, 1983).

3.8.2 ~ Alimentos pasteurizados

a}) Queijos: esporos de clostrideos nio s3o aptos a crescer em
gqueijos, devido & acidez, & alta concentragfio salina e pela
flora microbiana presente. Entretanto, no interior destes
alimentos pode haver alteracBes destas condigBes, criando
ambiente flisico-quimicos favorbveis para o crescimento de
microrganismos como €.  butyricum, €. tyrobutiricum, C.
sporogenes e até de . botulinum. Quando presentes, estes
esporos sf#o oriundeos da matéria-prima e podem sobreviver ao
processc de pasteurizagdo (FOWLER & McCANN, 1971).

A deteriorac¢do por clostrideos fesnlta na producio de
gases no aparecimento de odores indeseijdveis na ligiiefacfo do’
produto, e até mesmo na producdo de toxinas (HAWLEY, 1957}.

Processados com a nisina, em concentragdo de 250 a 500
Ul/g, o8 queiios pasteurizados podem ser armazenados sem
refrigeragdo e sem produgio de efeitos indesedhveisn, mesmo em
produtcos com Aa mais alta e concentracglo salina mais baixa,
tais como o gueijos pastosos (TANAKA et alii, 1986; SOMERS &
TAYLOR, 1987). Entretanto com DELVES-BROUGHTON (19887), =a
concentragcdo de nisina utilizada em guelijos pasteurizados
depende da biococarga de esporos presentes na matéria-prima. G
autor recomenda a adiglo de 100, 150 e 250 UI/grama do produto
para uma populagdo de 10, 100 e 1000 esporos presentes em um
grama da matéria-prima, respectivamente:
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b} Leite integral: a nisina pode ser empregada no leite integral

c}

d)

pasteurizado, em palses de ¢lima tropical, com problemas no
abastecimsnto, tais como longas distancias combinadas com

"altas temperaturas no traieto entre o produtor e ¢ consumidor

final (REAPEN et alii, 1983)., Concentragbes de 30-50 UI/ml
duplicam a vida Util destes produtos (DELVES-BRCUGHTON, 1987).

Rebidas alcoblicas: a nisina é uzada na indlustria de bebidas
alcoblicas, para o contrele de microrganismos contaminantes,
principalments para prevengdc da deterioragdo causada por
Lactobacillus e Pediococcus. Heges microrganismos SAC
sengiveis a 100 Ui/ml de nisina. Por ndo ter agdo sobre
leveduras, permite gue ela seja usada, substituindo a lavagem
heida, para a eliminagdo dos microrganismos indesejaveis, ou
mesmo em substituicldo do dibxidoe de enxofre, durante a
fermentacio do vinho. Assim, sua wutilizagBo traz grande
beneficio para o processamento desses produtos (OGDER & TURBE,
1985; OGDEN, 1986; OGDEN & WAITES, 1986; OGDEN et alii, 1988;
RADLER, 1990a, b}.

Sobremesas lacteas: estes alimentos norm&lmente pcssuem'
cereais na sua formulagio e, .portanto, quande aguecidos
gelatinizam-se & solidificam-se, tornando-ge produtos
altamente condutivos. Assim, um tempo de procegsamento térmico
prolongado & necessario para a manutencgdo de suas gqualidades
microbiolbgicas, com perdas significativas nas gqualidades
nutricidnais crganclépticas (HEINEMANN et alii, 19657}. _
Utilizando-se a nisina, em concentragBes de 50-100 mg/K, ha

reducio no processo térmico requerido para esterilizacdo e,
consequentemente, na gelatinizagdo, CoOm controle da {
deteriorac3c (EAPEN et alii, 1983; PHILLIPS et alii, 1983).

43



3.8.3 - Alimentos esterilizados

a} Bebidas achocolatadas: SHERATA et  alii (1976) apud HURST

b}

c)

{1983) obtiveram resultados satisfatbrios no processamento
termogquimico de bebidas achocolatadas empregandoo a nisina. 0O
processo térmice regquerido para a congervagio desses produtos
foi reduzido em 80%, sem deteriorac¢do apbs incubkagdo a 37°C,
durante 21 dias. Resultados semslhantes ja& haviam sido obtidos
por WAJID & KALRA (1976). A recomendaglo ¢ de 30mg/l para um
processamento a 121°C durante 12 minutos (FOWLER, 1979}.

Produtos curados a base de carne: ha varios estudos schre a
substituigdo parcial do nitrite, poderoso agente
antibotulinico e de cura, pela nigina. SCOTT & TAYLOR (198la,
b); TAYLOR & SOMERS (1985); TAYLOR et alii (1990) demonstraram
gue a nisina retarda o crescimento de esperos germinados de
C. botulinum. Entretanto, todos o resultados indicaram qgue
concentraces elevadas (1000 a 30;000 UI/g) s80 necessarias :
para ocorrer a inibigic deste microrganismo, sendo, portanto,
um processo antiecondmico. Além disso, recomendaram gue
estudos compiementares deveriam ser realizados sntes de se
propor a parcial substitui¢8o do nitrito pela nisina, pois foi .
verificado que sua eficiénecia é reduzida guando é associada a
particulas chrneas e, também, que & de dificil hcmageneizaqéc?
nestes alimentos (TAYLOR & SOMERS, 1985). '
CASERIO et alii (1979), apud HOLLEY (1981), demonstraram
que concentra¢Bes de 75 myg/Kg de nitrito junto com 200 mg deﬁ
nigina s8c suficientes para prevenir o dessnvelvimento de
células vegetativas de (. perfringes, inoculados em salsichas
guando estocados a 38°C durante 20 dias. '

Produtos 3 base de tomate: a nisina tem grande utilizacgdo emf
produtos A& base de tomate. CAMPBELL Jr. et alii {1859}
verificaram gue O valor Dizi'e para esporos de -
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d}

B. stearothermophilus, inoculados em suce de tomate fol
reduzido de 5,9%3 minutos para 0,51, quandc se utilizou nisina,
numa concentragido de 14 ppm. Dessa maneira, o valor de
esterilizagio requerido para controlar a deterioragdo desses
alimentos & reduzido na sua presenga.

Sopas enlatadas: as gqualidades organolépticas das sopas
enlatadas podem ser conservadas com uma esterilizacdo térmica
mais branda, o gue ¢& viavel empregando nisina, numa

- goncentracio de 100-200 mg/K (EAPEN et alii, 1983).

VYegetais de baixa acidez em salmoura ou em molho: varios
estudos foram realizados afim de determinar o efeito da nisina
na resisténeia térmica dos esporns termorresistentes
empregados nos vegetais de baixa acidez em salmoura cu malho,
conforme apresentado na tabela 7, p.54. As concentragdes
recomendadas variaram dJde 100-200 UI/g (DELVES-BROUGHTON,
1350a). '
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4. MATERIALS h 1o METODOS

4.1 ~ MATERIAL

4.1.1 ~ Cultura de teste

Como cultura de teste foram wutilizados esporos de
Bacillus stearothermophilus F8 1518 obtidos da Colecio de
Microrganismos 4o Laboratbrio de Microbiclogia de Alimentos da
Faculdade de Engenharia de Alimentos -~ FEA - UNICAMP.

5.1.2 - Meios de cultura

As formulacles dos meios de cultura empregados neste

trakalho encontram-se no Apéndice.
4.1.2:1 - Meios para esporulagio de B. stearcothermophilus F8 1518

a) De acordo com PFLUG (1%82}):
. Caldo nutriente pH 6,9 {CHN)

Agar para esporulacdo

b) De acordeo com KIM & NAYLOR (1966):
Caldo para pré-esporulagio
. Agar para esporulagéo

4.1.2.2 ~ Meilo para gquantificacdo dosg 2sporos de
B, stearothermophilus ¥8 1518 - Agar Dextrose Triptona
{ADT}
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4.1.2.3 - HMeiosm de subcultura utilizados nos ensajios de

otimizac8c do binbmio tempo/temperatura de ativagdo dos
esporos de B. stearothermophilus FS 1518

Agar Dextrose Triptona (ADT)

. Agar Nutriente {AN) |

. Meio Minimo para germinagdo e grescimento  pbs~
germinativo de B. stearothermophilus 8 1518
(CAMPBELL Jr. et alii (1965), modificado pela adigdo
de triptona (1%), &cido L-glutémico {0,144 mg/mil) e
~lisina (0,162 mg/ml), pH 7,2 (MMGCp-M).

4.1.2.4 - Meios wutilizados para o estudo dos fendmenos de
germinagio e crescimento pbs—-germinativos dos esporos
de B. stearothermophilus F3 1518 por aspectrofotometria

_ caldo dextrose triptona diluido em Agua {1:15,5) pH
&,7 (CDT) _

. CDT modificado pela retirada do corante plurpura de
bromocresol, pH 6,6 (CDT-M) ' o

. epT diluido em Agua (1:15,5), pH 8,1, ajustado com
NaOH 0,1 N :

. MMGCp-M

., CN, pH 6,9

4.1.2.5 ~ Meio utilizado para determinacio da Menor Concentragio
Tpibitbria (MCI) no crescimento yvegetativo dos esSporos.
de B. stearothermophilus F3 1518 - AN
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4.1.2.6 - Meio de aguecimento e subcultura utilizados nos ensaios
de resisténcia térmica

Comoc meio de agquecimento fol utilizado um meio
proposto, formuladeo com cogumelos frescos {Agaricus
bigsporug), cultivadeos na c¢idade de Mogi Mirim {8P)
principal centro nacional de produgio de cogumelos
comestiveis, adquiridos na feira local. Na preparagido
desse meio, 08 cogumelos foram previamente submetides a
limpeza externa com lavagem com agua. A seguir, foram
grosseiramente picados e adicionados de salmoura 1,5%
(RODRIGO, 1981). A proporgio sblido/salmoura (1,5%) foi .
1,43, simulandoc um produtc industrial. Finalmente,
procedeu~se A homogeneizagldo em liguidificador, durante
5 minutos, e esterilizagdo a 121°C, durante 15 minutos.
Esse meio foi denominado  de "Homogenelzado de
Cogumelos" ({HC). Para a determinagdc da propor¢do
sblido/liquido utilizaram-se trés produtos industriais.
As preoporgdes encontradas foram 1,43, 1,38 e 1,45. A
média destas propor¢des (X: 1,43) foi empregada para a
formulagdoc deste meio.

