") UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
‘a FACULDADE DE ENGENHARIA DE ALIMENTOS
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS DE ALIMENTOS

Caracterizacao taxonomica de Iinhage;;/s/ de
Alicyclobacillus spp. isoladas na ind{istria
de suco concentrado de laranjs

PARECER

Fste exemplar corresponde @&

Bem’CiO A‘VES de Abreu FI”’]G redacéo final da tese defendida por

Benicio Alves de Abreu Fiiho,
aprovado pela Comisséo Julgadora
em 29 de agosto de 2005 /

Campinas, 29 de agosto d;a/ZEJO&
Orientador: Dr. Gilson Paulo Manfio

z,

Co-orientador: Dra. Valéria Maia de Oliveira

Dr. Gilson Pafiio Manfo
Pres;dente da Banca

Tese apresentada a Faculdade de
Engenharia de Alimentos, da
Universidade Estadual de
Campinas, para a obtencdo do
titulo de Doutor em Ciéncia de
Alimentos.

BIBLIOTECA CEMTRAL
| DESENVOLVINENTD
COLEGAD
UNICARP

2005




unnae _ BT
pE CHAMADA

T{M{@@M ©

fat ‘:3'1\ 54

] EX

TOMBO BCig %7

PROC.
el eld

eRECD Mo

10 00009

pata <5 jag 0%

Mo CPD

Bl TP 3663RY

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA F.E.A. - UNICAMP

Abreu Filho, Benicio Alves de

Ab86¢ Caracterizagdo taxondmica de linhagens de Alicyclobacillus
spp. isolados na industria de suco concentrado de laranja /
Benicio Alves de Abreu Filho. — Campinas, SP: [s.n.], 2005,

Orientador: Gilson Paulo Manfio

Co-orientador: Valéria Maia de Oliveira

Tese (doutorado) — Universidade Estadual de
Campinas. Faculdade de Engenharia de Alimentos.

e

. 1. dlicyclobacillus. 2. Suco de laranja. /3.

.. Biodeterioragfio. 4. Taxonomia polifdsica.’ 5. Terméfilos, .
Manfio, Gilson Paulo. II. Oliveira, Valéria Maia de. III.
Universidade Estadual de Campinas.Facpldade de Engenharia de
Alimentos. IV. Titale.

{earsifea)

Titulo em inglés: Characterization taxonomic of strains of Alicyclobacillus spp. isolated _

in the industry of concentrade juice of orange. ;

Palavras-chave em inglés (Keywords): Alicyclobacillus, Orange juice, Bmdetenoramm, o

Polyphasic taxonomy, Thermophiles

Titulagio: Doutor em Ciéncias de Alimentos
Banca examinadora: Gilson Paulo Manfio

Fabiana Fantinatti-Garboggini

Lara Durdes Sette

Silvia Yuko Eguchi

Marta Cristina Teixeira Duarte

Suzete Aparecida Lanza Destéfano




Abreu Filho, Benicio Alves de

Caracterizacdo taxondmica de linhagens de Alicyclobaciflus spp. isoladas na industria
de suco concentrado de laranja.

Errata

10.

11.

12.
13.

14,

15.

16.

17.

Pagina 6, item 3.1, primeiro paragrafo, onde se |& “desses organismos”, substituir
por “e dos géneros Bacillus e Clostridium i

Pagina 6, item 3.1, terceiro paragrafo, onde se 1€ “até 1994-1995", substituir por
“até 19947,

pagina 7, terceiro paragrafo, suprimir a palavra “achatada”.
Pagina 10, segundo paragrafo, substituir “inviavel” por “viavel”.

Pagina 13, segunda linha, ap6s “a presenga”, acrescentar 'como componente
principal”.

Pagina 20, Ultima linha, onde se 1& “em glicerol”, substituir por “em meio de cultura
com glicerol”.

Pagina 31, terceiro paragrafo, apos “fabricantes”, acrescentar “(Amersham
Biosciences)”.

Pagina 34, penuitima linha, acrescentar “(estrados)” apds a palavra “pailets”.

Pagina 37, segunda linha, acrescentar “ap6s 48 h” depois da palavra
“aliciclobacilos”.
Pagina 44, terceiro paragrafo, onde se & Hae I11, Hha 1 e Msp 1, leia-se apenas

-

“Hae I117. Onde se 1& 11, substituir por 7”.

Pagina 45, na figura e na legenda da Figura 6, substituir as letras C, D,F,AK Le
Epors,6,7,1,9, 10 e 8, respectivamente.

pagina 46, substituir a Tabela 8 existente pela Tabela 8 citada neste Anexo.

pagina 47, segundo paragrafo, apds o numero “0293”, acrescentar “representativo
na Tabela 10",

pagina 48, quarto paragrafo, onde se & “A. pomorum”, substituir por “A.
pomorum-like”.

pagina 59, rodapé da tabela, onde se t& “n.d. = ndo caracteristico”, substituir por
*n.d. = nao determinado”.

Pagina 60, Gltima linha, apds a palavra "ARDRA”, acrescentar as palavras “da
regifo espagadora”.

Pagina 61, terceiro pardgrafo, onde se 1& “amostras identificadas como A,
pomorum-like”, substituir por “amostra identificada como A. pomorum-like (CBMAI
0279)".



Tabela 8. Perfis de ARDRA obtidos para as linhagens de Alicyclobacillus spp.

estudadas.

Linhagem
representativa
do padrio
CBMAIL 0289

CBMAI 0292
CBMAI 0291
CBMAI 0294
CBMAI 0293

CBMAI 0288
CBMAI 0282
CBMAIL 0284
CBMAL 0273
CBMAL 0267
CBMAI 0268
CBMAI 0286
CBMAL (276
CBMAI 0275
CBMAL 0270
CBMAL 0285
CBMAI 0272
CBMAIL 0280
CBMAI 0271
CBMAI 0274
CBMAI 0290
CBMAI 0281
CBMAI 0269
CBMAI 0283
CBMAIL 0295
CBMA] 0278
CBMAI 0296
CBMAL 0277
CBMAI 0279
CBMAL 0287
CBMAL 0245
CBMAI 0287
CBMAL 0244
CBMAI 0247
CBMAI 0246
CBMAL 0298
CBMAI 0299

Origem

Suco concentrado, antes das adigBes, NSC-5ul
Suco concentrado, apds adigdes, NSC-Sul
Suco concentrado, antes das adigtes, NSC-Sul
Suco concentrado, NSC-Sul

Agua taste (usada no enxagle final de tangques e
correcao de Brix), NSC-Sul
Suco fresco, entrada evaporador, NSC-Sul

Suco concentrado, antes das adigBes, F-Centro
Suco concentrado, apds adi¢tes, FBo-5ul

potpa finisher, FB-5ul

Suco concentrado, apds pasteurizagdo, FP-Norte
Suco concentrado, apds pasteurizagdo, FP-Norte
Suco concentrado, apos adigbes, F-Centro

Polpa finisher, FB-5ui

polpa finisher, FB-Sul

Suco concentrado, antes das adigbes, FB-Sul
Suce concentrado, apés adigbes, FBo-Sul

Polpa finisher, FB-5Sul

Suco concentrado, apos pasteurizagdo, F-Centro
Suco concentrado, antes das adigdes, FB-Sul
Suco fresco, entrada do evaporador, FB-Sul
Suco concentrado, apds as adigdes, NSC-Sul
Suco concentrado, apds pasteurizacdo, F-Centro
Suco concentrado, antes das adigBes, FB-Sul
Suco concentrado, apds adigbes, FBo-5ul

Suco concentrado, S)-Norte

Suco concentrado, apos pasteurizagae, F-Centro
Suco concentrado, antes das adigbes, 51-Norte
Suco fresco, entrada do evaporador, FB-Sul
suco concentrado, apds pasteurizagio, F-Centro
Suco concentrado, apos adigdes, S:-Norte

Sola, Antéartica

Soio

Solo

Bebidas acidas Japdo

Soio sulfatdrico, Ilha San Miguel, Acores

Solo

Erva de chd, Japdo

Hha 1

1
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Errata

10.

11.

12.
13.

14,

15.

16.

17.

Pagina 6, item 3.1, primeiro paragrafo, onde se 1& “desses organismos”, substituir
por “e dos géneros Bacillus e Clostridium”.

Pagina 6, item 3.1, terceiro paragrafo, onde se € “até 1994-1995", substituir por
“até 1994”7,

Pagina 7, terceiro paragrafo, suprimir a palavra “achatada”.
Pagina 10, segundo paragrafo, substituir “inviavel” por “viavel”.

pagina 13, segunda linha, apds “a presenga”, acrescentar “como componente
principal”.

Pagina 20, Gltima linha, onde se |& “em glicerol”, substituir por “em meio de cuitura
com glicerol”,

Pagina 31, terceiro pardgrafo, apos “fabricantes”, acrescentar “(Amersham
Biosciences)".

Pagina 34, penuitima linha, acrescentar “(estrados)” apés a palavra “pallets”.

Pagina 37, segunda linha, acrescentar “ap6és 48 h"” depois da palavra
“aliciclobacilos”.

Pagina 44, terceiro paragrafo, onde se 1€ Hae III, Hha I e Msp I, leig-se apenas
“Hae [I1”. Onde se 1& “11, substituir por 7",

Pagina 45, na figura e na legenda da Figura 6, substituir as letras C, D, F, A, K, L e
E por5, 6,7, 1,9, 10 e 8, respectivamente.

Pagina 46, substituir a Tabela 8 existente pela Tabela 8 citada neste Anexo.

pagina 47, segundo paragrafo, apés o nimero “0293", acrescentar “representativo
na Tabela 10”.

Pagina 48, quarto pardgrafo, onde se & “A. pomorum”, substituir por “A.
pomorum-like”.

pagina 59, rodapé da tabela, onde se & “n.d. = ndo caracteristico”, substituir por
“n.d. = ndo determinado”.

Pagina 60, ultima linha, apos a palavra "ARDRA”, acrescentar as palavras “da

regido espagadora”.

Pagina 61, terceiro pardgrafo, onde se |& “amostras identificadas como A,
ra

pormorum-fike”, substituir por “amostra identificada como A. pomorum-like (CBMAI
0279)".




Tabela 8. perfis de ARDRA obtidos para as linhagens de Alicyclobacillus spp.

estudadas.

Linhagem

representativa

do padrao
CBMAI 0289

CBMAL 0292
CBMAI 0291
CBMAI 0294
CBMAL 0293

CBMAI 0288
CBMAI 0282
CBMAI 0284
CBMAT 0273
CBMAI 0267
CBMAI 0268
CBMATI 0286
CBMAI 0276
CBMAL 0275
CBMAI 0270
CBMAIL 0285
CBMAL 0272
CBMAI 0280
CBMAI 0271
CBMAL 0274
CBMAI 0290
CBMAI 0281
CBMAI 0269
CBMAI 0283
CBMAL 0295
CBMAL 0278
CBMAI 0296
CBMAL 0277
CBMAIL 0279
CBMAI 0287
CBMAT 0245
CBMAI 0297
CBMAIL 0244
CBMAL 0247
CBMAI 0246
CBMAI 0298
CBMAI 0299

Origem

Suco concentrado, antes das adigles, NSC-Sul
Suco concentrado, apos adicBes, NSC-Sul
Suco concentrado, antes das adigdes, NSC-5ui
Suco concentrado, NSC-Sul

Agua taste (usada no enxdgie final de tanques
correcdo de Brix), NSC-Sul
suco fresco, entrada evaporador, NSC-Sul

Suco concentrado, antes das adigdes, F-Centro
Suco concentrado, apés adigbes, FBo-Sul

Polpa finisher, FB-5Sul

Suco concentrado, apds pasteurizagdo, FP-Norte
Suco concentrado, apos pasteurizagao, FP-Norte
Suco concentrado, apos adigbes, F-Centro
Polpa finisher, FB-5ul

Polpa finisher, FB-Sul

Suce concentrado, antes das adigBes, FB-5ul
Suco concentrado, apds adi¢les, FBo-Sul

Peclpa finisher, FB-Sul

Suco cencentrado, apos pasteurizacdo, F-Centro
Suco concentrado, antes das adigbes, FB-5uj
suco fresco, entrada do evaporador, FB-5ul
Suco concentrado, apés as adicdes, NSC-Sul
Suce concentrado, apés pasteurizagdo, F-Centro
Suco concentrado, antes das adices, FB-Sul
Suco concentrado, apos adighes, FBo-5ul

Suco concentrado, S3-Norte

Suce concentrado, apds pasteurizagdo, F-Centro
Suco concentrado, antes das adigdes, SJ1-Norte
Suco fresco, entrada do evaporador, FB-Sul
Suco concentrado, apds pasteurizagao, F-Centro
Suce concentrado, apos adigBes, Si-Norte

Solo, Aniartica

Solo

Solo

Bebidas acidas Japdo

Solo sulfatédrico, Iha San Miguel, Agores

Solo

Erva de cha, Japdo

Hha 1

1
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Resumo

Trinta linhagens de bactérias acidotermofilicas isoladas do
processamento industrial de suco de laranja concentrado congelado
(Frozen Concentrated Orange Juice, FCOJ) em diferentes regides do
estado de S&do Paulo foram estudadas, utilizando-se uma abordagem
polifasica, a fim de se determinar a diversidade e potencial
deteriogénico destas em processos de producdo de FCOJ no pais. A
caracterizagdo dos isolados envolveu a determinacdo da capacidade de
crescimento e produgdo de odor em suco reconstituido, andlises
fenotipicas (padréo de utilizacdo de carboidratos, sistema API 50 CH),
quimiotaxondmicas (perfil de FAMES, sistema MIDI) e de caracterizacdo
molecular (ARDRA de regido espacadora DNAr 16S-23S com Hae III,
Hha 1 e Msp I, e analise filogenética de DNAr 16S). Todos os isolados
foram identificados como pertencentes ao género Alicyclobacillus pelos
padrdes caracteristicos de acidos graxos. Diferentemente de relatos de
literatura, foi confirmada a presenga de omega-ciclohexil-C17:0 e
omega-ciclohexil-C19:0 em amostras identificadas como A. pomorum.
Das 30 amostras ambientais de aliciclobacilos analisadas, 21 foram
capazes de se multiplicar em suco de laranja reconstituido apés 24 ou
48 h de incubagcdo a 45 °C, mas apenas 10 produziram odor
caracteristico de biodeteriorag8o. Seis ribotipos de ARDRA foram obtidos
para os isolados, permitindo a alocacio destes nas espécies A.
acidocaldarius e A. acidoterrestris, e em grupos relacionados a espécies
vélidas designados como A. acidocaldarius-like e A. pomorum-like.

Palavras-chave: Alicyclobacillus, ATSB, suco concentrado de laranja,
biodeterioragdo, taxonomia polifasica




1. Introdugéo

Alicyclobaciflus spp. s@o bactérias &acido-termofilicas formadoras de
esporos que tém sido comumente isoladas de alimentos e bebidas
acidas termoprocessadas. Estes microrganismos s30 conhecidos na
indUstria pela sigla ATSB (acid-thermophilic sporeforming bacteria) e
tém sido associados & deterioragdo de sucos de laranja reconstituidos,
quando estes sdo inadequadamente armazenados sob temperaturas
elevadas apos pasteurizagdo. Esporos de Alicyclobacillus apresentam
elevada resisténcia térmica, o que pode possibilitar a sua sobrevivéncia
durante os processos de concentragdo a alta temperatura e esterilizagdo -
do suco por pasteurizagdo empregados na inddstria (LEE et al., 2002).

A deterioracdo de suco de frutas por Alicyclobacillus é
caracterizada pela producdo de odor “anti-séptico”, atribuido ao
guaiacol, produzido durante o processo. Contudo, a capacidade
biodeteriogénica ndo é uma caracteristica presente em todas as
linhagens isoladas na indulstria (BORLINGHAUS & ENGEL, 1997:
BROWN, 1996).

A industria de suco de laranja brasileira é atualmente
responsdvel por aproximadamente 30% do volume de suco de laranja
concentrado congelado (frozen concentrated orange juice, FCOJ)
comercializado no mundo. Na safra 2004/2005, o Brasil exportou
1.411.173 toneladas de suco de laranja concentrado congelado
(ABECitrus 2005; http://www.abecitrus.com.br/expormes.html),

representando uma parcela significativa da balanca comercial do pais.
Ainda, o cultivo e producdo geram um grande nimero de empregos e
renda nas regides produtoras. Desta forma, a exportagdo de sucos
concentrados de laranja contribui significativamente para a balanga

comercial do pais.




A qualidade dos produtos citricolas € fundamental para o
continuo crescimento do setor, influindo na competitividade do Brasil no
cenario internacional. Assim a qualidade microbioldgica inadequada dos
sucos e demais sub-produtos de processamento da laranja, incluindo os
6leos essenciais, esséncias e polpa, em qualquer uma das empresas
produtoras e/ou exportadoras, comprometem a imagem do pais como
um todo, acarretando sérios prejuizos ao mercado presente e futuro,
como foi verificado nos episédios de contaminagdo de sucos’
reconstituidos de laranja ocorridos no verio de 1994-95 na Europa
(EGUCHI et al., 2001a).

Microrganismos contaminantes de SUCoS processados
tradicionalmente monitorados por exigéncia da legislacdo no Brasil
incluiam bolores, leveduras e algumas poucas bactérias de importéncia
medico-sanitéria (HATCHER et al., 1992). A detecgdo e identificacdo de
ATSB requer a utilizagdo de procedimentos complementares, incluindo
analises de caracterizagdo morfoldgica, bioquimica, quimiotaxondmica
e/ou molecular. Recentemente, novas espécies foram descritas
utilizando abordagens polifasicas, evidenciando uma grande diversidade
de ATSB em diferentes tipos de substratos (GOTO et al., 2003).

Neste sentido, conhecer a diversidade de ATSB contaminantes de
suco concentrado de laranja (FCOJ), assim como aquelas presentes em
diferentes etapas do processo de produgdo, € fundamental para a
avaliagao dos riscos microbiolégicos envolvidos. O mapeamento desta
diversidade nas principais areas de produgdo no Brasil é particularmente
interessante, uma vez que, tantoc as principais regifes produtoras de
laranja, como as principais fébricas, apresentam uma distribuicdo
geografica relativamente ampla, a qual engloba regides com microclimas
diferenciados, localizados principalmente no norte, noroeste e nordeste
do Estado de Sdo Paulo.




