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RESUMDO

Verificou-se que o meio caldo de glicose tripto
na (DTB), falhava na recuperagio de pequenas populagoes de
esporos ativados, quando utilizado para subcultura de Bacillus
coagulans 56-186A, usando a técnica do numero mais provavel
(NMP) para a contagem. Tais populacoes foram detectadas pelo
meio glicose, triptona agar em placas de Petri. '

A adigdo de 1,5% de agar ao meio DTB produziu
um aumento na capacidade recuperadora dos esporos em suspen-
diluida e no valor D sugerindo um efeito estimulante do
agar, na recuperagao de esporos tratados com calor. Este mes
mo efeito foi observado quando se usou suco de tomate 1l:1 co

mo meio de aquecimento.

Testou-se a adicdo de extrato solivel de agar,
extrato sollvel calcinado de agar, agar nobre lavado, amido-
e acido etileno diaminotetracético (EDTA) ao meio DTB, nao
se detectando nenhum efeito estimulante sobre a recuperagao-
de esporos ativados, em todos os casos, com excecao da adi-
cio de extrato sollivel de agar.

Investigou-se o efeito, sobre a contagem de es-
“ . = & .- . ++ ++
poros ativados, da adigao de diferentes 10onios (Ca ,Ba )

++ ++ ++ ok ++ +6 ++ +++ =
Mg, 2Zn ,Cu ,Mn , Pb , Cr , Fe ', Fe , SO4 ) nas

~ - ++
proporcoes em que esses se encontravam no agar. Apenas o Fe ,

na forma de sulfato ferroso mostrou um efeito estimulante.

Determinou-se a germinacgao de esporos nos meios
DTB mais extrato soliivel de agar equivalente a 1,5% de agar,
e DTB mais Fe' equivalente a 5 ppm no agar, estabelecendo-
se que a germinagao dos esporos foi similar nos tres meios e
concluindo-se que o efeito estimulante da adigao de extrato
soliivel de agar e Fe'  ao meio DTB, sobre a recuperagao, nao
ocorre na fase de germinagao senao no crescimento pos - germi

nativo.



SUMMARY

Dextrose Triptone Broth (DTB) failed to recuperate
low populations of activated spores, when used for subculturing
Bacillus coagulans 56-186A, employing the most probable number
technique (NMP) for counting. These populations were Treadily
detected on Dextrose Triptone Agar (DTA) in Petri dishes.

The addition of 1,5% agar to DTB produced an
increase in the ability of recuperating spores in diluted
suspension, and on D value, suggesting a stimulating effect
of agar on the recuperation of heat treated spores. The same
effect was observed when tomato juice 1:1 was used as heating
medium. '

The addition of soluble agar extract, calcinated
soluble agar extract, washed noble agar, starch and EDTA t&
DTB medium was tested; no stimulating effect on the reauperatim
of spores was detected except for the addition of the soluble.

agar extract.

The effect on activated spore count of various

. . 6
ions, (Ca**, Ba*", Mg*", zn™*, cu™t, ', Pb*Y, ot Ee™T

Fe+++, SO4=) added to DTB in corresponding amounts to those

; : . ++
present in agar was investigated. Only Fe , added as ferrous

L ]

sulfate showed stimulating effect.
\

Spore germination was determined on DTB, DTB plus
soluble agar extract equivalent to 1,5% agar, and DTB plus
Fe++, equivalent to 5 ppm in agar. The spores showed similar
germination on the three media. It was concluded that the
stimulant effect on spore recuperation does not occur on
germination but on outgrowth.

11



INTRODUGC AO

A avaliacdo da efetividade de um tratamento tér
mico na destruicao de esporos bacterianos, depende.geralmen—
te em se determinar a viabilidade dos esporos sobreviventes,
ap0s a inoculagdo em um meio propicio para o crescimento.

Fazer subcultura & uma maneira indispensavel pa
ra se investigar problemas de contaminagao, estudar suas cau
sas e determinar a esterilidade de um alimento enlatado. Maél
para se estabelecer conclusoes significativas' a respeito ,
dever-se-a conhecer com certeza, a habilidade do meio de sub
cultura, para suportar as diferentes fases do desenvolvimen-
to do microrganismo em questao, bem como a sua capacidade em
detectar baixas populacdes, as quais s3o de ocorréncia mais

provavel.

Visto que nao ha um meio Unico que suporte o
crescimento de todas as bactérias, nem ha um acSrdo univer -
sal sobre qual & o melhor meio para subcultura de uma deter-
minada classe de microrganismo, O microbiologo baseia a sua
escolha entre aqueles que sao tradicionalmente usados pelos
pesquisadores, ou entdo aqueles recomendados por organismos-
especializados, tanto estes sejam de carater oficial ou pri-

vado.

0 problema surge quando ao empregar um meio as-
sim recomendado e comumente usado para subcultura de um de-
terminado tipo de microrganismo, este meio falha na sua habi
lidade de recuperacgao. Embora se possam utilizar outros meios
que nao apresentem tal deficiencia, deve-se considerar que
o emprego do meio deficiente em determinagoes de resistencia
térmica e esterilidade de alimentos poderia levar a conclu -
sdes erroneas, sempre detectando populagoes inferiores as
realmente existentes. Na literatura descrevem-se estudos so-
bre deficiéncias de meios (Evancho e outros,1974; Nelson ,
1943:; Ashton e outros, 1968).



Pelas razoes acima descritas, e apos constatar-
que o meio caldo de glicose triptona (DTB) usado comumente-
para subcultura de termofilas obrigatorias e as facultativas,
falhava em detectar baixas populacoes de esporos ativados de
Bacillus coagulans 56-186A, decidimos iniciar esta pesquisa

com 'a finalidade de investigar e identificar o (s) componente
(s) responsavel (eis) pela deficiéncia deste meio e determi-
nar se este (s) composto (s) afeta (m) a germinagao ou o
crescimento pos-germinativo.

Acreditamos que o conhecimento e o estudo dos
requerimentos nutricionais para a transformacao de esporos,a
célula vegetativa conduz a determinacdo de meios otimos e a
identificagao de compostos estimulantes e inibidores dessa
transformacao. Em particular os compostos inibidores podem
ter uma subsequente aplicagao no controle microbiologico, co
mo aditivos para a detencdo da germinacdo ou do crescimento-
pos-germinativo de bactérias esporuladas. Por outro lado a
presenca de compostos estimulantes no produto alimenticio pPo
deria facilitar a passagem de esporo a celula vegetativa, de
sencadeando o processo de crescimento do microrganismo, de-

. teriorando o produto.



REVISZAO BIBLIOGRAFICA

1.- INFLUENCIA DE IONIOS SOBRE A RESISTENCIA TERMICA

A influéncia de ionios sobre a resisténcia tér
mica de esporos tem sido investigada por varios autores sob
diferentes aspectos. Alguns como Alderton, Thompéon &
Snell (1964) e Murrell & Warth (1965) tem relacionado a Te
sisténcia com a composigdo ionica dos esporos. Outros tem
relacionado a présenga ou auséncia de ionios, na sua maioria
cationios bivalentes, no meio de esporulacdao, com a resis-
téncia térmica, tais como Williams (1929), Tallentire &
Chiori (1973), El-bisi e outros (1962). Outros como Frank
(1955), Sugiyama {1951) e Anderson, Esselen & Fellers (1949)
estudaram a influencia de cationios no meio de aquecimento
de esporos. Um ultimo grupo de pesquisadores relativamente-
pequeno, tem investigado a agao de ionios no meio de subcul
tura. Este Ultimo aspecto sera discutido separadamente.

Em 1940, McCalla postulou que como as bactérias
possuem grande area superficial em relagao ao seu volume e
que esta superficie tem uma carga -eletrostatica negativa, €
possivel que ionios carregados positivamente sejam atraidos
das imediagdes de acordo com as leis da fisico-quimica. A
propriedade dos esporos de intercambiar cationios foi de-
monstrada por Alderton e outros (1964). Esses autores indi-
caram que o estado ionico dos esporos pode afetar a sua re-
sisténcia térmica e suas respostas a germinagao.

Slepecky & Foster (1959) estudaram o conteudo
de metal dos esporos de B. megaterium e seu efeito sobre

algumas de suas propriedades, encontrando que a resistencia
térmica depende de um alto conteldo de idnios metalicos, no
tavelmente Ca’ . Murrell & Warth (1965) tambem relacionaram
a composicao ionica com a resisténcia, concluindo que espo-
ros de varias espécies que diferem em contelido de cationios,
em especial na relacgao Ca++/Mg++, diferem significativamen-

te em suas propriedades de resistencia térmica.



Fields, Chen Lee & Wang (1974) relacionaram OsS
constituentes do solo aonde foram encontrados esporos de
E.stearothermophilus,com-a resistencia térmica. Relataram =

que as contagens de esporos e a resistencia térmica eram cor
relacionados positivamente com Mn+f, ca™ e PO4E, analisa -
dos no solo de onde os esporos eram contados. Williams (1929)
relatou que esporos de B.subtilis em concentragoes adequa -
das de Mg++ no meio de esporulagao, eram altamente resisten
tes. Esporos mais resistentes que o normal foram obtidos caom

. - ++ ++ 5
adicao de Ca e Fe ao meio.

Tallentire & Chiori (1963) conduziram experi -
mentes com esporos de B. megaterium usando meio de esporu—

-+

lagao contendo como Unicos cationios bivalentes Mg e Fe .
3 —_ ++ ++ .

A esse meio, adicionaram Mn e Ca juntos ou separadamen-
- ++ . y ++ ;

te ou tambem Mn e/ou substituindo Fe . Verificaram que -

++ ++
esporos menos resistentes, foram aqueles com Mg e Fe a
+
adlgao de Ca nio afetou a resisténcia, a adigao de Mn"

++
(Ca + J produziu esporos de resistencia 1ntermed1ar1a,

++
os esporos de maior resistencia foram obtidos quando Fe

++. + 4
foi substituido por Ca e Mn .

Slepecky & Foster (1959) reportaram que suspen
soes de B.subtilis com alta homogeneidade, com respeito a
resisténcia térmica, foram obtidas pela adicdo de cationios
bivalentes como Ca++-(10-50ppm) e Fe++(1-5ppm) ao meio de
esporulacgao.

A suplementagao de CaCl, segundo Levinson &
Hyatt (1964), ao meio de esporulagao, aumenta a resistencia
de esporos de B.megaterium talvez devido a alta relacao mo
lar de Ca/icido dipicolinico (DPA) em tais esporos. Lechowich
(1958) observou um Trelagdo alta de Ca/DPA em esporos de B.

coagulans formados a alta temperatura e que possuiam alta
+ 4+
resisténcia termica, concluindo que a concentracao de Ca ,

tinha um papel predominante em termoresisténcia.

Halvorson & Howitt (1961) estudaram o rol de
DPA nos esporos bacterianos e entre as fungoes nao especifi
cas estava a de conferir ao esporo a termoresisténcia  por
um mecanismo de estabilizagao das proteinas. Observaram que



a2 sintese de DPA era também dependente da concentragao de me
tais bivalentes no meio de esporulacao e que quando as con-
centracdes de Ca'~ e Mn' = no meio diminuiam, diminuia “tam-
bém a concentracao de DPA, estando a concentragao de_Ca++'
DPA no esporo em quantidades ‘equimolares. Propuseram alguns
mecanismos para relacionar ca®™ e DPA. O mais aceito foi que
ambos sio requeridos para conferir resisténcia térmica  aos
esporos e que € o tipo de ligagao DPA-Ca’ ' e proteina que
produz esporos mais resistentes a desnaturagao pelo calor.

El-Bisi e outros (1962) estudaram os eventos qe
ocorrem durante a morte dos esporos por calor umido, encon-
trando que esta progride a uma taxa maior que a saida de ca’
e DPA dos esporos aquecidos. Também, relacionaram o contelido
de ca*t, Mg™t e Mn®" do meio de esporulagdo com a resistén-
cia térmica, indicando que para B.coagulans um aumento na
concentracgao de ca™" e Mn*" aumenta a resisténcia enquanto-
que um aumento na concentragao de Mg++ nao tinha nenhum efei

-tOC

A acdo de ionios no meio de suspensdao tem sido
reportada por Frank (1955) o qual realizou estudos de resis-
téncia térmica com esporos de B.coagulans aquecidos em melos
com controle de cationios. Os cationios estudados foram H*
Na*, k7, ca*’, Mg++, Fe' T, presentes em leite comercial eva
porado e em suco de tomate (alimentos que podem ser afetados
por bactérias de deterioragdo acida). Frank empregou uma se-
rie de solugdoes de leite evaporado e suco de tomate ds quais
lhes foi retirando um a um os cationios; comparou duas so-
lucoes de leite e suco de tomate no mesmo pH, sendo maior a
resisténcia em suco de tomate, indicando que o meio de sus-
pensao como um todo afeta a resisténcia. As solugoes sem Na®
e K produziram esSporos Com menor resistencia em comparagao-
com as solugoes que tinham todos os cationios. Ca++, Mg++ e
Fe*'" n3o afetaram significativamente a resistencia. Este mes
mo autor reporta que quando‘Na+ e K¥ eram adicionados ao pu-

re de ervilha a resistencia dos esporos de PA.3679 aumentava.

Viljoen (1926) relatou que um aumento na concen

- + ik .
tracdo de Na adicionado como NaCl produziu um aumento na Te



sisténcia de esporos de varias espécies de anaerdbios e ana
erdbios facultativos. No entanto, Anderson e outros (1949)

relataram que aumentando a concentracao de NaCl no meio de
suspensio, a resisténcia térmica de esporos de B. thermoaci-
durans diminuia. Também observaram que quando se aqueciam -
esporos em diferentes alimentos o grau de resistencia varia

va.

Sugiyama (1952) estudou os fatores que afetam-

a resisténcia termica de esporos de Cl.botulinum e encontrou
. ' - ++ ++
que a medida que a concentragao de Ca e Mg aumentava mno
meio de suspensao aumentava também a sua termoestabilidade.
E1-Bisi e outros (1955) estudando o efeito de certos fungi-
cidas na resistencia térmica de esporos de B.coagulans, en-
++ . .

contraram que 100 ppm de Cu  fixo no suco de tomate, usado
como meio de suspensao, causou um decréscimo significativo-

na resistencia térmica.

2.- EFEITO DO MEIO DE SUBCULTURA SOBRE A RESISTENCIA TERMICA.
Brown & Melling (1971) definiram a resistencia
térmica em termos do tratamento térmico miximo durante 0
qual as bactérias ainda retém viabilidade. Indicaram que SO
‘mente podem se fazer comparagoes validas de resistencia se
as condicoes ambientais antes, durante e depois do tratamen
to térmico fossem controladas e a validez das comparagoes -
nio pode ser extrapolada além dos limites destas condigoes.
Harris (1963), tambéem, indicou que a sensibilidade aparente
ao calor de células vegetativas e espoOTOS nao apenas depen-
dia das condicdes antes e durante o aquecimento, senao tam-
bém, dos tratamentos aos quais sio subsequentemente submeti

dos.
]

Normalmente, a recuperacio de esporos tratados
termicamente & mais afetada por fatores ambientais em compa
racao com a dos espoTos nao tratados por calor; como no ca
<o de certos meios que contém substdncias que sao mais ini-
bidoras para esporos aquecidos que para nao aquecidos (Rus-



sell, 1971; Harris, 1963; Stumbo, 1973). Portanto, em estu =
dos de morte termica, as condigOes de recuperagao devem Ser

cuidadosamente escolhidas (Prentice & Cleg, 1974), sendo a
selecdao de meio de recuperagao critica para testar esterili-
dade, examinar produtos deteriorados por bacterias e determi
nar a causa de sua deterioragao (Evancho, Hashton & Carson ,
1974).