0 meio de subcultura utilizado foi o AN.
4.1.3 - Nisina

A nisina, sob a forma de pb e contendo 10% Ul/g fol
gentilmente cedida pela Aplin & Barret Ltda.
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4.1.4 - Equipamentos

. Autoclave horizontal, Modelo 104 (FABBE]

. Banho de &gua Fanem, sem agitac3c e com controle de
temperatura, Modelo 169 { FABBE )

camara asséptica com fluxo laminar vertical {VECO)

Contador de colbdnias (BIOMATIC)

Liguidificador com copo esterilizhvel (ARNO)

Estufa bacteriolbgica estabilizada a 55°C, modelo 002/3 (FANEM)
. Microscbhpio binocular, modelo STANDART (ZEIES)
. Balanca eletrdnica digital modelo BEC 1000 (ACATEC)
., Potencibmetro digital {DIGIMED)

Refrigérador {(CONSUL)

Centrifuga com refrigeracdoc, modelo B-20A (INTERHATIONALf
BOUIPAMENT COMPANRY ) :

panho de bleo, modelo 66600 (PRECISBIONS CIENTIFIC)
Espectrofotdmetro vigivel, modelo SPECTRONIC 20 {BAUSH & LOMB)
Calibrador potenciométrico, modelo CL511 (OMEGA)}

. Termopar flexivel TT-T36 {OMEGA}
Tncubadora com agitagfo, modelo MARCONT {(ROBERTSHAW)

. Agitador de tubos, modelo 1005 (BIOMATIC)
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4.2 -~ METODOS

4.2.1 - pDefinigdo das condi¢des experimentais

4.2.1.1 ~ Definicdoc do meio de esporulagido de células de
B. stearothermophilus F8 1518

Dentre as varias metodologias propostas para produgdo de
esporos de B. gtearothermophilus FS 1518 foram gscolhidas
aguelas gque utilizavam cations inorganicos na farmulag%o,;
garantinde a méxima resisténcia dos esporos produzidos (GCULD,
1871).

Os métodos utilizados foram:

a) Método de esporulaglo proposto por PFLUG {1982), com
algumag modificag¢les inerentes As vondicbes do
experimento:

Os esporos de B, stearothermophilus FS 1518 foram
ativados para a germinagdo em banho de agua, a
temperatura de ebuligéo durants 1% minutos e,
imediatamente, esfriados em banho de gelo por 2
minutos, Posteriormente'foram inoculados em CN (1:9) e
incubados durante 24/48 horas a B5°C, em asrohlosse.
Apbs o crescimento das células vegetativas, verificado
pela turbidez do meio, oS microrganismoes foram
inoculados no meio especifico formulado com AN
adicionado de 5 ppm de sulfato de manganés. Este meio -
foi colecado em superficie inclinada, utilizandci
garrafas de Roux de 9060 ml. Um volume de 2 ml de ;
inbculo foi adicionado em cada garrafa contendo 200 ml |
de meio de cultura solidificado e espalhado com um :
bast3o de vidre estéril. Apbs a secagem do inbculo na -
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gsuperficie do Agar, as garrafas foram incubadas
durante 6 dias a 55°C, ou até obter uma alta densidade
de eSporos (+80%), observados em um campo bptico,
confirmada pela coloragio de esporos com verde de
malaguita, segundc o método de FIELDS (1870},

b) Métode de esporulaglo proposto por KIM & NAYLOR {(1966)

Esporos de B. stearothermophilus F5 1518 ativados
em banho de hgua a temperatura de ebuligio, durante 15
minutos, e resfriados imediatamente em banho de gelo
por 2 minuteos ({(PFLUG, 1982).f0ram inoculados no Caldo

para pré-esporulagdc, na proporgdc 1:9 de inbculo e .

meio de cultura. Em seguida, procedeu-se a incubagdo
durante 12 horas a 55°C, em incubadora com agitagdo de
120 rpm/minuto. Da suspensdo obtida, 2 ml foram
‘semeados logo apbs na superficie do 4dgar para
esporulagdo solidificado em placas de Petri de 150 nmm
de Qiametro, contende 100 ml de meio. Apbg a secagem
das placas, essas foram invertidas e procedeu-se a
incubac8c durante 50 horas a 55°C, em aerobiose,

4.2.1.1.1 ~ Ccleta, limpeza e estocagem aos esSporos de
B. stearothermophilus FS 1518 produzidos

A coleta dos esporos produzidos pelog métodos
descritos em 4.2.1.1 a e b foi efetuada recolhendo-se
o crescimento superficial con agua destilada e bagueta
estéreis, de acordo com PFLUG {1882}. |

A limpeza, objetivando a eliminag8c de residuos;
de meio de cultura e de células vegetativas, foi -
realizada centrifugando-ge & suzpensfo obtida a 1500 G
durante 15 minutos, utilizando-se uma centrifugaf
refrigerada estabilizada a 4°C. A operagio de limpeza;
foi repetida  trés  vezes, ressuspendendo-se O
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precipitado em Agua destilada estéril, apbs a
sliminacio do sobrenadante de cada etapa.

0 precipitade final fol resgsuspendido em 30 ml de
hgua estéril e estocado em garrafas contendo pérolas
de vidro também estéreis, a 4°C. A utilizagloc de
pérolas de vidro evita a formagdo de grumos na
suspensdo.

4.2.1.1.2 - Quantificacdo dos esporos de B. stearothermophilus

A quantificacgfo dos esporos produzidos de acordo -
com os itens 4.2.1.1 a e b fol realizada pelo método
de plagueamento (PFLUG, 1982). Para tanto, a aliguota
de 1 ml de cada uma das suspensBes de esporos ol
diluida em 9ml de Agua destilada estéril. Estas
diluicBes foram submetidas ac chogue tdrmico de 156
minutos a temperatura de ebuligdo e resfriamento
imediato por 2 minutas; em banho de gelo.
Posteriormente, foram feitas as diluigles degimais,
até 10-8. Aliquotas de 1iml de cada diluicio foranm
transferidas, em duplicata, para placas de Petri,
seguida da adigdo de ADT e homogeneizagdo. Apbs
solidificacdo do meio, procedeu-se & incubagio a 55°C,
durante 48/72h. Fosteriormente sfetucu~se a contagen
das coldnias tipicas, expressando-se o8 resultados em
Unidades Formadoras de Coldnias - UFC/ml (ICHSF,
1878).
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4.2.1.1.3 ~ Comparacgio das metodologias wutilizadas na produgdo
dos egporos de B. stearothermophilus FS8 1518

0s seguintes parametros foram utilizados na
avaliacio das metodologias de PFLUG (1%82) e KIM &
NAVLOR (1965):

a) contagem da populagdo bacteriana produzida {UFC/ml)
am ADT, apbs 1% minutos de ativag8o a temperatura
de ebulicfio e resfriamente imediato em banho de
gelo por 2 minutos (PFLUG, 1982} ; '

b} presenca, em um campo bptico, de esporos em cerca
de 80%, apbs colorag¢Ho especifica (FIELDS, 1870} ;

¢) custo e tempo despendido em cada metodo.

4.2.1.2 ~ Otimizagio do bindmio tempo/temperatura de ativagsio
{choque térmico) em diferentes meios de subcultura,
para 0s esporos de H. stearothermophilus ¥8 1518

0 bindmio tempo/temperatura de ativacdo dbtimo dos espoeros
produzidos de B. stearothermophilus F§ 1518 foi estabelecido
pela contagem da populagdo micrbbiana em diferentes meios de
subcultura (KEYNAM et alii, 19653}.

Para a otimizac8c deste bindmio nos meios sblidos AN e
ADT, uma aliquota de 1mi da suspensdc foi transferida,
assepticamente, para 9ml de agua destilada estéril., A seguir,
esta diluicio foi submetida ao choque térmico, com 3
resfriamento imediato em banho de gelo por 2 minutos. Apbs,
procedeu-se as diluigbes decimais até 10-8. Aliquotas de 1ml
das 4 fhiltimag diluigSes foram transferidas, em duplicata, para .
placas de Petri, seguido da adicdo do meio, com posterior :

53



homogeneizagido do inbcu;c e incubacdo, apbs a solidificagdo, a
55°C durante 58[72h. Os tempos e temperaturas empregados para
a ativac30 nog meios sblidos AN e ADT sdo indicades na tabela
8, Estes meios foram escolhidos por serem os rotineiramente
utilizados para contagem deste microrganismo (FIELDS, 1873;
PFLUG, 1982},

TARELA 8 - TEMPOS E TEMPERATURAS UTILIZADOS NA OTIMIZACAO DA
ATIVACAC THRMICA DOS ESPOROS DE B. stearothermophilus
FS 1518 INOCULADOS NO MEIO AN E ADT