2.

Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizagdo de linhagens

isoladas do processamento industrial de suco concentrado de laranja em

diferentes regides do Estado de S&o Paulo e a caracterizacdo do

potencial de deterioragdo destes em suco de laranja reconstituido. Para

tal uma estratégia polifdsica de estudo foi adotada (Figura 1), com o
sequinte detalhamento:

selecdo de isolados de aliciclobacilos representativos de diferentes
etapas de processamento industrial, oriundos de diferentes
fabricas, em diferentes regiBes produtoras do estado de Sao
Paulo;

determinagdo da capacidade de crescimento dos isolados em suco

de laranja reconstituido e avaliacdo da biodeterioracdo do suco.

caracterizacdo fenotipica dos isolados através da determinagdo do
padrdo de utilizag@o de carboidratos (sistema API 50 CH);

caracterizagdo quimiotaxondmica, através da determinacdo do
perfil de dcidos graxos (sistema MIDI);

determinagdo da variabilidade genémica de isolados de diferentes
amostras coletadas, empregando-se o método de caracterizacdo
molecular de PCR-RFLP de fragmentos de regido espacadora de
DNAr 16S5-23S (ARDRA, Amplified Ribosomal DNA Restriction
Analysis);

identificacdo das especies empregando segiienciamento e analise
filogenética de DNAr 16S das linhagens representativas dos
grupos de ARDRA;
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Figura 1. Esquema geral de desenvolvimento do projeto.




3. Revisao Bibliografica

A analise microbioldgica de produtos alimenticios industrializados, como
€ o casc de sucos concentrados de laranja, envolve a deteccdo de
contaminantes especificos e deteriogénicos potenciais, tal como
bactérias laticas, bolores e leveduras (HATCHER et al., 1992). As
caracteristicas especificas do suco de laranja, incluindo pH entre 3,5 e
4,0, baixa atividade de agua (Aw), elevada concentracdo de aclcares
(66° Brix) e viscosidade, baixa capacidade de aeracdo e teor de oxigénio
dissolvido reduzido, aliadas ao tratamento térmico que o produto sofre
durante o processo de concentracdo, sdo fortes barreiras 3
sobrevivéncia e a posterior proliferacdo ou atividade metabdlica dos
principais microrganismos deteriogénicos e/ou patogénicos que possam

contaminar o suco.

No caso de sucos de laranja concentrados congelados (FCOJ),
armazenados sob baixas temperaturas (-18 °C), a acdo deteriogénica
dos microrganismos é totalmente inibida. Entretanto, quando o suco
concentrado (66° Brix) € reconstituido com &gua na concentragdo de
11° Brix, o produto torna-se susceptivel & eventual proliferacdio e agdo

deteriogénica de microrganismos contaminantes.

Apds sua reconstituicdo, o suco é pasteurizado e envazado, sendo
que as formas dormentes de bactérias (esporos) podem ser ativadas
neste processo e encontrar condi¢cles adequadas para germinagdo e
crescimento na embalagem final, o que pode, em determinadas
condicdes, levar a deterioragdo do produto (EGUCHI et al., 2000). A
deterioragdo pode ocorrer de diversas formas, incluindo a degradacdo
de componentes do produto, como carboidratos e vitaminas, produgdo
de odores, sabores ou coloragdo indesejaveis, e alteracdes de pH e
textura (UBOLDI EIROA et al., 1989). Além disso, em produtos com
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processamento UHT (Ultra High Temperature), em particular, a presenca
de microrganismos vidveis acima de valores especificados na legisiacdo
pode comprometer todo o lote de produgdo, uma vez que invalida a
esterilidade comercial do produto (ANVISA, RDC n° 12, de 2 de janeiro
de 2001).

3.1. Bactérias &cido-termofilicas associadas a deterioracéo de
sucos de frutas acidas

As espécies de bactérias deteriogénicas fregilentemente associadas aos
sucos de frutas acidos (pH < 4,5) processados incluem microrganismos
pertencentes aos géneros Bacillus, Clostridium, Lactobacillus,
Leuconostoc e bactérias acetogénicas (HATCHER et al., 1992). A maioria
desses organismos € acidofilico estrito ou acidotolerante, termotolerante
ou termofilico, tendo como caracteristica em comum uma elevada

resisténcia a temperatura.

Poucos estudos sugerem que o isolamento do bacilo
acidotermofilico esporulado do género Alicycobacillus esteja associado &
deterioracao do suco de laranja. CERNY et al. (1984) foram os primeiros
a relatar a presencga de A. acidoterrestris em amostras de suco de mags,
pH 3,15 deterioradas produzidas em 1982 as quais foram
assepticamente pasteurizadas e embaladas em processamento
industrial. Estes autores caracterizaram as linhagens isoladas e
verificaram a sua capacidade de produzir alteracbes no sabor e no
aroma do produto, germinar em valores baixos de pH e crescer em-
temperaturas que variam entre 26-55 °C. Seus esporos possuiam
resisténcia térmica extremamente elevada, que possibilitavam a

sobrevivéncia destes no processo de pasteurizacdo industrial.

Ndo ha nenhum outro relato de deterioracio causada por
Alicyclobacillus spp. até 1994-1995, A ocorréncia desses bacilos em
sucos de frutas e no suco de laranja concentrado congelado (FCOJ)
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ganhou importancia apds episddios de deterioracdo envolvendo sucos
embalados por processos hot-fill (envase a quente) na Europa, que,
coincidiu com periodos de verBes muito quentes nos anos de 1994 e
1995, (PINHATTI et al., 1997).

Em 1994, SPLITTSTOESSER et al. isolaram linhagens de bacilos
acidofilicos a partir de suco de mac8 industrializado e de uma bebida de
mac¢a e groselha envasadas a quente. Os sucos apresentavam odor
desagradavel, sem formacdo de gas e eram levemente turvos. As
linhagens pesquisadas apresentaram caracteristicas de acidofilia
semelhantes &s de B. acidocaldarius descritos por DARLAND & BROCK
(1971) e capacidade de crescimento em suco de mac8d, mas,

surpreendentemente, um dos isolados ndo cresceu em suco de laranja.

McINTYRE et al. (1995) recuperaram bacilos esporulados
acidofilicos de sucos que foram reconstituidos a partir do concentrado e
pasteurizados pelo sistema hot-fill hold. Neste estudo a deterioracdo foi
caracterizada, mais uma vez, pela produgdo de odores desagradaveis e
crescimento de microrganismo através da turbidez. Contudo, os autores

ndo concluiram a identificacdo das linhagens isoladas.

A. acidoterrestris (DEINHARD, 1987; WISOTZKEY et al., 1992;
WEBSTER et a/., 1996) tem sido associado com a deteriorac3o incidental
de sucos no Reino Unido e Alemanha. Este organismo é um bacilo de
forma achatada, formador de esporos ovais com localizacdo central,
terminal ou subterminal. As coldnias sdo arredondadas, cremosas,
brancas e opacas, com 3 a 5 mm de didmetro apds 5 dias de
crescimento em meic K Agar, com pH entre 2,5 e 5,5 a uma
temperatura de 35 °C. A reagdo com a coloragdo de Gram é positiva ou
variavel (WALLS & CHUYATE, 1998) Possui resisténcia a pasteurizacio,
sendo capaz de crescer em vasta faixa de temperatura, podendo‘
produzir o guaiacol e outros compostos (WALLS & CHUYATE, 2000a, b).




Estudos variados demonstraram que a resisténcia térmica de
esporos de A. acidoterrestris pode ser influenciada pela composicdo,
presenca de ions bivalentes (YAMAZAKI et al., 1997), pH e acidos
orgénicos no meio de cultivo (PONTIUS et al., 1998).

Contudo, existe pouca informacgio disponivel sobre & incidéncia e
niveis de A. acidoterrestris em sucos concentrados e produtos finais
(PETTIPHER et al., 1997). Em um relato no Jap&o, A. acidoterrestris foi
isolado de bebidas &cidas deterioradas (YAMAZAKI et al., 1996) e
causou deterioragdo do tipo flat-sour. Nesta mesma época, uma bactéria
acidotermofilica e formadora de esporo foi isolada em bebida acida nos
EUA (SPLITTSTOESSER et al., 1994; McINTYRE et al., 1995),

Novas especies de aliciclobacilos foram recentemente isoladas e
descritas em diferentes tipos de alimentos. GOTO et al. (2002) isolaram
A. herbarius de flores secas de erva-de-cha. Este organismo € um bacilo -
Gram positivo, estritamente aerébico, mével e formador de esporos,
semelhante & descrigdo morfoldgica das demais espécies do género. O
crescimento ocorre em temperaturas de 35 a 65 °C em pH 4,5 a 5,0,
mas nao ocorre crescimento em pH 3,0 ou 6,5. O principal acido graxo
encontrado foi ¢ w-cicioheptil-C18:0. O contelido G+C no DNA é de
56,2 mol%.

MATSUBARA et al. (2002) encontraram bactérias &cido-
termofilicas em bebidas &cidas que possuiam odor de guaiacol. Os
autores propuseram uma nova espécie do género para os isolados, A.
acidiphilus, baseado na andlise do seqienciamento 16S RNAr e
caracterizagdo fenotipica. A temperatura ideal para o crescimento foi de
30 °C e pH 3,0. Em estudo do crescimento da bactéria no suco de

laranja incubado entre 40 a 50 °C, observou-se a produgdo do guaiacol.




GOTO et al. (2003) descreveram a espécie A. pomorum, os
microrganismos foram isolados de uma mistura de sucos acidos e os
microrganismos  possuiam  caracteristicas  &cido-termofilicas e
crescimento em temperaturas de 30 a 60°C, em meio de cultura BAM
(meio B. acidocaldarius) entre pH 4,5 a 5,0. Através de estudo de &cido
graxos de membrana constataram que as linhagens desta nova espécie
ndo apresentaram acidos graxos w-ciclicos como componentes principais
de membrana, o que era, até ant3o, uma caracteristica comum e

necessaria para as demais espécies do género Alicyclobacillus.

A incidéncia de Alicyclobacililus spp. nio estd diretamente
associada a deterioragdo dos sucos e sua presenca nem sempre é
detectada na forma de alteragdes no produto. A detecgdo de
Alicyclobaciilus spp. em sucos de frutas ndo deteriorados (PREVEDI et
al.,, 1995) sugere que a deterioracdo seja incidental, requerendo
condigbes adequadas para seu desenvolvimento.

As caracteristicas da deterioracdo causada por Alicyclobacillus

spp. ja descritas na literatura sio:

« a presenca de sabor e de odor desagraddveis, descrito como “anti-
séptico”, “desinfetante”, embora muitas vezes o odor produzido

pela deterioragdo seja pouco perceptivei;
s auséncia de formag&o de gases;
» pouca ou nenhuma alteragdo de pH,

e em alguns casos, pode apresentar um aumento da turbidez do

produto

» pode apresentar a formacdo de um sedimento brance no fundo da

embalagem, ou manter a aparéncia normal do produto.



Uma das principais causas do “off-flavor” em sucos de frutas é
atribuida & formagdo de tracos do composto 2-6 dibromofenol, na ordem
de partes por trilhdo (ppt), bem como 2-metoxifenol (guaiacol)
(BORLINGHAUS & ENGEL, 1997; BROWN, 1996).

A deterioragdo de suco de frutas por A. acidocaldarius e A.
acidoterrestris € caracterizada pelo odor anti-séptico atribuido ao
guaiacol, um produto metabolismo da bactéria. Algumas estratégias de
controle do problema de contaminacdo e biodeterioracdo de sucos
citricos por A. acidoterrestris envolviam assegurar a presenga de
populagBes baixas da bactéria no produto, associado a processos
apropriados de produgdo e condicdes de estocagem que minimizassem
ou eliminassem a deterioragdo. Contudo, ORR et al. (2000) verificaram
o limiar de detecgdo do guaiacol em suco de macgd por analise sensorial,
determinaram a populacdo de A. acidoterrestris e o tempo de incubacéo
a 21 ou 37 °C necessarios para a deteccdo de guaiacol no suco. Os
autores verificaram que o contetido de guaiacol no suco de macd nem
sempre se correlacionou com a populacdo de células da bactéria.

Assim, garantir niveis populacionais baixos pode n3o assegurar
necessariamente a qualidade microbiolégica do produte final. Ainda, o
limite de sensibilidade de quantificagdc cromatogréfica do componente é
relativamente alto, tornando pouco invidvel a aplicaco do método de
monitoramento cromatografico utilizado no controle de qualidade de

rotina.

Como conseqiiéncia dos estudos de diferentes grupos de
pesquisa em varias partes do Mundo, os Alicyclobacillus spp. foram
considerados organismos-alvo na avaliagdo da qualidade de produtos
acidos termoprocessados, sendo associados & deterioracdo de sucos de
frutas, bebidas acidas e dgua isotdnica em diversas regides do mundo
(YAMAZAKI et al., 1996). Trabalhos iniciais, como o de DEINHARD

(1987), relatam o isolamento destes organismos em sucos de maca na
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Alemanha. No Brasil, os trabalhos de EGUCHI et al. (2001a, b, c)
descrevem o isolamento de Alicyclobacillus spp. de varios substratos e
etapas do processamento industrial de suco de laranja no Estado de Sdo
Paulo.

Alguns estudos incluem o isolamento de linhagens de bactérias
esporuladas acidotermofilicas com caracteristicas similares as de A.
acidoterrestris de sucos de frutas ndo-deteriorados na Itdlia (PREVEDI et
al., 1995), de amostras de bebida acida e bebida isotdnica deteriorada
no Japao (YAMAZAKI et af., 1996) e de amostras nao-deterioradas de
sucos de frutas e de tomate enlatado (WEBSTER et a/., 1996).

A participacdo de ATSB na deterioracdao de sucos de laranja
concentrados foi uma descoberta relativamente recente, trazendo a
necessidade de se conhecer mais profundamente o comportamento
desses organismos e de se estudar as possiveis formas de controlar ou
eliminar as contaminagbes, seja na sua origem (solo, dgua ou outra
fonte) e/ou nas etapas de industrializacdo dos sucos acidos
(SPLITTSTOESSER, 1994).

3.2. Diversidade, ocorréncia e caracterizacio taxondmica de
Alicyclobacillus spp.

Os Alicyclobacillus spp. s&o microrganismos heterotréficos saprofitos e
tém sido isolados de diferentes habitats geotérmicos e ndo geotérmicos.
Os habitats geotérmicos sdo representados por dguas e sedimentos de
fontes termais (temperaturas superiores a 50 °C), sedimentos de fundo
de corregos e riachos quentes (temperaturas em torno de 100 °C), solos
umidos em zonas de ocorréncia de fumarolas (regides vulcanicas) e
fontes quentes submarinas (regites de ilhas vulcdnicas e zonas de
atividade vulcénica no piso ocednico). Outros substratos, ndo

geotérmicos, como solos, compostagem orgénica, esterco e alimentos
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Abstract

Thirty strains isolated from industrial processing of frozen concentrated
orange juice (FCOJ) in different regions of the state of S50 Paulo were
studied using a polyphasic approach with the goal of determining the
diversity and deteriogenic potential of isolates from FCOJ production in
Brazil. Characterization of isolates involved determining their ability to
grow and produce odor in reconstituted orange juice, and phenotypic
(carbohydrate utilization, API 50 CH), chemotaxonomic (FAMES, MIDI
system) and molecular analyses (ARDRA of 165-23S rDNA spacer
region, Hae III, Hha I and Msp I, and 16S rDNA phylogenetic analysis).
All isolates were identified as Alicyclobacillus spp. according to the
characteristic fatty acid patterns. Contrary to literature data, omega-
cyclohexyl-C17:0 and omega-cyclohexyl-C19:0 were confirmed in
samples identified as A. pomorum. From the 30 environmental
alicyclobacili samples analyzed, 21 were able to grow in reconstituted
orange juice after 24 or 48 hs incubation at 45 °C, but only 10 isolates
yielded a characteristic biodeterioration odor. Six ARDRA patterns were
obtained for the isolates analyzed, enabling them to be assigned to A.
acidocaldarius and A. acidoterrestris, and to groups related to valid
species named A. acidocaldarius-like and A. pomorum-like.

Key words: Alicyclobacillus, ATSB, concentrated orange juice,
biodeterioration, polyphasic taxonomy.



que recebem tratamento térmico, também sdo fontes naturais para o
isolamento de Alicyclobacillus spp. (EGUCHI et a/., 2001a).

A espécie A. acidocaldarius esta associada a habitats geotérmicos
(fontes termais) aquaticos ou ferrestres. A sua ocorréncia nesses
habitats foi relatada por varios autores em diversas partes do mundo,
incluindo Japdo (UCHINO & DOI, 1967), EUA (DARLAND & BROCK,
1971), Itélia e Russia (LOGINOVA et al., 1978).

A. acidoterrestris e A. cycloheptanicus foram isolados de
diferentes tipos de solo (HIPPCHEN ef al.,, 1981; DEINHARD et al.,
1987). O fato de organismos acidofilicos obrigatdrios serem encontrados
em ambientes considerados de pH neutros pode ser explicado pela
existéncia de micro-habitats 4cidos no substrato, como na superficie de
gréos de areia ou em areas proximas as raizes das plantas. Segundo
HIPPCHEN et al (1981) os Alicyclobacillus spp. estdoc amplamente
distribuidos nos solos e a sua deteccdo depende do refinamento das
metodologias de isolamento e cultivo, possivelmente relacionado com

requerimentos nutricionais e minerais especificos.

JENSEN & WHITFIELD (2003) descreveram o isolamento e
identificagdo de bactérias e produtos metabdlicos produzidos no suco
atribuindo-lhe caracteristica de deterioracdo. FElas mostraram a
capacidade de produzir halofendis, assim como do A. acidoterrestris, e
indicam que alguns A. acidoterrestris contém sistemas de enzimas que

sdo capazes de fazer a halogenagao.