Segundo Stumbo (1973), nos estudos de morte ter
mica, um critério de morte & a falha em reproduzir-se quando
0os esporos sao colocados em um meio favoravel por um tempo
razoavel. E pois importante prover as condigoes mais favora-
veis para cultivar os esporos aquecidos, ja que com as celu-
las sobreviventes de um tratamento térmico nunca se tem a
certeza de que se esta contando todos os sobreviventes.

Normalmente os meios para subcultura sao exami-
nados para verificar sua capacidade de crescimento, mas ape-
nas com uma ou duas especies de microrganismos e geralmente-
isto nio se faz com baixa quantidade de indoculo. Em muitos -
casos, O meio de subcultura escolhido pode ser consideravel-
mente inferior a otimo para recuperar organismos causadores-
de deterloragao (Evancho e outros, 1974).

Stumbo (1973) indicou que ha muitos casos de
meios de subcultura que dao contagens muito superiores a ou
tros, e, & raro o meio que dé contagens maiores do que as
obtidas por observagao dirxeta ao microscopio. O que se reco-
menda fazer, segundo este autor, € utilizar o meio que de
contagens mais altas nas determinacoes de termoresistencia .
Os requerimentos nutricionais de esporos submetidos ao calor
subletal sio diferentes e as vezes maiores que os requerimen
tos de esporos nao tratados por calor (Ernst, 1968).

Em 1943, Nelson revisou literatura sobre meios
de recuperagio, concluindo que os meios ricos dao contagens-
mais altas e observando que a sobrevivencia de esporos trata
dos pelo calor pode ser variada pelo uso de meios diferentes,
assinalando a dependéncia entre um meio adequado e o organis

mo em particular por ele recuperado.Tramlhando com B. subtilis



este autor mostrou que esporos tratados pelo calor davam
contagens diferentes em diferentes caldos de dgar nutriente.
Harris (1963) encontrou que a fonte de agar & também impor-
tante. N

Miller & Davey (1965) investigaram o crescimen
to de.bactérias em agar em estado de sol e de gel, concluin
do que o nimero final e sua morfologia dependia das condi -
coes do agar. Propuseram que estes efeitos podiam dever - se
a mudancas na estrutura do agar, resultante do estado do mes

mo.

Boballius & Zacharias (1971) estudaram a varia
cdo do contelido de metal em alguns meios e seu efeito no
crescimento bacteriano. Foram testados meios DIFCO e OXO0ID,
encontrando uma notavel variacdo no conteido de cationios -
entre meios que levam o mesmo nome € de aspectos similares.
Ademais verificaram que diferentes lotes da mesma marca séo}
inconsistentes no conteudo de ionios metalicos. |

Alguns casos de inibiczo produzida pela presen
ga ou ausencia de certos constituintes do meio de subcultu-
ra estdo relatados na literatura: Em 1964, Cook & Brown mos
traram que o bromocresol purpura presente no meio caldo de
glicose triptona (DTB), afetava os esporos de B.stearother-

mophilus e recomendaram o uso do meio sem o corante. Ernst
(1968) encontrou que o meio caldo de tioglicolato era defi
nitivamente inibidor para O crescimento pos-germinativo de
especies de Bacillus usadas para testar processos de esteri

lizagdao com vapor e com calor seco.

Evancho e outros, (1974) encontraram que O meio
caldo de bromocresol nao suportava crescimento otimo de es-
poros e células vegetativas de B.stearothermophilus, falhan

do em detetar crescimento quando o indculo era menor que 10

esporos por ml. Esta falha era superada quando se adiciona-
++ :

va 30-50 ppm de Ca ao meio.

Roberts g& Ingram (1966) relataram a acao de
sais como NaCl, KNO3 e NaNO, presentes em meios de subcultu

ra. Estes afetavam as contagens de esporos aquecidos, tal-



vez por inibigao do crescimento pos-germinativo.Aparentemente
os esporos aquecidos sdo mais susceptiveis a agao destes sais.
Duncan & Foster (1968) afirmaram que o nitrito de sodio in-
duzia a germinacdo de esporos, deixando-os  susceptiveis ao
calor e bloqueando o crescimento pos-germinativo dos que
conseguiram resistir. Para suas experiéncias esses pesquisa-
dores usaram esporos de PA 3679.

Olsen & Scott (1946) e Humphrey & Nickerson -
(1961) indicaram que as condigdes fisicas e quimicas do meio
de subcultura afetam . resisténcia térmica aparente dos espo
ros, expressada pela velocidade de morte térmica, assinalan-
do que mudangas no meio podem alterar a forma da curva de so
breviventes. Tambem, em 1961, Murrell indicou que o desvio
da linearidade pode ser causado pela sensibilidade dos espo-
ros, aos inibidores presentes no meio de contagem depois do

aquecimento.

_ Em 1965, Yokoya & York encontraram que a compo4
sicao do meio de recuperacao afetava a resisténcia termica-
aparente de esporos Jde B.stearothermophilus quando o pH foi
de 7.0 porém nao a pH 6,5. Usando esporos de B.coagulans 43P

produzidos em um mesmo meio, e usando meio DTB e DTA para
subcultura, encontraram valores D sempre malores para o

meio DTA em comparagao com DTB.

Em 1946, Olsen & Scott, trabalhando com algu -
mas especies de Clostridium verificaram que a adigao de pe-
quenas quantidades de amido (0,1%), albumina e carvao ati -

vo, promoviam a germinagao de esporos sobreviventes de um

tratamento termico. O amido podia proceder de diferentes fon

tes, porém, o efeito era sempre o mesmo.

Em 1950, Murrell, Olsen & Scott observaram que
a adicao de amido aumentava a contagem de sobreviventes, pos
sivelmente pela adsorgao de agentes inibidores presentes no
meio de subcultura. Isso veio a sugerir a existencia de ini
bidores que sao efetivos a baixo pH e inibidores efetivos a
pH proximo a neutralidade. Eles postularam que os inibido-
res possivelmente seriam acidos graxos insaturados presen-
tes no meio. O efeito da adigao de amido sobre o declive da



curva de sobreviventes foi marcante podendo inclusive mudar
a forma da curva.

3.- TRANSFORMACAO DE ESPOROS A CELULAS VEGETATIVAS

Nestes ultimos anos tem aumentado o interesse-
dos investigadores em compreender e analisar as transforma
coes e os mecanismos que sucedem quando um esporo se conver
te em celula vegetativa. Até agora os mecanismos exatos sao
desconhecidos, porém, tem-se uma idéia bastante detalhada -

sobre o que ocorre.

Segundo Murrell (1961), Keynan & Halvorson -
(1965), a conversio de esporos a células vegetativas esta
associada a numerosas mudancas bioquimicas. Estes autores -
definiram trés fases principais deste processo : (a) ativa-
c¢ao; (b) germinagao, tambem chamada por Murrell de inicia -
¢do e (c) crescimento pos-germinativo. ' _

3w D06 me Nicd g

Os esporos maduros sao caracterizados por uma
alta resisténcia ao calor e aos agentes fisicos e quimicos,
e por apresentar uma moderada atividade metabolica (Riemann,
1963). Esta atividade metabolica moderada, em comparagao com
a de células vegetativas & conhecida em sistemas biologicos
como dormencia (Doi, 1961), e nao se deve confundir com ou-
tro significado segundo o qual, dormencia seria a descrigao
do fato de que uma suspensao de esporos nao responde ou res
ponde fracamente a agentes de germinacao em condigoes que
permitem rapida germinacao de esporos ativados ou idosos -
(Keynan & Halvorson, 1965; Riemann, 1963). No decorrer des-
te trabalho o térmo dorméncia sera aplicado com o primeiro-

significado.

Doi (1961) encontrou atividade enzimatica limi

tada em esporos dormentes inteiros e também em extrato  de

10



esporos que nao haviam sido submetidos a nenhuma ativacao.
As enzimas ativas foram: gatalase, racemase de alanina, dea
minase de adenosina e pifofosfatase. A presencga dessas enzi-
mas ativas, segundo_esse autor, indica que a dorméncia nao
€ o resultado de uma falha dos sistemas enzimaticos, mas sim

da estrutura fisico-quimica do esporo.

3.2.Ativacao

N £ um processo reversivel que condiciona o espo-
ro .dormente, capacitando-o para germinar (Halvorson, Vary &
Steinberg, 1966). Ndo € estritamente definivel nem existe uma
diferenca visual, quimica ou fisica entre um esporo ativado-
¢ um dormente, pois o esporo ativado retém a maioria das ca-
racteristicas de esporo dormente (Keynan & Halvorson,1965).
Quando os esporos ativados sao expostos a um meio ambiente

adequado produz-se a germinagao (Cohran & Ordal, 1973},

Segundo Keynan & Halvorson (1965) as mudangas -
produzidas pela ativacao nao dependem das reacoes metabolicas
do esporo, e a necessidade deste processo depende do esporo-
em si, sua historia, e as circunstancias que induzem sua

transformagdao a célula vegetativa.

3.2.1. Efeitos da ativacdo: A ativagao reduz-

a fase de latencia do inicio de germinagao, aumentando, por-
tanto, a taxa de germinacao (Keynan e outros, 1964). Tambemn,
ativa enzimas dormentes e muda os requerimentos para a indu-~

cdo de germinacdo (Powell & Hunter, 1955).

Halvorson (1958) estudando a influéncia da ati-
vacio na taxa de germinagao,, assinalou que a maioria dos es
porulados mesofilos aerdbios requerem um leve choque termi-
co de 15 min. a 85°C, e que se nao for dado esse tratamento-
apenas uma pequena porcentagem germinava rapidamente quando
se incubaram em um meio adequado, enquanto que a grande maio

. . <
ria dos esporos apenas germinavam depois de longo periodo de

i



incubagao.

Doi (1961) trabalhando com extrato de esporos ,
encontrou que as enzimas que intervém no metabolismo da gli-
cose como alanina deshidrogenase, riboquinase, diaforase e
varias outras mostram maior atividade depois dos esporos te-
rem recebido um choque térmico. Indicou este mesmo autor que,
estas enzimas ativadas pelo calor poderiam estar presentes-
no corneo dos esporos, enquanto que as ativas antes do cho-
que térmico poderiam localizar-se no exosporio.

Lawrence (1956) investigou o efeito da ativacao
sobre a mudanga dos requerimentos de germinagao e encontrou
que esporos de B.cereus que normalmente requerem l-alanina-
para germinar, podiam faze-lo rapidamente com d-alanina, pi

ruvato e lactato depois do choque térmico.

Hashimoto & Conti (1971) estudaram o efeito do
choque térmico na estrutura fisica da membrana do esporo.Mos
traram que, o choque termico, produzia estrias na membrana-
e postularam que a desnaturagdo e liberagao dos componentes
da merbrana durante o aquecimento facilitariam a entrada dos

agentes de germinacao.

Halvorson (1958) encontrou .que o choque termico
produzia uma pexda de 5 a 10% do DPA presente no esporo.Como na
época, ainda nao tinha sido mostrado o efeito do choque ter-
mico nos esporos, assumiu que a ativacdo aumentava a permeabl
lidade do esporo, de mode que os agentes de germinacao pode-
riam exercer seu efeito. No entanto, Uehara & Frank (1967) -
trabalhando com esporos de P.A.3679, mostraram que 2 ativago
produzia um decréscimo de 5% no valor da absorbancia inicial,
18% de liberacao do DPA presente no esboro, escurecimento -

desprezivel e ndo aceitavam corantes depois de ativadas.

Keynan & Halvorson (1965) resumiram suas eXxpe-
riéncias explicandc o mecanismo de ativacdo da seguinte ma-
neira: "A nivel molecular a ativacao modifica a estrutura -
terciaria das proteinas, desnaturando-as'. Essa hipotese foi
sustentada pelo fato de que todos os agentes que produzem a

ativacio como calor, baixo pll, e agertes redutores sao agen-
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tes conhecidos que afetam a estrutura terciaria das protei-
nas. Sugeriram que a macromolecula responsavel em manter o
estado dormente do esporo era uma proteina rica em cisteina
localizada na membrana e estabilizada numa configuracao es-
pecifica por pontes S-S. A redugao dessas pontes modificaria
a estrutura, resultando em ativacao de uma enzima ou em uma
mudanca de permeabilidade. Isto explicaria porque uma oxida
cao lenta das ligagoes retorna o esporo ao estado dormente.

Fields & Finley (1962) estudaram o efeito do -
armazenamento sobre a ativagao, comparando as respostas a
destruicdao térmica de esporos novos e armazenados de bacté-
rias causadoras de "deterioracao acida'" dos alimentos. Des-
cobriram que o grau de ativacao e a resisténcia térmica .de-
cresciam com a idade e sugeriram que a ativagdo seria a cau
sa da destruicdo mais lenta na fase inicial das curvas de

destruicac térmica.

Stumbo (1973) assinalou que diferentes combina
cdes iniciais da velocidade de ativacao e da velocidade de
morte térmica produziriam diferentes formas na porgao da cur
va de sobreviventes correspondente a fase de laténcia , sem
isto causar um desvio da ordem logaritmica da morte das bac
térias. No entanto, Lewis, Snell & Alderton (1965) relata -
ram que o percurso da curva de ativacao e morte de B.coa
gulans nao correspondia ao modelo de duas reagoes consecuti
vas de primeira ordem. A porgdo ascendente da curva de ati-
vacao e morte representada em grafico por estes autores, su
bia muito lentamente, sugerindo que a hipotese de uma rea-
cio de ativacdo de primeira ordem era inadequada para B.
coagulans. Talvez porque, Nnos €sporos individuais a ativa-
cao era acclerada a medida que o aquecimento avancava, e
além disso a curva da morte comeca a uma baixa velocidade ,

antes que o processo de ativagzo esteja completo.
¢

Allan (1975), ¢studando o papel de choque tér-
mico e¢ dos nucleosideos na germinacao de esporos de B.cereus,
usou esporos de 6 meses de idade e esporos novos lipEllizes
dos. Verificou que os esporos mais velhos germinavam a uma

velocidade major que os esporos liofilizados, que com ou sem



ativagao térmica. Também notou que oS esporos que receberam
choque térmico germinavam mais rapidamente que os nao ativa
dos. 0 aquecimento dos esporos idosos retardou um pouco sua

germinagao.

- i
3.2.2. Fatores que influem no tempo de ativacao:

Stumbo (1973) assinalou alguns fatores que afetam o tempo de
aquecimento para uma rapida ativagdo, de uma determinada po
pulagdo bacteriana. Esses fatores sao: (a) espSCie e linha-
gem da bactéria; (b) natureza do meio em que 0S €sSpOTOS sao
produzidos; (c) natureza do meio de suspensao para armazena
mento? (d) temperatura de armazenamento; (e) idade dos es-
pofos; (f) natureza do meio de subcultura e (g) temperatura

de aquecimento.

3.2.3. Métodos de ativacio de esporos bacterianos:

(a) Calor: Curran & Evans (1945) estudando esporos de bacté
rias mesofilas e termofilas foram os primeiros a demonstrar
que o calor a nivel subletal induzia a gefminagﬁo dos espo-
ros dermentes. Estes autores, também, assinalaram o ca-
racter reversivel da ativacdo indicando que, quando a germi
nagao nao cra efetivada depois da ativacao 0s esporos  re-

tornavam ao seu estado dormente.

(b) Agentes redutores: como mercaptoetanol e acido tioglico

lico sao indicados como produtores de ¢sporos ativados -

(Keynan e outros, 1964; Rowley g Levinson, 1967) .

(c) Baixo pH: Keynan, Issahary-Brand & Evenchik (1965) ati-
varam suspensoes de esporos de B.cereus ajustadas com tam-
pio a pH de 1 a 12. Concluiram que, para B.cercus, o pH
otimo que produz ativacao a menor tempo estava entre 2-3. A
pH entre 3 e 8,5 foil necessaric mais tempo para completar a
ativacdo;< 2 ¢ » 8,5 a ativagao foi inibida. A < 2, a inibi
gao era irreversivel, a > 8,5, a inibigao era reversivel se
a suspensao era lavada varias vezes e incubada a pH neutro.
A pH 1 registrou-se uma ativacao irreversivel, com subsequen

te germinagdo dos esporos. A mais de 10 minutos a pH 1, nao



foi possivel obter germinacido.