MEIO8 DE CULTURA TEMPO E TEMPERATURA DE ATIVAGAD

ADYE ' _ 1,3,5,18,15,20,25 ninutos & tenperatura de ebuligdo

1 minutos 2 180 °¢

i 1,3,5,15;15,25,25 minutos & temperatura de ehulicdo

1 ADT = Agar dextrose triptons
‘7 k¥ = Agar nutriente

Jh para a otimizagHo da ativagdo empregando-se O meio de
subcultura MMGCp-M, modificado para permitir o creacimento
vegetativo tanto de linhagens lisas gquanto de rugosas dJdesse |
microrganismo (CAMPELL Jr. et alii, 1965), foi utilizado a -
metodologia do Numero Maio Provavel (NMP). Para a contagem da
populagdo de esporos, tomaram-se aligquotas de 1 ml da
suspensdo, que foram transferidas para 9 ml de &agua destilada
estéril. Essas diluicgdes foram submetidas aos choques térmicos
de 1, 3, 5, B e 10 minutos & temperatura de ebuligdo & 1, 2 e
5 minutos, a 110°C, com resfriamente imediato em banho de
gelo, por 2 minutos., Apbs, procedeu-se as diluigbes decimaisE
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até 10-7 e inoculou-se 1 ml de cada diluicdo em 3 séries de §

tubos, contendo 9ml do meio MMGCp-M. Em continuagdo, procedeu-

ge¢ & incubacdo dos tubes a B55°C, por um pericdo de tempo ;
suficiente para ndg haver mais mudangas na leitura.
Considerou-s8e presuntivamenie como positivos agqueles tubos que
evidenciassem turbidez. A partir destas calculou-se o NMP
(SPECK, 1976). " |

Paralelamente, foi avaliado o efeito do amido na contagemE
de esporos sobreviventes de B. stearothermophilus F8 1518
submetidos & ativacglo térmica (MALLIDIS & SCHOLEFIELD, 1986).
Nesta avaliag8o foi eleito como meic para teste o MMGCp-M
adicionado de 1% de amideo. Este foi escolhido por ser o mais -
 especifico para estes esporos. Para tal finalidade, procedeu- |
se como descrito para a metodeoleogia do NMP, utilizando-se,
apenas a ativagdo térmica de 5 minutos & temperatura de

ebuliclo, gque mostrou ser efciente nos cutros melios,

Foi'comparada também a contagem dos esporosg inoculados emE
meios AN e em CN, apbs 5 minutes de ativag@o a 100°C. Para a
contagem do crescimente em CN utilizou-se o método HMD,
inoculando 3 séries de 5 tubos, contende em cada 9 ml do meiof
CN, com 1ml das diluli¢Bes decimais. Em seguida, procedeu-se a -
incubacdo dos tubos a 55°C, por um perlcodo de tempo suficiente !
para ndo haver mais mudangas na leitura. Considerou-ge -
presuntivamente come positivos agueles tubos que apresentassemf
turbidez. A partir dos tubos positivos calculou-se © NMP;
(SPECK, 1976). Para a contagem no meio AN utilizou-gse o método -
" elhssico de contagem em plécas, procedendo-se a incubagio a?
557 durante 48h. Esta comparac¢io foi realizada para avaliar
se havia diferenga no crescimento destas células guando .
inoculadas em meios liquidos ou sblides, visto que o item:
4.2.1.3 requer a utilizacldio de meios liguidos.
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4.2.1.3 -~ Selegdo do meio de subcultura mais eficaz para se
observar a germina¢do e o crescimento pbs~germinativoé
de B. stearothermophilus FS 1518 e sua adaptabilidade
ao método es?ectrofatométrica de redugdo da absorbancia

Entre os varios métodos dispohiveis para se observar as
etapas de germinacée e de crescimente pbs-germinativo de
esporos selecionou-se o método espectrofotométrico de reduglo
da absorbancia, preconizado por FIELDS {1975). Para tal, uma
populagcdo de esporos foi inoculada em um tubo de vidro, em -
forma de L, adaptado como cubeta espectrofotométrica, contendo .
um dos melos de cultura eleito para esta finalidade {(CDT, CDT-
M, CDT.pH 8,1, MMGCp~-M e CN) e incubado em banho de Aagua .
estabilizado a 55°C., Um outro tubo, com as mesmas dimensSes e
formate, fol selecionado como tubo "branco" e neste ltime sb
foi adicionado meic de cultura estéril. O tube "branco" foi
utilizado para zerar o aparelho, antes de se efetuar a
leitura. Os pares de tubos . "teste" e “branco' foram mantidos
durante todo ¢ experimento. Essa fltimo fol conduzido em |
duplicata, com leituras espectrofotométricas, em comprimento
de onda de 590 nm, intervalos de 15 minutos, durante 8 horas.
Apbs, o intervalo entre as leituras foi de 2 horas, ou até que
as células microbianas atingiscsem a fase exponencial de
crescimento vegetativo. As etapas de germinagdo e de
crescimente pOs-germinativo foram também confirmadas em
microscbpio, mediante a coloraqéo dé SHRPOYOS pélo metodo de
FIELDS (1970) e pelo método de GRAM.

A seleglo dos meios para vwverificar as etapas de
germinacdo e crescimento phs-germinativo desses esporos {ver
item 4.1.2,4) foi baseada nos seguintes parametros:

al} adaptabilidade do meio de subcultura ao método
espectrofotométrico de leitura de absorbancia. Para essa
adaptacio, tentou~se © meio CDT diluido {1:15.8},

modificagdc deste com a retirada do corante plUrpura de
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bromecresol e elevac8o do pH para 8,1. 0 corante plrpura dei
bromocrescl e a gueda rhpida do pH do meio foram parametros;
que preliminarmente Jjulgamos afetar o crescimento pbs~
germinative deste microrganismo.

b} eficiéneia dos meios eleitos para verificar os fenbmenos de
germinagdo e de crescimento pbds—-germinative, visto gque nem
tedos permitiram o crescimento pbs-—germinativo.

A populagdo bacteriana adicionada em cada tubo "teste", apbsf
ativagio térmica btima {utilizando-se o binémioc
tempo/temperatura estabelecido em 4.2.1.2 e resfriamentOT
imediato em banho de gelo durante 2 minutos) foi ajustada para
corregponder a uma absorbancia inicial de 0,5 a 590 nm,
{(FIELDS, 1970), exceto quande foi utilizado o MMGCp-M. Neste
titimo, a populagdo bacteriana adicionada correspondeu a uma ;
absorbancia de 0,7, no comprimentoe de onda de 630 nm, conforme

a indicagdo dos autores. 0Os resultados foram expressos em l
porcentagem de decréscimo da absorbancia, em relaclo &
absorbancia inicial {eixo das coordenadas) pelo tempe {eixo

das abcissas).

4,2,1.4 - Definicdo do efeito inibitbrio da nisina sobre as -
etapas germinativa e de grescimento pbs-germinative de
esporos de B. stearothermophilus FS 1518

Concentra¢des de nisina de 1000 -~ 500 -250 -~ 50 - 40 -

30 - 20 - 10 UI/ml foram empregadas para avaliar o seu efeito
inibitdric na germinag¢fo e no crescimento pbs-germinativo de |

egporos de B. stearothermophilus FS 1518, A concentracio de

1000 UI/ml foi escolhida como maxima por corresponder a 5-10
vezes a concentragdo recomendada para uso em alimentos de :
baira acidez (DELVES - BROUGHTON, 1990a). WNeste experimento f
utilizaram-se varias concentracfes de nisina pais,:

paralelamente, tentou-se estabelecer a MCI (Menor Concentracio
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Inibitébria). Para isto montou-se um experimento piloto onde os
resultados obtidos foram tabulados c¢om base na leitura;
egpectrofotométrica da redugdo da absorbincia de egporos, apds -
o chogue térmico btimo ({(esgstabelecido no item' 4.2‘1.2),:
inoculados no meio de subcultura {(adicionado das concentracBes |
de nisina acima mencionadas) e condigbes flsicas precanizadasf
no item 4.1.2.3. A adic¢do de nisina ao meio procedeu-se apbs o;
preparo de uma solucdo estogque de nisina, contendo 104 UI/ml
em HC1 0,02 N ¢ esterilizada a 121°C durante 15 minutos (SCOTTf
& TAYLOR, 1981a,b). Allquotas dessga solugdo foram transferidasf
para a "cubeta" espectrofotométrica contendo o meio de
cultura. A populaglo bacteriana adicionada em cada tubo:
"teste", apbs a ativacgdo térmica e resfriamento imediato, f015
ajustada para corresponder a uma absorbancia inicial desejada.z
Concomitantemente, a presenga de células vegetativas e esporos .
foram confirmadas em microscbpio, através de laminas, pelag
método de GRAM e de coloracdo de esporos {(FIELDS, 1970},
respectivamente. Paralelamente, fol realizadc também um teste;
"branco" 'do experimento, ou seja; a germinagio € o crescimento}
pbs-germinative do B. stearothermophilus F8 1518 foram -
acompanhados nas mesmas ccndiéées, apenas gem adigdo de}
nisina.

Deve ser salientado que o método aqui proposto ndo se -
mostrou eficaz para a determinag8o da MCI, necessitandc:
estabelecd~la de acorde com a metodologia a segulr. '

4.2.1.5 - Determina¢do da MCI da nisina para
B, stearothermophilus F8 1518 no crescimento vegetativof

A MCI no crescimento vegetativo de B. stearathermmphilusﬁ
e 1518 foi avaliada pelo métode de plagueamento em:
superficie, como indicado por SCOTT & TAYLOR {1981a):

A sbluclo estoque de nisina, contendo 104 UI/ml em HC1
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0,02 ¥ autoclavada a 121°C durante 15 minutos, fol preparada

semanalmente. As concentragdes de nisina avaliadas foram 250 a

10 UI/ml. As concentra¢fes esgscolhidas foram em funcdo de dados
" experimentais. As aliquotas da solugBo estoque determinadas
para obter as concentragbes desejadas foram transferidas,
assepticamente, para © meio estabelecido no item 4.2.1.3
esterilizado e ainda quente. A homogeneizacio da nisina no
meio fol padronizada em 2 minutos. Em seguida, aliquotas de
40ml do meio de cultura adicionado de nisina foram vertidos em ;
placas de Petri  previamente esterilizadas. Apbs a

solidifica¢do do agar, procedeu-se & inoculagdo das placas.
Para essa finalidade, uma aliquota de 1ml da suspensido de
B. stearothermophilus F3 1518 foi diluida em 9ml de Aagua ;
destilada estéril. Essa diluicdc foi submetida ao choque

térmico estabelecidc em 4.2.1.2 & resfriamenteo imediato por 2 }
minutos em banho de gelo. Posteriormente, fizeram-se as

diluigBes decimais até 10-2. Alliquotas de 1ml de cada diluigdo
foram transferidas, em duplicata, para placas de Petri comé
hgar solidificado. Com o auxilio de uma alga de Drigalski :
estéril fez-se o espalhamento do inbculo scbre a superficie do f

dgar e incubou-se a 55°C, durante 48h/72h.