A identificagdo de Alicyclobacillus spp. estd baseada nas
caracteristicas morfoldgicas das células e colbnias, crescimento sob
diferentes condigdes de temperatura e pH, testes de utilizac8o de fonte
de carbono, ensaios bioquimicos tradicionais e caracterizagdo
quimiotaxonémica. Particularmente, a andlise dos 4cidos graxos

celulares (FAMES) proporciona informag&o importante para diferenciacio
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de Alicyciobacillus spp. de outras espécies de bacilos acidotermofilicos,
devido a presenca de acidos graxos omega-ciclicos (Figura 2)
caracteristicos do grupo (DEINHARD, 1987; BERKELEY & ALI, 1994).

Ol w-cyclohexane C 7.0 PM =282
Q/\/W\/\/\MHS

w-cvclohexane C19-¢ PM = 310

COCCH;
w-cycloheptane € 18-0 PM = 296
O
i
COOCH,
w-cycloheptane Cig-.¢ (2 OH) PM =312
COOCH-

w-cycloheplane Co0.0 PM = 324

Figura 2. Estruturas dos principais acido graxos

omega-ciclicos de Alicyclobacillus spp.
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Até 1992, as trés espécies acidotermofilicas de Alicyclobacillus
estavam alocadas no género Bacillus e nomeadas como B,
acidocaldarius, B. acidoterrestris e B. cycloheptanicus. Contudo, a
presenca acidos de graxos ciclicos, como w-ciclohexil ou w-cicloheptil,
como principais componentes da membrana celular, permitiu diferenciar
estas espécies das demais do género Bacillus. Acidos graxos omega-
ciclicos s8o os principais componentes do perfil de acidos graxos de
membrana das espécies do género, DEINHARD, 1987 (Tabela 1).

Analises  fenotipicas e moleculares demonstraram a
heterogeneidade de varios grupos do géneroc Bacillus, sugerindo que
este poderia ser divido em trés ou mais diferentes géneros (PRIEST et
al., 1981; STAKEBRANDT et al., 1987; WISOLTZKEY et al., 1990; ASH
et al., 1991, DE BARTOLOMEO et al., 1991; WHITE ef al., 1993). A
analise comparativa de seqiiéncias de RNA ribossomal 165 e perfis de
acidos graxos de membrana celular possibilitaram a alocacdo de Bacillus
acidocaldarius, B. acidoterrestris e B. cycloheptanicus no género
Alicyclobacillus (WISOTZKEY et al., 1992).

Com relagdo a problemas microbiolégicos em indlstrias de
alimentos, CERNY ef al. (1984} foram os primeiros autores a isolar
aliciclobacilos a partir de suco pasteurizado de macgd deteriorado. As
caracteristicas principais foram a resisténcia térmica extremamente
elevada dos esporos, uma propriedade que permite a estes
microrganismos sobreviver a pasteurizagdo industrial e germinar em
condigbes de baixo pH. Este microrganismoc foi posteriormente
classificado como Bacillus acidoterrestris (DEINHARD, 1987), e
reclassificado, em 1992, como Alicyclobacillus acidoterrestris
(WISOTZKEY et af,, 1992).
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NICOLAUS et al. (1998) isolaram bactérias termofilicas de uma
regido geotermal na Antdrtica e classificaram esses microrganismos
como A. acidocaldarius subsp. rittmannii. As condicdes de crescimento
da bactéria incluem temperatura 6tima de 63°C embora sejam capazes
de crescer em temperaturas de 45 a 70°C e pH étimo de 3,5 a 4,0. A
porcentagem C+G do DNA desta espécie é 64,9%. Os autores relataram
ainda similaridade no 16S rDNA de 99,3% com A. acidocaldarius
DSM 446",

Recentemente varias bactérias aerdbias, acidofilicas, foram
isoladas de solos sulfatdricos da drea de Furnas, ilha de S3o Miguel,
Agores, por ALBUQUERQUE et al. (2000), apds estudos desses isolados,
determinaram uma nova espécie do género Alicyclobacillus como A,
hesperidum. As caracteristicas desses microrganismos sdo bacilos Gram
positivos, formadores de esporos terminal, naoc possuem motilidade, e
Crescem em meio BAM (meio para Bacillus acidocaldarius), em
temperaturas entre 35 °C e 60 °C, e pH de 3,5 a 4,0,

Uma nova espécie, A. sendaiensis foi isolada do solo do Japdo em
Sendai. TSURUOKA et al. (2003) propuseram a descricdo desta nova
espeécie, através da andlise da segiiéncia do 165 rDNA, estudo da
composicdo de acidos graxos e das propriedades fenotipicas dessa
bactéria. Os autores verificaram também a atividade da colagenase‘

acida extracelular com potencial aplicacdo industrial.

Estudos realizados por GOTO et al. (2002a), através da
comparagdo da seqliéncia do gene 165 rRNA (rDNA) de sete diferentes
especies de Alicyclobacillus (cinco espécies validadas, uma proposta de
nova especie e uma espécie gendmica), sugerem que a regido terminal |
5' e regido hipervaridvel (259-273 bases) do 165 rDNA s3o especificas
para as especies analisadas. Andlises filogenéticas baseadas na
segliéncia da regido hipervaridvel de 24 linhagens de Alicyclobacilius
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spp. permitiram separad-las em seis grupos: A. acidiphilus, A.
acidoterrestris, A. cycloheptanicus, A. herbarius e A. hesperidum, cuja-
regido hipervaridvel mostrou-se conservada, e A. acidocaldarius-
Alicyclobacillus espécie genémica grupo 1, com subdivisdes em cluster 1

(Alicyclobacillus espécie gendmica grupo 1) e II (A. acidocaldarius).

SIMBAHAN et al. (2004) isolaram uma linhagem de fontes
termais no deserto de Mojave (Califérnia, USA). De acordo com seus
resultados propuseram a nova espécie Alicyclobacillus vulcanalis,
bacteria acido-termofilica com crescimento aerébico em temperatura de
35 a 65 °C (&timo 55 °C), com pH de 2,0 a 6,0 (étimo 4,0).

A caracterizag8o fenotipica de aliciclobacilos oferece informacoOes
importantes para a diferenciac8o das espécies no grupo. Os métodos
disponiveis para realizacdo de ensaios de assimilagdo de carboidratos,
fontes de carbono e nitrogénio s3o de dificil implementacdo para
isolados deste grupo, devido & necessidade de utilizagdo de condicSes de
cultivo termofilicas e pH baixo. Assim, a utilizacdo de ensaijos
convencionais ainda € a forma de escolha para estes ensaios, sendo que |
0 uso de Kits, como o sistema API 50CH, requer a adaptacdo dos meios
de cultivo e indicadores de viragem de pH (DEINHARD, 1987). Um perfil
das caracteristicas bioquimicas de diferentes espécies do grupo pode ser
analisado na Tabela 2.
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Tabela 2. Caracteristicas bioquimicas de espécies do género
Alicyclobacillus (GOTO et al., 2003).

Praopriedades g N N “ .
£2 §u 45355, 3% S & o 8w
S5 BT REf REY s 3% 5% 8% id
Sz £F £9z 89F S5 iz §E <z &
<8 %8 388 r8T sp 1B I 3% GE
< % g < S
Oxidase + - - - - - - + -
Hidroiise da gelatina + + + + + + “ - -
Hidrdlise deo amido + + + + - - - - -
Reducdo do nitrate & nitrito - - - + - - - . +
Crescimento a 5% de NaCl - - - - + - - + +
Metabolismo de:
5-Cetogluconato + - - - - - - . +
Aesculina + + - + - - + + +
Amigdaiina + - - - - - - - +
Arbutina - + + + - - + - +
Beta-Gentiobiose - - + + - w + - +
Celobiose “ + + + + + + - +
D-Arabinose - - - - - - + + +
D-Fucose - - - - - - . = +
D-Galactose - + + + + + + - +
D-Lixose - - - - - - - + -
D-Rafinose - + + + - - + - i
D-Tagatose + - -+ + - - - + -
D-Turanose + - + + - + + - o
D-Xilose - + + + - - EX + +
Erithritol - - - - + - - - "
Glicerol + + + + + + - - +
Glicogénio - + + + - + - - -
Inositol - - - - % - - - -
Lactose - + + + + + + - +
L-Arabinose - + + + + + + + +
L-Sorbose + - - + - - + + -
L-Xilose - - - - - - - + -
Maltose + + S + + + + - 4+
Manitol -+ + 4 + + + - + +
Melezitose - - + + - - + - +
Melibiose - + - + w - - - +
Metil-alfa-D-glicosideo + + - - - - + - +
Metil-aifa-D-manosideo - - - + - - - - +
Rhamnose - + + + + - - + +
Salicina + + + + - - + - -
Sorbitol - - - - 4+ - + + -
Amido - + - s - w - - -
Sacarose + + + + + + + - 4+
Treaiose + + + + + + + - +
Xititol - - - + + - + - -

(+) assimilagdo positiva do substrato; (-) assimilacio negativa do substrato; (W) assimilagio fraca do
substrato.
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Apesar da importéncia dos Alicyclobacillus Spp. na inddastria de
alimentos, existe, ainda, a necessidade de estudos mais aprofundados
sobre a diversidade e ecologia das espécies associadas a contaminacao
de diferentes ambientes industriais e produtos. Os Unicos relatos de
estudos abrangentes neste grupo de microrganismos s8o os estudos
realizados no Brasil (EGUCHI et al., 2001a, b, ¢), que permitiram o
rastreamento de isolados de aliciclobacilos desde sua origem no campo,
na superficie de laranjas e plantas nas plantagbes, sua entrada na
industria (silos de armazenagem e sistemas de lavagem de fruta), em
sub-produtos de processamento industrial, como dleo essencial e
aromas, e nos sistemas de a&agua evaporada do processo de

concentragdo.

Um conhecimento mais aprofundado sobre a diversidade de
aliciclobacilos nos processos industriais podera contribuir para uma ‘
melhor avaliagdo de riscos microbiolégicos nestes processos e acles de
monitoramento e controle de espécies deteriogénicas, uma preocupagao

constante da industria de sucos concentrados de laranja nacional.
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4, Material e Métodos

4.1. Linhagens microbianas, métodos de manutencio em
laboratério e preparacdo de solugcdes padronizadas de
esporos

As linhagens de bactérias &cido-teromofilicas (ATSB) isoladas de
amostras ambientais foram obtidas da Colecdo de Culturas Tropical
(CCT), Fundagdo André Tosello, Campinas, SP sendo origindrias de um
estudo de campo realizado em conjunto com a Associacdo Brasileira de
Exportadores de Citrus (ABECitrus; Eguchi et al., 2001a, b, ¢). Trinta
linhagens de ATSB isoladas de suco de laranja em diferentes etapas do
processo industrial, incluindo suco fresco, polpa, suco concentrado antes
e apos adigbes, foram selecionadas de 3 indUstrias citricolas (Norte,
Centro e Sul) e 6 laranjais do Estado de S3o Paulo (FP e SJ, no Norte; F
no Centro, e FB, FBo e NSC, no Sul).

r

As linhagens-tipo das diferentes espécies de ATSB associadas a
sucos de laranja e outros ambientes foram obtidas junto a Colegdo de
Culturas Alem&@ de Microrganismos e Culturas Celulares (DSZM;
Deutsche Sammlung Von Mikroorganismen und Zellkulturen) e
compreendem linhagens-tipo das diferentes espécies do género
Alicyclobacillus.

Todos os isolados utilizados no presente estudo (Tabela 3) foram
depositados na Colecdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e
Indlstria (CBMAI), localizada no Centro Pluridisciplinar de Pesquisas .
Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA)/UNICAMP (Paulinia, SP).
Suspensbes de esporos e células vegetativas dos isolados foram
preservados tanto por liofilizagdo como por ultra-congelamento em
glicerol (-80 °C).
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Tabela 3.

Isolados

de ATSB

utilizados nos experimentos de

caracterizagdo taxondmica e ensaios de biodeterioracio.

Cédigo Original*

Cédigo
CBMAI**

Origem

Isolades de amostras de suco de laranja
Alicyclobaciflus sp.
Alicyclobacilius sp.
Alicyclobacillus sp.
Alicyclobacilius sp.
Alicyclobacilius sp.
Alicyclobacilius sp.
Alicyclobacilius sp.
Alicyclobacillus sp.
Alicyclobacilius sp.
Alicyclobaciilus sp.
Alicyclobacillus sp.
Alicyclobacillus sp.
Aficyclobacillus sp.
Alicyclobacifius sp.
Alicyclobacifius sp.
Alicyclobacilius sp.
Alicyciobacilius sp.
Alicyclobacillus sp.
Alicyclobacillus sp.
Alicyclobacillus sp.
Alicyclobacilius sp.
Alicyclobacillus sp.
Alficyclobacillus sp.
Aficyclobacillus sp.
Alicyclobacillus sp.
Alicyclobacillus sp.
Alicyclobacillus sp.

Alicyclobacillus sp.
Alicyclobaciflus sp.
Alicyclobacillus sp.

CCT 7227
CCT 7228
CCT 7187
CCT 7188
CCT 7195
CCT 7245
CCT 7246
CCT 7247
CCY 7355
CCT 7356
CCY 7357
CCT 7267
CCT 7272
CCTr 7276
CCT 7362
CCT 7304
CCT 7230
CCT 7231
CCT 7232
CCY 7310
CCT 7292
CCT 7330
CCT 7331
CCT 7332
CCT 7346
CCT 7347
CCT 6276

CCT 6280
CCT 6279
CCT 7286

Linhagens de referéncia

A, acidocaldarius subsp.
rittmanni DSM 112977

PE>22 b b

. cycloheptanicus DSM 40067
. acidoterrestris DSM 39227
. acidiphilus DSM 145587

. acidocaldarius DSM 4467

. herbarius DSM 136097

. hesperidum DSM 124897

CBMALI 0267
CBMAI 0268
CBMAT 0269
CBMAI 0270
CBMAI 0271
CBMAI 0272
CBMAI 0273
CBMAI 0274
CBMAI 0275
CBMAI 0276
CBMAI 0277
CBMAJ 0278
CBMAI 0279
CBMAT 0280
CBMAL 0281
CBMAI 0282
CBMAI 0283
CBMAI 0284
CBMAI 0285
CBMAI 0286
CBMAT 0287
CBMAT 0288
CBMAI 0289
CBMAI 0250
CBMAL 0291
CBMATL 0292
CBMAI 0293

CBMAI 0294
CBMAI 0295
CBMAI 0296

CBMAI 02457

CBMAI 02977
CBMAI 02447
CBMAI 02477
CEBMAI 02987
CBMAI 02997
CBMAL 02467

Suco concentrado, apds pasteurizagdo, FP-Norte
Suco concentrado, apés pasteurizac3o, FP-Norte
Suco concentrado, antes das adicBes, FB-Sul
Suco concentrade, antes das adigBes, FB-Sul
Suco concentrado, antes das adicBes, FB-Sul
Polpa finisher, FB-Sul

Polpa finisher, FB-Sul

Suco fresco, entrada do evaporador, FB-Sul
Polpa finisher, FB-Sul

Polpa finisher, FB-Sul

Suco fresco, entrada do evaporador, FB-Sul
Suco concentrado, apds pasteurizac3o, F-Centro
Suco concentrado, apds pasteurizagiio, F-Centro
Suco concentrado, apds pasteurizagdo, F-Centro
Suco concentrado, apds pasteurizacdo, F-Centro
Suco concentrado, antes das adicBes, F-Centro
Suco concentrade, apds adicBes, FBo-Sul

Suce concentrade, apds adicBes, FBo-Sul

Suco concentrado, apds adicBes, FBo-Sul

Suco concentrado, apés adigBes, F-Centro

Suco concentrado, ap6s adigdes, S)-Norte

Suco fresco, entrada evaporador, NSC-Sul

Suco concentrado, antes das adigbes, NSC-Sui
Suco concentrado, apds as adicBes, NSC-Sul
Suco concentrado, antes das adicBes, NSC-Sul
Suco concentrado, apés adicBes, NSC-Sul

Agua taste (usada no enxagiie final de tangues e
corregdo de Brix), NSC-Sul

Suco concentrado, NSC-Sul

Suce concentrade, Sl-Norte

Suce concentrado, antes das adicBes, S)-Norte

Solo, Antértica

Solo

Solo

Bebidas &cidas Jap8o

Solo

Erva de cha, Japdo

Solo sulfatarico, Ilha San Miguel, Acores

*CCT = Colecdo de Culturas Tropical, Fundacio André Tosello, Campinas, SP; **CBMAI

Colego Brasileira de Microrganismos de Ambiente & Industria, CPQBA/UNICAMP, Paulinia, SP.
DSM = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
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Suspensdes padronizadas de esporos foram preparadas e
mantidas sob congelamento a -20 °C para serem utilizadas como inéculo
nos ensaios de deterioragdo de suco reconstituido. A partir de cultura de
células em placa de meio BAT (DEINHARD et al., 1987), foram coletadas
pelo menos cinco col8nias isoladas, com o auxilio de uma alga de
semeadura, as quais foram transferidas para um tubo de ensaio
contendo 5 mL de meio BAT liquido. A suspensdo foi incubada a 45 °C
por 72 horas, ou até que o nivel de esporulagdo de aproximadamente
80% das células fosse observado por avaliagdo em microscépio de
contraste de fase. O cultivo foi transferido para um tubo Eppendorf,
centrifugado a 10.000 rpm por 1 minuto e o precipitado lavado 3 vezes
com agua destilada esterilizada. O material foi suspenso em 1 mL de
agua destilada esterilizada, aliquotado em criotubos (Nunc, 2 mL) e
estocados a -20 °C. A avaliagdo da viabilidade das suspensdes de
esporos foi determinada por diluicdo e contagem em placa (em
duplicata), sendo expressas em UFC/mL. Aliquotas das suspenses de
esporos foram ativadas por choque térmico (80 °C por 10 minutos, em
banho-maria), diluidas, plaqueadas na superficie de meio BAT por
espalhamento, e incubadas a 45 °C por 24-48 horas.

O meio de cultura utilizado para o cultivo dos isolados foi o Meio
BAT (DEINHARD et af., 1987), cuja composicdo encontra-se descrita a
seguir.