_ Lewis e outros (1965) indicaram que quando os espo
Yos eram expostos a um meio acido por 1 a 3 horas, ocorria -
um intercambio de ionios entre o esporo e o meio a seu redor,

afetando a dorméncia e a resistencia térmica.

(d) Dipicolinéto de calcio: Riemann & Ordal (1961) realiza -

ram um tratamento com quantidades equimolares de cloreto de
calcio e dipicolinato de sodio. Isso resultou em germinagdo-

de esporos de varias espécies de Bacillus e Clostridium.

(e) Hidrato de cloral: Lewis e outros (1965) encontraram que

solucoes concentradas de hidrato de cloral em agua ou em eti
leno glicol substituia a ativagdo térmica e por agentes redu
tores de B.coagulans. A ativacao por tratamento termico e
por agentes redutores era reversivel pela oxidacao lenta dos
esporos ativados (Gould & Hitchins, 1963). Cohran & Ordal -
(1973) inativaram esporos de B.cereus, ativadas prEviamente—_
por calor, mediante oxidacao lenta com perborato de sodio -

(30mM) obtendo bons resultados.

-

3.2.4. Métodos para medir a ativacdo: Keynan e ou-

tros (1965) indicaram dois métodos para medir a ativagao. O
primeiro mede a velocidade de germinagao num meio nutriente-
apropriado e o segundo mede a porcentagem de esporos que for
mam colénias em meios de semeadura apropriade. O primeiro me
todo ¢ mais sensivel porque duas suspensoes podem dar o mes
mo nlmero de coldonias, porém uma delas pode germinar mais ra
pidamente que a outra. O segundo método ¢ empregado com espo

ros altamente dormentes.

3.2.5. Efeito de ionios na ativacgao: Ainda que um

grande nimero de,autores tem encontrado que os ionios aumen-
tam ou inibem a germinacao gomente poucos tem reportado 0s
efeitos dos ionios na ativagdo. Levinson & Sevag (1953) en-
contraram que esporos de B.megaterium foram ativados por CdH,
Ba++ e Sr++. Esses mesmos autores, trabalhando com esSporos

de B.stearothermophilus, cncontraram que os mesmos foram ati
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B g +
vados por ionios H .

Segundo Splittstoesser & Farkas (1966), certos
cationios afetaram a velocidade de ativagao por calor de es-
poros de B.popillae. Eles conseguiram velocidade maxima de
ativacao em solugoes de ca*’ a pH 7ou em tris hidroximetil -
aminometano .- a pH 9-10. Uma combinacao de ca™t e pH alcali-
no retardou a ativacao. A ativacao foi marcadamente reduzida
por k¥ e H+, porem, Na+, cs’ e Li' ndo a afetavam. Mg++,Sr++
e Mn'© venciam o efeito inibidor do K.0 fato de que a compo
sicdo cationica do meio de aquecimento tinha efeito signifi-
cativo na ativacao, levou estes autores a pensar que as velo
cidades seriam influenciadas por um forte agente quelante .
Testaram, entdo, EDTA (dcido etileno diamino tctracético) ‘em
solugao de 107*M a 50°C a pH 7. Tal solugao inibiu a ativa -
cdo. Quando excesso de EDTA e KC1l eram adicionados a esporos
que estavam sendo aquecidos em solucoes de CaCl,, o potassio
jnibia mais que o EDTA. Eles concluiram que a efetividade re
lativa dos dois inibidores era dependente do tempo que eles
eram introduzidos. A conclusao geral apresentada pelos auto-
res era de que os cationios bivalentes poderiam ser necessa-
rios para a ativacao de esporos dormentes de B.popillae, ¢
que a contribuicao de ca*™ era dependente do pH da suspensao.

Rowley & Levinson (1967) conseguiram restaurar-

a capacidade germinativa e a resisténcia teérmica de esporos-
de B.megaterium tratados com tioglicolato, pela adigao de
e
Ca

§ ~ 4+ o ~ .
germinagao. Co ¢ catid®nios monovalentes nao foram eficien-

-

-+t ok + 4+ . p i
, Mg , Mn e Ba no meio de aquecimento ou no meio de

tes, concluindo-se que o tioglicolato produz perda de ionios
essenciais para a germinagac normal dos esporos de B.megate-

rium e também para a resistencia termica.

Keynan ¢ outros (1965) também investigaram a
influéncia de sais na ativaciao térmica. Eles adicionaram NLl,
KC1 e LiCl1 (2,5M de cada sal individualmente) a suspensao de

3 J.“ ok = O~ -
esporos de B.cereus antes da ativagao a 65°C, encontrando -

que se produzia uma inibic@o da ativacao por adsorcao dos -
sais durante o aquecimento, e consequente inibicao da germi-

nacao. Porem, o efeito podia ser revertido, se uma vez ati-
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vados, os esporos eram lavados varias vezes.

Doi (1961) indicou que a remocao de metais ini
bidores de germinacgao seria um passo necessario antes da -
ativagao e que poderia ser conseguido por adigao de um que-
lante como DPA, assinalando que, se; durante a ativacao exis
tiam metais inibidores, estes poderiam inibir as enzimas ,

as quais sao ativadas no choque térmico.

3.3.Germinacao

— 3.3.1. Definigao: Wynne (1952) foi um dos primei-
ro$ em assinalar que eram necessarias diferentes condigoes-
para o crescimento e para a germinagao de esporos, ¢ propos
que os dois eram processos diferentes. Campbell (1957) defi
niu a germinagao como o resultado da perda das caracteristi
cas do esporo originando—se um organismo que nao vinha ser

ainda uma celula vegetativa.

A germinagZo & um processo irreversivel e de-
gradativo resultando em uma celula que perdeu as caracte -
risticas de esporo, sendo metabolicamente ativa, 1abil ao
calor, nao refratil e que pode ser colorida facilmente pe-

los corantes comuns (Keynan & Halvorson,1965; Riemann,1963).

3.3.2. Mudancas produzidas no esporo durante a ger-

minacdo. O estudo das transformagoes que ocorrem durante-
a germinacdo & dificil porque a germinagdo nao & um Processo
sincronizado, nao havendo uma separacao marcante de tempo -
entre um e outro evento. Numa suspensao, as diferentes mu-
dancas se entrecruzam no tempo, 0 que nao ocorre e¢m um €s-

poro individual (Keynan % Halvorson, 1965).

Grande parte dos estudos realizados sobre a sg
quéncia de eventos que ocorrem durante a germinagao tem si-
do feitos com o0 auxilio de microscopios de fase e cletroni-
cos. Vinter (1967) indicou que a germinagao iniciava-se com
uma alteracao das membranas perifericas do esporo, e estava

relacionada com a perda da impermeabilidade, hidratacao c
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entumecimento do cortex. Robinow (1960) estudou a germinagao
mediante a observagao em microscopio de fase, e assim descre
veu o inicio da germinacio: " o cortex que era transparente

fez-se visivel como_uma banda escura e a seguir tornava-se-

entumecido, comecando a desaparecer’. O cortex logo perdia-

sua homogeneidade e transformava-se numa espécie de esponja

fibrosa, diminuindo sua espessura, enquanto isso o corneo -

mostrava algum grau de organizacao e a capa parecia menos -

densa e menos rigida (Hunnell & Ordal,1961; Uehara & Frank,

1967).

Vinter (1967), Hunnell & Ordal (1961) menciona
ram ahcontinuagéo do processo pela ativacdo de enzimas 1iti
cas e a excregao do exudado constituido por Ca, DPA - libe-
rados indepéndentemente ou em uma combinagao fraca - e frag
mentos de mucopeptfdeos provenientes, talvez, do cortex e /
ou da capa. Powell & Strange (1953) mostraramque 30% do pe-
so seco do esporc era excretado durante a germinacao e cer-
ca de 90% do DPA presente no esporo podia ser liberado no

exudado.

Levinson & Hyatt (1966) e Vinter (1967) assina
lam que, enquanto essas mudangas ocorriam o esporo perdia ,
também, a sua resisténcia ao calor e a agentes toxicos,tor
nando-se sensivel a altas doses de radiagao. Powell (1957)
indicou que aparentemente a perda da resistencia ocorria bem
no inicio da mudanca do grau de refratibilidade e muito an-
tes da excrecao do exudado. A velocidade de perda da resis-
téncia, era a mesma que a da mudancga de refratibilidade e ado
aumento da facilidade para ser colorido. Segundo este autor
o escurecimento implicava na ausencia da resistencia , mas
nao o inverso. Hsich (1960) relatou que esporos recém germi
nados de B. coagulans possuiam uma resisténcia termica da
mesma ordem que a encontrada em células vegetativas deste -
organismo.

Segundo Uehara & Frank (1967), as mudangas que
ocorriam no esporo germinante, eram inicialmente na regiao-
periférica "cortex", e a seguir na regiao central o "corneo’.

Visuaimente, o processo de germinacao era inibido por duas
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barreiras, uma no cortex e outra na membrana do corneo.A se-
queéncia de eventos na germinagao de esporos de P.A.3679 estu
dada por esses autores era a seguinte: diminuigao inicial da
absorbancia; perda da resisténcia térmica; liberacao de DPA;
escurecimento do cortex seguido de sua desintegragao, até -
ser destruido. Ao final da germinacao, o escurecimento era
total, o esporo ganhava facilidade para aceitar corantes co-
muns e produzia-se ainda um pequeno decréscimo da absorbanci
provavelmente devido a saida de restos de peptideos e amino-
icidos. Por Gltimo, o corneo entumecia por possivel hidrata-
cao.

Rousseau e outros (1972) sugeriram que a perda
da absorbancia e da refratilidade junto com as mudangas na
estrutura superficial podia refletir modificacoes quimicas-
internas da parede do esporo. Levinson & Hyatt (1966) relata
ram a sequéncia de eventos da germinacao de B.megaterium em
glicose + £-alanina. As mudangas ocorreram na seguinte or--
dem: perda da resisténcia térmica; liberagao de DPA; aquisi-
cio de facilidade para ser colorido; perda de absorbancia e,
escurccimento quando visto no microscopio de fase. Estes au-
tores assinalam que ao comparar e reconciliar resultados exis
tentes na literatura a este respeito, encontravam-se proposi
coes conflitantes, devido as diferengas de variaveis experi-
mentais, métodos e parametros usados para medir a germinagao.
Também, sugeriram a existeéncia de um mecanismo que controla-
ria a perda de resisténcia e saida de DPA e outro responsa -
vel pelo escurecimento, perda de turbidez e capacidade para

ser colorido.

Torriani & Levinthal (1967) estudaram a sintese
de proteina durante a germinagao e crescimento pos-germinati
vo de B.cereus concluindo que o inicio da sintese ocorria na
germinagao enquaito se produziam as mudancas opticas. Verifi
caram que quando O €SPOTO nio germinava, a sintese de protei
na ndo ocorria ou era muito lenta. Na germinagao a sintese -

reduzia-se a umas poucas protelnas.

-

3.3.3. Métodos para determinar a germinacgao.




Campbell (1957) e Gould (1971) testaram os seguintes metodos
para determinar a germinagdo: (1) perda da resisténcia termi
ca; (2) diminuicdo da absorbancia; (3) determinagao da perda
de refratibilidade em microscopio de fase e (4) mudancga na
facilidade para aceitar corantes.

Um outro método comumente usado € a determina -
cao do DPA liberado (Powell & Strange ,1953).

0 método mais usado, devido a sua simplicidade-
e fiacil aplicacdo, mesmo em suspensoes com alta velocidade de

germinacao ¢ o da absorbancia.

Uehara & Frank (1967) estudaram todos os meto-
dos acima indicados a fim de determinar quais os que medenm as
mudancas iniciais e quais as mudangas finais da germinagao -
com maior facilidade. Verificaram que a liberacao de DPA ,
perda da absorbancia e gradual escurecimento da periferia ~
juntamente com perda da resisténcia teérmica, serviam muito -
bem para determinar o inicio da germinacao. A mudang¢a nas -
propriedades de coloracao e a perda total da refratibilidade,

mediam o ponto final.da germinagao.

3.3.4. Classificacdo da Germinacao. Em 1949, Hills

descobriu que a potencia germinativa de extrato de levedura-
para esporos bacterianos podia ser atribuida a substancias -
especificas. Esta descoberta marcou epoca na ciéncia de espo
ros e trouxe como consequéncia a procura de compostos germi-

nativos para uma ou outra especie.

Em 1960, Rode & Foster agruparam os compostos -
germinativos em fisiologicos (nutrientes) e quimicos ( com-
postos organicos e inorganicos nao considerados nutrientes).
Estes mesmos autores (1962-b), em busca de uma melhor classi
ficacao, separaram 0s agentes germinativos em ionicos (varios
sais) e ndao ionicos (alanini, inosina e glicose). Outra de -
signacao dada por eles foi de eletrolitos fortes (varios sais),
eletrdlitos fracos (alanina ¢ inosina) e ndo eletrolitos (co

mo a glicose).

Em 1966, TFoerster & Foster concluiram que a ger
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minacdo era desprezivel sem a presenga de agentes exogenos.
Porém em 1963, Riemann ja havia classificado a germinacdo de
acordo ao tipo de agente exogeno que a induz, da seguinte-
forma: (1) germinacao fisiologica (induzida por compostos -
organicos como alanina, glicose e adenosina); (2) germinacao
quimica (induzida por compostos organicos e inorganicos) e
(3) germinacio mecanica (causada por agentes fisicos como
pressao e fricgao).

Neste estudo, serao revistos os dois primeiros

Casos.

3.3.5. Germinacao fisiologica de esporos de Bacills.

Durante o fracionamento de extrato de levedura, para se deter
minar qual o componente que era responsavel pelo estimulo da
germinacgao, Hills (1949) verificou que l-alanina, l-tirosina
e adenosina induziam a germinacdo. O efeito da l-alanina era
extremamente reduzido quando adicionada juntamente com d-ala
nina ao sistema germinante. Desde entdo, tem-se tentado ger-
minar esporos com agentes metabolizaveis individualmente ou

em combinacio com compostos quimicos nao metabolizaveis.

Allan (1975) reportou que l-alanina era prova-
velmente o agente germinativo mais efetivo para o maior nume
ro de espécies e mencionou que este composto e glicose, sao
os que tinham recebido maior atengdo dos investigadores. En-
tretanto o mecanismo da sua acao e ainda desconhecido.Sogin,
McCall & Ordal (1972) sugeriram que existe no esporo varios
lugares que podem responder aos estimulantes da germinagao ,

mas nao foram especificados.

Rode (1968) correlacionou a estrutura do esporo
e suas propriedades usando seis linhagens diferentes de B.me-
gaterium, encontrando que tres linhagens germinavam com gli-
cose e nitrato de potassio e as outras tres com alanina -e
inosina. Estas ultimas tinlam a superficie externa venosa e
um aspecto arredondado, enquanto que as primeiras eram acha-
tadas, apresentando um bordo equatorial proeminente e cram-
significativamente mais resistentes ao ealer. Concluiy. dess
ta forma que existia uma relacao entre a morfologia de espo-

ros de B.megaterium ¢ suas propriedades de germinagao e re-
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sisténcia teérmica.