Foi considerado como a MCi, a mener concentragdo de
nisina que foi capaz de inibir wuma populacdo de 108 de
B. stearothermophilus FS 1518, gquando comparado com o
crescimento da mesnma populagido em condicSes idénticas, mas sem

adic8o de nisina (MORRIS & RIBBONS, 1973).
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4.2.2 - DETERMINACAO DA RESISTERCIA TERMICA DE RSPOROS DE

B stearothermophilus FS 1518 NO HOMOGENEIZADO DE
COGUMELOS (HC) COM E SEM A ADICAO DE NISINA

4.2.2.1 - 8ele¢do do meio de aquecimento

Confirmou-se, primeiramente, a presenca do microrganismo
alvo da esteriliza¢do no cogumelo "in natura" triturado e nio
triturado, este Ultimo utilizado como meio de aquecimento. A
contagem de microrganismos termofilicoes causadores de acidexz
plana {"flat-sour") fol efetuada segundo a metad&logia-f
preconizada por SPECK {1876). Nesse procedimenteo, todoszs os
instrumentos utilizados, como esgpatulas, facas, pingas, etc,
foram desinfetados com Alcool e flambades antes do uso. Uma
amogstra ‘de 500 g de c¢ogumelcos Yin natura” foi recebida em
frascos estéreis.

Para a contagem da biocarga de "flat sour"” na amostra ndo
triturada tranzsferiu-se 100g dc produto para outro frasco
egstéril, onde foram adicionados 100 ml de solugdo salina
peptonada estéril, acrescida de TWEEN 80 a 0,1%. O frasco foi
fechado o agitado intensamente durante 2 minutos. Em
continuag8o, 3 aligquotas de Z0ml do scbrenadante foram
transferidas, respectivamente, para tubos de rosca estéreis,
de 20 x 250 mm. Essas Ultimas foram submetidas ao chogque
térmico de 30 minutos, 4 temperatura de ebulicioc e
resfriamento imediato em banho de gelo por 2 minutosg. De cada
tubo, retiraram-se, asgsepticamente, 5 aligquotas de 2ml que
foram distribuidas em 5 placas de Petri, seguida da adigic do
meioc ADT com homogeneizagioc do inbeculo, e, incubagdo, apbs a
solidificagde, a 55°C, durante 48/72h.

Para a contagem da biocarga no cogumelo triturado, uma
amestra de 25g de cogumelos foi transferida para um copo de
ligquidificador estéril, onde foram adicicnados 225 ml de
solugdo peptonada estéril. Procedeu-se & homogeneizagdo
durante 5 minutos. Em continuagdo, 3 aligquotas de 20 ml do
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homogeneizado foram transferidas, respectivamente, para tubos
de rosca estéreis de 20 x 250mm. Procedeu-se, entZo, como para
a amostra ndo triturada, descrita acima.

4.2.2.2 -~ Confirmagio do crescimento de B. stearothermophilus FS'E
1518 no meio

Uma alliquota de 9 ml do meio HC ({(ver item 4.1.2.6)
extdril foi transferida, assepticamente, para um tubo também
estéril de 20 x 250 mm, onde fol inoculade iml da suspensdo de
B, stearothermophilus FS8 41518 ativada a 121°C durante 15
minuteos (PFLUG, 1982). Apbs a homogeneizagdo em agitador de
tubos, procedeu-se & incubag¢do a 5B5°C durante 48/7Z2h. Q
crescimento foi confirmade pela redugdo do pH do meio
verificado  por potenciometria, e através de laminas
microscopicas, apbs coloragdo pelo método de Gram.

4.2,2.3 - Determinagio da resisténcia térmica dos esporos de
' B. stearothermophilus FS 1518 no meio HC, com e sem

nisina

Para a determinacdo da resisténcia térmica fol utilizado
o método do tubo TDT selado, descrito po BIGELOW & ESTY
{1920}, modificado posteriormente por Esty & Williams (STUMBO,
1973), acrescidas de algumas particularidades inerentes as
‘condic¢des do experimento:

1 - todo o material utilizado fol esterilizado previamente em -
auteoeclave a 121°C por 15 minutos, inclusive o HC {ver item
4.1.2.6) & a solucgdo de nisina preparada como indicada no :
item 4.2.1.4;

2 - pogsteriormente, efetuou-se a distribui¢fo de 1,8 ml do
meio de aguecimento, com e sem a adig¢do prévia da solugdo
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de nisina, em tubos TDT, A adicio de nisina aoc meio HC foi
calculada de forma a se obter uma concentragdo final (meio
+ inbcule) de 25 UI/ml. Esta concentracdo fol empregada,
em funcdo dos dados obtidos experimentalmente de MCI e
levando-se enm consideracdo o efeito sinergista da nisina
com o calor. As ampolas utilizadas possulam as seguintes
especificacBes: 1,5mm de parede, 7mm de diimetro interno e
8 om de comprimento. Nessa etapa, em fungdo da viscosidade
do HC, ndo se pode usar pipetas normais para coleocagdo do
meio de aguecimento. Para a distribuigdo empregaram-se
pipetas com diametro internc grande-pipetas de 10 ml, com
divisio 1/10 com as pontas cortadas, facilitando, desta
maneira, o escoamento do meic na ampola;

3 - inoculac8o de 0,2 ml da suspensido de esporos nos tubos
TDT. Apbs a inoculagdo, procedeu-se a homogeneizag¢do
exaustiva do inbculo no meio, utilizando~se algas de
platina previamente flambadas;

4 - selagem dos tubog TDT com magarico;

5 - colocag8o dos tubos TRT no banho termostatizado, com -
precisfic de * 0,5°C. As combinagdes de tempo/temperatura
utilizadas estfo especificadas na tabela 3.

TABELA 9 - COMBINAGDES DE TEMPO/TEMPERATURA UTILIZADOS NA
DETERMINACAC DA RESISTENCIA TERMICA DOS ESPOROS DE
B. stearothermophilus F¥8 1518 HO MEIO HC COM E SEM

NISINA
TEMPOS DE AQUACIMENTO 3
TEMPERATURA ;
{*C}) SEM NISINA COM 25 UI/ML DE RISINA
125 0, 6, 10, 12, 14, 16 ¢, 10, 12, 14, 16
121 0, 10, 20, 25, 30, 40 0, 5, 10, 20, 25, 27, 30, 40

118 : 0, 20, 35, 50, 65 0, 5, 10, 20, 35

1 - 0s tenpos foram selecionades exparimentalmente, de maneira 2 obter contagen significativa de sobraviventes
BC = Bomogeneizado de coguaelos em salmoura 1,58 {p/v) pll 6,2
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ODs ‘Matrasos" térmicos de aquecimento para cada
temperatura foram determinados cronometrando-se o tempo
para que as amostras atingissem a tlemperatura do hanho
termostatico., Para esta finalidade utilizou-se um tubo TDT
contendo o meio HC, idéntico aos empregados nos testes de
regigténcia {itenz 4.2.2.3 - 1 a 4), dotados de um
termopar flexivel na regido central do tubo, acoplados a
um registrador de temperatura. Para cada temperatura foram
realizados trés experimentos. 0 tempo meédioc obtido para
cada temperatura foi subtraildo de cada tempo de
aquecimento. A temperatura inicial das ampolas foil fixada
em 25°C;

apbs o tratamento térmico, os tubos foram imediatamente
resfriados em geleo fundente;

em continuacio, os tubos TDT foram abertos assepticamente
com uma videa. O contefido foi misturado exaustivamente com
uma alga de platina flambada e, a seguir, uma aliquota de
1ml foi transferida para ¢ ml de Agua destilada estéril.
Para este procedimento, utilizou-se uma pipeta de Z ml com
a ponta cortada. Posteriormente, procedeu-gse as diluigbes
decimais, seguida de plagueamento das 3 Gltimas diluicles,
ueando-se como meic de subcultura o estabelecido em f
4.2.1.3. As placas, apbs homogeneizagdo e solidificag¢do do |
Egar, foram incubadas a 55°C durante 5 dias;

os microrganismos sobreviventes foram contados e oz dados

obtidos foram regresgionados. Tragou-se a "Curva de
Sebreviventes" & a "Curva Fantasma" de morte térmica para .
o estabelecimento dos valores D, Z e Fo micrabiolbgico -
requerido, com e sem adigfo de 25 UI/ml de nisina. O valor -
Fp microbioclbgico requerido, com e sen nisina, foi;
estabelecido para o produto em questdo pelo método de
PFLUG (1990), levando-se em consideragdo a probabilidade .
de sobrevivéncia deste microrganismo em alimentos de haixa
acidez, mantidos a temperatura elevadas, © que & comum emf
paises com c¢limas tropicais. Para tanto, O ntmero de
redugdes decimaisff) proposto pelo autor, para este
microrganismo alvo, é 5.
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5. RESULTADOS ) A DITSCUSSAC

5.1 — AVALIAGCAO DAS METODOLOGIAS UTILIZADAS PARA A PRODUCAD DE
ESPOROB DE B. stearothermophilus F8 1518 '

0s resultados para as metodologias para produ¢do de
esporos de B. stearothermophilus FS 1518 s3o apresentados na tabela
16.

TABELA 10 ~ COMPARACAQ DAS METODOLOGIAS USADAS PARA A PRODUCAC DE
ESPOROS DE B. stearothermophilus F8 1518

PFLUG KIM & NAYLOR

MATODO {1982) {1966}

Meios de cultura | 1T — CN | 1 ~ Caldo para pre-esporulagso
: 2 - Agar para esporulagdo | 2 ~ Agar para esporulagdo

Tempo & 1 - 48h/55°C 1 - 12h/55°C, com aeracdo

temperatura .

de incubagdo 2 ~ 6 diag/B5°C 2 - 50h/55°C

esporos/mli 2,7 x 108 2,4 x 107

{ - tm UPC/al. 05 resultados corresponden & média das duplicatas.