MEIO BAT (DEINHARD et al., 1987)

Solugao A: meio base

CaCl, . 2H,0 i 0,25¢
MSO, . 7 HO cooviiiiiiieieceeee e, 0,50 g
(NH),80, oo 0,20 g
KHPO, e 3049
Extrato de levedura (Difco)..oveiueeviiinen 1,0g
GHCOSE . e 504
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Solugdo de elementos tracos (B) .....o..vvuvnnnn... 1,0 mL

Agua destilada p/ meio liquido ............... g.s.p. 1L

Para meio sélido q.s.p. 500 mL + 500 mL Solugdo C. O pH do
meio foi ajustado para 4,0.

Solucdo B: elementos traco (FARRAND et al., 1983)

o Lo P I o S 0,66 g
ZNS04 . 7 HaOeverreeeeesesereeoeeeoooo 0,18 g
CUSO4 .+ 5 HoOeoeeereeeseeeeoo 0,16 g
MNSO4 .4 HaO cooevereroeereeeesoseeooeoe 0,02 g
COCI2 + 6 HaO ot eeneer oo 0,18 g
HaBOs L e 0,10g
Na,MoO, . 2 HaO v.covrereeeieersescsee 0,30 g
Agua destilada .........o.eeevvvvenerenie g.s.p. 1L

Esterilizado por filtrac3o.

Solucéo C: agar 1,5% (para meio solido)
Agar (DIfCO) ..vuveiiueinieoeeeeereeee oo 15¢

A solugao C (agar 1,5%) ainda quente foi adicionada & mistura
das solugbes A e B, e 0 meio foi vertido nas placas rapidamente
para evitar hidrélise do &gar devido ao baixo pH do meio.

4.2. Ensaios de crescimento de aliciclobacilos em amostras de
suco de laranja reconstituido

Ensaios para avaliagdo da capacidade de proliferacdo das diferentes
linhagens em amostras de suco de laranja reconstituido e determinacdo
do potencial de biodeterioracdo do suco (producdo de odor
caracteristico), foram realizadas em frascos tipo Schott de 100 mL
contendo 25 mL de suco de laranja reconstituido (11-12° Brix; livre de

ATSB) e inoculadas com aproximadamente 10t UFC/mL das suspensdes -
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padronizadas de esporos. Os frascos foram incubados & temperatura de
45 °C por 24 a 48 horas. Amostras foram coletadas, apds agitacdo, nos
tempos O, 24 e 48h de incubacdo, diluidas, submetidas a choque
térmico (80 °C/10 min), plaqueadas em duplicata em meio BAT e
incubadas a 45 °C por 48 horas para avaliagdo das populacbes de
bactérias no suco mostrado na Figura 3.

Teste para verificagdo da producdo de odor (off flavour), por
meio de avaliagdo sensorial do headspace também foi avaliado,
comparando-se os frascos com suco de laranja inoculados com os
isolados e frascos-controle ndo-inoculados ou inoculados com um
isolado sabidamente deteriogénico (A. acidoterrestris DSM 39227
(Figura 3).

4.3. Caracterizacao fenotipica dos isolados

As colbnias isoladas de cultivos em meio BAT sélido submetidos a
incubacdo a 45 °C por 48 hs foram utilizadas para caracterizac8o do
aspecto de morfologia das colbnias e coloracio de Gram ilustradas na
Figura 4.

A caracterizag@o fenotipica foi realizada utilizando-se o sistema
API 50 CH (bioMérieux, Franga), que possui 49 fontes de carbono
desidratadas (Tabela 4) distribuidas em galerias de ensaio. A preparagdo
de indéculos padronizados foi realizada com cultivos de 24 h dos isolados
em 100 mL de caldo BAT a 50 °C, sob agitagdo (150 rpm). As células
foram centrifugadas a 5.000 g por 5 min e lavadas em solugdo salina
estérilizada.
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Numa ampola do kit contendo 5 mL de solugao de suspensdo
esteril foi padronizada a suspensdo de células com turbidez equivalente
ao tubo 2 da escala de MacFarland (aprox. 6 x 10° UFC/mL), conforme
orientag&o do procedimento de utilizagdo do KIT API 50 CH (Deinhard et
al 1987a). A suspensdo de células padronizada foi utilizada para
inoculagdo de 20 mL do meio basal de ensaio (meio BAT, sem adigdo de
glicose e adigdo de azul de bromofenol 20 Mg/mL, segundo Deinhard et
al., 1987a), a qual foi distribuida nos pocos das galerias. As cartelas
contendo as galerias foram acondicionadas em sacos pldsticos contendo
algoddo Umido para evitar a evaporacdo excessiva durante a incubagédo
a 50 °C por até 5 dias. As leituras de resultados foram feitas a partir de
24 horas de incubacio.

Tabela 4. Fontes de carbono do sistema API 50 CH.

01. Glicerol 18, Manitol 35, D-Rafinose

02. Eritritol 19. Sorbhitol 36. Amido

03. D-Arabinose 20. a-metil-D-Manosideo 37. Glicogénio

04. L-Arabinose 21. a~-metil-D-Glucosideo 38. Xilitol

05. Ribose 22. N-acetil-Glucosamina 39. B-Gentiobiose
06. D-Xilose 23, Amidalina 40. D-Turanose

07. L-Xilose 24, Arbutina 41. D-Xitose

08. Adonitol 25. Esculina 42. D-Tagatose

09. B-metil-Xilosideo 26. Salicina 43. D-Fucose

10. Galactose 27. Celobiose 44, L-Fucose

11. D-Glicose 28, Maltose 45, D-Arabitol

12. D-Frutose 29. Lactose 46, L-Arabitol

13, D-Manose 30. Melibiose 47. Gluconato

14, L-Sorbose 31. Sacarose 48. 2-ceto-Gluconato
15. Ramnose 32. Trealose 49, 5-ceto-Gluconato
16. Dulcitol 33, Inulina

17. Inositol 34. Melezitose
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A acidificagdo do meio de cultura nos diferentes pocos contendo
substratos especificos foi classificada em diferentes categorias, definidas

da seguinte forma:

» (-) assimilagdo negativa do substrato, sendo que a coloragédo do
meio basal ndo difere do controle;
« (W) assimilagdo fraca do substrato, podendo alterar levemente a
coloragao do meio basal em compara¢do com o controle;
» (A/V) assimilagéo positiva do substrato, com viragem da coloracdo
do meio basal de azul para amarelo (acidificacdo do meio).
Uma unica excegdo nesta codificacdio refere-se ao ensaio de esculina,
onde ndo foi possivel observar a formagio de &cido devido a coloracéo
marrom-negra observada na hidrélise de esculina na presenca de citrato

ferro.

4.4. Analise da composic¢do de acidos graxos

Na caracterizagdo da composicdo de &cidos graxos de membrana foi
empregada a metodologia do Sistema MIDI (Agilent), sendo as
preparages de acidos graxos analisadas por cromatografia gasosa na
forma de ésteres metilicos (FAMEs),

Em meio solidificado BAT pH 4,0, foi realizado um pré-cultivo dos
isolados que foram incubados a 50 °C por 24 horas. Posteriormente,
uma alcada deste crescimento celular foi inoculada por estrias em
quatro quadrantes em uma nova placa de Petri, utilizando uma alga de
semeadura. As estrias foram feitas da seguinte forma: no primeiro
quadrante foram feitas 10 estrias, puxadas duas vezes com a alca de
semeadura. No segundo quadrante foram feitas 10 estrias, puxadas
duas vezes com a alca de semeadura e no terceiro quadrante 10 estrias.
A alga de semeadura foi flambada e o material da terceira estria foi
puxado duas vezes para realizar, no quarto quadrante, a quarta estria. E

importante girar a al¢a de semeadura quando estiver fazendo as estrias
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para evitar carrear material entre os movimentos de semeadura. As
placas semeadas deste modo foram incubadas a 50 °C por no maximo
24 horas.

ApoOs incubacdo, foi retirada da placa, por meio de alca de
semeadura, uma quantidade de massa celular correspondente a
aproximadamente 4 mm?® de &rea (do tamanho de um grao de arroz) a .
partir da terceira estria de crescimento. Quando ndo houve crescimento

na terceira estria, a massa celular da sequnda estria seria coletada,

A saponificagdo, metilagdo e extragdo dos dcidos graxos celulares
foram realizadas segundo protocolo do sistema MIDI (Agilent). Uma
aliguota de 1,0 mL do reagente de saponificagdo foi adicionada a um
tubo de vidro ou criotubos (Viol) contendo as céiulas. Os tubos foram
fechados com tampas com septo de teflon, brevemente agitados em
vortex (5-10 segundos), acondicionados em banho-maria (100 °C por 5
min), novamente agitados em vortex por 5-10 seg e retornados ao
banho-maria (100 °C, por mais 25 min). O reagente de saponificacgdo
consistiu de uma mistura de 45 g de hidréxido de sédio (Fischer, padrao
HPLC, ref. S318-500), 150 mL de metanol (Fischer, padrio HPLC, ref.
A452-1) e 150 mL de dgua destilada deionizada. Misturou-se primeiro a
dgua, depois o metanol e por fim as pastilhas de NaOH.

Os tubos foram resfriados rapidamente em banho de gelo e 2 mL
do reagente de metilagdo foram adicionados a cada tubo. O objetivo da
metilagdo € diminuir a polaridade e aumentar a volatilidade, O &cido
cloridrico e o metanol foram usados como catalisadores da reagdo de
esterificagdo. Os tubos foram tampados e brevemente agitados em
vortex. Apds a homogeneizagdo das solugdes, os tubos foram aquecidos
em banho-maria por 10 minutos a 80°C. Nesta etapa critica do
processo, o tempo e a temperatura foram estritamente monitorados. O
reagente de metilagdo consistiu de uma mistura de 325 mL de &cido
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cloridrico 6 N (Baxter, ref. 3750-32UK) e 275 mL de metanol, padrio
HPLC. Adicionou-se o &cido sobre o metanol, sob agitagdo. A adigdo do
acido acelera o processo de ligacdo do metanol aos &cidos graxos. Os
ésteres metilicos de &dcidos graxos (FAMES) sio pouco sollveis na fase
aquosa nesta etapa.

A extragdo dos acidos graxos foi feita adicionando-se aos tubos
resfriados rapidamente em banho de gelo 1,25 mL do reagente de
extragdo. Os tubos foram em seguida colocados no agitador de tubos e
submetidos a agitagdo horizontal por 10 minutos. O reagente de
extragdo consistiu de uma mistura de 200 mL de hexano (Fischer,
padrdo HPLC, ref. H302-1) e 200 mL de metil-terc-butil éter (Aldrich,
ref. 29321-0). Adicionou-se o éter sobre o hexano, sob agitacdo
rigorosa. A extragdo dos ésteres metilicos de 4cidos graxos na fase -
organica foi entdo submetida a um processo de limpeza antes da injegdo

no cromatoégrafo gasoso.

Foram adicionados aos tubos 3 mL do reagente de limpeza e a
homogeneizagao ocorreu no agitador de tubos com agitacdo horizontal
por 5 minutos. Houve separagdo visivel em duas fases, sendo 2/3 da
fase superior removida com o auxilio de pipeta Pasteur descartidve! e
transferida para novo tubo (vial de GC), evaporada em fluxe de
nitrogénio e a ampola foi selada. Os extratos secos foram conservados
no freezer a -20 °C até o momento da andlise cromatografica. O
reagente de lavagem ou limpeza, entre injecBes das amostras, consistiu
em uma solugde de 10,8 g de hidrdxido de sddio dissolvido em 900 mL
de agua destilada deionizada. Este procedimento reduz a contaminacgac
da linha de injegdo, da coluna e do detector.
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Padrbes de referéncia dos acidos graxos omega-ciclicos foram
preparados a partir das linhagens-tipo de aliciclobacilos, uma vez que
acidos graxos ciclohexanos ou cicloheptanos nac sdo disponiveis como
padrboes comerciais de FAMES.

As analises cromatograficas foram realizadas preferencialmente
no mesmo dia da extragdo. Os extratos de FAMEs foram suspensos em
50 ul de hexano. Para a cromatografia gasosa dos ésteres metilicos de
acidos graxos, foi utilizado um cromatégrafo a gas HP 5890 (Agilent),
acoplado a detetor seletivo de massas HP 5971. As condigdes
cromatograficas para analise de FAMEs foram: coluna capilar HP-5 (30
metros x 0,25 mm didmetro x 0,25 mm de espessura de fase
estacionaria), injetor a 250 °C, coluna a 110 °C, com rampa de
aquecimento de 5 °C/min até 300 °C (20 min.), detector a 280 °C,
razdo de split 1:40. O volume injetado foi 1 yL.

Os extratos de FAMEs das linhagens-Tipo utilizados como padréo
foram injetados no inicio e ao longo das anadlises. Os principais Acidos
graxos nos cromatogramas de cada linhagem foram identificados a
partir da comparagao dos tempos de retencdo destes com os de acidos
graxos das linhagens-referéncia utilizadas como padr8oc e padrdes

internos do sistema MIDI.

4,5. Analise de restricdo da regido espacadora DNA 16S-23S
(ARDRA)

A técnica de ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) foi
utilizada na caracterizacdo de fragmentos da regido espacadora DNAr
165-23S dos isolados e linhagens-tipo das espécies validas de
Alicyclobacillus spp. Para isto, 0 DNA gendmico dos isolados, assim
como das linhagens tipo, foi extraido pelo método da proteinase K
(YOUNG & BLAKESLEY, 1991). Entre 5 a 10 colbnias de uma placa com

culturas novas foram suspensas em 100 pul. de uma solugdo de lise (50 a
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100 ng/uL de proteinase K dissolvidos em TE pH 7,5-8,0). Os tubos de
microcentrifuga foram mantidos em banho-maria a 55 °C por 15 min e
transferidos para um banho a 80 °C por mais 15 min., centrifugados por
7-10 min. a 12.000 g e o sobrenadante transferido para um novo tubo.
Aproximadamente 5 ulL do lisado obtido foi utilizado nas reacgBes de PCR.

Para amplificacdo dos fragmentos de DNA 16S-23S foi utilizado o
par de primers pHr [5-TGCGGCTGGATCACCTCCTT-3']; (MASSOL-DEYA
et al., 1995) e p23S322-anti [5-GGTTCTTTTCACCTTTCCCTC-37;
(HONEYCUTT et al., 1995), homdlogos as extremidades conservadas do
gene DNAr 165 e 23S de bactérias. As condi¢des de PCR seguiram as

definicbes da Tabela 5. O programa de amplificacdo consistiu de um
passo de desnaturagdo a 95 °C por 2 min, seguido de 12 ciclos de 94 °C
por 1 min, 63 °C por 1 min, com decréscimo de 0,5 °C por ciclo, e 72 °C
por 2 min, e outros 23 ciclos de 94 °C por 1 min, 57 °C por 1 min e
72 °C por 2 min, em equipamento Eppendorf Mastercycler Gradient
(Eppendorf). Os resultados de amplificacdo foram confirmados por
eletroforese em gel de agarose 1,2% corado com brometo de etidio
(0,1 ug/mL) e visualizados em transiluminador UV.

A digestdo dos fragmentos com as enzimas de restricdo
selecionadas (Hae III, Hha 1 e Msp I) foi realizada de acordo com as
especificagbes dos fabricantes com relagdo & temperatura, tempo de

incubacgdo e concentracdo de enzima utilizada.

Ap6s a digestdo enzimatica, os padrdes de restricdo foram
analisados em gel de agarose 2,5%, corado com brometo de etidio
(0,1 ug/mL) e submetidos a fotodocumentagio sob luz UV (BioDoc It™
System UVP Biolmaging Systems, Upland, CA, USA). Padrdes de PESo
molecular de DNA (Fermentas) na faixa de 50 a 2 Kb (Fermentas).foram
utilizados para analise dos perfis de restricdo
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4.6. Segiienciamento e analise filogenética de DNAr 16S

A amplificacdo do DNA ribossomal 16S foi realizada pela metodologia de
PCR, utilizando como molde o DNA gendémico extraido diretamente das
amostras. O par de primers utilizado para a reagdo de PCR foi p27f (5'-
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3"; LANE, 1991) e pl1401r (5-
CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAAGG-3'; HEUER et al., 1997), homélogos
as extremidades conservadas do gene RNAr 16S de bactérias, e as
condigbes de PCR seguiram as mesmas definicdes da Tabela 5. O
programa de amplificacdo do DNAr 165 consistiu de 1 ciclo a 95 °C por 2
min, seguido de 30 ciclos de 94 °C por 1 min/55 °C por 1 min/72 °C por
3 min, seguido de 1 ciclo de extensdo final a 72 °C por 3 min e
finalizacao a 4 °C.

Os resultados de amplificagdo do gene para RNAr 16S foram
visualizados em géis de agarose 1,2%, corados com brometo de etidio
(0,1 pg/mL), e documentados com o sistema de fotodocumentacdo
digital BioDoc It™ System (UVP Biolmaging Systems, Upland, CA, USA).
O padrao de peso molecular utilizado foi o 1 Kb DNA Ladder:
(Fermentas).

Tabela 5. Descrigao da composigdo da reacdo de PCR do DNAr 16S.

Reagentes Concentracdo da | Concentragdo
solugdo estoque | final por reacdo
Solugdo tampao da Tag 10 X 1X
Primer p27f 20 uM 0,4 uM
Primer p1401r 20 uM 0,4 uM
dNTP’s 25 mM 200 uM
Taq polimerase (Amersham Biosciences) 5 U/ub 2U
DNA - 50-100 ng
H.O - qgsp 50 /uL
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Os produtos de PCR foram a seguir purificados utilizando o kit
GFX™ PCR-DNA and Gel Band Purification Kit (GE Health Care),
quantificados por eletroforese em gel de agarose 1,2% e submetidos
diretamente ao sequenciamento em sequenciador automatico MegaBace
500 system (GE Health Care). O seqlienciamento foi realizado
empregando o kit DYEnarnic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit for
MegaBace DNA Analysis Systems (GE Health Care). Os primers
utilizados para o sequenciamento foram:

e 10f [5-GAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’; LANE, 19911;

e 530r [5'-GATTACCGCGGCGCTG-3'; LANE, 1991];

e 765fF [S"-ATTAGATACCCTGGTAG-3'; WEISBURG et al., 19917;
o 782r [5-ACCAGGGTATCTAATCCTGT-3'; CHUN, 1995];

¢ 1100r [5-AGGGTTGCGCTCGTTG-3’; LANE, 1991].