Foerster & Foster (1966) testaram combinagoes &
compostos germinativos fisiologicos com compostos quimicos -
para varias espécies de Bacillus. Entre os compostos fisio-
16gi;os testados, estavam glicose, alanina, inosina, alanina
mais inosina, por eles denominados de germinantes "primarios'
Os resultados obtidos evidenciaram uma grande diversidade,de
modelos de germinac@o, entre espécies e linhagens de uma mes
ma espécie, assinalando que nenhuma das combinagoes testadas
foi efetiva para todas as linhagens. Concluiram, que ha ape-
nas um fator comum a germinacao fisielOgica, que era a ne-
cessidade de eletrolitos fortes. Carboidratos, aminoacidos e
ribosideos produziam individualmente a germinagao, mas ape -
nas em poucas linhagens, podendo ser substituidos por outros.
Uma mistura ribosideo-aminoacido provou ser mais efetiva que

cada um deles separadamente, para inumeras linhagens inclusi

ve B.coagulans 10545. ‘

Desrosier & Heiligman (1956) testaram alguns
compostos germinativos para B.coagulans, encontrando que 1-
alanina foi o Gnico aminoacide que estimulou a germinagao.
"Qutros como acido l-glutamico ¢ l-aspartico e tirosina  nao
deram bons resultados. Estes investigadores obtiveram uma ve
locidade de germinagao elevada combinando glicose, l-alanina

e adenosina como compostos germinativos.

Wax, Freeze & Cashel (1967) estudaram a germina
cio de esporos de B.subtilis, encontrando que existiam linha
gens que podiam germinar apenas com l-alanina, enquanto que
outras requeriam inosina ou glicose, individualmente ou com
alanina. Concluiram que esporos de diferentes linhagens va-
riavam cm suas necessidades de agentes germinativos, e que -
esta variacao dependia da linhagem ¢ era uma propriedade he-

reditaria dos esporos.

Busta & Adams (1972) tentando identificar o sis
tema ou sistemas ativos na germinagdo dos esporos de B.subti-
1is que receberam um tratamento termico muito alto (UHT). Ve

rificaram que esse tratamento afetava o sistema de germina -



¢ao do esporo e nao causava nenhum efeito no crescimento pos-
germinativo e nem no crescimento vegetativo. Nesse caso, 0s
compostos que induziram a germinagao mais elevada foram gli

cose € sais mineraise |

Allan (1975) investigou a interagdao de l-alani
na e dos potenciadores inosina e adenosina sobre a germina-
¢ao usando esporos de B.cereus T. Também, estudaram a agao
do inibidor d-alanina. Verificaram que os nucleosideos por
si so nao eram germinadores. Quando eram adicionados a 1l-ala
nina potenciavam a germinagao por atuar contra d-alanina qe
interferia no local de agdao da l-alanina. D-alanina & agen-
te germinativo junto com inosina e choque térmico, possivel
mente por formar l-alanina gob agdo da alanina racemase.Nes
se caso, o choque térmico & um pré-requisito para facilitar
a entrada de inosina em quantidade necessaria para antagoni
zar d-alanina. A ativagao por calor tem sido considerada es
sencial para a germinagao fisiologica. Para a germinagao -
quimica e a mecanica, a mesma nao era necessaria (Rode &
Foster, 1961; Lewis e outros, 1965). Todos esses estudos de
monstram que os nutrientes que induzen germinacao podem di-
ferir amplamente entre esporos de Bacillus de diferentes es

pécies.

3.3.6. Germinacdo quimica. A germinacgdao quimica &

aquela induzida por compostos que nao sao considerados nu-
trientes (Riemann,1963). Em 1956, Brown induziu a germina -
cdo de esporos de P.A. 3679 incubando-os em solucao de EDTA
(icido etileno diamino tetracético) ¢ observou completa per
da de refratibilidade e resisténcia térmica. O efeito desse
composto quelante, segundo esse autor, seria produzir a ger
minacio por acdo quelante com algum metal inibidor, natural
mente presente no esporo (provavelmente o berilio). A quan-
tidade de EDTA usada tem que ser adequadamente estabelecida
porque um excesso poderia retirar nao somente os inibidores
mas, também os idonios necessdrios para a propria germinagao,

produzindo-se entao a inibicao.

Em 1961, Rode & Foster encontraram que algumas
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n-alquil aminas primarias induziam a germinagao do esporo -
observando um decréscimo na refratibilidade e maior facili
dade para ser colorido.

Riemann (1963), 'utilizando os resultados B de
Brown, investigou a germinagao de P.A. 3679 com EDTA em uma
faixa de concentragdo de 10-250mM. Verificou que entre 30 e
50 mM a concentragao era Otima para germinagao e as concen-
tracoes mais elevadas produziam germinacao mais lenta e'ig
completa. No entanto, com esporos de Bacillus, entre eles
B.coagulans variedade thermoacidurans, incubadas em solu-

coes de EDTA (10 a 100mM) nao se produziu a germinacao de-
pois de 5 horas de incubagao. Este mesmo autor verificou -
que o quelato CaDPA 1:1 podia induzir a germinagao sem a
adigao de nutrientes para algumas espécies esporulantes ae-
robicas e anaerobicas mas nao estabeleceu um mecanismo de

germinacao.

3.3.7. Efeito de ionios na germinacao de esporos.

Rode & Foster (1962a) descreveram o evento da germinagao de
pendente unicamente de ionios e denominaram essa germinacao
de "germinacao ionica". O termo tem suas limitagoes porque

a acdo de ionios ¢ mais estimulante que indutora.

Foerster & Foster (1966) estudaram compostos -
germinativos fisioldgicos, em combinag@o com cationios e
anionios para 21 1inhagen%‘de B.megaterium e 25 das 13 es-
pécies de outros Bacillus. Os anionios e cationios testados
foram F , C1, Br , I, NO%, COZ, PO z, propionato, succina
to e dipicolinato, Hg++, Ca++, Ba++, e sr'". As respostas -
de germinagdo foram medidas como uma porcentagen do decrés-
cimo da absorbancia inicial. Os resultados confirmaram que,
para a germinacdo de todas as linhagens investigadas, nao
havia necessidade absoluta de um idonio em particular.Os io-
nios organicos, como propionato, succinato ¢ DPA, foram equi
valentes na germinaciio, porém, foram necessarios para mais
linhagens do que os inorganicos. O DPA, segundo estes auto-
res, foi efetivo para numerosas linhagens, porém nao para

. - K P . - = i —
todas, e foi relatado como um ionio nao especifico e nao co
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mo quelante, podendo ser substituido por outros acidos orga
nicos. Os haletos foram eficientes germinadores para a meta
de das linhagens estudadas. '

B.coagulans 10545 nao germinou significativa-
mente em presenca de-sais de sbdio e potassio adicionadas a
glicose, alanina e inosina. A germinacdo dessa linhagem foi
maior em uma mistura de l-alanina, inosina, Na% glicose ,
NaBr e CaCl,, dipicolinato e propionato de sodio, aminoaci-
dos, levedura e agua. -

Rode & Foster (1966) estudaram o efeito da subs
tituicdao de ionios metalicos sobre a capacidade germinativa
+++, Cd++ e Zn++ na for-

ma de cloretos, concluiram que a composigao de jonios inter

— +4 L+
de esporos. Testando Ca , Ni , Co

cambidveis no esporo determinou a necessidade ou nao de ele
trélitos fortes exdgenos para a germinagdo. Também, indica-
ram que a fase ionica do esporo pode ser relacionada com ©
efeito de eletrolitos fortes, junto com alanina e inosina.

Rode (1968) encontrou dois tipos de esporos de B.megaterium:

um que germinava com glicose e nitrato de potassio e que
tinha mais cationios intercambiaveis ligados fracamente -
(tais como Ca) em comparagao com outro que germinava em ala
nina mais inosina. Isto sugere uma relagao entre o sistema
de germinagao fisiologica requerido por um esporo e 0S io -

nios que podem intercambiar.

Riemann (1963) explicando um modelo de germina
cdo com Ca-DPA, assinalou que O esporo atuaria como uma re-
sina insolivel de intercambio idonico, na qual os materiais-
colliveis estariam fortemente quelados a uma matriz insoll -
vel ndo podendo ser liberados em agua enquanto o esporo en-
contrava-se dormente. Quando um quelante, como Ca-DPA, era
adicionado, os complexos quelados dos esporos eram afetados
liberando DPA e mudando a permeabilidade do esporo dormente,
iniciando-se a germinagao.

Foerster & Foster (1966) produziram esporos &
partir de células vegetativas de B.megaterium lavadas ¢
suspensas em agua deionizada, suplementada com CaCl, , SrCl,

e BaCl, (esporulacdo endotrofica). Verificaram diferencas -
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significativas na velocidade de germinagao dos esporos. Os
++ . 5 : ++
esporos com Ca germinaram mais rapidamente que os com Sr
++ ++ ++ - . . - 3
e Ba , os com Ca e Sr nao necessitavam de ativacgao ter
mica. Concluiram que os cationios bivalentes, eram os mais
efetivos para condicionar o esporo para germinar, e aparen-
temente sao os unicos capazes de suportar a formagao de es-

poros endotroficamente.

Wax, Freeze & Cashel (1967) encontraram mutan-
tes de B.subtilis que podiam germinar por adicao de glicose,
potassio e/ou amonio. Quando potassio e amonio eram substi-
tuidos por sodio, produzia-se uma diminuicdo da germinacgao.

++ + 4 ++ - 2 .
Ca , Mg e Mn nao tiveram efeito.

A acao de ionios na germinagdo, também, tem si
do reportada como inibidora. Gollakota & Halvorson (1960) -
encontraram que zinco, cobalto e niquel inibiam a germina -
cao de esporos de B.cereus, e que esse efeito podia ser re-
vertido por acido alfa-picolinico. Desrosier & Heiligman -
(1956) relataram os seguintes compostos como inibidores da
germinacao delgfcoaqulans: arseniato de sodio, fluoreto de

sodio, acido iodo-acético e 2,4, dinitrofenol.

3.4. Crescimento pos-germinativo

3.4.1.Definicdo.0 crescimento poés-germinativo compre
ende as mudancas que se produzem no esporo depois da germi-
nacao. E um processo biossintético, caracterizado por uma
alta atividade enzimitica e sintese de novas proteinas (Key
nan & Halvorson,1965, Riemann, 1963) e que culmina com a

primeira divisao celular (Rousseau e outros, 1972).

Segundo indicaram Prentice & Cleg (1974) o cres
cimento pos-germinativo ¢ um processo mais complexo que a
germinagao; as suas temperaturas otimas sao diferentes( Key
nan & Halvorson, 1965) e as necessidades nutricionais para
o crescimento pos-germinativo sao, em geral, mais complexas
do que para a germinagao e o crescimento vegetativo (O'Brien
& Campbell, 1957). '



3.4.2. Fases e mudancas do crescimento pOs-germina-

tivo. Hyatt & Levinson (1957) relataram 4 fases do cresci -
mento pos-germinativo, caracterizadas pelas mudangas morfo-
logicas, que sao: (1) entumecimento , (2) emergencia, (3)
alongamento e (4) divisao celular, segundo estes autores ,
cada uma delas parece ter requisitos nutricionais diferen -
tes. Rousseau e outros (1972) estudaram a germinacao e o)
crescimento pos-germinativo de esporos de S.cerevisae em mi
croscopio eletronico e de contraste de fase, registrando as
seguintes mudancas: aumento do tamanho da célula (entumeci-
mento) e alteracao da forma (forma de pera), aumento subito
de absorbancia, aumento progressivo da massa celular, alar-
gamento da célula e aumento da irregularidade superficial ,
formacdao do broto e formac@o de carboidratos soluveis em hi
droxido de potassio. Até o momento as mudancas fisioldgicas
do crescimento pos-germinativo nao tem sido estudadas exaus
‘tivamente. O assunto que tem merecido maior atencao desta -
fase do crescimento, de organismos esporulados tem sido a
alta atividade biossintetica que o caracteriza. Esta ativi-
dade tem sido demonstrada pela velocidade de assimilagio -
de uracil e aminoacidos marcados com C-14 e outros elemen -
tos radioativos (Keynan & Halvorson, 1965); Torriani & Le -
vinthal, 1967; Rodenberg e outros, 1968; Kobayashi e outros,
1965).

Torriani & Levinthal (1967) estudaram a sinte-
se de proteina em esporos de B.cereus durante a germinagao
e o desenvolvimento pos-germinativo e apresentaram um mode-
lo em que a sintese de proteina ocorre durante tr¢s fases -
distintas: a primeira, na germinacao com formagao de umas
poucas proteinas; na segunda, produz-se um aumento na velo-
cidade e quantidade de proteina sintetizada no inicio do -
crescimento pos-germinativo, e a terceira, ao final desta -
mesma fase, em que a velocidade de sintese € similar a da
célula vegetativa. Estes autores, assinalam que, na prati-
ca, a germinagdo pode ser estudada separadamente do cresci-
mento pés-germinativo mediante o uso de meios favoraveis a

germinacio, porém que lhes falte algum nutriente necessario
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para o crescimento pos-germinativo, ou com inibidores especi

ficos de sintese de macromoléculas.

Rodenberg e outros, (1968) relataram que a adi-
cdo de um suplemento completo de aminoacidos e uracil 'a um
meio otimizado para B.cereus, suportou altas velocidades de
sintese de acidos ribonucléicos e proteinas, durante o desen
volvimento pos-germinativo. Kobayashi (1965) relatou que além
da sintese de macromoléculas, no crescimento pos-germinati-
vo, sintetizavam-se novas enzimas que antes nao existiam no

esporo dormente.

3.4.3. Efeito de ionios no crescimento pos-germinativo.

A acao de ionios no crescimento pos-germinativo nao tem sido
ate agora investigada profundamente. Existem apenas alguns
poucos trabalhos a.respeito, em grande parte investigando a
germinacao e o crescimento pos-germinativo em conjunto. '

Fujioka & Frank (1966) estudaram os requerimen:
tos nutricionais para germinacao, crescimento pos-germinati-
vo e crescimento vegetativo de esporos de P.A. 3679 em um
meio quimicamente definido, concluindo que K*e cisteina eram
necessarios para emergencia ; Na* para elongagdo e cer-
tos dminoacidos, como cisteina ¢ valina para a divisao ce
lular. Para o crescimento vegetativo, no entanto, foram ne-
cessarios aminoacidos, glicose, MgSO,, FeSO, e MnSO,, K,HPO,

+ -
e Na . !

Hyatt & Levingon (1957) estudaram o crescimento
pOs-germinativo de B.megaterium e encontraram que o MnSO4 es
timulava a germinagao, uma investigacao mais profunda le -
vou-os a conclusao de que o ionio Mn ‘era necessario para a
germinac@o enquanto que 0 ionio SOE era necessario para a fa
se de elongamento do esporo durante o crescimento pos-germi-
nativo. O sulfato podia ser substituido por compostos que
continham enxofre. Estes mesmos autores testaram o efeito -
inibidor de varios metais, encontrando que apenas NitTe Co™T
tinham efeito inibidor. O cobalto interferia com as mudangas
que ocorriam antes da emergéncia; e niquel inibia todas as -
fases do crescimento pos-germinativo. Os dois idnios nio ini



biam a germinagao.

_ Labbe & Duncan (1970) estudaram a inibigao do
creSC1mento de esporos de C1. perfrlngens por niveis comer-

ciais de nitrito de_sodio (0,2% residual maximo) a fim de
determinar se a inibigao ocorria a nivel de germinacdo ou
de crescimento pos-germinativo. Verificaram que este sal -
afetava o crescimento pos-germinativo de esporos sensiveis-
e resistentes ao calor. A germinacao podia ocorrer a concen

tragoes maiores do sal.

Vinter e outros (1969) estudaram o efeito do
nivel de cationios externos bivalentes em concentracdes de
0,2 g-O,SM adicionados em forma de cloretos ao meio de ger-
minagdo, sobre o crescimento pos-germinativo e a germinacio.
Estes autores encontraram que, para esporos enriquecidos com
Ca-DPA, as altas concentragoes de Ca++ externo ( 0,4 a 0,5M)
inibiam a germinacao e o crescimento poOs-germinativo; com
0,2M de Ca adicionado, o esporo germinava e crescia. Altas
concentracoes de SrCl, e MgCl, (0,5M) tambem tinham um efei
to similar ao Ca . NaCl  nao tinha influencia sobre a ger-
minacao, porem, em altas concentragoes afetava o crescimen-
to pﬁs—germinativo.'A adicao de cationios e anionios bi e
monovalentes apos a germinacao inibiam o crescimento pos -
germinativo. Esporos deficientes em CaDPA eram capazes de
germinar normalmente em 0,5M de CaClz, onde a germinagao -
de esporos ricos em CaDPA falhavam. No entanto o crescimen-

to pos-germinativo era inibido em ambos os casos.
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MATERIAL E METODO S

BACTERIA: Para todas as experiéncias utilizou-se Bacillus

coagulans 56-186A da colegao de microorganismos da Faculda
de de Engenharia de Alimentos da Universidade Estadual de
Campinas, fornecido pela National Canners Assotiation U.S.A.
Inicialmente, partiu-se de uma suspensao pura de esporos do
mencionado bacilo, e para as experiencias seguintes mante-
ve-se em estoque a 6°C uma suspensao aquosa de esporos lim-
pos emn frasco Erlenmeyer provido de tampao de algodao e com
pérolas de vidro em seu interior para facilitar a agitagao.