As duas metodologias usadas puderam ser comparadas, pois
a cultura de partida, o bindmio tempo/temperatura de ativacdo e ;

as condigfes de subcultura foram as mesmas.

0 método proposto por KIM & NAYLOR {1966) mostrou-se
eficiente e rapido, visto gue a maioria das metodologias requeremf
de 4 a 14 dias de incubagdo (FINLEY & FIELDS, 1860); CAMPBELL Jr.
et alii, 1965). Os autores propuseram 26 horas de incubagio noé
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agar para esporulagdo, para a obten¢do de uma concentracio de
esporos em B80-90%, confirmados. por cobservacdo em microscbpia.
Entretanteo, para atingir esta concentragdo o tempo de incubagio
necessitou ser prolongado até 50 horas. De acordo com os autores,
a adic¢d3o de exirato de levedura nogs meiocs de pré-esporulacio e
esporulagdo e a aeragdo do meio de pré-esporulaclco sdo
fundamentais para aumentar o] nimero de eIPoros de
B. stegrothermophilus produzidos. Estes parametros foram também
empregados por ROTMAN (1967} apud FIELDS (1870} e THOMPSON &
THAMES {1967) com 0 mesmo objetivo.

0 método preconizado por PFLUG {1982) também ndo produziu.
a concentracdo deseijada de esporosgs {(+ 80% em um campo Optico} noé
tempo indicado de 48 horas. Este melo é semelhante ao indicade -
por TITUS (1957) apud FIELDS (1970}. Eles ndo possuem nutrientes .
especificos como o extrato de levedura e ndo sofrem aeraglo, -
entretanto mostrou-se mais eficaz gque o indicado por KIM & NAYLOR
{1966). POWELL & HUNTER {1953} obtiveram 80-90% de espcrulagio de
vhrias células vegetativas de Bacillus sp., apenas inoculando-os
em Hz0 destilada. BEstes resultadoes s3o condizentes com o
pressuposto gque a esporulagldc ocorre gquande o crescimento
vegetativo ¢é interrompido por deple¢Bo de nutrientes (KANCKO, |
18753},

0 método proposto por PFLUG (1982), apesar de mais
demorado que © original de KIM & NAYLOR (1966}, fol avaliado como
mais eficiente por produzir uma maior populagdo de asporos,
utilizar meios menos onerosos e por requerer metodologias mais -
simplificadas. Os esporos produzidos por esta metodologia foramf
og utilizados durante toda esta pesquisa. '

5.2 — OTIMIZACAO DO BINOMIO TEMPO/TEMPERATURA, EM DIFERENTES
MEIOS DE  SUBCULTURA, PARA ATIVAR 0S8 ESPOROS DE.
B, stearothermophilus F8& 1518

Objetivando-se otimizar as condigbes experimentais
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necessitou-se estabelecer ¢ melhor choque térmico para a ativagio
dos esporos produzidos, em melilos de . subcultura quef
propercionassem melhor crescimento vegetativo, viste que estes
parametros influenciariam no crescimento vegetativo (MORRAN et
alii, 1990). '

Og  resultados obtidos para esta avaliacgio sdo
apresentados nas tabelas 11 (para o meio ADT}, 12 {(para o meio
AN) & 13 {(para o MMGCp-M}. '

TABELA 11 - DETERMINACAO DO CHOQUE TERMICO OTIMO PARA 08 ESPOROS -
DY B. stearcthermophilus FS 1518 NO MEIO ADT

TEMPC DE AQUECIMENTO TEMPERATURA CONTAGEM (UFC/ml}t
{minutos) {"C)
1 shuligéo 4.3 » 108
3 ebuligdo 7,2 % 10°%
5 ebulicdo 2,8 x 108
1¢ ehuligic 1,1 x 108
15 ebulicio 3,0 x 107
20 ebuligdo 4,3 x 108
25 ebuligdo 3,7 x 108
p 1106°C 1,2 % 108

1 g7¢/ml = Unidades formadoras da coldnias/ml. Os resuitados correspondes 4 média das duplicatas.

De acordo com os resultados obtidos para o meio ADT;
verificou-se que a contagem de c¢élulas apbs 10, 15, 20, 25.
minutos de aquecimento & temperatura de ebuligdo folil decrescente,:
evidenciando morte térmica. O tempo de 3 minutos & temperatura de -
shulicl3o foi considerado como btimo de ativag@o neste meio, poisE
consegue-se recuperar maior nlmero de células vegetativas. A
ativag8o durante 2 minutos a 110 °C mostrou-se semelhante & de 10
minutos & temperatura de ebulicdo. Este resultado contradiz os;
obtidos por FINLEY & FIELDS (1962}, KEYNAN et alii (1965) e
FPIELDS (1970), que observaram a ocorrdncia de dorméncia em.
temperaturas de ebulig¢8Bo inferiores a 100 *C. Cabe indicar que o;
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tempoe btimo de ativagdo depende também das caracteristicas:
proprias da suspensdo de esporos (MORRAN et alii, 1990}.

TARELA 12 ~ DETERMIRACAO DO CHOQUE TERMICO OTIMO PARA 08 ESPOROS
DE B. stearcothermophilus FS 1518 NO MEIOD AN -

TEMPFO DE AQUECIMENTO TEMPERATURA CONTAGEM (UFC/ml)t
(minutos) (°C)
1 ebulicdo 4,8 x 108
3 ebuligdc 2,4 x 108%
5 ebuligdo 3,3 x 108
10 ebuligéo 1,1 x 108
15 ebuligao 8,5 x 108
20 ebuligdo 1,3 x 106
25 ebulicéo 7.5 % 105

1.~ §FC/nl = Bnidades formaderas de coldnia/ml. 0s resultados correspondem & nédia das daplicatas.

Ho meio AN o tempo bdtimo de ativagdo foi 1 minute &
temperatura ‘de ebulicio. Apdbs este tempo de aguecimento houve
declineo na contagem de células. Este declineo foi malor gque o;
cbservado no meioc ADT. Este fato observads parece contraditbrio,
pois'O meio ADT contém, em sua formulac¢do o corante plrpura de:
bromocresol, que comprovadamente inibe o crescimento VGQEtatiVQ:
" destes espéros (COOK & GILBERT, 1968; EIROA et alii, 1985).

A contagem da populagldo bacteriana em CHN fol a mesma
obtida em AN: 3,3 x 10%8 UFC/ml, apdbs 5 minutos de ativagio ai
-100°C. isto leva & dedu¢do que a adigdo e retirada do &gar néog
influencia na produgdo de células. Em varios trabalhos:
consultados sobre a recuperaclio de esporos, ndc had referdncias
sobre este assunto.
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TARBELA 13 - DETERMINACAC DO CHOQUE OTIMO PARA 05 ESPORCE DE
B. stearothermophilus F8 1518 HO MMGCp-M E MO MMGCp-M
+ 0,1% DE AMIDO

HMETOS TEMP(Q DE AQUECIMENTO TEMPERATURA CONTAGEM (UFC/ml})*
: {minutos) {°C})
1 ebulicdo 2,0 x 102
3 ebulicdo 2,0 x 104
& ebuligdo 5,0 8 104
MMGCp-M 8 ehuligdo 7,82 % 102
10 ebulicio 7,8 x 102
L 1ie°¢ 2,0 x 102
p 110°C 5.0 x 103
5 110°C -
MMGECp-M
0,1% de amido 5 gbuligdo 2 x 103

t - #FC/ml = Unidades formadoras de coldmizs/ml. Os resultades corresponden 4 mddia das duplicatas.

As mesmas observacSes apresentadas para 08 resultados .
obtidos com 0s meios ADT e AN‘(tabelas 11 & 12) podem ser feitas?
para © MMGCp-M, com algumas peculiaridades: dentro todos os;
meios, este foi o menos eficaz, confirmado pela reduzida;
populagfo microbiana recuperada. Observou-se, também, gue a
adig3o de amido na concentragdo de 0,1% nio fol eficiente para a
recuperacio de esporos, visto que a‘populagﬁo produzida foi de 2
% 102 UFC/ml nestas condigdes. Este resultado ndo condiz com o8
obtidos por COOK & GILBERT (1968) que verificaram o efeito
positive do amido (0,1%} na recupera¢do de espoOroes sobreviventes
ao choque térmico.

A ativac3o dos esporos produzidos durante 5 minutos A& -
temperatura de -ebuligdo mostrou-se adequada nos Lrés meiasé
estudados. Este bindmio para ativagdo térmica ficou, entdo,
padronizado, e passou a ser utilizado durante toda a pesguisa. :
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5.3 ~ GERMINAQAC E CRESCIMENTO POS-GERMINATIVO DE ESPOROS DE

B. s&%&vﬂmwmxﬂdlus'.?s 1518 KO8 MEIOS DE  SUBCULTURA
SELECIONADOS PARA TAIS FINALIDADES

A figura 4 represgenta os resultados para a germinagio e
crescimente pbs—-germinativo de esporcs de B. stearothermophilus
FS 1518 no meioc CDT dilulido em Agua (1:15,5) pH 6,7. Og esporos

foram ativados em agua & temperatura de ebuligdoc durante 5

minutos, mﬁé&?
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Este meio permitiu um decréscimo de8 55% na absorbancia em
5 horas de incubacio, mas nfo foi verificado o crescimento pbs-
germinative apbs 72 horas de incubacgio.