Estes primers foram adicionados na concentragdo de 3,2 pmoles por
reagdo. O programa utilizado para o seqiienciamento consistiu de um
ciclo de 95 °C por 2 min, seguido de 30 ciclos de 95 °C por 20 s, 50 °C
por 15 s e 60 °C por 1 min.

A identificacdo dos isolados foi realizada através da comparacéo
das seqliéncias obtidas com dados de seqiiéncia de RNAr 16S de
linhagens tipo e referéncia disponiveis nas bases de dados ptblicas

Genbank (http://www.ncbi.nem.nih.gov) e RDP (Ribosomal Database

Project, http://www.cme.msu.edu/RDP/htmli/index.html).

As sequéncias foram alinhadas usando o programa CLUSTAL X
(THOMPSON et al., 1994) e analisadas usando o programa PAUP, vers3o
4.0 beta 10 (SWOFFORD, 2000). As distdncias evoiutivas foram
calculadas usando o modelo de substituigdo de Kimura (KIMURA, 1980)
e a reconstrugdo filogenética foi realizada usando o algoritmo de
neighbor-joining (NJ), como implementado no programa PAUP, com
valores de bootstrap calculados a partir de 1000 replicatas.
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5. Resultados e Discussio

Das centenas de isolados de ambientes e amostras de fabricas de suco
de laranja disponiveis na Colegdo de Culturas Tropical, foram
selecionadas 30 linhagens de ATSB (Tabela 3) representativas de 3
industrias citricolas (Norte, Centro e Sul) e 6 laranjais do Estado de S&o
Paulo (FP e SJ, no Norte; F, no Centro, e FB, FBo e NSC, no Sul),
incluindo isolados de diferentes pontos do processamento da fruta e do
suco de diferentes fabricas e regides. Elas foram designadas com
cédigos da Colegdo Brasileira de Microrganismos de Ambiente e
Industria (CBMAI) para fins da condug8o do presente estudo.

5.1. Ensaios de proliferacdo/deterioracio de Suco
reconstituido de laranja

Ensaios de proliferacdo/deterioragdo de suco de laranja reconstituido
foram realizadas apds o tempo de incubagdo de 24 h em temperatura
favoravel a proliferagdo do isolados inoculados nas amostras (45 °C).
Aliguotas de suco foram diluidas e plaqueadas, visando determinar a
proliferagéo do indculo inicial aplicado a amostra de suco reconstituido.
O crescimento em superficie das placas foi quantificado para tal

propédsito (Figura 4).

Os ensaios de deterioragao foram conduzidos nas condicdes de
tempo e temperatura citadas, pois indicagbes de PINHATI et al. (1997)
sugerem que aliciclobacilos isolados de suco de laranja apresentam
crescimento rapido, sendo capazes de completar o cicio de propagacao
vegetativa e esporulagdo em 24 a 48 h. Ainda, o ensaio de deterioracéo
relatado simulou uma situagdo real de fabricacdo, onde embalagens de
sucos reconstituidos s8o acondicionadas em pallets logo apés

pasteurizagdo e envase, podendo permanecer por perfodos longos sob
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temperaturas elevadas, adequadas a proliferacBo de aliciclobacilos.
CondigBes semelhantes a estas foram verificadas nos episédios de
contaminagdo de sucos reconstituidos de laranja ocorridos no verdo de
1994-95 na Europa (EGUCHI et al., 2001a).

Das 30 amostras de aliciclobacilos analisadas, 21 (70%) foram
capazes de proliferar no suco de laranja reconstituido apés 24 ou 48 h
de incubagdo a 45 °C (Tabela 6). Destas, apenas 10 (47,61%)
produziram odor caracteristico de biodeterioracdo, conforme indicado na
Tabela 6. Dentre essas amostras, CBMAI 0272 (isolado de polpa
finisher, regiao Sul) apresentou crescimento superior a 10° UFC/mL com
produgdo de odor. As linhagens CBMAI 0283 (isolado de suco
concentrado, regido Sul), CBMAI 0293 (isolado de agua taste, regido
Sul) e CBMAI 0294 (isolado de suco concentrado, regido Sul) cresceram
por volta de 10%* UFC/mL e apresentaram odor de bioterioracdo.
Entretanto, as linhagens CBMAI 0267 (isolado de suco concentrado,
regido Norte); CBMAI 0271 (isolado de suco concentrado,regido Sul);
CBMAL 0275 (isolado de polpa finisher, regifo Sul); CBMAI 0292
(isolado de suco concentrado, regifo Sul) e CBMAI 0295 (isolado do
suco concentrado regido Norte), n8o apresentaram odor, apesar de
proliferarem no suco reconstituido em nivel populacional de 102
UFC/mL.

As linhagens CBMAI 0270 e CBMAI 0290 (isolado de suco
concentrado, regido Sul), CBMAI 0279 e CBMAI 0281 (isolado de suco
concentrado, regido Centro), cresceram na ordem de 10 UFC/mL e
foram capazes de produzir odor no suco. Contudo, as linhagens CBMAI
0268 (isolado de suco concentrado, regido Norte), CBMAI 0273 (isolado
de polpa finisher, regido Sul), CBMAI 0274 (suco fresco, entrada do
evaporador, regido Sul), CBMAI 0291 (suco concentrado, regido Sub) e
CBMAI 0296 (suco concentrado regido Norte), com o mesmo nivel de

crescimento, ndo apresentaram biodeterioracéo.
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EGUCHI et al. (2000), ao analisarem 13 Alicyclobacillus spp.
isolados de industrias de suco de laranja concentrado, verificaram que
apenas 2 isolados (16%) dentre os testados provocaram forte
deterioragdo no suco com producdo de off-flavour. Os dados obtidos no
presente estudo corroboram, de certo modo, os achados destes autores,
indicando que uma parcela dos isolados de ATSB originarios de sucos de

laranja sdo reconhecidamente deteriogénicos do suco reconstituido.

Os experimentos de ARDRA e anadlise filogenética realizados
caracterizaram as linhagens CBMAI 0270, CBMAI 0272, CBMAI 0281,
CBMAI 0283, CBMAI 0284 e CBMAI 0287 como A. acidoterrestris, a
linhagem CBMAI 0279 como A. pomorum-like, CBMAI 0293 como A.
acidocaldarius, e CBMAI 0290 e CBMAI 0294 como A. acidocaldarius-
like, respectivamente. Foi, portanto, claramente demonstrado que todos
os grupos de Alicyclobacillus spp. verificados neste estudo foram
capazes de crescer e deteriorar o suco reconstituido, sendo estas
propriedades evidenciadas, pela primeira vez, para A. pomorum e A.

acidocaldarius em suco de laranja reconstituido.

Das 7 linhagens-tipo testadas, somente 4 (57,14%) cresceram
no suco e produziram odor caracteristico de biodeterioracdo, com
crescimento na ordem de 10 UFC/mL (Tabela 6), a saber: A. acidiphilus
DSM 14558, A. acidoterrestris DSM 39227, A. herbarius DSM 13609 e
A. hesperidum DSM 124897, sendo que A. acidocaldarius subsp.
acidocaldarius DSM 4467, A, acidocaldarius subsp. rittmanni DSM 112977
e A. cycloheptanicus DSM 4006 ndo apresentaram crescimento no suco
reconstituido. Assim como para os isolados anteriormente citados, este
constitui-se no primeiro relato da capacidade deteriogénica de suco de

laranja reconstituido pelas espécies A. herbarius e A. hesperidum.
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Tabela 6. Resultados dos ensaios de deterioracdo de suco de laranja
reconstituido inoculado com aliciclobacilos.

Linhagens (indculo inicial = 10 UFC/mL) Crescimento no suco (UFC/mL) -

<i0 10 100 1000

CBMAI 0272

CBMAI 0283

CBMAI 0284

CBMAI 0287

CBMAI 0293

CBMAI 0294

CBMAI 0267

CBMAI 0271

CBMAI 0275

CBMAI 0292

CBMALI 0295

CBMAL 0270

CBMAI 0279

CBMAI 0281

CBMAI 0290

A. acidiphilus DSM 145587
A. acidoterrestris DSM 39227
A. herbarius DSM 136097

A. hesperidum DSM 124897
CBMAI 0268

CBMAI 0273

CBMAL 0274

CBMAI 0277

CBMAI 0291

CBMAI 0296

A. acidocaldarius subsp. acidocaldarius DSM 4467
A. acidocaldarius subsp. rittmanni DSM 112977
A. cycloheptanicus DSM 40067
CBMAI 0269

CBMAIL 0276

CBMAI 0278

CBMAI 0280

CBMAI 0282

CBMAI 0285

CBMAI 0286

CBMAIL 0288

CBMAI 0289
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As linhagens CBMAI 0269 (isolado suco concentrado regido Sul),
CBMAI 0276 (isclado de polpa finisher regido Sul), CBMAI 0278 (suco
concentrado regidao Centro), CBMAI 0280 (suco concentrado, regifo
Centro), CBMAI 0282 (suco concentrado, regido Centro), CBMAI 0285
(suco concentrado, regido Sul), CBMAI 0286 (suco concentrado, regido
Centro), CBMAI 0288 (suco fresco entrada do evaporador, regido Sul) e
CBMAI 0289 (suco concentrado, regido Sul) ndo apresentaram
crescimento no suco reconstituido e ndo produziram odor caracteristico
de deterioragao.

Os dados obtidos corroboram as evidéncias de literatura de que'
nem todos os isolados de Alicyclobacillus recuperados de amostras de
suco ou de ambiente de indistria sdo capazes de crescer no Ssuco
reconstituido ou produzir deterioracdo (EGUCHI et al., 2001c).

As informacgbes neste estudo demonstraram que a presenca de
Alicyclobacillus no suco, em contagem por volta de 10% ndo estd
necessariamente correlacionada a deterioragdo. Existe a hipdtese
disseminada na literatura especializada de que a deterioracdo de sucos
causada por Alicyclobacillus seja um fato incidental, requerendo uma
combinagdo de condigbes adequadas, como pH, temperatura,
disponibilidade de oxigénio, que favorecam o seu crescimento e o

desenvolvimento de alteragdes nos sucos (PETTIPHER et al., 1997).
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5.2. Caracterizacdo fenotipica de aliciclobacilos no sistema
API 50CH

Os resultados da caracterizagdo do perfil de utilizacdo de fontes de
carbono das linhagens-tipo e dos isolados de ATSB selecionados para a

realizagao dos experimentos estdo apresentados na Tabela 7.

De acordo com a caracterizagdo fenotipica, todas as linhagens
estudadas utilizaram como fonte de carbono a glicose, L-arabinose, e
galactose, e foram também capazes de hidrolisar a esculina. Os isolados
e as linhagens-tipo foram capazes de assimilar e realizar a viragem do
pH quando da utilizagdo do carboidrato 5-ceto-gluconato, exceto para as |
linhagens CBMAI 0271 e CBMAI 0272.

A assimilagdo da ribose foi realizada pelas linhagens-tipo de A.
cycloheptanicus (DSM 4006, =CBMAI 02977), A. acidoterrestris (DSM
39227, =CBMAI 0244"), A. acidiphilus (DSM 145587, =CBMAI 02477), e
A. hesperidum (DSM 124897, = CBMAI 0246"), mas ndo ocorreu para as
linhagens-tipo de A. acidocaldarius (DSM 4467, =CBMAI 02987), A.
herbarius (DSM 13609", =CBMAI 0299") e A. acidocaldarius subsp.
rittmanni (DSM 112977, =CBMAI 02457).

Da mesma forma, a grande maioria dos isolados de ATSB
assimilaram ribose, exceto as linhagens CBMAI 0293 e CBMAI 0294. O
comportamento fenotipico desses isolados foi similar ao da espécie A.
acidocaldarius. Na analise filogenética de seqiiéncias de DNAr 16S, o
isolado CBMAI 0293 foi agrupado no cluster 2 (A. acidocaldarius), junto
com a linhagem-tipo da espécie e A. acidocaldarius subsp. rittmanii DSM
112977, e o isolado CBMAI 0294 no cluster 3 (A. acidocaldarius-like),
junto a CBMAI 0290 e CBMAI 0295. Contudo, estas duas ultimas
linhagens assimilaram ribose no ensaio API 50CH. Estes resultados sdo
coerentes com a descricdo do perfil de utilizacdo de ribose por A.

acidocaldarius, relatado como varidvel (CHANG & KANG, 2004). As
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linhagens CBMAI 0293 e CBMAI 0294 possuem a mesma origem, tendo
sido isoladas de uma mesma propriedade na regido Sul, sendo a CBMAI"
0293 isclada de &gua taste, e a CBMAI 0294 isolada de suco
concentrado,

As linhagens CBMAI 0278, CBMAI 0279, CBMAI 0282 e
CBMAI 0288 foram capazes de assimilar as fontes de carbono glicerol
(exceto CBMAI 0282), esculina, L-arabinose, ribose, D-xilose, D-glicose,
D-frutose (exceto CBMAI 0288), D-manose (exceto CBMAI 0288) e L-
sorbose (exceto CBMAI 0278 e CBMAI 0282), manitol (exceto CBMAI
0278), arbutina (exceto CBMAI 0278 e CBMAI 0282), D-turanose
(exceto CBMAI 0288) e sacarose (exceto CBMAI 0279).

A comparagdo das propriedades metabdlicas e fisioldgicas deve
ser avaliada com cautela, levando-se em consideracdo que, em muitos
casos, as caracteristicas fenotipicas de uma Unica espécie podem ser
heterogéneas (DEINHARD, 1987). Além disso, a metodologia de
caracterizagao de fontes de carbono através do sistema APl 50CH
requer cuidados para evitar a desidratacdo dos pocos de ensaio, "
principalmente na caracterizagdo de organismos termofilicos a 50 °C.
Algumas vezes, a viragem de cor do indicador azul de bromofenol pode
ndo ser nitida, dificultando a interpretaco do teste. A Figura 5 ilustra a
aplicagdo do sistema API 50CH na caracterizagdo de aliciclobacilos, com
a diferenciacdo dos resultados de utilizacdo de diferentes fontes de
carbono (assimilagdo), representado pela turvagdo do meio no po¢o de
ensaio, com exemplos de alteracdo e nfo-aiteragdo do pH do meio
(viragem).
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de carboidratos por linhagens de aliciclobacilos no sistema API 50 CH. Linhagens foram

izacao

Tabela 7. Perfil de util

classificadas quanto a assimilacéio (A) e viragem (V), ou mudancga de cor do substrato.
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Tabela 7. Continuagao.
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5.3. Caracterizagao molecular usando o método ARDRA

Os genes que codificam para o RNA ribossomal (RNAr) 16S e 23S tém
sido utilizados para analises filogenéticas de microrganismos. Muitas
vezes, a simples comparagdo dos fragmentos de &cidos nucléicos
amplificados por PCR a partir desses genes ou do operon rRNA completo
de numerosos grupos taxonémicos jé se constitui em um método eficaz
para identificagdo do género ou espécie de bactérias. Ainda, o produto
amplificado do gene ribossomal pode ser submetido a digestio com
enzimas de restricdo, resultando num padrdo de fragmentos que é
usado como fingerprinting para identificacdo de genoma bacteriano.
Este método ¢é denominado ARDRA (Amplified Ribosomal DNA
Restriction Analysis) e baseia-se no principio de que os sitios de
restricdo do operon RNA ribossomal estdo conservados de acordo com
as relagdes filogenéticas (GURTLER & STANISICH, 1996;
VANEECHOUTTE et al., 1992; MASSOL-DEYA et al., 1995).

A caracterizagdo genotipica dos isolados de Alicyclobacillus
utilizando a técnica de ARDRA da regido espacadora DNAr 165-23S
representa resultados inéditos na literatura, pois ndo foram encontrados
registros de pesquisas utilizando este método para o grupo dos
aliciclobacilos.

A andlise dos padrdes de bandas obtidos pelo uso das enzimas
Hae 111, Hha 1 e Msp 1, como exemplificado na Figura 6, resultou em 11
perfis de restrigdo diferentes dentre os isolados e linhagens-tipo das
espécies validas de Alicyclobaciflus. Uma compilacio dos padrdes é
listada na Tabela 8.
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Figura 6. PadrOes de ARDRA de fragmentos de regido espacadora rDNA

165-235 de linhagens de Alicyclobacillus obtidos com Hae III (ref =
fragmento nao digerido; M= marcador de peso molecular de 100 pb, A = CBMAI 0291;
C = CBMAI 0293; D = CBMAI 0288; E = CBMAI 0279; F = CBMAI 0290; K = CBMAI
0247; L = CBMAI 0246.




Tabela 8. Perfis de ARDRA obtidos para as linhagens de Alicyclobacillus
spp. estudadas.

Linhagem
representativa Origem Hhail Mspl Haelll
do padrio

Padréo
ARDBRA

CBMAI 0244 A. acidoterrestris DSM 39227 e 1 1 A
CBMAI 0267 Suco conc. apos pasteurizacdo, FP-Norte : 1 1 1 A
CBMAI 0269 suco conc. antes das adi¢es, FB-Sul 1 1 5 e A
CBMAI 0277 Suco fresco entr. evaporador, FB-Sul : _': 1 1 e A
CBMAI 0281 Suco conc. apés pasteurizacio, F-Centro - l i e A
CBMAI 0283 $uco conc. apés as adicSes, FBo-Sul . 1 A
CBMAI 0291 Suco conc. antes das adicBes, NSC-sul 1 : 1 A
CBMAI 0296 Suco conc. antes das adigBes, S)-Norte . 1. A
CBMAI 0294  Suco concentrado, NSC-Sul g B
CBMAI 0293 }S\S?a taste para corre¢dc do Brix, NSC- c
A. acidocaldarius subsp. acidocaldarius
CBMAI 0298 DSM 4467 C

CBMAI 0278 Suco conc. apés pasteurizacdo, F-Centro .
CBMAI 0288 Suco fresco entr. do evapor., NSC-Sul

CBMAI 0279 Suco conc. apos pasteurizacdo, F-Centro
CBMAI 0282 suco cone, antes das adigbes, F-Centro

CBMAI 0290 Suco conc. apds pasteurizagio, NSC-Sul
CBMAI 0295 Suco concentrado, SI-Norte

A. acidocaldarius subsp. rittrmanni
CBMAI 0245 DSM 112977

CBMAI 0297 A. cycloheptanicus DSM 40067
CBMAIL 0247 A. acidiphilus DSM 145587
CBMAI 0246 A. hesperidum DSM 124897
CBMAI 0299 A. herbarius DSM 136097
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Os perfis de ARDRA mostraram-se distintos entre as diferentes
espécies-tipo de Alicyclobacillus usadas neste trabalho, assim como
entre as subspécies de A. acidocaldarius analisadas, confirmando o
poder de resolugdo da técnica em nivel infra-especifico para este grupo
de bacterias (Tabela 8).