Tratando-se.de uma bactéria termofila utilizou-se em todas
as experiencias 55°C como temperatura de incubagao com ex

cecao de alguns casos que serao indicados.

MATERTIAL

Empregou-se material de vidro, esterilizado a
160°C por 1 hora em estufas ou a 121% por 15 minutos em au

toclave, antes de cada experiencia.

Os seguintes aparelhos e instrumentos também-

foram usados:

- Banho para tratamento térmico a temperatura constante;tra
tava-se de um banho com controle automatico de temperatu-
ra ¢ agitacao mecanica constante do liquido, mediante um
agitador de palhetas. O aparelho & provido de rele e ter-
mostato de mercirio com precisao de * 0,1°C. Um termometro
adicional foi colocado junto ao material a ser aquecido-

para controlar a uniformidade da temperatura.

- Microscopio de campo claro Carl Zeiss, objetiva Apocroma-

tica 100x.

— Microscopio de fase Nikon - Modelo L-Ke, objetiva 40xDLL.

- Balanga analitica de precisao com compensagao de tara, -
Mettlier B 35.
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- Centrifuga réfrigerada, modelo B 20A da International Equip

ment Co.
- Vibrador ultrasonico tipo banho da Heat. Systems Ultrasonic.
- Contador de Colonias da Erma.

- Potenciometro Corning Digital 110, de escala expandida e
resolucao de - 0,01 pH (0,001pH expandido).

- Bomba de vacuo miniatura da Millipore.

- Espectrofotometro Spectronic 20, da Bausch and Lomb, equi-
pado com estabilizador automatico.

- Congelador Ultra Low Revco.

- Liofilizador de bandeja da Virtus Co.

METODOS

l.- Teste de crescimento em diferentes meios.

Foram te;tados tr€s meios diferentes, cuja compo
si¢do & dada no apendice n® 1. Estes meios foram: caldo de
glicose triptona ou dextrose triptone broth "Difco'" (DTB) re
- comendado pela National Canners Association (NCA,1968) e a
American Public Health Association (APHA,1966) para subcultu
ra de termofilas e termofilas facultativas; termoacidurans -
agar modificado (TAM) e meio de tomate (MT-50%). O periodo d
incubagao para todos os testes de crescimento foi de 72 ho-

ras.

Para testar o crescimento em meio DTB, tomou-se
uma amostra equivalente a 0,5 ml de suspensao de esporos e
B.coagulans 56-186A transferindo-a com pipeta a um tubo com
_tampao de algodao esterilizado contendo 10 ml de meio DTB.
Os esporos do tubo foram ativados em banho de temperatura con
trolada a 80°C por 5 minutos, resfriando-se, a seguir, em um

copo Beaker com agua fria para ser posteriormente incubado.

0 crescimento nos tubos foi observado pela tur-
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bidez ou mudanga de cOr do meio de violeta e amarelo, devi-
do a produgdo de acido. Para confirmar os resultados e obter
uma quantidade suficiente de cultura a ser usada como indcu-
lo na produgao de esporos, transferiu-sel ml da cultura dos
tubos acima a cada um dos 4 frascos Erlenmeyer de 250cc, con
tendo cada um 150 ml de meio DTB esteril. Estes frascos fo-
ram incubados para posterior observagao. O crescimento em
meio TAM foi observado em tubos com tampao de algodao conten
do cada um deles 10 ml de meio solidificado em forma inclina
da, e inoculados com a suspensao ativada de esporos, utili -

zando alga de platina.

' No caso do meio MT-50%, distribui-se 40 ml des-
te meio em cada uma das 4 garrafas de 200 ml de capacidade.
As garrafas foram arrolhadas com algodao e esterilizadas co-
locando-se a seguir em posicgdo inclinada para solidificagao-
do meio. Transferiu-se, entdo, o inodoculo com pipeta esteril,
correspondendo a cada garrafa 1 ml de suspensao de esporos -
ativados, e depois foram levadas a incubagao.

2.- Producao , colheita e limpeza de esporos.

a) Produc@o: A fim de obter uma produgao abundante de es
poros , suficiente para todos os testes a serem realizados e
para determinar o meio mais eficiente para promover a esporu
lagdo, foram testados os seguintes meios: TAM indicado por
Stumbo (1965) como meio de esporulacao de termofilas e MT a

10 e a 50% (ver composicdo no apendice n® 1).

A experiencia com TAM realizou-se da seguinte -
maneira: foram distribuidos 40 ml do meio em cada uma das 20
garrafas de vidro de 200 ml de capacidade, fechando-as com
rolhas de algodao. As garrafas foram esterilizadas em auto -
clave, deixando-as, a seguir, solidificar o meio em forma in
clinada. Dos frascos Erlenmeyer inoculados com cultura ati-
vada em meio DTB, onde o crescimentc tinha sido mais abundan
te, transferiu-se com pipeta, 2 ml para cada garrafa com
meio TAM tomando-se cuidado para que a distribuigao do indcu

1o seja uniforme. As garrafas foram incubadas na posicao in-
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clinada.

A inoculagao em garrafas com meio MT foi feita
da mesma forma que pafa o meio TAM, utilizando-se neste ca-
so 10 garrafas com meio MT-10% e 10 com meio MT-50%. O tem-
po de incubagdo foi de 9 dias em ambos os casos.

Para observar ao microscopio a producao de es-
poros fizeram-se laminas umidas cada dois dias da seguinte-
forma: colocou-se em uma lamina limpa uma alcada da amostra
a ser observada e adicionou-se uma gota de agua estéril, co
brindo-se entdo com uma laminula. As bordas da laminula fo-
ram vedadas com parafina mediante um bastao de vidro aqueci
do e embebido nessa substancia, evitando desta forma o des-
locamento do liquido. A observacao foi feita em microscopio
de fase a 400X e 1000X de aumento.

b) Colheita: Quando a esporulacao mostrou ser mais de 80%
calculada pela observacdo microscopica, foi feita a colhei-
ta dos esporos da seguinte forma: adicionou-se 5 ml de agua
destilada esteril a cada garrafa, agitando-se para despren-
der as colonias e rqcolhendo, a seguir, a suspensao obtida
de cada garrafa, em um frasco Erlenmeyer de 500 ml esteril.
Adicionou-se novamente 2 ml de agua destilada esteril a ca-
da garrafa para retirar as colonias remanescentes da super-
ficie, misturando-se, entao, esta suspensao com a da primei
ra colheita. A suspensao assim obtida foi denominada de sus
pensao bruta e foi armazenada a 6°C para logo ser submetida

a limpeza.

c) Primeira Limpeza:No presente caso, os residuos e so-

lutos do meio de esporulacao foram eliminados por centrifu-
gacao e lavados com agua destilada esteril, da seguinte ma-
neira: distribuiu-se a suspensdo bruta em tubos de centrifu
ga estéreis completando-se com agua destilada ate dois ter-
cos do volume do tubo, submetendo-os a centrifugacao por 10
minutos a 10.000 rpm (aproximadamente 9.000g). O sobrenadan
te dos tubos foi desprezado, adicionando-se ao precipitado-

agua destilada estéril e agitando-sec para ressuspender os es
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poros e para remover os solutos. Esta operacao foi repetida

trés vezes.

Para eliminar as celulas vegetativas da suspen
sao de esporos foi seguida a seguinte marcha: inicialmente-
completou-se o residuo da centrifugagao a 80 ml, com agua -
destilada estéril. A seguir, ajustou-se o pH a 11,0 com
NaOH 2N e adicionou-se 0,024 g de lisozima (Difco), confor-
me a recomendacao de Stumbo (1965).

Para favorecer a ruptura das células vegetati-
vas, colocou-se a suspensao contendo lisozima por 5 minutos
em um agitador ultrasonico, centrifugando-se a seguir por
10 minutos a 10.000rpm (aproximadamente 9.000g), eliminan -
do-se o sobrenadante. O precipitado foi ressuspenso em 60
ml de agua estéril e colocado em frasco Erlenmever com péro
las de vidro para facilitar a agitacao. Esta suspensao, de-
nominada LI, foi armazenada a 6°C para ser usada em experien

cias posteriores.

d) Segunda Limpeza: Previamente aos testes de germinagao,

e a fim de retirar praticamente todas as células vegetati-
vas remanescentes na suspensao LI, foi feita uma segunda lim
peza de esporos seguindo-se o meétodo de limpeza de Fields -
(1975). As enzimas empregadas foram lisozima e tripsina(Difwm).
Uma vez feita a limpeza, para testar a suspensao quanto a
presenca de celulas vegetativas, foi feita coloracao de es-
poros pela técnica de Fields (1975). A suspensao resultan-
te desta segunda limpeza fol armazenada a 6°C e denominada-
SLI. A contagem dos esporos desta suspensao foi feita por -
diluicdo e semeadura em placas, usando-se meio DTA como meio

de subcultura, e incubando-se as placas por 48 horas.

¢
3.- Contagem de esporos.

A populacao inicial de esporos da suspensao LI
foi contada depois de aplicar calor suficiente para ativa -
los. Empregaram-se duas técnicas comuns para enumerar 0S e€s

poros: (a) diluigao e semeadura em placas e (b) numero mais
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provavel (NMP).

a) Diluicao e semeadura em placas: para essa técnica fo

ram estabelecidas as seguintes condicoes:

i- tempo e temperatura de ativacao = 10 a 60 minutos, com in
tervalos de 10 minutos, a 80°C: o

ii-tempo e temperatura de incubacao = 48 horas a 55°C;

iii-meio de contagem : meio glicose triptona agar (DTA)-(ver

composicao em apendice n¢® 1);

iv-grau de diluigao da suspensao: suficiente para obter 30
a 300 coldonias por placa;

v -meio de diluicdo adequado: agua destilada e

vi-assepsia constante durante todas as fases de trabalho.

A técnica usada foi a seguinte: distribuiu-se 1
ml de suspensao LI em cada um dos 6 tubos de cultura arrolha
dos com algodao, contendo 9 ml de agua destilada estéril. E§
tes tubos foram levados ao banho com temperatura controlada-
a 80°C para ativacao dos esporos, e a cada intervalo de tem
po prée-estabelecido, retirou-se um tubo, o qual foi resfria
do rapidamente em um copo Beaker com agua fria. A seguir fi-
zeram-se diluicoes decimais sucessivas transferindo 1 ml da
SISpensao yara tubos Trosqueados contendo 9 ml de agua estéril .
Para a semeadura em placas das 4 Ultimas diluigOes, pipe -
tou-se 1 ml para cada placa de Petri e adicionou-se o meio &
contagem, aproximadamente 20 ml de meio liquefeito e resfria
do para cada placa, deixou-se solidificar o meio incubando-se,
a seguir, as placas invertidas. Foi feita a contagem direta-
de colonias as 24 e 48 horas. Os resultados foram expressos-
em numero de esporos por ml de suspensao LI, tomando-se a mé
dia da contagem das duas placas por diluicao, contendo 30 a

300 colonias cada. Esta experiéncia foi repetida duas vezes.

b) Nimero mais provavel (NMP). Testaram-sc¢ neste caso 2

meios de aquecimento: (1) agua e (2) suco de tomate 1:1. A
técnica consistiu em diluir a suspensZo de esporos antes da
ativacdo, de modo que se obtém um esporo ou menos por unida-

de de tubo com meio de aquecimento. A seguir foi feita a ati



wgao térmica em aliquotas de uma unidade de volume e apos a
ativagao adicionou-se o meio de subcultura e incubou-se pa-
ra permitir o crescimento da bactéria. A contagem foi obti-
da mediante a relagao entre tubos de subcultura positive -
quanto ao crescimento e aqueies negativos.

1) NMP de esporos suspensos em agua: foram feitas diluigoes

decimais sucessivas a partir de 1 ml da suspensao LI. De
pois da quarta, sexta e oitava diluigao, foram feitas agita
¢oes ultrasonicas de 3 minutos cada uma, para assegurar a
distribuicao homogenea dos esporos nos tubos. Desta maneira
obteve-se uma suspensao com uma populacdo com a média pre -
vista de 1 esporo/ml. Esta suspensdo foi distribuida com pi
peta em 60 tubos de cultura vazios esteéreis, arrolhados com
algodao, colocando-se 1 ml em cada tubo, tomando-se cuidado
para que a suspensao a ser colocada nos tubos, niao se depo-

site nas paredes dos mesmos.

As condicoes estabelecidas para esta contagem-
foram similares as da contagem em placas com ligeiras varia
coes, ou seja:

i - tempo e temperatura de ativagao: 10 a 60 minutos, com -

intervalos de 10 minutos, a SGOC;
ii~ tempo e temperatura de ineubacgao: 10 dias a 55°C;

1ii- meio de subcultura: DTB;
iv- meio de aquecimento: agua destilada estéril e

v - assepsia ccnstante durante todas as fases do trabalho.

Ativaram-se séries de 10 tubos para cada tempo
no banho com temperatura controlada a 80°C. Retirou-se de
uma s6 vez toda uma série apos o intervalo de aquecimento -
pré-fixado, resfriando-se os tubos em copo Beaker com agua
fria, e em cada tubo, foi adicionado 9 ml de meio de subcul
tura. O meio adicionado foi previamente esterilizado em tu-
bos com tampao de algodao, contendo cada um 9 ml de meio
de maneira que para cada tubo com suspensao ativada existia
um tubo de meio de subcultura o qual era adicionado ao tubo
com suspensao ativada, diminuindo-se assim os riscos de con

taminagdo. Apos a incubag@o, o aspecto de crescimento posi-



tivo foi indicado pela turbidez e¢ mudanga de cOr do meio de
violeta a amarelo, resultante do crescimento e produgao de
acido. A contagem por NMP, foi repetida 3 vezes; os resulta-
dos foram expressos como numero de tubos positivos de cada
dez tubos correspondentes a um tempo de ativacao. A popula -
¢ao de esporos para cada tempo foi calculado mediante a equa

cdao de Halvorson & Ziegler (1932), que e a seguinte:

X = 2,303 log n/q, onde:

nimero mais provavel (NMP) de esporos por ml de

<1
]

suspensao aquecida;
a = volume em ml de cada amostra aquecida;

n = numero de tubos sujeitos a cada combinagido tempo

e temperatura;

q = numero de tubos sujeitos a cada combinacao tempo
e temperatura, que deram resultado negativo ao

crescimento em subcultura.

2). NMP de esporos suspensos em suco de tomate 1:1. Determi -

nou-se a populagao inicial de esporos ativados e o tempo-
otimo de ativacao em uma suspensao de esporos usando como
meio de aquecimento suco de tomate 1:1 em substituicao a agw

destilada esterilizada.

Para preparar a suspensao em suco de tomate di-
luiu-se e ajustou-se¢ em agua esterilizada, uma aliquota da
suspensdo LI até obter uma populacao de 10 esporos/ml. To-
mou-se 10 ml desta suspensao ajustada, e em uma proveta est§
ril foram adicionados a 40 ml de agua destilada estéril e 50
ml de suco de tomate duplamente concentrado. A suspensao as-
sim obtida foi transferida a um frasco Erlenmeyer de 250 ml,
estéril e provido de um tampao de algodao, agitando-se com

ultrassom por 5 minutos para homogenizar.