Suspeitando-se de que ¢ crescimento pbs-germinative néo
ocorreu pela privagdo de nutrientes do meio, ocorrida pela
diluic¢do do mesmo,o corante plrpura de bromocrescol fol retirado
da formulagdo do CDT, de manelira gque se pudesse fazer a leitura
espectrofotométrica, sem necessitar dilui-lo. Este meio passou a
zer denominado CDT-M. 0O resultade é apresentade na figura 5. O
bindmic tempo/temperatura para ativagdo também foi de 5 minutos,
4 temperatura de ebuli¢do.
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Neste meio o fendmeno da germinagdo de esporos foi
nitido, com decréscimo da absorbancia em 57%, apdbs 10 heoras de
incubagdo. Entretanto, ente meio também ndo permitiu o
crescimento pbs-~germinativo dos esporos. '

Buscando-~-se uma causa gque pudesse expligcar a ndéo ;
ocorréncia do crescimento  pbs-germinativo, o experimento..
representado na figura 4 fol repetido com determinag8es do valor
de pH em diferentes tempos de incubagdo. Para tanto, allquotas de
outra  cubeta espectrofotométrica, inoculada em  condigBes
idéntiecas, foram retiradas e o pH foi determinade por
potenciometria. O valor de pH do meio antes da incubaclo fol 6,7
e decresceu para 4,% e 4,2, apbs 6 e 10 horas de incubagdo,
respectivamente, confirmado pela cor amarela do meio. O corante
plirpura de bromocresol tem ponto de viragem em pH 5,2 {ASSUMPCAD
& MORITA, 1968). Os resultados quanto & germinagdo e crescimento
pbs-germinativo foram idénticos ao apresentado na figura 4.

Suspeitando-se que uma rapida produgdo de acido pelo
microrganismo causando uma brusca redugdo do pH e impedindo o
crescimento pbs-germinativo, e com hase no fato que o pH minimo
para crescimento vegetativo de B.'s&%uoﬂmmmxmih$ F8 15418 waria
de '.4-;0 a 5,0 ({HILL & FIELDE, 1967b; BERGEY'S MANUAL OF
DETERMINATIVE BACTERICLOGY, 1‘3’?5; LETTAD et alii, 1983;}), este
‘meio fol aﬁustado para pH 8,1 com NaOH 0,IN. Os resultados da
germinagdo e do crescimento pbs-germinativo apbs ativagdo durante
5 minutcs A temperatura de ebuligdo, e os valores de pH em

diferentes tempos de aquecimento s8c apresentados na figura 6.
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EM AGUA (1:15,5) pH 8,1 ' :

Através da figura 6 pode ser observado que houve
germina¢ic e um ligeiro acréscimo no valor da absorbancila, apbs 5;
horas de incuba¢lo, sugerindo um crescimento pbs—germinativo.}
Este crescimente foi confirmade pela presenga de células;
vegetativas em um campo bptico, apbs coloragdo de GRAM. Observouni
ge, também, dque a reducio do valer de pH do meic foi menos
abrupta gue nos experimentos anteriores. No entanto, ndo foig
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observado aumente significativo da absorbincia apbs 72 horas de
incubagfo. '

Como nenhuma dJdas alteragdes propostas no meio 0T
permitiu o crescimento pbs-germinativo destes esporos, avaliou-se

o MMGCp~M. O resultado é mostrado nas figuras 7. O tempo para

ativacfio empregado foi de 5 minutos, A temperatura de ebulicdo.
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FIGURA 7 - GERMINACAQO E CRESCIMENTO POS~GERMINATIVO DE ESPOROS -
DOS B. stearothermeophilus FS 1518 NO MMGCp-M pH 7,0

No MMGCp-M a germinagfo e o crescimento pbs—germinativo E_
foram evidenciados, com redugdo da absorbancia em 17% apbs 15
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horas e posterior elevacfio até 1,40 em 48 h de incubagfo. A
presenga de células vegetativas foi ainda confirmada em
microscbpio, apbs coloragdo de GRAM. o

7 puscando-ge um meio simples onde permitisse acompanhar a
germinagdo e o crescimento pbs-germinativo foi avaliade o meio CN
pH 6,9. A ativagdc dos esporos inoculades no meio CN foi de 35
minutos a temperatura de ebuligdo. O resultado é apresentado na
fugura 8,
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0 meio CN permitiu uma rapida germinacic, com decréscimo
da absorbancia de 22% em\3 horas de incubag3o e o crescimento
pbs—-germinativo ocorreu apbs 18 horas de incubagdo. Observou-se,
também, que ndc houve queda brusca no valor de pH do meio de
cultura incoculado.

Concluindo, os dois meios que permitiram observar as
atapas de germinagdc & o crescimento pbs—germinative do esporo de
8. stearothermophilus FS 1518 foram © MMGCp-M e o meio CHN. Observa-
se nas figuras 7 e 8 que a fase “lag" para o crescimento pbs-
germinativo destes esporos foi longa {(+ 13 h}.

0s esporos produzidos pelo método de PFLUG (1982) ndo
podem ser considerados como extremamente dormentes. Para GOULD
{1970) este concelto se aplica aqueles gue demoram & germinar. Em
todog os experimentos a germinacdo ocorreu, mMesmo que incompleta,
nas primeiras horas apbs a incubagdo. Vale salientar agui, que ha
dificuldades na determinagfio da taxa de germinagdo, neste e nas
outras metodologias disponivels, visto que esta taxa refere-se a
uma populagdo, onde hi esporos em diferentes esthgios, e ndo a um
esporo isoladamente (VARY & HALVORSON, 1963).

De acordo com 08 resultadas'obtidos'parece gque o meio CDT
(diluida ou ndo, com ou seﬁ o eprante plrpura de bromocrescl) nido
permitin o crescimento pbs-germinativo destes esporos por causa;
da rhpida solubilizagdo dog hoidos formados durante O crescimentoé
vegetativo no meio liguido. Esta solubilizagdo é menos favorecida -
em meios sblidos sendo, portanto, © meio ADT indicado para seu .
crescimento {(FIELDS, 1973; PFLUG, 1982). Esta observagio pode ser?
utilizada também para explicar a reducdo da contagem de células
sobreviventes com a adigdo de amide em 0,1% nos experimentos de;
otimizacdo do bindmio de ativagdo. CCOK & GILBERT {1968)
ohservaram © aumentc na contagem de sobreviventes com'o,l% de?
amido em meios sblides. O meio CN nic possui glicoss efou amidcj
na sua formulag8o, © gue permitiu uma redugio menos drastica nnf
valor de pH, e o© MMGCp-M possul sais, que possivelmente t%m?

efeito tamponante.
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5.4 - INIBIGAO DA GERMINACAO E DO CRESCIMENTO POS-GERMINATIVO DOS
ESPOROS DE B. stearothermophilus FS$ 1518 PELA NISINA

Como mostrado na figura 9 (A, B, €) a nisina ndo teve
agdo inibitbria sobre a germinagio dosg esporos de
B. stearothermophilus F8 1518, e seim sobre o crescimento pbds-
germinativoe dos mesmos. Os resultados obtidos com a adicgdo de
concentragdes inferiores a 50 UI/ml também permitiram a
germinacic destes esporos e foram inconclusivos sobre a inibigdo
do crescimento pbs-germinativo. Portanto, através deste método, a

MCI nfo pode ser estabelecida.
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Ainda que ¢ modo de agdo da nisina em células vegetativas
e esporos seja um dado pouco estudado, os trabalhos de revisio
mais recentes citam que ocorre inibicl3oc do crescimento pba- :
germinativo dos esporos {(DELVES-BROUGHTON, 1990 a, b; HARRIS et
alii, 189%2), e o8 resultados obtidos no presente trabalho

corroboram as observagles acima.

5.5 ~ MCI DA NISINA SOBEE O CRESCIMENTO VEGETATIVO DE ESPOROS DE
B. stearothermophilus P8 1518 :

0s esporos de B. stearothermophilus FS 1518 foram ativados :
para germina¢8o durante 5 minutos & temperatura de ebuligido, com
resfriamento imediato durante 2 minutos em banho de gelo. 0 meio
de cultura empregado foi o AN, adicicnado de nisina em varias E.
ﬁoncentragées. A contagem de inbculo de partida, nas mesmas?
condigdes sem nisina foi de 8,9 x 10¢ UFC/ml (média de

duplicatas). Os resultados obtidos sdo apresentados na tabela 14:
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Como mostrado na tabela 14, concentragSes de 0-40 UIi/mi
de mnisina permitiram o crescimento pbhs—germinativo destes
esporos, evidenciado pela formac8o de c¢oldnias em agar.
Concentra¢dos acima de 50 UI/ml n3o peimitiram 0o crescimento
vegetativode 108 esporos/ml. Estudos complementares sdo
necessarios para afirmar se a inibi¢lo ocorreu ne crescimento
vegetativo ou no pbs~germinativo. Foi obsgervado, também, que a
concentragdo inibitbria & dependente da biocarga do inbeulo, o
que ja havia sido relatado por RAYMAN et alii (1981).

De acordo com JARVIS ({1967), a MCI para prevenir a
formagdo de coldnias a partir de esporos de B. stearothermophilus FS
1518 & variavel com o tipo da capa de esporosz (se do tipo L ou M)
e com a linhagem deste microrganismo. Para GUPTA ef alii (1971},
¢ componente do meio de sucultura também é outro fator que
influencia este valor. A MCI para estes organismos varia de 2 a
1000 UI/ml (DENNY et alii, 1961; JARVIS, 1967). HNo presente
experimento ficou evidenciado gue uma concentracgfo de 50 UI/ml de
nigina ¢ a MCI para uma populagd0 de esporos de B,
stearothermophilus F8 1518 de 10% UFC/ml, gquando submetidos a uma
ativagdo para germinagdo durante 5 minutos & temperatura ds
ebuli¢do com resfriamento por 2 minutogs em banho de gslo e -
inoculados em meio de subcultura AN.