Dentre os isolados ambientais analisados, apenas dois padrdes
de ARDRA, ou ribotipos, obtidos foram semelhantes ao perfil das
linhagens-tipo analisadas, sendo estes o ribotipo A, caracteristico de A.
acidoterrestris, e o ribotipo C, caracteristico de A. acidocaldarius subsp.
acidocaldarius (Tabela 8). O ribotipo A foi 0o mais predominante, tendo
sido verificado para 22 dos 30 isolados analisados. O ribotipo C foi

verificado apenas para 1 dos isolados, a linhagem CBMAI 0293.

Os outros ribotipos obtidos para os isolados ambientais
mostraram-se  distintos dos ribotipos das linhagens-tipo de
Alicyclobacillus. Para elucidar a hipétese destes ribotipos representarem
uma variabilidade genética em nivel infra-especifico ou inter-especifico,
isolados representativos de cada padrdo foram selecionados para
ensaios complementares de caracterizacdo molecular, utilizando a
metodologia de seqlienciamentc de DNAr 165. Estes dados serdo

apresentados nas segoes posteriores.
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5.4. Caracterizacdao do padrao de acidos graxos celulares

A caracterizacdo quimiotaxondmica das 30 linhagens isoladas e das 7
linhagens-tipo estudadas foi realizada através da determinacg8o dos seus

perfis qualitativos de acidos graxos metil-esterificados (FAMESs).

Os principais acidos graxos detectados nas andlises
cromatograficas das linhagens estudadas foram: -11-ciclohexil-
undecandico (C17:0), wo-13-ciclohexil-tridecandico (C19:0), w«-14-metil-
hexadecandico (anteiso-C17:0), 15-metil hexadecandico (iso-C17:0), e-
cicloheptil (C18:0), hexadecandico (C18:0) e metil-tetradecanoato
(C18:0). Os resultados da caracterizagdo dos perfis de acidos graxos

celulares das linhagens analisadas encontram-se na Tabela 9.

Os estudos da analise cromatografica de FAMEs confirmaram a
identificagao das linhagens isoladas de sucos de laranja em ambiente de

fabrica como pertencentes ao género Alicyclobacillus.

Um aspecto interessante a ser destacado se refere a detecgdo de
Acidos graxos eo-aliciclico em linhagens de A. pomorum. Embora GOTO
et al. (2003) descreveram que espécie A. pomorum ndo possui o acido
graxo o-aliciclico no perfil de composicdo de membrana ceiular, uma
caracteristica comum para todas as espécies do género Alicyciobacillus,
nossos estudos mostraram a presenca desse acido graxo nas amostras
identificadas como A. pomorum nas analises polifasicas, a saber:
CBMAI 0278 (26,3 de iso-C17:0 e 63,7 de anteiso-C17:0), CBMAI 0279
(3,6 de anteiso-C17:0, 71,3 de o-ciclohexil-C17:0 e 25,1 de o-
ciclohexil-C19:0), CBMAI 0282 (23,33 de iso-C17:0 e 55,2 de anteiso-
C17:0) e CBMAI 0288 (22,3 de is0-C17:0 e 59,9 de anteiso-C17:0). A"
visualizagdao do perfil cromatografico denota com clareza a presenca de
w-18:1 7c¢ (Figura 7), confirmado pela realizacdo de estudos de

espectrometria de massas (dados nao apresentados).
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As linhagens acima citadas, possuem origem CBMAI 0278,
CBMAI 0279 e CBMAI 0282 sdo isolados de suco concentrado, regido
Centro, enquanto que a linhagem CBMAI 0288 foi isolada do suco
fresco, entrada do evaporador, regido Sul.

As demais linhagens isoladas e as linhagens-tipo estudadas
revelaram o perfil de 4cidos graxos semelhantes ao da literatura.
CHANG & KANG (2004) relataram que a caracteristica dos.
Alicyclobacillus spp. € a presenca do principal componente de membrana
o acido graxo o-aliciclico. As membranas do A. acidocaldarius, A.
acidoterrestris, A. hesperidum e A. acidiphilus sdo principalmente
compostas por e-ciclohexil, enquanto que os acidos graxos w-heptil sdo

a principal composigéo das membranas do A. cycloheptanicus e A.
herbarius.

De acordo com DEINHARD & PORALLA (1996), os &cidos graxos
ciclicos sdo marcadores quimiotaxondmicos importantes para a
identificagdo de espécies de aliciclobacilos. Entretanto, sua ocorréncia
nao deve ser considerada isoladamente, mas como uma caracteristica
dentre um conjunto de dados morfolégicos e fisiolégicos,

complementando, deste modo, a identificacdo das linhagens.
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Tabela 9. Padrbes de acidos graxos de membrana

Alicyclobacillus sp. analisados neste estudo.

de diferentes isolados de

° “ —_ _— b= = e~ o=
o o @ e . SOE = a ak R
NN A RERE RS RN AR

g | & |2 3 & s | &

CBMAI 0267 16 4,9 | 57,4 ] 36,1

CBMAI 0268 1,7 49 | 59,41 34,0

CBMAI 0265 0,7 2,9 | 70,21 26,2

CBMAI 0270 4,2 9,3 | 64,3 | 22,2

CBMAL 0271 3,0 8,5 61,2 27,3

CBMAI 0272 2.0 53 18501 27,7

CBMAL 0273 3,2 7,3 | 648 [ 24,7

CBMAI 0274 2,2 52 | 69,061 236

CBMAI 0275 2,6 6,8 | 56,1 | 34,5

CBMAI 0276 3,5 | 66,7 1 29,8

CBMAL 0277 1,8 | 86,5 { 17,7

CBMAI 0278 25,3 63,7

CBMAI 0279 36 | 71,3} 251

CBMAI 0280 1,1 2,9 | 651 { 30,8

CBMAI 0281 1.7 4,7 | 70,6 | 23,0

CBMAI 0282 23,3 55,2

CBMAI 0283 9,1 | 248 7.0 ¢ 28

CBMAI 0284 2,7 | 7471 22,6

CBMAI 0285 69,8 | 30,2

CBMAI 02856 1,9 | 744 | 23,7

CBMAI 0287 6,7 | 786 20,7

CBMAI 0288 22,3 55,9

CBMATL 0289 51 | 71,5 ] 23,4

CBMALI 0290 457 | 54,3

CBMAI 0291 68,8 | 31,2

CBMAI (292 66,9 | 33,1

CBMAI 0293 55,3 | 44,7

CBMAI (294 50,7 | 49,3

CBMAIL 0295 1,5 3,0 | 560 | 39,5

CBMAL 0296 70,7 | 29,3

A. acfdocaldarius subsp.

rittmanni DSM 112977 792

A. cycloheptanicus DSM 40067 100

A. acidoterrestris DSM 39227 67,1 | 32,9

A. acidiphilus DSM 145587 100

A. hesperidum DSM 124897 161 | 76,4 | 7,5

A. acidocaldarius DSM 4467 778 | 22,2

A. herbarius DSM 136097 92,9 6.1

CBMAZ 0288: analitos ndoc-identificados com & = 16,64 min. (3,5%), analito com tx = 16,82 min. {2,1%) e analito com iz =
18,75 min. {15,8%). CBMAI 0282: anafitos nao-identificados com iz = 18,75 min. {17.8%). CBMAI 0278. analitos ndo-
identificados com tr = 20,93 min, (8,2%) e analito com 1z = 26,12 min. (1,8%). DSM 11297": analifos nao-identificados com

tn = 18,78 min. {29,9%).
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5.5. Analise filogenética de seqiiéncias de DNAr 16S

As seqiiéncias de DNAr 16S foram submetidas ao seqgiienciamento direto
em seqlenciador automatico, apés amplificagdo por PCR e purificacdo.
Dos 30 isolados utilizados neste estudo, 15 foram selecionados para as
analises de DNAr 16S. Os isolados selecionados incluem representantes
de grupos de restrigdo (ribotipos) distintos assim como linhagens com
perfis de restricdo repetidos, com o intuito de confirmar a consisténcia

dos resultados encontrados através do seglienciamento.

Cerca de 1000 a 1300 pb de seqiiéncia foram obtidos para os
isolados analisados (Anexo I), cujas afiliacdes filogenéticas sdo
apresentadas na Figura 8. Os isolados CBMAI 0267, CBMAI 0269, CBMAI 7
0277, CBMAI 0281, CBMAI 0283, CBMAI 0291 e CBMAI 0296 mostraram
alta similaridade (99%) com linhagens de A. acidoterrestris contidas nas
bases de dados. A analise filogenética confirmou a relacdo de
proximidade entre estes isolados e linhagens pertencentes a espécie de
A. acidoterrestris, inciuindo a linhagem tipo da espécie, sendo estas
relagdes suportadas por altos valores de bootstrap (Figura 8). Todos
estes isolados apresentaram padr&o de restrigdo (ribotipo) A (Tabela 8).

O isolado CBMAI 0293 apresentou 98% de similaridade com as
linhagens tipo das subspécies de A. acidocaldarius, a saber, A.
acidocaldarius subsp. acidocaldarius e A, acidocaldarius subsp.
rittmannii. A andlise filogenética suporta esta relacdio, sugerindo que
este isolado pertence a espécie A. acidocaldarius. Nos experimentos de
ARDRA, este isolado apresentou o ribotipo C, 0 mesmo apresentado pela

linhagem tipo de A. acidocaldarius subsp. acidocaldarius (Tabela 8).
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CBMAI 0267
CBMAI 0269
CBMAI 0291
CBMAI 0283

Cluster 1
— CBMAI] 0281 A acidoterrastris
CBMAI 0296

100 | CBMA! 0277
8P4, acidoterrestris DSM 39227 (AJ133631)

— - A. acidoterrestris DSM 2498

5[ A. hesperidum DSM 124897 (AB059678)

A. acidiphilus DSM 14558" (AB076660)

77
T 757 CBMAI 0293
i Cluster 2

A. acidocaldarius subsp. acidocaldarius DSM 4487 (AJ496808) ~ A acidocaldarius

A. acidocaldarius subsp. rittmannii DSM 112977 (AJ493667)

73 EJEL

i

7 oqpo! | CBMAI 0290 3
| Cluster 3
r A. acidocaldarius-like

; { CBMAI 0294

e

t
1901 camal 0295 ]
A. cycloheptanicus DSM 40087 (AB042058)
go { CBMAI (288

71| cBMAI 0278
100 L CBMAI 0282 T

= CBMAI 0272
' Alicyclobacillus pomorum DSM 14955" (AB089840)

A. herbarius DSM 13609" (AB042055)
Lactobacillus plantarum JCM 11497 (D79210)

A

0.1

Figura 8. Analise filogenética de seqiéncias de DNAr 165 de

Alicyclobacillus isolados de sucos e de ambiente fabril de FCOJ.
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Os isolados CBMAI 0290, CBMAI 0294 e CBMAI 0295, embora
tenham apresentado também altos niveis de similaridade com as
subespécies de A. acidocaldarius (98 a 99%), na andlise filogenetica
aparecem como um agrupamento distinto, relacionado a A.
acidocaldarius e denominado de A. acidocaldarius-like. Um alto valor de
bootstrap suporta esta relagdo (100%) e sugere que estes isolados
possam representar uma espécie nova de Alicyclobacillus, sendo A.
acidocaldarius a espécie valida mais proxima. FEstes isolados
apresentaram ribotipos F (CBMAI 0290 e 0295) e B (CBMAI 0294),
similares entre si (diferem apenas com uma das enzimas utilizadas) e
distintos dos ribotipos apresentados pelas subspécies de A.
acidocaldarius (Tabela 8). Vale ressaltar que um trabalho realizado por
GOTO et al. (2002a), o qual analisou um grupo de 24 linhagens de
Alicyclobacillus originadas de diferentes colegbes de culturas, propds a
existéncia de uma espécie gendmica de Alicyclobacillus (denominada
espécie gendmica 1), relacionada a A. acidocaldarius e representada por
sete das linhagens empregadas no estudo. Os resultados encontrados
através da analise filogenética das seqliéncias de DNAr 16S das
linhagens foram confirmados por experimentos de hibridizacdo DNA-
DNA conduzidos pelos autores, os quais revelaram niveis de hibridizag&o
entre 51 e 61% entre uma linhagem pertencente a espécie gendmica 1
e linhagens de A. acidocaldarius, incluindo a linhagem tipo desta
espécie. Analises de alinhamento e reconstrugéo filogenética envolvendo
as seqliéncias de DNAr 16S das sete linhagens pertencentes a espécie
genémica 1 de Alicyclobacillus (GOTO et al., 2002a) e as linhagens de
Alicyclobacillus empregadas no presente estudo, revelaram um cluster
coeso (99% de valor de bootstrap) entre as linhagens da espécie
gendmica 1 e as 3 linhagens denominadas neste estudo de A.
acidocaldarius-like (Figura 8, Cluster 3), sendo que a proxima relacdo

com o Cluster 2, representado pelas linhagens tipo das subespécies de
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A. acidocaldarius, se manteve com um valor de bootstrap de 100%
(dados nd@o mostrados). Estes resultados ddo embasamento a hipotese
de que o Cluster 3 (A. acidocaldarius-like) verificado neste estudo

representa uma nova espécie de Alicyclobacillus.

Os isolados CBMAI 0278, 0279, 0282 e 0288 apresentaram 96%
de similaridade com seqliéncias de A. pomorum contidas nas bases de
dados consultadas e niveis de similaridade mais baixos com A.
hesperidum e A. acidoterrestris. A andlise filogenética mostra
claramente que estes isolados formam um cluster (ou agrupamento)
bem definido com valores de bootstrap de 71 e 82% suportando as
relagbes entre eles e de 100% com a linhagem tipo de A. pomorum.
Este agrupamento foi denominado de A. pomorum-like e sugere gue
estes isolados constituem uma nova espécie de Alicyclobacilius, sendo A.
pomorum a espécie valida mais proxima. Os isolados CBMAI 0278,
0279, 0282 e 0288 apresentaram ribotipos D (CBMAI 0278 e 0288) e E
(CBMAI 0279 e 0282) (Tabela 8). Estes ribotipos se mostraram distintos
do ribotipo de A. acidoterrestris (A) e do ribotipo de A. hesperidum (L).
Entretanto, ndo foi possivel comparar os perfis de restricdo destes
isolados com o da linhagem tipo de A. pomorum, pois a mesma ainda
ndo estava disponivel para comercializagdo na época em que estes
experimentos foram conduzidos.
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Os resultados combinados de ARDRA e analise filogenética
baseada no sequenciamento do DNAr 16S mostraram que os isolados
puderam ser identificados com sucesso, sendo alguns deles
representantes potenciais de espécies novas de Alicyclobacillus. Os
resultados de ARDRA da regi@o espacadora DNAr 165-23S dos isolados,
assim como das linhagens-tipo utilizadas, foram consistentes com a
identificag@o. Ainda, a técnica de ARDRA mostrou ter resolucdo em nivel
infra-especifico, uma vez que foi capaz de discriminar as subspécies de

A, acidocaldarius.

Estes resultados estdo de acordo com a literatura, segundo a
qual a regido espacgadora DNAr 165-23S apresenta maior variabilidade
quando comparada ao DNAr 16S e portanto maior poder de
discriminagdo entre espécies muito préximas, ou mesmo entre linhagens
de uma mesma espécie (BARRY et al., 1991; JENSEN et a/., 1993).
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5.6. Identificacdo polifasica e consideracbes sobre a
diversidade de aliciclobacilos isolados de amostras de
fabricas de suco laranja

A anadlise combinada dos resultados de ARDRA, caracterizacdo do
perfil de acidos graxos e seqgiienciamento de rDNA 16S permitiu a
alocagdo dos isolados em grupos taxonémicos polifasicos. A compilagdo
dos resultados (Tabela 10) pode ser considerada como a “identificacdo

polifasica” dos isolados.

Os resultados obtidos com a utilizacdo do sistema de
fermentagdo de carboidratos (API 50CH) ndo foram conclusivos e,
portanto, ndo forneceram informacdo que pudesse ser utilizada na
identificagdo polifasica dos isolados de Alicyclobacillus. Estes resultados
corroboram dados encontrados na literatura (DEINHARD, 1987).

Particularmente, os perfis de ARDRA constituiram um conjunto de
dados altamente informativo, permitindo a discriminacdo dos isolados
em A. acidoterrestris (A), A. acidocaldarius-like (B e F), A.
acidocaldarius (C), A. pomorum-like (D e E). Esses perfis apresentaram
uma correspondéncia direta com o resultade do segiienciamento de

caracterizagdo das linhagens.