As condigoes de ativacao, meio de subcultura e
temperatura de incubacao foram as mesmas do ensaio com a sus
pensdo aquosa. Apenas o tempo de incubacao foi reduzide a, oi

to dias. Pelo fato da mudanca de c¢dr do meio nao ser um indi
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cativo suf1C1entemente claro do crescimento, pela 1nterferen
cia da cor do suco de tomate, mediu-se o pH depois do perio-
do de incubagao, considerando-se positivos aqueles tubos que
apresentaram um pH inferior a 5,0 e negativos os tubos com -
pH superior ou igual a 5,0. 0 pH do suco de tomate concen -
trado foi ajustado para pH 5,1 antes da esterilizacdo. A po-
puldgﬁo de esporos para cada tempo foi calculada do mesmo mo
do que para a suspensao aquosa. Esta experiencia foi Tepeti-

da 3 vezes.

4.- Determinacao da resisténcia térmica de Bacillus Coagulans

56-186A a 93°C.

Foi determinada a resisténcia térmica em: (a)sus
pensao aquosa de esporos e (b) suspensao de esporos em  suco

de tomate 1:1.

(a) Em suspensao aquosa de esporos : foi usada uma variagao-

do método do tubo nio selado (Schmidt,1950) empregando -
se tubos arrolhados com algodao como recipiente a ser submeti
do ao tratamento térmico, e aquecidos em um banho com tempera
tura controlada em lugar de aquecimento ao vapor. Para es -
fria-los, usou-se um copo Beaker com agua fria como substitu-
to do esfriamento em agua sob pressio. A suspensao aquosa de
esporos, denominada Lll' usada nesta experiencia foi obtida -
por diluigao a partir da suspensao LI e foi ajustada a uma po

pulacao de 1,0 x 100 esporos / ml.
'
A contagem de sobreviventes apos o tratamento pe

lo calor foi feita usando as duas tecnicas ja indicadas ante
riormente, isto €: diluigio e semeadura em placas e NMP, No
primeiro caso, o meio de subcultura foi DTA e no segundo DTB.

O tratamento térmico para aplicar na técnica da
diluigao e semeadura em placas foi dado como segue: distri -
buiu-se 1,5 ml de suspensao aquosa ajustada Lll em .cada um
dos 48 tubos arrolhados com algoddo e estereis. Colocaram-se
os tubos no banho a 93°C ¢ retiraram-se 4 tubos a cada tempo
pré-estabelecido. Os tempos escolhidos para aquecimento foram

-

de 40 a 150 minutos, variando.de 10 em.10 minutos.



A semeadura em placas foi feita retirando-se 1
ml de um tubo e transferindo-o a uma placa de Petri estéril.
As 48 placas assim obtidas adicionou-se meio DTA, agitando-
se a seguir para distribuicao uniforme do indoculo e uma vez
solidificado o meio foram incubadas invertidas por 48 horas.
Foi feita a contagem cada 24 horas no contador de colonias.
A populagdo de sobreviventes para cada tempo foi obtida cal
culando-se a média das contagens obtidas apos 48 horas nas

4 placas.

O tratamento térmico utilizado para a técnica-
de NMP foi como segue: distribuiu-se 1 ml da suspensao ajus
tada em cada um dos 120 tubos vazios arrolhados com algodao
e estéreis. A seguir, todos os tubos foram levados ao banho
de temperatura controlada a 93°C. Os tempos de aquecimento-
foram os mesmos utilizados na tecnica de diluicdo e semeadu
ra em placas; a cada tempo, retirou-se uma série de 10 tu-
bos de uma s6 vez,gsfriando-os imediatamente e adicionando-
a cada um deles o conteiido de um tubo com 9 ml de meio DTB
esterilizado. O tempo de incubacgzo foi de 12 dias, sendo o
numero mais provavel de sobreviventes determinado pela mes-

ma técnica ja indicada para a contagem de esporos por NMP.

(b) Em suspensao de esporos em suco de tomate 1:1. Prepa -

rou-se uma suspensao de esporos, em suco de tomate di-
luido a concentracdo natural, ajustando-se a uma populacao-
de 1,0 x 106 esporos/ml. Distribuiu-se em tubos arrolhados-
com algodao ¢ estéreis, submetendo-os a tratamento térmico-
no banho por 40, 60, 80, 100, 120 e 140 minutos, e procedcu-
se do mesmo modo que para a determinacdo da resisténcia da
suspensao aquosa. 0 meio de subcultura foi DTB e o tempo de
incubacao foi de 8 dias. O criterio adotado para estabele -
cer os tubos positivos e a populacdo de sobreviventes foi o
mesmo que para a contagem de esporos por NMP em suspensao de

suco de tomate.

.

S5.- Teste de anacrobiose.

Distribuiu-se com pipeta 1,5 ml da suspensao -

aquosa Lil em cada um de 12 tubos tampados com algodao e es-
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téreis. Foi dado tratamento térmico a 93°C por 100, 110 e
120 minutos, retirando-se a cada tempo de aquecimento 4 tu-
bos do banho e esfriando-os imediatamente em copo Beaker com
agua fria. Um ml de cada tubo foi transferido para outro tu
bo vazio e estéril, adicionando, a seguir, 9 ml do meio DTA.
Apos solidificacdo foram incubados por 48 horas e foi‘feita
contagem direta nos tubos, observando-se as mudancas de co-

loracgao.

6.- Determinacao da influencia da adicdo de 1,5% de agar ao

meio DTB, sobre o numero de tubos positivos obtidos na

contagem por NMP.

Ativou-se uma suspensao de esporos ajustada a
1 esporo/ml, duran;e 10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos a 80°cC
e a seguir, aplicou-se a técnica do NMP para a contagem co-
mo ja foi descrito. A subcultura foi conduzida em meio DTB
ao qual tinha-se adicionado 1,5% de ﬁgar (Difco), mantendo”
os outros componentes do meio invariaveis. 0 meio preparado
foi distribuido em tubos tampados com algodio e esteriliza-
dos. Estes tubos foram mantidos em banho a 47°C para evitar
a solidificagao antes de serem usados. Apos a inoculacdao e
solidificagao os tubos foram incubados por 8 dias antes de

proceder a observacgao.

7.- Determinacac ‘da influencia da variacao na concentracio

de agar adicionado do meio DTB.

Prepararam-se secis meios com diferentes porcen-

tagens de¢ agar, adicionado ao meio DTB.

Estes meios foram:

600 ml1 de DTB (Difco) 0,1% agar (Difco)
600 ml1 de DTB (Difco) 0,3% agar (Difco)
600 ml de DTB (Difco) 0,6% dgar (Difco)
600 ml de DTB (Difco) 1,0% agar (Difco)
600 ml de DTB (Difco) 1,5% dgar (Difco)
600 ml de DTB (Difco) 2,0% dgar (Difco)
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Todos estes meios foram esterilizados em tubos
tampados com algodao contendo cada tubo 9 ml de meio. Apos
a esterilizacao, os tubos dos d01s ultimos meios menciona -
dos foram colocados em banho a 47°C para manter o meio 11 -
quido antes de ser transferidos a suspensao ativada. - Ati -
vou-se as suspensoes de esporos, ajustadas a 1 esporo/ml du
rante-lo, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos a 80°C. A cada suspen
sdo ativada foi adicionado um dos meios acima indicados. O
periodo de incubagzo foi de 15 dias. A tocnica de NMP  foi
usada para a contagen.

8.- Determinacao do efeito da adicao de amido, acido etile-

no diaminotetracetico (EDTA), extrato sollvel de agar,

extrato soluvel calcinado de agar, e agar lavado ao meio
DTB. ' '

Todos estes compostos foram adicionados indivi;,
dualmente ao meio DTB. O extratoc sollvel de 4gar, o extrato
soluvel calcinado de agar e o agar lavado foram adicionados
ao meio na proporgdo equivalente a 1,5% de agar original. O
amido foi adicionado a 0,5% e 0,1%, o EDTA em concentracoes
de 10, 20, 40,60 e 80 ppm.

Antes das experiéncias foram preparados o ex-
- - - = -~
trato soluvel de agar, o extrato soluvel calcinado de agar

e o agar lavado da seguinte forma:

(a) Preparagio do extrato soliivel de agar. Preparou-se um

litro de solucao aquosa de agar comum Difco a 3%, e
deixou—se.congelar em um Beaker de plastico coberto, duran-
te dois dias em congelador a -36°C. Retirou-se e triturou-
se em um almofaris de porcelana, a seguir foi filtrado em
um funil de Buchner com o auxilio de uma bomba de viacuo. O
residuo foi lavado com um litro de agua destilada. Coletou-
se o filtrado e a agua de lavagen obtendo-se desta maneira-
uma solucao dos soluveis do anr com uma concentracao equi-
valente a solugao de 1,5% de §gar. Utilizou-se um litro des
ta solugao em substituigao de agua na preparacao do meio

DTB + extrato soluvel de Egar equivalente a 1,5%.
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(b) Preparacao do extrato solivel calcinado de ggar. Prepa

rou-se meio litro de extrato soliivel de agar equivalen-
te a 1,5% na forma indicada acima e concentrou-se por calor
atée se obter 100 ml, distribuiu-se em duas placas de Petri
e se levou a um liofilizador de bandeja por 48 horas, as es
camas obtidas apos liofilizacao foram trituradas e levadas-
a uma mufla por 24 horas a 500°C. As cinzas foram dissolvi-
das em HC1 1IN e neutralizados com NaOH 1N. Adicionou-se agwa
até completar 500 ml. Esta solugao foi empregada na prepara
cao de meio litro de meio DTB + extrato soliivel calcinado de

agar equivalente a 1,55%.

(c) Preparacao de agar nobre lavado. Preparou-se um litro +
de agar nobre em solucao aquosa a 1,5% e deixou-se soli
dificar, a seguir cortou-se em cubos de aproximadamente 1,5
cm de lado, os cubos foram colocados em uma sacola plastica
lavada e perfurada a qual foi submersa em um tanque de vi-
dro cheio de agua destilada submetida a circulagﬁo-por um
agitador, acionado por um motor eletrico, permanecendo as-
sim por 4 dias. A agua de lavado era trocada diariamente .
Apos o quarto dia retiraram-se os cubos de agar, e foram re
dissolvidos por aquecimento em banho maria. Se usou esta so

lugao para preparar o meio DTB + agar nobre lavado.

Os meios, uma vez preparados, tiveram seu pH
ajustados a 6,7 com NaOH 1IN e foram distribuidos em tubos -
com tampoes de algodao e esterilizados em autoclave.

A seguir, e para cada meio, ativou-se durante-
10, 20, 30, 40, 50 e 60 minutos a 80°C uma suspensao de es-
poros ajustada por diluicao a uma populacao de 1 esporo/ml,
a partir da suspensdo LI. Apds o esfriamento da suspensao -
foi adicionado o meio, correspondente ao tratamento e incu-
bou-se por 12 dias os tubos com esporos ativados e meio ex-’

-

perimentado.

9.- Determinacao da germinacao de esporos de B.coagulans
56-186A

Foi usada uma suspensao ajustada a uma popula -
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gao de 5 x 107 esporos/ml, diluindo-se a partir da suspensio
SLI, esta suspensdo ajustada foi distribuida em 9 tubos ( 1
ml cada) e ativada por tratamento a 80°C durante 40 minutos.
Os meios testados foram DTB,.DTB + extrato solivel de Agar -
equivalente a 1,5% e DIB + Fe ' equivalente a 5 ppm. Dos 9
tubos com esporos ativados 3 foram testados com meio DTB, 3
com DTB + extrato sollivel de ﬁgar e 3 com DTB + Fe' ' equiva-
lente a 5 ppm. 9 ml do meio correspondente foi adicionado em
cada tubo. A germinagao foi medida utilizando-se os seguin -

tes parametros:

(a) Perda da resisténcia térmica;

(b) Decréscimo. da absorbancia;

(c) Perda da refractibilidade observada em microscopio %e

fase.

Os métodos usados para medir estes parametros -
foram os de Campbell (1957) e Gould (1971) como indicados em
Fields (1975). A seguir os tubos foram incubados em estufa
de SSOC.por um tempo que varia de acordo ao meétodo empregado.
Un esquema de cada método & apresentado a  seguir:

(a) Determinagao .da perda da resisténcia térmica: realizaram-
se determinacoes na 28, 52 ¢ 102 hora de incubacgao nos

meios testados. O choque térmico para destruicao dos espoTros

germinados foi de 15 minutos a 80°C. A porcentagem de germi

nagao foi calculada pela equagio de Campbell (1957):



%G = Contagem depois do choque térmico

= x 100.
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(b) Determinacao do.decrescimo da absorbancia: seguiu-se o

decréscimo da absorbancia durante as primeiras 10 horas
de incubacao, usando-se um\eSpectrofotametro a 590nm. No tem
po zero, ajustou-se a leitura da suspenszo a 0,4 com agua
destilada estéril ; durante a primeira meia hora fizeram-se-
leituras cada 10 minutos, e posteriormente, a cada meia ho-
ra. Tambem, foram feitas leituras as 24, 48, 72, 96, 120 e

144 horas. j porcentagem de germinacao foi expressa pela equa

¢ao seguinte:

% G =_Leitura . q19p (Campbell, 1957)
0,4 .
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(c) Determinacao da perda de refractibilidade observada com

microscopio de fase: as laminas para microscopio de fase
foran preparadas pelo método de Wolf & Thorley (1947). No mi
croscopio, foram contados 500 esporos de cada vez,'anotando—.
se separadamente aqueles que se tornaram escuros. Adotou-se-
o critério de Riemann- (1963), considerando aqueles esporos -
com refractibilidade reduzida, ainda que nao estivessem to-
talmente escuros, como sendo esporos germinados. Durante as
10 horas de experiencia, fizeram-se contagens com intervalos
de uma hora. A porcentagem de germinagao foi dada pela equa-
cao de Campbell (1957):

___Nimero de espOTrOS eSCuros
$G = x 100

Nimero total de esporos(500)
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10.- Determinacao do efeito da adicdo de cationios e anionios

ao meio DTB.

Foram adicionados ao meio DTB, cationios e anio
nios nas mesmas proporgoes em que eles estao presentes no
agar comum (Bacto-agar Difco) a fim de determinar se algum
deles exercia efeito favoravel ao crescimento aumentando por-

tanto, a contagem pela técnica do NMP.
As proporgdes em que estes cationios e anionios
~ / 5 3 s X
estao presentes no agar, foram obtidas das analises forneci-

das peclos laboratorios Difco:

Bacto-agar Concentracao Bacto-agar %
Cadmio 0,0 - 0,5ppnm Cinza 4,50%
Cromo - 0,0 - 0,1ppm Calcio D133
Cobalto 0,0 ppm Bario 0,01%
Cobre 0,5 - 1,5ppm Silica 0,19%
Ferro 1,5 - 5,0ppm Cloreto 0,43%
Chumbo 0,0 - 0,5ppnm Sulfato 2,54%
Magneésio 210 - 430ppm Nitrogénio 0,17%
Manganes 0,0 - 0,5ppm

Titanio 0,0 ppm

Zinco 5,10 ppm
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0s cationios € anionios testados o presente estudo foram:

Ca++ adicionado em forma de CalClz.ZHZO

++

Ba*’ adicionado _em forma de Ba C1,.2H,0

e

SO4 adicionadg em forma de Mn %04

\
Mg++ adicionado em forma de Mg 804.?H20

Zn++ adicionado em forma de In 804.7H20

Cu++ adicionado em forma de Cu 804.5H20

Mn++ adicionado em forma de Mn SO4

++

Pb adicionado em forma de Pb (CH3C00)2.3H20

Cr+6 adicionado em forma de Cr 03

++

Fe adicionado em forma de Fe 804.?H20

++

Fe adicionado em forma de Fe C12.4H20

Fe+++adicionado em forma de Fe 613.6H20

Apés a adigao dos ionios, o pH foi ajustado a
6,7 & 08 melos distribuidos em tubos vazios, (9 ml em cada-

tubo) arrolhados com algodao e esterilizados.