5.6 - DETERMINACAO DA RESISTENCIA TERMICA DOS ESPOROS DE
B. stearothermophilus FS 1518 COM E SEM NISINA HO MEIO DE
AQUECIMENTO

5.6.1 - Quantificagio de microganismos termofllicos totais

progdutores de acidez plana no cogumelo “in natura"

Na tabela 15 si3o apresentados og resultados da contagem
total de microrganismos produtores de "flat-sour" no cogumelo
“in npatura" triturado e ndo-triturado. Observa-ge gue a contagem

80



no cogumelo triturado fol maior gque o dobro da contagem noé
cogumelo nfo triturado. Este dado é coerente, pois estes esporos
podem se abrigar com facilidade nas estruturas mais internas dof
cogumelo. A média de contagem de 280 UFC/10 g do produto .
triturado 44 a indicag3o de que em uma embalagem de 250 g do
produto pode haver 7000 UFC de microrganismos produtores deg
"flat-gour". Se aplicarmos 5 redugbes decimais, esta pogulagﬁof
ficaria reduzida a 0,07 UFC/250 g.

PARELA 15 - QUANTIFICACAO DOS MICRORGANISMOS TERMOFILOS |
CAUSADORES DE ACIDEZ PLANA EM COGUMELO® TRITURADOS E
NAO TRITURADOS :

EKOSTRR ALIQUOTAS COKTAGEN TN 42 Xi (UrC/10q) CORTAGEM EH TZR Tr {URC/10g)!
[UFC/10g) {8 {grC/10g} 12k

1 10 108
§do triturada 114
Z 113 156 1

3 88 3

1 340 370

friturada
z Ho 130 _ 318 180

3 10 ' i

e e

1. X1 e @ Corresponden aos valores médios das contagens sm 48-77h, respectivamente.

Cabe salientar que nfo existe indicag8o do padrie dei
“"flat-sour" para este tipo de produto. O mais prdximo é da NCA .
(National Canners Association) para aglicar adicionado emg
alimentos enlatados, o gual indica que em cinco amostras, a médiaé

ndo pode exceder a 50 esporos/i0 g de amostra (SPECK, 1276).
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5.6.2 - Confirmagao do crescimento dos esporos de
B. stearothermophilus F8 1518 no meio HC

A confirmagao do crescimento dos esporos de
B. stearothermophilus FS 1518 no meio HC foi evidenciada pelo
decréscimo do valor de pH de 6,2 para 3,9, ‘apbs 72 horas de
incubacdo a 55 “C. O crescimento também foi confirmade por
microscopia, apbs coloragdo de GRAM.

Tubos contendo o HC, apbs a esterilizagio, foram
incubadas a 37 ¢ e 85%° €, para confirmar o© processo de
esterilizac8o. Nestes, ndo foi verificada redug¢doc no valor de pH
e nem a presenga de microrganismos por microsceopia, apds
coloragdo especifica.

5.6.3 ~ Determinaclo dos "atrasos" térmicos para as ampolas TDT
contendo meio HC e inbeculo

05 "atrasos" térmicog encontrados para as ampolas TDT e a
média dastes para cada temperatura, sdo apresentados na tabela
16. ‘

TABELA 16 — DETERMINACAO DOE "ATRASOS" TERMICOS DA AMPOLAS TDT

TEKPERATURA {°C) i "LAGTE {min) l "LAG"Y (in) ‘ "LAG"3 (min} l “LA6" nédio {ain]

118 3,87 3,67 1.5 3,43
i 3,41 3,25 1,81 1,4
123 3,2 3,5 3,92 3,55
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08 valores médios dos Tatraszos" obtidos para cada
temperatura foram utilizados para determinar o tempo real de .
agquecimentos dos esporos de B. stegrothermophilus FS 1518 nos
ensaios de resisténcia térmica. Para tal; o valor médio de cada

"atraso” fol subtraido de cada tempo de aguecimento.

5.6.4 - Determinagdo da resisténcia térmica dos esporos de
B. stearothermophilus ¥$ 1518 no meio HC com e sem a adigio
de nisina

A metade da MCI de nisina (25 UI/ml) fol a concentracfo
escolhida para estudar o seu efeito sobre o8 esporos de
B. stearothermophilus F8 1518 no meio HC. Para cada temperatura
de trabalho determinou-se o numero de sobreviventes nos tempos de
agquecimento correspondentes, com e gem a adig3o de nisina ao meio
de aquecimento. Os respectivos resultados com e sem adicfo de
nisina s8c apresentados nas tabelas 17 e 18, respectivamente e

visualizados nas figuras 10 a 13.
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TABELA 17 - RESISTERCIA

TERMICA

Dos

ESPOROS DE

B. stearothermophilus F$ 1518 NO MEIO HC A 125°, 121°

E 118°C

TEMPERATURA DE TEMPC DE TEMPC DE MEDIA DA CONTAGEM
AQUECIMENTO (°C) AQUECIMENTG | AQUECIMENTO DO NUMERQ DE
{min} CORRIGIDO SOBREVIVENTES
{min)? {UFC/m1)2

V] 0 3,9 x 10%
6 2,45 4,6 x 104
ig 6,45 1,6 x 104
125 12 8,45 2,1 x 104
14 10,45 1,2 x 104
16 12,45 1,3 x 109
0 0 3,8 % 109
10 6,53 2,2 x 104
121 20 16,53 1,4 x 104
25 21,53 4,1 x 103
30 26,53 3,% x 103
40 36,53 1,4 X 10°
0 0 3,9 x 105
20 016,38 5,0 x 103
118 35 31,38 2,1 x 103
50 46,38 7,8 x 102
65 61,38 2,8 x 10¢

i - Tempo rorrigide = Tempo de aquecimento - "atraso” térmico. Os valores dos fempos "lag® foram 3,55 3.46 ¢

3,83 ninutos para 45 temperaturas de 1735°, 121 ¢ 118°C, respectivamente,

1 - Heio de subcultura = AH. Condigles de incubagdo: 5 dias 2 55°C. 08 resultados correspondes i média das

dupiicatas,

BC = Homogeneizade de cogqumelos em salmoura i,5% [pfv} p§ 6,2
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TABELA 18 - RESISTENCIA TERMICA DOS ESPORGS DE;

B. stearothermophilus FS’1518 NO MEIO HC ADICIONADOé
DE NISINA A 125*, 121 E 118°¢

TEMPERATURA DE TEMPO DE .TEMPO DB MEDIA DA CONTAGEM
AQUECIMERTC (°C) AQUECIMENTO AQUECIMENTO DO NUMERQO DR
. - {min) CORRIGIBO . HOBREVIVEKTES
{min)? {UFC/m1)2
0 0 2,9 x 106
10 6,45 3,4 x 103
12 8,45 2,9 x 103
125 14 10,45 2,1 x 102
| i6 12,45 1,3 x 102
0 0 3,1 x 108
5 _ 1,53 5,5 x 104
121 10 6,53 2,8 x 103
| 20 16,53 1,5 x 103
25 21,53 2,5 x 103
27 23,583 6,0 x 102
30 26,53 nao cresceu
40 36,53 n#o cresceu
0 0 3,1 x 105
5 1,38 5,9 x 104
118 10 : 6,38 1,8 x 104
20 16,38 2,7 x 103
35 31,38 2,2 x 10%
50 . 46,38 ndo cresceu
60 61,38 nio cresceu

i - ?emgo corrigido = Tempo de aguecimento - "laf” térnice, 05 valores dos tempes "lags” foram 3,35; 3,45 e
3,69 minutos para as temperaturas de 125°, 121" e 118°C, respectivamente, _ :
2 - Helo de subeultura = AN + 28 U1/nl de nisina. Condighes de lncubagdo: § dias a 38°C. Os resultades -
corresponden 4 nédia das deplicatas. ' : r
C = Komogeinizagdo de cogumelos em salmoura !,5% {pfv] pi 6,2
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Os inversos negativos dos coeficientes angulares de cada
“Curva de sobreviventes" foram considerados como o tempo de
Reducio Decimal (valor D)} a cada temperatura e s8o apresentados
na tabela 19,

TABRELA 19 -~ COMPARACAQ DOS INDICES DE REDUCAQ DECIMAL (D) PARA Q8
ESPOR0OS DE B, stearothermophilus FB 1518 NO MEIQO HC
COM E SEM A ADICAD DE NISINA

MEIO DE AQUECIMENTO TEMPERATURA ~ VALOR D CORRELAGAC

(*C) (min} (r?)
125 3,45 0.%4

HC sem-nisina
121 14,59 P.54
118 19,22 0.45

HC com 25 UI/ml 125 2,80 G.97

de nisina
121 9,19 0.95%
118 10,72 0. 86

0Os Indices de Redugdo Decimal (valor D} decresceram em
19, 36 e 44% nas temperaturas de 125°, 121° e 118°¢C,
respectivamente. Os dados indicam que a ag¢do da nisina é maior
gquando se reduz a temperatura de agquecimento, sugerindo que ha
perda de sua atividade com o aumento da temperatura. Q'BRIEN et
alii {1956) evidenciaram 30% de redugdo no valor Diziec, para os
mesmos esporos, em purd de ervilha contende 140 Ul/ml de nisina.
Este dado se asssemelha com os do presente estudo. Os valores D
noe meia HC sem nisina obtidos foram bagtantes elevados, sugerindo
gque este alimento proporciona um aumenioc na resisténcia térmica
dos esporos de B, stearothermophilus FS 1518. BERRY Jr. &
BRADSHAW (1982) obtiveram valores bem inferiores (tabela 211},
Entretanto, egtes autores produziram ESPOLos por cutra
metodologia e utilizaram salmoura com 3% de sal. As condigles de
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producio de esporos influenciam na resisténcia térmica (YOKOYA &
YORK, 1965). Vale salientar também que BERRY Jr. & BRADSHAW
(1982) determinaram a resisténcia térmica dos esporos na
salmoura, e ndo no homogeneizade de cogumelos comoc no presente
estudo. Eles encontraram valores D aproximadamente 7 vezes
inferior que o obtido neste trabalho.

Falta de dados  sobre a resistdnecia térmica de
B. stearothermophilus F8 1518 neste alimento dificultam a
comparagio dos resultados obtidos.