Os principais acidos graxos presentes nas linhagens isoladas
foram o-ciclohexil-C17:0 e o-ciclohexil- C19:0, que se apresentaram
como bons marcadores quimiotaxonfmicos para o género
Alicyclobacillus, mais especificamente para os grupos A. acidoterrestris,
A, acidocaldarius, A. acidocaldarius-like e A. pomorum-like (CBMAI
0279). As linhagens denominadas A. pomorum-like (CBMAI 0278,
CBMAI 0282 e CBMAI 0288) apresentaram uma composicdo de acidos
graxos iso-17:0, anteiso-C17:0.
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As linhagens isoladas das diferentes fabricas e regides do Estado
de Sao Paulo, apresentaram uma diversidade onde na regido Norte
obteve-se A. acidoterrestris (CBMAI 0267, CBMAI 0268, CBMAI 0287 e
CBMAI 0296) e A. acidocaldarius-like (CBMAI 0295), na regido Centro
obteve-se A. acidoterrestris (CBMAI 0280, CBMAI 0281 e CBMAI 0286) e
A. pomorum-like (CBMAI 0278, CBMAI 0279 e CBMAI 0282) e na regi&o
Sul A. acidoterrestris (CBMAI 0269, CBMAI 0270, CBMAI 0271, CBMAI
0272, CBMAI 0273, CBMAI 0274, CBMAI 0275, CBMAI 0276, CBMAI
0277, CBMAI 0283, CBMAI 0284, CBMAI 0285, CBMAI 0289, CBMAI
0291 e CBMAI 0292), A. pomorum-iike (CBMAI 0288), A. acidocaldarius-
fike (CBMAI 0290 e CBMAI 0294) e A. acidocaldarius (CBMAI 0293).

Os resultados obtidos permitem concluir que a diversidade de
ATSB em fabricas brasileiras é rica, sendo que novos grupos,
representantes potenciais de novas espécies de aliciclobacilos, foram
evidenciados nas analises filogenéticas de seqiiéncias de DNAr 16S.
Estes novos grupos foram relacionados a A. acidocaldarius (CBMAI
0290, CBMAI 0294 e CBMAI 0295) e A. pomorum (CBMAI 0278, CBMAI
0279, CBMAI 0282 e CBMAI 0288). Os resultados sugerem haver uma
distribuicao cosmopolita dos Alicyclobacillus nas regiGes anaiésadas,_
sendo a espécie A. acidoterrestris de ocorréncia mais comum nas

regides, e também a mais abundante (cerca de 73% dos isolados).
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Tabela 10.

amostras de fabricas de suco laranja.

Identificacdo poliféasica de aliciclobacilos

isolados de

Amostras ARDRA | Perfil de dcidos graxos (majoritarios) | Seqlienciamento Identificagdo
de rDNA 165 taxondmica polifasica
CBMAI 0267 A w-ciclohexil-C17:0, e-ciclohexil-C19:0 | A, acidoterrestris | A. acidoterrestris
CBMAL 0268 A o-ciclohexii-C17:0, w-ciclohexi-C19:0 n.d. A. acidoterrestris
CBMAI 0269 A e-ciclohexil-C17:0, w-ciclohexi-C19:0 | A, acidoterrestris A. acidoterrestris
CBMAI 0270 A w-ciclohexil-C17:0, o-ciclohexil-C19:0 n.d, A. acidoterrestris
CBMAL 0271 A e-ciciohexil-C17:0, eo-ciclohexil-C19:0 n.d. A. acidoterrestris
CBMAI 0272 A w-ciciohexil-C17:0, o-ciclohexil-C19:90 n.d. A. acidoterrastris
CBMAI 0273 A w-ciciohexii-C17:0, w-ciclohexil-C19:0 n.d. A. acidoterrestris
CBMAI 0274 A m-ciclohexii-C17:0, o-ciclohexil-C19:0 n.d. A. acidoterrestris
CBMAI 0275 A o-ciclohexii-C17:0, wo-ciclohexil-C19:0 n.d. A. acidoterrestris
CBMAI 0276 A w-ciclohexii-C17:0, o-ciclohexil-C19:0 n.d. A, acidoterrestris
CBMAIL 0277 A o-ciclohexil-C17:0, wo-ciclohexil-C19:0 | A. acidoterrestris A. acidoterrestris
CBMAI 0278 D iso-C17:0, anteise-C17:0 A. pomorum-like A. pomorum-like
CBMAI 0279 E w-ciclohexil-C17:0, we-ciclohexil-C12:0 | A. pomorum-like A. pomorum-like
CBMAI 0280 A a-ciclohexil-C17:0, w-cicichexil-C15:0 n.d. A. acidoterrestris
CBMAI 0281 A w-ciclohexil-C17:0, wo-ciclohexil-C19:0 | A, acidoterrestris | A, acidoterrestris
CBMAL 0282 E is0~C17:0, anteiso-C17:6 A. pomorum-fike A. pomorum-like
CBMAI 0283 A C16:0, C14:0, o-ciclohexii-C17:0, - |A. acidoterrestris | A. acidoterrestris
ciclohexil-C19:0
CBMAI 0284 A o-ciclohexil-C17:0, we-ciclohexil-C19:0 n.d. A. acidoterrestris
CBMAI 0285 A w-ciclohexi-C17:0, e-ciclohexil-C19:0 n.d. A, acidoterrestris
CBMAI 0286 A w-ciciohexil-C17:0, we-ciclohexil-C19:0 n.d. A. acidoterrestris
CBMAI 0287 A o-cictohexil-C17:0, o-ciclohexil-C19:0 n.d. A. acidoterresttis
CBMAI 0288 D isp~C17:0, anteiso-C17:0 A. pomorum-like A. pomorum-like
CBMALI 0289 A wo-~ciclohexil-C17:0, a-ciclohexil-C19:0 md. A. gcidoterrestris
CBMAI 0290 F w-ciclohexil-C17:0, wo-ciclohexil-C19:0 ?k acidocaldarius- | A. acidocaldarius-like
ike
CBMAI 0291 A o-ciclohexil-C17:0, o-ciclohexil-C19:0 | A. acidoterrestris | A. acidoterrestris
CBMAI 0292 A o-ciclohexil-C17:0, wo-ciclohexil-C19:0 n.d. A, acidoterrestris
CBMAI 0293 C w-ciclohexi-C17:0, we-ciciohexil-C19:0 | A. acidocaldarius A. acidocaldarius
CBMAT 0254 B a-ciclohexil-C17:0, w-ciciohexil-C19:0 le acidocaldarius- | A. acidocaldarius-iike
ike
CBMAI 0295 F o-ciclohexil-C17:0, o-cicichexil-C19:6 fk acidocaldarius- | A. acidocaldarius-like
ike
CBMAI 0296 A o-ciclohexi-Ci7:0, w-ciclohexii-C19:0 | A, acidoterrestris | A. acidoterrestris

n.c. = ndo caracteristico.
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6. Conclusodes

Das 30 amostras de aliciclobacilos isolados de fabrica que foram
analisadas nos ensaios de biodeterioracao (24 h a 45 °C), 21 foram
capazes de se multiplicar no suco de laranja reconstituido, mas apenas
10 produziram odor desagradave! de biodeterioracdo, em contagens na
ordem de 10 a 103UFC/mL. Destes 10 isolados, 6 foram caracterizados
como A. acidoterrestris, 2 como A. acdocaldarius-like, 1 como A.

acidocaldarius e 1 como A. pomorum.

Algumas linhagens-tipo de ATSB, incluindo A. acidoterrestris, A.
acidiphilus, A. hesperidum e A. herbarius, foram capazes de proliferar e
causar deterioragdo de suco reconstituido de laranja, nas condigdes de

ensaio empregadas.

Os dados indicam que A. acidoterrestris compreende um grupo
heterogéneo de isolados, com potencial deteriogénico variado.
Conseqlientemente, a simples constatacdo da presenca de isolados
deste grupo de microrganismos em FCOJ] pode ndo corresponder ao

risco de deterioragdo do produto reconstituido.

Os resultados de API 50CH sugerem que esta metodologia ndo se
constitui em uma ferramenta informativa e adequada para estudos

taxonémicos do género Alicyclobacillus.

A analise do perfil de restricio por ARDRA mostrou-se
consistente com os resultados de identificagdo polifasica. Seis ribotipos
de ARDRA foram obtidos para os isolados, permitindo a alocacdo destes
nas espécies A. acidocaldarius e A. acidoterrestris, e em grupos

relacionados designados como A. acidocaldarius-like e A. pomorum-like.

Os resultados obtidos no presente trabalho sugerem que a

técnica de ARDRA representa uma excelente ferramenta taxonémica
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para a identificagdo e/ou discriminacdo de isolados de Alicyclobacillus

spp.

Os resultados obtidos permitem concluir que a diversidade de
ATSB em fébricas brasileiras é rica, sendo que novos grupos,
representantes potenciais de novas espécies de aliciclobacilos, foram
evidenciados nas andlises filogenéticas de seqiiéncias de DNAr 16S.
Estes novos grupos foram relacionados a A. acidocaldarius (CBMAI
0290, CBMAI 0294 e CBMAI 0295) e A. pomorum (CBMAI 0278, CBMAL
0279, CBMAI 0282 e CBMAI 0288), sendo que os resultados
filogenéticos obtidos para os isclados relacionados a A. acidocaldarius
foram corroborados por dados de literatura. O género Alicyclobacillus
apresentou uma distribuigdo cosmopolita nas regides analisadas, sendo |

a espécie A. acidoterrestris de ocorréncia mais comum, e também a
mais abundante.

Diferentemente de relatos de literatura, foi confirmada a

presenca de omega-ciclohexil-C17:0 e omega-ciclohexil-C19:0 em

amostras identificadas como A. pomorum-like.

No presente estudo, a aplicagdo de métodos de caracterizacdo
polifasica permitiu a identificacdo inequivoca de diferentes taxa dentre
os isolados originarios das amostras de suco e ambientes de fabricas
estudados.
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8. Anexos

Anexo I. Seqliéncias de DNAr 16S dos isolados de Alicyclobacillus spp.

analisados neste estudo.

>CBMAI 0291
GATCNTGCGCTCAGGACCAACGCTGRCEGCGETGCCTAATACATGCAAGTCG
AGCGAGCCTTCGGEGCTAGCCECGCACGEETGAGTAACACGTGGGLCAATC
TCCCTTTCAGACTGGARATAACACTCECGAAACEGETGCTAATGCCGCATAR
TACACGGGTAGGCATCTACTTGIGTTGAAAGATGCARCTGCATCGCTGAG
AGAGGAGCCCGCGGCGCATTACGCTAGTTIGETGAGETAACGGCTCACCAAG
GCGACGATGUGTAGCCCGACCTGAGACCGGTGACCGGCCACACTGGGACTGA
GACACGGgCCCAGACTCCTACCGGGAGGCAGCAGTAGEGAATCTTCCGCAR
TGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCATGAGCGAAGAAGECCTTCGG
GTTETAAAGCTCTGTTGCTCGGGGAGAGCGACAAGGAGAGTGEAAAGCTC
CTTGTGAGACGGETACCGAGTGAGGAAGCCCCGEUTAACTACGTGCCAGCA
GCCGCUEETAATACGTAGGGEGECAAGCGTTGTCCCEGAATCACTGGGCGTAA
AGCETGCGTAGGCGETTCTGTAAGTCTGAAGTGAAAGT CCAAGGCTCAAC
CTTGGGATTGCTTTGGAAACTGCATGACTTGAGTGCTGGAGAGGCCAAGSE
GGAATTCCACGTGTAGCGCETCGARATGCGTAGATATGTLGGAGGARTACCA
GTGGCGEAAGGCECCTTGCTGGACAGTCGACTGACGCTCAGGCACGAMAGCS
TGGCCGAGCAARCAGGATTACATACCCTGETACGTCCACGCCGTARACGATS
AGTCGCTAGGTGTTGGGGECACACACCCCAGTGCUGAAGGAAACCCAATAR
GCACTCCGCCTGGGGACTACGGOTCCCAAGACTGARACTCAAAGEAATTGA
CGGGGGCCCGCACAMGCAGTGEAGCATCTCOTTTAATTCGAAGCAACGECG
AAGRACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACCGETGCA

>CBMAX 0294
AGTGCGAGCCEETCTCTTCGGAGGCCAGCGECEGEACGGETCAGGAACACG
TGECTNATCTGCCTTTCAGEGCCGEAATAACCGNCCCGCGAAACGGECGUTAA
TECCOGATACCGCCCGCCAGCAGECATCTTCTTGCEEGGRAAGEGCCCAATT
GGcCCGCTCGAGRCGAGGAGCCCGCGECCECATTAGCTGETTGELGEEETAAC
GGCCCACCAAGECGgACCGATGUGETAGCCGACCTCAGAAGGETGACCEGC
ACACTGGGACTYAGACACGGCCCAGACTCCTACGL GGAGGCaGCAGTAGG
GRATCTTCCGCAATGGGCGCAAGCCTGACGGAGCAACGCCGCGTGAGCGR
AGAAGGCCTTCGEETTCTARAGUTCTGETTGCTCGEGGAGAGCGGCATGEG
GCATGGAAAGCCCCATCCCAGALCGETACCCGAGTGAGGAAGCCCCGGCTAA
CTACGTGCCAGCAGCCECEETAARACGTAGEECGCCAGCSTTGTCCCGGAAT
CACTGGGCGTARAAGCGTGCATAGGCGGTCCGAGCAAGTCTGEACTGAAAGT
CCATGGCTCARCCATCGCCATGECTTTGCGARACTGCTTGACTTGAGTECTS
GAGAGGCAAGGGGAATTCCACATGTAGCOGTGAAATECETAGAGATGTGG
AGGAATACCAGTGGCCAAGGCCECCITGCTGGACAGTGACTGACGCTGAGG
CACGAAAGCETGGGGAGCAARCAGGATTACGATACCCTEETAGTCCALCGCC
CTAAACCGATGAGTGCTAGGTGTTGGECCCACACACCCCAGTGCCGARGEA
AACCCAATAAGCACTCCGCCTOGECAGTACGGETCGCAAGACTCGAAACTCA
AAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCAGTGCGAGCATGTGGTTTAATTCG
ARGCAACGCGARGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCTCTGACACCCTCAG
AGATGAGGGCGTCCCTTCGGGGCAGAGCAGACAGGTGETECATGETTGETCG
TCAGCTCETCTCGTCAGATETTGEGETTCAGTCCCECAACCGAGCGCAACCC
TTGACCTGTGITACCAGCCGCGTTGAGECGGGCGACTCACAGGTGACTECCG
GCETAAGTCGGAGGAAGCCCEGGEGATGACCSTCAAATCATCATGCCCCTGAT
GTCCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGAACAAAGGEAGGCGAALG
CGAAGGNGGAGCGAAACCCARAARAGCCGUCTCGTAGTTCGGATTGCAGGCT
GCRACTCGCCTECATGARGCCCGAATTGCTAGTAATCGCGEGATCAGCATS
CCRCGETEARATACGTTCCCEGECCTTGTAC

72




>CBMAT 0293
GGCGETGCTAATACATGIAAGTCGAGCGCACTCTTCGGAGGTCAGCGECER
ACCGETGAGGAACACGTGEETAATCTGCCTTTCAGACCEGAATAACGCCC
GGAAACGGGCGCTAATGCCGCATACGCCCECEAGGAGGCATCTTCTTGCG
GGGAAAGCGNCCAATTGGGCCGCTGACGAGAGGAGCCCGCGGCGCATTAGCT
CGTTCGRCEGEGETAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCGTACCGACCTCGAGA
GEGTGACCGECCACACTGECACTGAGACACGECCCAGACTCCTACCGEAG
GCAGCAGTAGGGAATCTTCCCCAATEGEGCEGCAAGCTGACGCGAGCAACGCC
GCGTCAGCGAACAAGGCCTTCGGETTETAAAGCTCTGTTGCTCEGGGAGA
GCGGCATGEEEAGTGGAAAGCCCCATGCGAGACGGETACCGAGTGAGGAAG
CCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAAMACGTAGEGEGCGAGCG
TTGTCCGCAATCACTGGGCETAAAGGETECETAGCCGGTCGAGCAAGTCT
GGAGTGAAAGTCCATGGCLCCACCATGEGATGGCTCTGGARACTGCTTGA
CTTGAGTGCTGGAGAGCECAAGGGGAATTCCACGTGTAGCGETAEAAATGCS
TACAGATGTGGAGGAATACCCNGTGGCCRAGGCGCCTTGCTGGACAGTGA
CTCGACGCTGAGGCACGAAAGCGTGGEGEAGCARACAGGATTAGATACCCTG
GTAGTCCACGCCGTAAACCGATGAGTGCTAGGTGTTIGCGEGGGACACATCCCA
GTGUCGRAAGGAANCCCAATAAGCACTCCGCUTGEGEAGTACCETCGCAAS
ACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGEGECCCGCACAAGCAGTGRAGCATET
GCTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGECTTGACATCCCTC
TGACGGETCGCAGACGATGCACCCTTCCYTCEGGECAGAGGAGAGCAGETGE
TECATGENTGTCGTCAGCTCETCTCGTCGAGATETTGGTCA

>CBMAYT (288
GACGGGETGATACACCTGEETAATCTGCCTGTCAGACCEGAATARCGCCTG
GAAACGEETGCTAATGCCGGATAGTCAGTCTTAGGGCATCTTAGGACTGE
GAAAGGCGCTAAGGCGTCACTGACAGAGCAGCCCGCGECGCATTAGCTAG
TTGETGGGETAAAGGCCTACCAAGGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAS
GGTGACCGGCCACACTGEGACTCGAGACACGECCCAGATTCCTACGGGEAGE
CAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGEGCCGAAAGCCTGACCGAGCAALCGCT
GCGETGAGCGAAGARGGCCTTCGEGTTOTAAAGCTCAGTCACTCGGGARAGA
GCGAACCGGAGAGGGAATGCTCCGETGEAGACGGETACCGAGAGAGGAAGT
CCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCECEGTAATACGTAGGCEECGAGCET
TCTCCGEAATCACTGGEGCGTARAGCETGCGTAGGCGETTTGGTAAGTCCG
GAGTGAAAGACCAGGEGCTCAACCCTGGGEETECTTTGGARACTGCCAGAC
TTCGAGTECTGCAGAGGCAAGGECAATTCCACGTGTAGCGETSAAATECGET
AGAGATGTGGAGGAATACCAGTGGECGAAGRCGCCTTGCTEGACAGTGACT
GACGCTGAGGCACGAAAGCETGGGGAGCARACAGCGATTAGATACCCTGET
AGTCCACGCCGTAAACGATGACTCCTAGGTGETTGEGGGEGTACCACCCTCA
GTGCCGAAGCGARACCCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACCGETCGCAAG
BCTGARAACTCARAAGGAATTCGACGGEEECCCECACARGCAGTGCGAGCATET
GGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGECTTGACATCCCTIC
TGACGGGTTCAGAGATGAGCCETCCCTTCGGEGCAGAGGACGACAGETGET
GCATGGETTGTCETCAGCTCGTGTCEGTGAGATCTTEGEGTTAAGTCCCECAA
CGAGCGCAACCCTTGACCTGTGTTACCAGCACGTGARGGTGEEGGACTCAC
AGGTGACTGCCGCCGTAAGTCGCAGCAAGGTGGGGATGACGTCAMATCAT
CATGCCCTTTATGTCCTGGGCTACACACETGCTACAATGGEGCGETACAAD
GGGARGCGAGACCECGAGGTGCGAGCCARARCCCTGAAAGCCETTCETAGTT
CGGATTGCAGGCTGCARCTCGCCTGCATCGARGLCGGAATTEGCTAGTAATC
GCGGATCAGCATGCCGCGET