Prepararam-se assim 12 meios diferentes. Cada
um destes meios foi empregado COMO meio de subcultura na de
terminagao do NMP de uma suspensao de esporos ativados a
g0°C por 10, 20, 30, 40, 50 ¢ 60 minutos a qual tinha sido
ajustada . e esporo/ml. Quando 0S resultados eran positivos,
realizava-se umad segunda esperiencia confirmatoria. O perio

do de incubagao em cada caso foi de 10 dias.

a variagao da nanti-

11.- Teste para estabelecer O efeito d

dade de Fe'’ adicionado a0 meio de subcultura.

d

0 sal empregado, Fe804.7H20 foi adicionado 20
meio em proporgéo equivalente a 5, 10, 20 e 100 ppm de fer~
ro no agar. Cada quantidadc era separadamente adicionada 2
1 1t de meio DIB, e, o pH era ajustado a 6,7. Uma VvVez este-

rilizados os meios em tubos tampados, foram utilizados para
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subcultutra de esporos ativados, usando a técnica do NMP pa-
ra contagem.
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RESULTADOS E DISCUSSAQ

i

1

1.- Caracteristicas .da Cultura e Esporulacao.

= |
Nas tabelas 1 e 2 sao épresentados,os resulta -
dos dos testes iniciais de crescimeﬁto em meio DTB, TAM e
MT-50%, e de produgao de esporos em meio TAM, MT-50% e MT-
10%. O Bacillus coagulans cresceu nos tres meios com forma-

cao de colonias morfologicamente tipicas sendo que, nos dois
Gltimos meios essas eram semelhantes as descritas por Smith;
Gordon & Clark (1952). O meio com crescimento mais abundante
foi o meio TAM, que conforme se verifica na tabela 2, foi o

que apresentou maior porcentagem de esporulagao.

TABELA 1: Teste de crescimento de Bacillus coagulans
56-186A nos diferentes meios de cultura

Temperatura e tempo de ativacdo: = 80°C por
5 minutos;

Incubacdo: = 72 horas a 55°C.
Meios . Observagoes de ~ Crescimento
Caldo de glicose Crescimento positivo, indicado pe-
Triptona (DTB) la mudancga de cor do meio de viole

ta para amarelo com turbidez e se-

dimentacao.

Meio thermoacidurans Crescimento positivo e abundante ,
fgar modificado (TAM) colonias arredondadas, brancas e
opacas.

Meio de tomate Crescimento positivo, colonias ar-
(MT-50%) redondadas, branco amarecladas.
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TABELA 2: Teste de produgao de esporos de Bacillus
coagulans 56—186Aiem diferentes meios

1

' Tempo de_in— Observagoes em la-
Meios cubagaoo minas de microsco-
Dias a 55°C pio
Thermoacidurans &gar 6 50% de esporulacgao.
modificado (TAM) Esporos ovais ,
subterminais e ter
e minais.
Thermoacidurans 4gar 9 80% de esporulacao
modificado. (TAM)
Meio de tomate (MT-50%) 6 Ausencia de esporos
Meio de tomate (MT-50%) 9 Ausencia de esporos
Meio de tomate (MT-10%) 6 Encurtamento das cé
lulas
Meio de tomate (MT-10%) 9 40% de esporulacao.

Esporos ovais subter
minais e terminais.

A influéncia da porcentagem de suco de tomate -
adicionado ao meio MT pode ser observada na tabela 2, quando
50% de suco de tomate foi adicionado ao meio, registrou-se -
uma auseéncia de esporulagao durante o periodo de incubacao de -
9 dias, enquanto que no mesmo periodo, registrou-se 40% de -
esporulacao quando adicionou-se apenas 10% de suco. Isto po-
de ser explicado levando-se em conta que o meio MT-10% c
mais pobre do que o meio MT-50% em nutrientes provenientes -
do suco de tomate e de acordo com Grelet (1957), as céelulas-
vegetativas de certas espécies(m Bacillus poduzem esporos com con-
sequencia do esgotamento de nutrientes. Outra explicacao se-
ria que, quando sao adicionadas altas porcentagens de suco =

de tomate, a concentracao de solidos € wmaior, principalmente
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de certos agucares que poderiam reduzir a esporulacio (Stumbo,

1973). |
: E

z | -~ :
2.- Contagem de Sobreviventés e Resistencia Aparente.

A tabela 3 mostra as contagens da suspensao LI
de esporos, obtidas pela técnica de semeadura em placas €
por NMP em meio DTA e DTB, respectivamente, a diferentes tem
pos de ativacdo. Os resultados para o meio DTB estido apresen
tados como o numero de tubos positivos de cada 10 tubos
submetidos a cada combinacao tempo e temperatura, utilizan-
do-se como meio de aquecimento agua e suco concentrado de
tomate com diluicao de 1:1 na ocasiao do preparo do meio.

Em cada caso, a média da maxima contagem foi
incluida, o que ocorreu apds 40 minutos de ativacgao, este
tempo representa o 'tempo de ativacao'. A média da maxima-
contagem obtida por diluigao e semeadura em meio DTA foi 18
vezes maior que a media da contagem por NMP no meio DTB
tanto quando se uUSOU SUSpPENsao aquosa como em suco de toma
te diluido a concentragido original. Pode-se concluir, que o
meio DTB nao permité crescimento de muitos dos individuos -

da populagzo de esporos no inoculo.
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TABELA 3: Comparagao das contagens de esporos de
Bacillus coagulans 56-186A, pela técni
ca de semeadura em placas, inoculando -
com diluicdo de 1077, e pelo nimero.mais
provavel (NMP), inoculando com diluicio
de 10™° em 10 tubos para cada tempo de
ativacao. '
Temperatura de ativacdo = 80°C.
Tempo de Contagem no meio Contagem no meio DTB,pelo NMP
ativacao DTA, por semeadu (numero de tubos positivos)
ra em placas Meio de aqueci| Meio de aqueci
mento : agua mento: suco de
) _ tomate
(min.) Repeticoes Repeticgoes Repeticoes
1¢ 29 1° 29 39 |1° 2° 39
10 68 96 0 0 0 0 0 0
20 101 108 0 0 0 0 0 0
30 93 123 0 0 0 0 0 0
40 187 164 1 0 1 1 1 1
50 136 335 1 0 1 0 0 1
60 67 62 1 0 1 1 3! 1
Média da
contagen 1,8 x lﬁgfml 0,1 % 109/m1 D0 % ngfml
a 40 min.

' Valor nao

considerado na media.



Estudando o meio caldo de bromocresol e o meio

bromocresol agar empregados para subcultura de B. stearother-

mophilus, Evancho e outros (1974) encontraram uma situacdo-

semelhante: as contagens por.NMP realizadas em caldo de bro

mocresol eram inferfores as obtidas,em meio bromocresol agar
determinadas por semeadura em placa%. Esses mesmos autores -
assinalaram que a composigao do meio de subcultura afeta a
recuperacao de esporos. Em nossos ensaios, a contagem meédia-
com DTB, foi da ordem de 5,5% da contagem media com DTA, sen
do que ambos os meios diferem em composicao apenas pela pre-

senca de agar no meio DTA.

0 efeito da composicdo do meio de subcultura -
(DTB e DTA) e o efeito do meio de aquecimento (igua e suco d&
tomate 1:1)-.sobre a resisténcia térmica aparente de esporos
de Bacillus coagulans 56-186A pode ser visto na figura 1. Ne

la estao apresentadas as curvas de destruicdo térmica, e os
valores D, calculados graficamente das curvas construidas de
acordo com os dados experimentais obtidos. Em todos os casos,
a populacao inicial foi de 1x106 esporos/ml, ajustado de
acordo a contagem em meio DTA. O efeito da composicao do
meio de subcultura foi denominado de "efeito na resisténcia
termica aparente ao calor" por Murrell e outros (1950), por
ser causado aparentemente por inibidores especifitos presen-
tes no meio. Alguns fatores do meio de suybcultura que influem
m contagem de sobreviventes e do valor D de B.coagulans 43P-
foram estudados por Yokoya & York (1965). Eles concluiram -
que uma pequena mudanca na composicao do meio ou mesmo uma
variacao do pH pode variar grandemente os valores destes pa-

rametros.

Nos ensaios realizados, a adicdo de 1,5% de 4gar
ao meio DTB, transformando-o em DTA produz um aumento do va-
lor D de 31 a 68 minutos (curva A e C), sugerindo um efeito
estimulante a recuperagao dos esporos submetidos ao tratamen

to termico.

A curva D fol obtida com os dados do ensaio de
anaecrobilose, uvusando-se DTA em tubos como meio de subcultura.

Essa curva ¢ similar a C, e o valor D obtido em ambos os ca-
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sos foi bastante proximo sugerindo que os valores D obtidos
com meio DTA em tubos e em placas, apesar de corresponderem
a resistencia aparente dos esporos, poderiam estar mais pro

ximos do valor rTeal.

A curva B representa a destruicao térmica - em
suspensao de esporos em suco de tomate 1:1 determinada por
NMP. O valor D de 78 minutos € muito superior ao correspon-
dente D de 31 minutos obtido em suspensao aquosa pela.mesma
técnica. Este incremento na resisténcia seria provavelmente
produzido pelos acucares, sais e nutrientes presentes no
meio de aquecimento (suco de tomate). Altas concentracoes de
aclcares tendem a aumentar a resisténcia térmica. Anderson e
outros (1949) encontraram que, ao adicionar sacarose e gli-
cose (50%),aumentoua resistencia térmica de B.thermoacidu -

rans . Em resumo pode-se afirmar que a deficieéncia na recu-
peracao de sobreviventes apresentada pelo meio DTB & venci-
da quando se usa suco de tomate a concentracido natural como!

meio de aquecimento.

3.- Efeito do Agar na Recuperacao de Esporos.

Tomando em conta que a presenca de agar no meio
DTA produz contagens mais altas de esporos ativados em compa
ragdo com os obtidos com meio DTB, foi adicionado Agar a es-
te Ultimo meio, em diferentes porcentagens; desde 0,0 a 2,0%
os resultados destas experiéncias sdo mostrados nas tabelas
4 e 5. ‘



TABELA 4:

Efeito da adicZo de 1,5% de dagar no

meio de subcultura,tecnica do NMP.Meio
de aquecimento = agua destilada; dilui
¢do da suspensdo original = 10°°. Re -
sultados em numero de tubos positivos-
dos 10 tubos incubados para cada tempo

de ativacio a 80°C.

Tempo de ativacgao Meio DTB Meio DTB+1,5% agar
(min.) (da Tab. 3) Repeticoes
12 28

10 0 3 0
20 0 4 1
30 } 0 4 3
40 1 5 5
50 1 3 3
60 1 0 1

Média da con-

tagem a 40 mi 0,1 % 109/m1 0,69 x 109/m1

nutos




TABELA 5. Efeito da concentracdao de agar no meio

de subcultura.

Diluigao . da suspensao original = 1,672

meio de aquecimento = agua destilada.
Resultados em numero de tubos positi-
vos dos 10 tubos inoculados para cada
tempo de ativacdo a 80°C.

Tempo de ati Porcentagem de agar adicionado

vagao

(min.) 0,0 0,1 0,3 0,6 1.0 1,5 2,0
10 0 0 0 1 1 1 0
20 0 0 0 0 0 1 )
30 0 0 0 0 2 2 0
40 ' 0 0 0 1 2 5 2
50 0 0 0 1 1 3 0

60 0 0 0 . 0, 1 X 2

.-
'

Na tabela 4: o numero de tubos positivos obti-
dos em meio DTB & comparado com o numero correspondente ao
meio DTB+1,5% de agar . A média da contagem obtida para DTB
+ 1,5% 5gar a 40 minutos foi aproximadamente 7 vezes maior -

que a correspondente ao meio sem agar.

Na tabela 5 pode-se observar que ate 0,3% o sfei
to do agar adicionado sobre o numero de tubos positivos foi
nulo. A partir de 0,6% e ate 1,5%, o numero de tubos positi-
vos acompanhou o aumento da porcentagem de agar adicionado .
Isso indicou uma acdo estimulante do agar sobre a contagem de
esporos, que foi maxima na porcentagem de 1,5%. Com 2% - de

agar, registrou-se um decréscimo do numero de tubos positivos.
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4.- Efeito da Adicao de substancias Quelantes, adsorventes

e Derivades de agar.

O efeito no aumento do nimero de tubos positi-
vos pela adigao de amido de batata, EDTA, extrato sollvel d
agar, extrato soliivel calcinado de agar e agar lavado’ ao
meio DTB, na contagem de esporos ativados, obtida por NMP ,
pode ser apreciado na Tabela 6. O efeito do amido como adsor
vente de substancias inibidoras da germinacao, adicionado -
nas proporcoes indicadas por Olsen & Scott (1946) foi nulo.
Também o quelante acido @tileno diamino tetracetico (EDTA),
teve um efeito nulo na faixa de concentraciao usada - por
Riemann (1963) de 10 - 80ppm. Cabe ressaltar que estas con-
centracoes nao foram consideradas inibidoras do crescimento

pos-germinativo  por esse autor.

Estes resultados indicaram que a possibilidade
da existencia de substancias inibidoras no meio que pudessa@
ser removidas & bastante remota. Dai tentou-se determinar a
presenga no agar de algum agente ou agentes estimulantes |,
que atuassem favorecendo o incremento da contagem de espo -
ros ativados. O agar foi portanto, adicionado em diferentes
formas para eliminar certos componentes e favorecer a acao

dos outros.

Como pode-se ver na Tabela 6, o meio DTB ao
qual foi adicionado extrato sollvel de dgar equivalente a
1,5% forneceu a contagem qbtida a 40 minutos aproximadamen-
te igual a obtida com meio DTA por semeadura em placas. Is-
so indica que o agente ou agentes estimulantes presentes no

agar, estariam na fracao sollivel do mesmo.

Evancho e outros (1974) relataram que as conta
gens realizadas em caldo de bromocresol preparado com a
agua de lavagem de agar aproximavam-se¢ as contagens obtidas
em bromocresol agar. Para verificar se o efeito estimulante
provocado pela fragdo soluvel do agar, era devido a sais -
inorganicos do mesmo, adicionou-se extrato soltvel calcina-
do de agar em quantidade equivalente a 1,5%. Como pode-se -

observar na Tabela 6, o efeito foi nulo. Mas este resultddo
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e questionével; devido a possivel oxidagao e/ou volatiliza-
cao dos sais de agar durante a calcinagao, e problema de so
lubilizacao do residuo calcinado ao ser adicionado ao meio
(Thiers, 1957). A possivel agao das macromoléculas componen
tes do agar, também foi estudada, adicionando-se ao meio
DTB 1,5% de ﬁgar "Nobre" lavado, nao se registrando nenhum
aumento na contagem de esporos ativados.

S.- Agente Estimulante no Aumento da Contagem.