0 valor 2 {iIndice de Temperatura) foi determinado
matematicamente, eguivalendo ao recliproco da inclinagdo da "Curva
de Resisténcia Térmica"™, obtida graficando log dos valores D no
eixc das coordenadas a cada temperatura, e no eixo das ahcissas
ag temperaturas correspondentes, de acordo com a figura i3.

Os resultados obtidos para o valor Z estdo proéximos dos
obtidos por STUMBO {1973} e PFLUG {1982), apresentados na
tabela 21.

TABELA 20 ~ VALORES DO INDICE DE TEMPERATURA (Z) PARA OS ESPOROS
DE B. stearothermophilus FS 1518 NO MEIO HC COM E SEM
DE 25 UI/ml DE NISINA '

KEI0 DE t TTMPRRATURA | VALORD | LOG VALOR D ]  TEMPERATURA I OVALOR 1 | CORRELAGAO
AGURCIHERTO | {*c b (sir) {gin} X {*¢} ! S I {r?}
18 ) ¥ : 345§ 0,538 SR V4 i !
4 i +
H i t
{ 121 S T I 811 ¢ | 121 i 4,18 0,32
| ' i i
; 118 S C 3% S B WYL X 1 i 118 i |
K con I 178 7,80 1 L4l1Z i 12% : :
25 01fnl ; i ;
d& nising ! 121 1 348 | 1,384 j 121 D § % 1 S 4,88
1 i 4
] R 1 §
' 118 o L } 118 ! '
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Para ¢ chlculo do valor de esterilizag¢8o reguerido deste
produte {F) com e sem a adig¢lo de nisina, utilizou-se de 5§
reducdes decimais, totalizando 72,95 minutos a i21°C sem a adiglo
de nisina e 45,95 minutos a 121°C com 25 UI/ml de nisina. Desta
maneira, a adig¢do de nisina é eficaz para a reducgdc 4o processo
térmico requerido em, aproximadamente, 36% nesta temperatura.
HEINEMANN et alii {(1965) obtiveram uma redugde de 88% no valor de
esterilizag¢do utilizando 40 UI/ml de nisina neste alimento
{tabela 21)

0s dados obtidos neste estudo s8o suficientes para
estabelecer o valor de esterilizagdo da conserva de cogumelos em
salmoura 1,5% {(p/v) pH 6,2 com 25 UIl/ml de nisina. 0 tratamento
propie ﬁma alternativa na produg8oc industrial desta conserva, que
atualmente utiliza a acidificagdo como forma de preservag¢do,

alterando as qualidades sensoriais deste produto.
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FIGURA 13 - CURVA DE RESISTENCIA TERMICA DOS ESPOROS DE ?_
.B. stearothermophilus FS 1518 NO MEIQO HC COM E SEM

25UI/mlDE NISINA
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O0s valores citados

comparativos nesta

discussfo gdo

apresentados na tabela 21.

TABELA 21 - DADOS SOBRE A CINETICA DE DESTRUICAD TERMICA DOS
ESPOROS DE B. stearothermqphi}us F5 1518 COM E SEM
NISINA

YALOR D VALOR 2 TRATAMRNTO REERRENCIA
HEIO DR SUSPENSAC 128 {uin) {*C) THRMOGUINICO
-5 g -9 STOHBO {1973}
Salugo salina PRLUG {1982}
gon dextrase 5% 1,3 11,40
agua {0 _ 8.4
solugio agquosa |
¢on dextrose 5% 1,41 14,1
Caldo triptona- 25 0l/g ¢+ BENRY ot alil
Ixirato de leveduera § minf100°C - {1861}
Purd de cogumalps 40 Bifn} + HEINEMARH
pB 6,1 = 3y of alif {1965}
z 121°¢
Coqunelss en 1,87 ¢ 3,53 BEBRY 4R, &
salmoura 3,0% {exp, 1) BEADSHAN
1,56 {exp? | {1982

i - Rio deterioros guando incubado por 10 dias & 55°¢C
3 - Bste processe impediu a deterioracdo de todas latas asalisadas, entretanto houve deterioracie no controle.

Este zlimento, sem nisina, necessita de F = 2% minutes.
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6. CONCLUOSOES

- A metodologia para a produgdo de 8EPOTOS de
B, stearothermophilus ¥FS 1518 proposta por PFLUG {1982) foi
maig eficiente, pois a populagdo obtida foi maior que na
metodelegia proposta por KIM & NAYLOR {1966). Ademais, os meios
de cultura utilizados no método de PFLUG (1982) foram menos
onerovsos e a metodologia mals simplificada. Os esporos
produzidos pela metodologia de PFPLUG {1982) nio s3o muito
dormentes, visto gue germinaram facilmente nos meios cDT, CDT
diluido, CDT~M, CN e MMCGp-M,

- A ativacgdo maisg adequada para 08 espoOros de
B.stearothermophilus F8 1518 produzidos foi de 5 minutos a
- temperatura de ebulic¢io nos meios ADT, AN e MMGCp-M. Verificou-
se também que a populagdo cobtida no meio CN & a mesma obtida no
meio AN, comprovando que a adigdo de agar no meic de cultura
n&o influencia na produgfio de eélulas. Comprovou-se gue a
adigdo. de amido, na concentragdo de ¢,1%, ndc é eficiente para
a recuperagac de esporos de B.stearothermophilus FS8 1518, no
meio MMGCp~-M.

~ g hnicos meios que permitiram observar as etapas de germinagdo
e de crescimento pbs-germinativo dos espores de
B.stearothermophilus Fg 1518, utilizando o) método
ggpectrofotométrico de redugdo de absorbancia foram 0 MMGODP-M e
o meic CN. O meio CDT {(diluldo ou ndo com ou sem corante
plirpura de bromocresel) ndo permitiu o crescimento pbs-
germinativo destes eRPOTOS por causar rapidamente &
solubilidade dos  Acidos formados durante o crescimento
vegetativo, reduzindo rapidamente o pH do meio e inibindo o
crescimento deste microrganismo.

~ Verificou~se gque a nisina n3c inibe a germinac8c destes
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esporos. 0 efeito de inibigi3o féi posterior & germinagio.
Concentracbes de nisina maior ou igual a 50 UI/ml dinibiram o -
crescimento pbds-germinativo destes esporos no meio AN. A MCI,
numa populacdo de 106 UFC/ml, foi de 50 UI/ml, |

- As porcentagens de redugdc dos valores D para estes esporos;
inoculados no meio HC contendo 25 UI/ml de nisina, decresceram
com © auménto da temperatura. Observou~se gue a «¢8c da nisina
& maiocr quando se reduz a temperatura de aquecimento, sugerindo
gque hd perda da sua atividade com o aumento da temperatura.
Houve redugdo no valor de esterilizagdo requerido (F) deste
produto na presenca de 25 UI/ml de nisina. A agdo da nisina

zcoadjuvante térmico neste produto ficou demonstrada.
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8. APENDICE

FORMULACAO DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS:

'1) Meio para Esporulagdo, de acordo com PFLUG (1982);

Extrato de Carne ......v200. ‘o 39
Peptona .....0vveiiinnnnenanna 5 g
Agar bacteriolbgico .......... i5 g
MnS80s4 ..., ber e aaenaa 5 ppm
23 0 1000 ml

2} Meio para Esporulaclo, de acorde com KIM & NAYLOR
{1966):

_ 2.1. Meio para Pré-Esporulagio:

Triptona ............. vae 1,0,%
Extrato de levedura ..... 0,5%
K2HPO4 .. .o.vivnnvon warea. 0,2%
Hz O

pH: 7,2 t 0,1
2.2. Melo para BEsporulacgdo:

Caldo Nutriente ......... 0,8%
Extrato de Levedura ..... 0,4%
MnCla. 4 H20 ............ 16 ppm
Agar bacterioldgico ..... 2%

Hz2C
' pH: 7,2 £ 0,1

3) Agar Dextrose Triptona (ADT):

Triptona .......covvvecns e i0 g
DeXtro8e .. vsennnnreonnaass 5 g
Phrpura de bromocresol ....... 0,04%
Agar bacteriolbgico ..... PR i5 g
HzO i iiciinncnnaneonasnran 1000 ml



4)'Caldo Dextrose Triptona (CDT)

Triptona .....ccuueuves IR EEY - 10 g
DeftYose ... i verrtnieransina 5 g
pPhrpura de bromousol ......... C 0,048

HoO ..t ittt ciccnnnnn 1000 ml

5} Agar Nutriente {(AN)

6)

EXtrato de Carne ............ . 3g
Peplonl@l ...t vr i : 5 o
Agar bacteriolbgico .......... i5 g
- 1000 ml

Meio Minimo para germinacio e c¢rescimento pbs-
germinativo de esporos de B. stearothermophilus de
CAMPBELL Jr. et alii {(1965) modificado pela’adigéo de
triptona, acido L-~glutamico e L-lisina {(MMGCp-Mj:

L - Arginina .......... 10,5 mg
L -~ Histidina ......... 4,5 mg

L - Leucina ........... 19,2 mg
DL - Isoleucina .....,.. 14 mg

DL - Metionina ....,.... 6,0 my
DL ~ Valina ........... 14,4 mgy
Glicose ..... i cecenns 400 mg
Acetato de sbdio ...... 50 mg

Haz HPOs .....viivunnnn 250 mg
KH2PO4 ... iiininnannes 100 mg
HH4CL o iiiiinss ve. 100 mg
HaCl ...t eevnvroan L 100 mg
MgClz. 6H20 ........... 0,5 mg
CaClz. 2H20 ........... 0,5 mg
FeCls. B6Hz0 ........... 0,5 mg
Biotinag ... ..o iveavins 0,9 ug
Tiaminag ......ocennnnse 15 pg

ac. nicotinico .....,.. 150 mg
Triptona ...... ... ....n 1% _
Acido L-glutamico ..... 0,144 mg/ml
L - 1iging ...ccevvanens 0,162/ml
H2O «ovveennnrenrvnnnenn 100 ml