Uma vez estabelecido que o agente ou os agentes
estimulantes provinham da fragao solivel do agar, tentou-se
identifica-los adicionando-se individualmente ao meio DTB ,
ionios e testando o seu efeito sobre a contagem de esporos
ativados. Os resultados destes testes sao mostrados na Tabe
la 7.
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TABELA 7. Efeito da adigdo de cationios e

" anidnios ao meio DTB para subcul-

L tura de esporos de Bacillus coagu

—"~  lans 56-186A ativados a 80°C  em

agua destilada. Resultados apre -

sentados em numero de tubos posi-

tivos em 10 tubos inoculados com

suspensao LI diluida 9 vezes.
~ Concentracao Tempo de ativacao (min.)
Ionios equivalente

(ppm) 10 20 30 40 50 60
ca™t 1300 0 0 0 0 -0 0
Ba' 100 o 0 0 0 0 0
S0, 25.400 0 0 .0 0 0 0
Mg*+ 500 0 0 0 0 0 0
Zn" " 10 0 0 0 1 1 0
cu'” 1,5 6 o 0 0 0 0
Mn* " 0,5 o o o 0 0 0
pb* 0,5 o o o 0o 0 0
Cr*o 0,1 0 0 0 0 0 0
Fe' " (a) 5,0 1 gz & & 3 1
Fe' ' (b) 5,0 0 0 0 0 0 0
Fe' " 5,0 o o0 0 0 0 0

(a) adicionado como FeSO4

.7H,0

2

(b) adicionado como FeC12.4H20
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De todos os idnios testados, apenas o Fe & adi-
cionado na forma de sulfato, apresentou um efeito estimulan-
te. O mesmo cationio testado como cloreto nao apresentou efei
to nenhum, do mesmo modo que -0 cloreto férrico. Dos outros
ionios apenas o TR produziu algum estimulo, mais foi prati
camente desprezivel. O mecanismo de agao do Fe'" & desconhe-
cido, € provavel que sua agao fosse vencer a inibigao produ
zida por outros agentes que nao puderam ser retirados do meio
com amido ou EDTA. Wang & Newton (1969) relataram que certos
microrganismos necessitam de altas concentracoes de ferro,pa
ra vencer a inibicao do crescimento produzida por altas con-
centracoes de Cr++,Co+++ e Al+++, presentes no meio de cres-
cimento. Davis e outros (1971) registraram inibigao causada-

por A1 ™20 crescimento de Bacillus megaterium SK-300 e Sk-11

que foi vencida pelo incremento da concentracao de re'’ de 5
a 25 vezes,respectivamente a quantidade existente no meio .
Estes mesmos autores indicaram que os ionios mencionados po-
dem interferir diretamente com o transporte ou assimilagao -
intracelular do Fe++, mediante copolimerizacao e/ou copre -

cipitacao.

Uma outra possibilidade seria que o agente ou
agentes -inibidores estivessem ligados ao ferro do meio DTB ,
impedindo desta forma seu aproveitamento pela bactéria. Unma
adicdao da pequena quantidade de ferro fornecida pelo extrato
solivel de agar seria suficiente para cobrir as necessidades
metabolicas da bacteria e wvencer a inibigao. Ashton e outros

(1968) relataram uma inibicao deste tipo em B.stearothermo -

philus, causada por caseina ligando o ferro disponivel do

meio e causando deficiéncias que produziam inibig¢ao da germi
= 2 : ++ + -+ ++

nagao e crescimento vegetativo. Quando Fe , Fe 5 A c

++ . .
M eram separadamente adicionados,o crescimento produzia-se
b | xr

normalmente.

Esta possivel ligagao do inibidor com o ferro-
do meio explicaria o fato de que o suco de tomate quando usa
do como meio de aquecimento elimina a deficiencia do meio DIB
sobre a recuperagao, ja que, além de fornecer excesso de fer

ro, o suco de tomate, estaria diminuindo o pH, o que, junto
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com o tratamento termico elevado poderiam facilitar a ruptumra
da ligacdo inibidor-ferro deixando este Gltimo livre para ser
utilizado pela bactéria. |

A Tabela 8 mostra o efeito da variagao da concen
tragao de Fe'' adicionada ao meio DTB sobre o nimero de tubos
positivos obtidos na contagem de esporos ativados. A 5 ppm ,
que & a proporcdo em que o ferro estd presente no agar, regis
trou-se maior nimero de tubos positivos, em comparagao com OS

valores obtidos para 10, 20 e 100 ppm.

TABELA 8. Efeito da concentragao de Fe'’ no meio
de subcultura DTB sobre a contagem de
esporos de Bacillus coagulans 56-186A

ativados a 80°C em agua destilada. Re-
sultados apresentados em nﬁmerq de tu-
bos positivos em 10 tubos inoculados -

com suspensao LI diluida 9 vezes.

Tempo de Concentracao de Fesoﬁequivalente
ativacgao (ppm)
(min.) 0 5 10 20 100
10 0 1 0 0 0
20 0 1 0 0 0
30 0 2 1 1 1
40 0 3 2 1 1
50 0 2 2 1 1
60 0 1 1 0 0

0 efeito estimulante do sulfato ferroso nao foi

t3o marcante quanto ao extrato soliivel de dgar. E provavel que
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além do sulfato ferroso, existam no extrato soluvel outros
componentes e/ou elementos estimulantes. Essa hipotese &
bastante aceitavel porque as combinacoes de compostos que
podem existir no agar sdao muitas, e neste estudo, nao fo-
ram testadas todas as possibilidades deixando esse campo
aberto para novas investigagoes. Ademais, poder-se-ia tes-
tar os mesmos elementos com base em outros anionios; neste
estudo a maioria deles foi adicionada como sulfato.

6.- Efeito dos Ionios na Germinacdao e Crescimento Pos-germi-

nativo.

Un meio de avaliar a ativacdo, de acordo com
Cohran & Ordal (1973) e testar as respostas de germinagao -
dos esporos no meio de subcultura usado. Para determinar o

x ++ - - -
efeito do Fe e 0 extrato soluvel de agar sobre a germina-
cao, foram feitos testes de germinacao de esporos com 0s Sg
‘guintes meios: DTB, DTB + extrato sollvel de agar equivalen
++ ;

te a 1,5% e DTB + Fe equivalente a 5 ppm.

Os resultados sao mostrados na Tabela 9 e nas
Figuras 2 e 3. A Tabela 9 apresenta as porcentagens de ger-
minacdao dos tres meios calculados pelo metodo de perda de
resistencia térmica. Em geral, as porcentagens de germina-
cdo vio aumentando em fungZo do tempo de incubagao nos meics
testados. Em todos os casos, apos 2 horas de incubacgao no
meio, mais de 30% dos esporos haviam germinado, e depois de
10 horas mais de 90%. A habilidade dos meios para permitir-
a germinagdo dos esporos determinada pelas porcentagens obti
das foi semelhante para os tres meios. Aparentemente a defi
ciéncia na recuperacio de sobreviventes apresentada peb meio
DTB nfo e devido a gemminacdo e o sulfato ferroso e o extrato
sollvel de agar niao estimulam a germinagao.

]
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TABELA 9. Porcentagens de germinacao dos esporos

de Bacillus coagulans 56-186A, ativa -

dos a BU?C por 40 minutos, utilizando-
diferentes meios de subcultura. Dados-
obtidos pelo metodo da perda da resis-
tencia térmica usando choque termico -
de 80°C por 15 minutos. Meio de conta-
gem de sobreviventes: DTA incubando a
£5°¢ por 72 horas.

Tempo de Populacao Populagao % de esporos
incubacao antes do apos _ germinados
( horas) choque ter- choque ter-
mico mico
Meio DTB
7 7
2 6,4 x 10 3,1 x 10 52
5 7,1 x 100 . 1,1 x 10 84
10 18 x 10’ 0,2x 10’ 99

Meio DTB + Extrato sollivel de agar equivalente a

2 6,5 x" 10’ 2,5 x 107 62
5 3,4 x 107 ' 1,1 x 107 68
10 6,8 x 10’ 0,40 x 107 94

Meio DTB + Fe'' equivalente a 5 ppm no agar

2 1,6 x 107 1,1 x 10’ 33
5 2,0 x 107 0,85x 10’ 58
10 7.7 x 107 0.50x 10’ 94
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A Figura 2 apresenta as curvas de decréscimo da
abosorbancia em funcao do tempo de incubacao para cada. um
dos tres meios testados. O decréscimo da absorbancia, chega
até 31% da absorbancia inicial. As curvas obtidas para os
tres meios sao tipicas de gefminagﬁo, medida pelo declinio-
da absorbancia. Graficos similares foram obtidos por Bell &
Parker (1975) e Prentice & Clegg (1974) para B.subtilis @
Allan (1975) para B.cereus. Na figura observa-se que ini -
cialmente produz-se um declinio rapido da absorbancia, a
seguir sobrevém uma fase estacionaria que dura de 4 a 7 ho-

ras de acordo com o meio e logo um decréscimo pronunciado.

Similarmente aos resultados da Tabela 9, o com
portamento dos tres meios foi semelhante quanto a germina -
cao, destacando-se apenas o fato de que a fase estacionaria
observada na curva corresponde ao meio DTB (curva A) foi me
nor que para os outros meios. Porém, ao final da curva ten-

de a um valor constante superior ao dos outros meios.

Na Figura 3 estdo representadas as curvas de
porcentagens de germinacao x tempo obtido pelo método de
perda de refractibilidade observada com microscopio de fase,
para os tres meios. O comportamento dos meios foi similar ,
porém, o meio DTB + Fe' " equivalente a 5 ppm pa}tiu de um
valor inicial inferior ao dos outros meios, mantendo-se as-
sim durante o intervalo de 10 horas. Apenas ao fim da 102
hora, apresentou as mesmas porcentagens dos outros meios.

Os tres metodos apresentaram resultados concor
dantes entre si. No entanto, nao ha entre eles uma corres -
pondencia direta, visto que cada um deles se baseia na de-
terminacido de caracteristicas diferentes, assim, o método -
de decréscimo da absorbancia mede mudangas da suspensao ger
minante, como um todo, enquanto que os outros dois mctodos-
baseiam-se na quida das mudancas dos esporos como indivi -
duos (Levinson g Hyatt, 1966). Além disso, o método da per-
da da refrectibilidade introduz um fator subjetivo ( Uehara
& TFrank, 1967). Pode-se afirmar, a partir de todos os re-
sultados obtidos nos ensaiocs sobre germinacao, que a defi -

ciencia do meio DTB nao afeta a germinagao dos esporos e
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que os meios com ferro e com extrato solavel de agar nao es

timulam a germinagao.

De acordo com Labbe & Duncan (1970) o cresci -
mento pos-germinativo dos esporos pode ser determinado pelo
aumento da absorbamcia—subsequente ao decréscimo inicial da
mesma, devido a germinacao. A Figura 4 apresenta as curvas
de absorbancia versus tempo apos éerminagéo prolongado a
144 horas nos meios DTB, DTB + extrato sollvel de agar equi
valente a 1,5% e DTB + Fe' ' equivalente a 5 ppm no agar,

Pode-se apreciar que, para o meio DTB a absor-
bancia manteve-se em um valor aproximadamente constante ,
duraiite todo o tempo, enquanto que para os outros dois meics,
a partir das 72 horas de incubacdo, iniciou-se um aumento -
da absorbancia o que indica crescimento pos-germinativo. Con
clui-se dai que, o efeito estimulante dos meios com Fe't e
com extrato sollvel de agar ocorre no crescimento pos-germi
nativo. Campbell (1957) demonstrou que certos esporos podem
germinar em condigoes inadequadas para o crescimento pos-ger
minativo. E provavel que isto seja o que ‘'ocorre no nosso ca
so. Prentice & Cleg (1974) indicaram que por ser o crescimen
to pﬁs—germinativo’um processo mais complexo que a germina-
cio, e de cariter mais biosintético que degradativo e mais
susceptivel de ser afetado por fatores ambientais. Nao exis
tem refereéncias sobre.a acao e o mecanismo do Fe*’ no cres-
cimento pos-germinativo de esporos de B.coagulans e as in-

vestigagoes neste campo ainda sao escassas.
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APENDICE N? 1

1.- COMPOSICAO DOS MEIOS.

a) Meio Caldo de glicose Triptona (DTB)
Triptona 10g
Glicose _ S5g
Bromocresol 0,04g
Agua 1 1t
pH final 6,7

b) Meio Thermoacidurans Rgar Modificado (TAM)
Extrato de levedura 5g
Proteose peptona S5g
Glicose S5g
KZHPO4 : 4g
Agar 20g
Kgua 1 LIt
MnSO4 10mg
pH final 5.2

c) Meio de Tomate 50% (MT-50%)
Triptona ‘ 10g
Glicose Sg
Agar 20g
Bromocresol 0,04g
Kgua 500 ml
Suco de tomate
2 x concentrado 500 ml

d) Meio de Tomate 10% (MT-10%)
Triptona 10g
Glicose S5¢
Agar 20g



f)

£1)

Bromocresol 0,04g
Agua 900 ml
Suco de tomate

2 x concentrado 100 ml

Meio Glicose triptbna Agar (DTA)

Triptona 10g
Glicose 5g
Bromocresol 0,04g
Agar 15g
Kgua 1. Tt
pH final 6,7

Meio Basal para a formulagao dos meios a seguir:

Triptona 10g/1t
Glicose Sg/lt
Bromocresol 0,04g/1t %

A estes componentes foram adicionados em cada caso o0s
compostos que se detalham a seguir, e que caracteri -

zam oS meios.

Meio caldo de glicose triptona mais amido

Amido de Batata . Sg/1t (para meio com 0,5%
: amido)
Amido de.Batata lg/1t (para meio com 0,1%
amido)
t
pH final 6,7

Meio caldo de glicose triptona mais EDTA

Kcido etileno diamino 10, 20, 40, 60, 80 ppm(ca-
verraeitics gg gogc;g;g§gao correspon-
pH final 6,7

Meio DTB + Ca’ "equivalente a 0,13%(p/p) no dgar, em
uma solucao ao 1,5% (p/v) de agar.

CaC12.2H20 70 ppm .

pH final ' 6,7
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£4)

f

5)

£

Meio DTB + Fe'  equivalente a 5 ppm no igar, em uma
solucao ao 1,5% (p/v) de agar.

2
pH final . 6,7

804Fe.7H 0 0,37 ppm

Meio DTB + Mg++ equivalente a 500 ppm no agar, em

uma solugdo ao 1,5% (p/v) de agar.

804Mg.7H2) 75 ppm
pH final 6,7

Meio DTB +Zn*" equivalente a 10 ppm no agar, em uma

solugao ao 1,5% (p/v) de agar.

SO4Zn.5H20 0,65 ppm

pH final 6,7

Meio DTB + Cu'’ equivalente a 1,5 ppm no agar, em uma
solucdao ao 1,5% (p/v) de agar.

SO4Cu.5H20 0,08 ppm

pH final - 6,7

Meio DTB + Mn ' equivalente a 0,5 ppm no agar, em uma

solugdo ao 1,5% (p/v) de agar.

804Mn 0,02 ppm

pH final 6,7

Meio DTB + Pb equivalente a 0,5 ppm no agar, em uma

solucao ao 1,5% (p/v) de agar.

Pb (CHSCOO)Z.SHZO 0,01 ppm

pH final 6,7

Meio DTB + Ba® " equivalente a 0,01% (p/p).no agar, em

uma solucao ao 1,5% «(p/v) de agar.

BaC12.2H2) 2,6 ppm
pH final 6.7
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fll) Meio DTB +Fe ' equivalente a 5 ppm no agar, em uma
solugan ao 1,5% (p/v) de agar.
FeClS.ﬁHZO 0,3 ppm
pH final : 6,7

fiz) Meio DTB + Cr*® equivalente a 0,1 ppm no agar, em
uma solugao ao 1,5% (p/v) de agar.
CrO3 0,02 ppm
pH final 6,7

£14) Meio DTB + SO, equivalente a 2,54% (p/p) no agar,enm
uma solugdo ao 1,5% (p/v) de agar.
SO4Mn 800 ppm
pH final - G;7

f14] Meio DTB + Fe & equivalente a 5 ppm no agar, em uma,
solugcdo ao 1,5% (p/v) de agar.
Fe C12¢4H20 0,26 ppm
pH final B 7

flSJ.Meio DTB + extrato soluvel .de agar.

Solucao de extrato
soluvel de agar equiva-

lente a 1,5% 1 1t
pH final 6,7
\
flﬁ) Meio DTB + extrato soluvel calcinado de agar equiva-
lente a 1,5%
Solugdo de extrato solu-
vel calcinado de agar eqd
valente a 1,5% 1 1t
pH final 6,7
f1,) Meio DTB + agar nobre lavado
§olug§o de 1,5% de
agar nobre lavado i 1t
pH final - 6,7 ’
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