>CBMAI 0282

CGGCGGACGGEOTGAGTAACACGTEGETAAT CTGCCTGTCAGACCGGAATA
ACGCCTGGRAAACGGETGCTAATGCCGGATAGTCAGTCTTAGGGRCATCTTS
GCACTCGGGAAACGGCGCTTTGECETCACTCGACAGAGCGAGCCCGCGGCGCAT
TAGCTAGTTGGTGCGETARAGGCCTACCAAGGCGACGATECGTAGCCGAC
CTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGCGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTA
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CGGCAGGCAGCAGTAGEGAATCTTCGGCAATGGECGARAGCCTGACCGAC
CAACGCCGCGTGAGCGAAGAAGGCOTTUGEGTTEGTAAAGCTCAGTCACTC
GEGAAGACGCGAACCGGAGAGGGAATGCTCTGGTAGACGACGETACCGAGAG
AGGAAGCCCCGGCTARCTACGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGTAGGEGE
CGAGCGTTGTCCGGAATCACTGGGCETARAGCGTGCETAGGCGETTTGGT
ARGTCCGGAGTGAAAGACCAGGECTCAACCCTGGAEEGTGCTTTGGAAACT
GCCAGACTTGAGTGCTGGAGAGGCAACGGEGGAATTCCACGTETAGCGGTGA
AATGCGTAGAGATGTGGAGGAATACCAGTGGECGAAGGCGCCTTGCTGGAL
AGTCGACTGACGCTGAGGCACGARAGCGTEEGGAGCARACAGGATTAGATA
CCCTGETAGTCCACGCCGTARACGATGAGTGCTAGETCTTGEGEGETACT
ACCCTCAGTGCCGAAGGAAACCCERATAAGCACT CCECCCTEEGGAGTALT
GGTCGCAAGACTGAARACTCARAGGAATTCACGEGGGECCCGCACAAGCAGT
GGAGCATGTGETTTAATTCGARAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTG
ACATCCCTCTGACGGGETGCAGAGATETGCCETCCCTTCGGGECAGAGTAG
ACAGGTGGTGECATGETTETCETCAGCTCETGT CETGAGATGTTGEGTTAA
GTCCCGCAACGAGCGCAACCCTTCGACCTGTETTACCAGCACGTARAGECETG
GGGACTCACAGGTCGACTGCCEGCETAAGTCCGAGGAACGETGEGGATCACG
TCAAATCATCATGECCCTTTATGTCCTGGGCTACACACCGTGCTACRATGGEG
CGETACAACGECAACCGAGACCOCCAGGTGCGAGUGAAACCCTGAARGCCG
TTCGTAGTTCGGATTGCAGGCTGCAACTCECCTGCATGARGCCGGAATTG
CTAGTAATCGCGGATCAGCATCGCCGLGETGAAT CCGTTCCCRGEC

>CBMAL 0267
CGTGCTARNACATGCNAGTCGAGCGAGCCTTCGGGECTAGCGECEUACGS
CTGAGTAACACCGTIGGGUAATCTGCCTTTCAGACTGGAATAACACTCGGAA
ACGGETGLTAATGCCGEGATAATACACCGGETAGGCATCTACTTGTGTTGAA
AGATGCAACTGUATCGCTGAGAGAGGAGCCCGCGGCECATTAGCTAGTTG
GTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCGETANCCGACCTGAGAGGGET
GACCGGCCACACTCGGACTGACGACACGGCCCAGACTCCTACEGGAGGCAG
CAGTAGGGARTCTTCCGCAATEEECECAAGCCTGACGEAGCAACGCCRCE
TCGAGCGAAGAAGGCCTTCGGETTGTARAGCTCTETTGCTCGEGGAGAGCSE
ACARGGAGAGTGGAAAGCTCCTTCTGAGACGGTACCGAGTGAGGARAGLCC
CGECTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGETAATACGTAGGGGGCAAGCGTTS
TCCgGRATCACTGGECCTAAAGCETGCGTAGCUGATTETETAAGTCTCGAR
GTGAAAGTCCAAGCCTCAACCTTGGGATTGCTTTGGAAACTGCATGACTT
CAGTGCTGGAGAGGCAACGCEGAATTCCACGTETAGCEGETGARATECETAG
ATATGTGGAGGAATACCAGTGECGAAGGCGUCT TGCTEGACAGTGACTGA
CGCTCGAGGCACGRAAGCGTGGEGAGCARACAGGATTAGATACCCTAEGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAGETGTTGGGEGACACACCCCAGTEC
CGARAGGAARCCCAATAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGGTCGCAAGACTG
ARACTCARRAGGAATTGACGGEGGCCCGCACAAGCAGTGEAGCATGTGETT
TAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGECTTGACATCCCTCTGAC
CGGETGCAGAGATGETACCTTCCTICGGECAGAGCGAGACAGGTETG

>CBMAT 0280

GECGTGCTAATACATGCAAGTCGAGCCGETCTCTTCEGAGGCCAGCGGCS
GACGGGTGAGCAACACGTGGGTAATCTGCCTTTCAGGCCGGAATAACGCC
CGGARACGGGECGCTAATGCCGGATACECCCECGAGGAGGCATCTTCTTCC
GREGEAAGGCCCAATTGGECCCGCTGAGAGAGGAGCCCGCEGLGCATTAGT
TNETTGGCGREGETAACGGCCCACCAAGGCGACGATGCETANCCGACCTGA
GAGGGTGACCGGCCACACTGGGACTGACGACACGGCCCAGACTCCTACGHS
AGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCARTGGGCGCAAGCTGACGCGAGCARCS
CCECETGAGCGAAGAAGGCCTTCGEETTCTAAAGCTCIGTTGCTCGGEGA
GAGCGECATGGGEGECATGCAAAGCCCCATGCGAGACGGTACCGAGTGAGRA
AGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCECEETAAAACGTAGGGGGECGAR
CETTETCCGGAATCACTGGEECETAAAGGETGCGTAGGCGETCGAGCAAGT
CTECAGTGAAAGTCCATGGCTCAACCATGGEGATGGC I T TGEAMACTECTT
CGACTTGAGTGCTGGAGANGCAAGGCGGAATTCCACGTGTAGCGGETGARATS
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CCTAGAGATGTGCGAGGAATACCACGTGECCAAGGECECCTTGCTGGACAGTN
ACTGACGCTGAGGCACCGARAAGCOTGGECNGCARACAGGATTAGATALCCT
GOTAGTCCACGCCGTARAACGATGAGTGCTAGGTGTTGEGGEENANACACCC
CAGTGCCGAAGGARACCCAATARGCACTCCEGCCTEEEEAGTACGGTCGCA
AGACTGAAACTCAARGGARTTGACGGEEEGCCCGCACAAGCAGTGGAGCAT
GTGGINTAATTCGAAGCAACCGCGAAGAACCTTACCAGCECTTCGACATCCC
TCTGACACCNTCAGAGATGACGGGTTCCTTCGGGECNACGAGGNNGNACNAG
GTGATGCATGENGTCETCCGACTCGTTCGTGAGATCTTGNG

>CBMAT 0281
GCGAGCCTTCGGEGCTAGCCGUGCACGEETGAGTAACACGTGGECAATCT
GCCTTTCAGACTGGAATARCaCTCeGARACCGGTGCTAATCCCGGaTAaT
ACACGGCETAGGCATCTACTTGTCTTGAAAGATGCAACTGCATCGCTGAGR
GAGGACGCCCGCGGCGCATTAGCTAGTTGETCGAGGTAACGGCTCACCARGE
CGACGATGCCETAGCCGACCTGCGACAGGGTCGACCGGECCACACTgGGACTEASG
ACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATG
GGCgCAAgCCTGACGCGAGCAACGCCGCGTaACCCAAGAAGGCCTTCCGET
TgTAAAGCTCTGTTGCTCEGGECGACGACGCCACAAGCGAGAGTGGAAAGCTCCT
TGTGAGACGGTACCGAGTGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGT
CGCGATAATACGTAGGGGGCRAAGCGTTGTCCGGAATCACTGEGCETAAAG
CGTGCGTAGGCCETTETGTAAGTCTGAAGTGAAAGTCCAAGCGCTCAACCT
TGGEATTGCTTTGGARMACTGCATCACTTCGAGTGUTGGAGAGGCAAGGGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGATATCTGCAGGAATACCAGTES
CGAAGCCGCCTTGCTCRACAGTGACTGACGCTGAGGCACGAAAGCETGGEG
GAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARACGATCGAGTG
CTAGGTGTTGGEEGCACACACCCCAGTECCGAAGCAARCCCAATANGCAC
TCCGCCTEECaCGACTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAaAGGAATTGALGG
GEGCCCGCACAAGCAGTGCAGCATGTGETTTAATTCCGAAGCAACGCGALG
AACCITTACCAGGGCTTGACATCCCTCTCGACCGGEgCAGAGATGTACCTTC
CCTTCGEGGCAGAGGAGACAGGTGETGCATGE T TETCETCAGCTCETETC
GTGAGATGTTCGETTAARGTCCCGCAACGAGCCGCARACCCTTGATCTETGTT
ACCAGCACGTAGAGCTGEGCGACTCACAGGTGACTGCCGGCGTAAGTCGEA
GCAAGGCGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCTTTATGTCCTGEGCTAC
ACACGTGCTACAATGGGCGGTACAACGGGGAAGCGAACCGCCNAGGTGEA
GCAAAACCTAAAMAGCCGGETCGTAGTTCGCATTCCAGGCTGCAANTCGCC
TECATCAAGCCCCAATTGCTAGTAATCGCCGGATCAGCATGCCGCGETGAR
TCCGTTCCCGGGCCTTGTAC

>CBMATI 0269

CGTCCTAATACATGCARGTCCGAGCGAGCCTTCGEGGGUTAGCGECGRACG
GGTCGAGTAACACGTGGGCAATCTGCCTTTCAGACTGGRAATAACACTCGGA
AACGGGTGCTRATGCCCGATAATACACGECGTAGGCATCTACTTEGTGTTGA
AAGATGCAACTGCATCCGCTGAGAGAGGAGCCCGCGRCECATTAGCTAGTY
GGTCAGGTAACGGCTCACCAAGGCCGACGATGCGTANCCGACCTGAGAGGS
TGACCGECCACACTGGEACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCA
GCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGGCGCAAGCTCACGBAGCAACGCCGCE
TEGAGCAAAGAAGGCCTTCGGETTGTAAAGCTCTGTTGCTCGGGGAGAGCE
ACAAGGAGAGTGGAAAGCTCCTTGTGAGCGACCGCTACCGAGTEAGGARGCCC
CGGCTAACTACGTGCCACGCACGCCGCGETAATACGTAGEGEECAAGCCTTG
TCCGGAATCACTGGGCGTAAAGCCTCCETAGCGCGETTGTGTAAGTCTGAR
GTGAAAGTCCAAGECTCAACCTTCGCATTGCTTTGEGARMACTGCATGACTT
GAGTGCTCGGAGAGGCAAGGGGAATTCCACGTGTAGCGETGARATGCETAG
ATATGTGGAGCGAaTACCAGTGGCCGAAGQCGCUTTGCTCGACAGTNACTGA
CGCTGAGGCACCAAAGCGTGEGENGCAAACNNGATTAGATACCCTGGTAG
TCCACGCCGTAAACGATGACGTGCTAGCGTG T TCGGEGENACACACCCCAGTG
CCGAAGGAAACCCAATAAGCACTCCGCCTEGRECGAGTACGGTCECAAGALT
GAAACTCARAGGAATTGACGGGGGCCCGCACARGCACTGEAGCATGTEET
NTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGCGGCTTEACATCCCTCTGA
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CCOETGCAGAGATGTACCTTCCTTCGREGCAGAGGAGACAGGTGETGCAT
GENTETCGTCAGCTCGTETCGTGAGATETTGGTT

>CBMATI 0283
GOCGTGCTAATACATGCAAGTCCAGCCAGUCTTCGGEECTAGCGEGCGGAL
GGGTGACGTAACACGTGGGCAATCTGCCTTTCAGACTGGEAATAACACCCCG
AAACCGEGTGCTAATGCCCGATAATACACCEGTAGCCATCTACTTGTGTTS
AAAGATGCAACTGCATCGCTGACGACGAGGAGCCCGCEGCECATTAGCTAGT
TGCTGAGETAACGGCTCACCAAGGCGACGATGCOTAGCCCGACCTCGAGAGG
GTGACCGGECCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGEC
AGCAGTAGGEAATCTTCCGCAATEGGECECAAGCCTGACGGAGCAACGCCG
CETGAGCGAAGAAGGCCTTCGGETTGTAAAGCTCTGTTECTCGCGEEAGAR
CORCAAGGAGAGTGCAAAGCTCCTTCGTGAGACGGTACCGAGTGAGGAAGC
CCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCECGETAATACGTAGGGCGEECAAGCET
TGTCCGERATCACTGGGCCTAAAGCCTCCEGTAGGCGETIGTGTARGTCTG
AAGTGARAGTCCAAGGCTCAACCTTGCGATTCOTTTGGAAACTGCATGAL
TTGAGTGCTGGAGAGGCAAGGGAATTCCACGTCTAGCGCTGARATGECGTA
GATATGTGCGAGGAATACCAGTGGCGAAGECECCTTGCTGEACAGTCACTG
ACGCTGACGGCACGAAAGCGTGGCEAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTA
GTCCACGCCCTAAMCGATGAGTGCTAGCGTGTTGEEGEGACACACCCCAGT
GCCGAAGCGAAALCCAATAAGCACTCCGCCTGEGEAGTACGGTCECAAGAC
TGAAACTCAAAGGARTTGACGGGEGCCCGCACAAGCAGTGEGAGCATETGG
TTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTCACATCCCTCTG
ACCGQTGCAGAGATCTACCTTCCCTTCOGGECAGAGGAGACAGETGEETGC
ATGETICTCGETCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGECTTAAGTCCCGCAALCTG
AGCECAACCCTTGATCTETGTTACCAGCACGTAGACGETEEECACTCACAG
GTGACTGCCGGCGTAAGTCGGACGAAGGCGEEGATGACGTCARATCATCA
TECCCTTTANGTCCTGGGCTACACACGTCGCTACAATGCEGCGGTACAACGSE
GAAGCGAACCGCGAGETCGCAGCAAACCTARAARGCCETTCGTAGTTCGGA
TTECAGGCTGCAACTCECCTCCATGAACGCCGGRATTGCTAGTAATCGCGE
ATCAGCATGCCG

>CBMAT 0295
GGCETGCTAATACATGCAAGTCGAGUCEETCTCTTCGCAGGCCAGCGGCE
GACGGCTCGAGGAACACGTGGCTAATCTGCCTTTCAGGCCGGAATRAACGCC
CGGAARACGGECGCTAATGCCGGATACGCCCGUGAGGAGECATCTTCTTGC
GGGEGGAAGGCCCAACTGCEGCCGCTCGAGAGAGCAGCCCEUGGECGLATTAGT
TAGTTGECCEGGTAACGGCCCACCARAGGCGACGATGCGTACCGACCTEAG
AGGGETGACCGEGCCACACTCGCACTEACACAUGGLCCAGACTCCTACGGGA
GGCAGCAGTAGGGAATCTTCCECAATGGGCGCAAGCTGACGEAGCAACGT
CGUGTGAGCARAGAAGGCCTTCGCETTGTAAACGCTCTGTTGCTCEGGGAGA
GCGGCATGEGECEATCGAMAGCCCCATGCGAGACCCTACCEACTGAGCANG
CCCCGGUTAACTACGGGCCAGNAGCGEGNGGTAAAACGTAGGEGGCGACCE
TTETCCGEAATCACTGEGCETAAAGGETCGCGTAGGCEGTCCGAGCARGTNT
GGAGTGARAGTCCATGGCTCARACCATCGEGATGECTTTGEARACTGCTTGA
CTTGAGTCCTGGAGAGGCAAGGGEAATTCCACETGTAGCGETGAARTGCE
TAGAGATCTGGAGCAATACCAGTGECGRAAGCGUGCCTTECTGGACAGTNAC
TGACGCTGAGGECACCGARAGCCTCEGCCAGCAAACNNCNTTAGATACCCTGS
TAGTCCACGCCGTARACGATCAGTRCTAGGETGTTGGGEENACACACCCCA
GTGECCGAAGGAAACCCARTAAGCACTCCGCCTGEEGAGTACGGTCGCAAG
ACTGAAACTCAAAGGAATTGACGEGEGCCCCCACANGCAGTGONGCATET
GGNNTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGCTTGACATCCCTCT
GACACCNTCACGAGATCAGGEECTCTCTTGGNTCTATATGAGTCNATGTNT
CNACTGCTNTCETCNCTGTTCGTAATGTTGETGA
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>CBMAT 0278
GGCGTGCTAATACATGCAAGTCCAGCGCGACGGAAGGGAGCTTGCTCCTGRG
AAGTCAGCCGGCGGACGGGTCAGCTAACACCTGGETAATCTECCTGTCAGAL
CGGGAATAACGCCTGGAAACGGETCGUTAATGCCGGATAGTCAGTCTTAGS
GCATCTTAGGACTGGGAAAGGCCCTAAGGCGTCACTGACAGAGGAGLCCG
CCGCGCATTAGCTAGTTGCTGGEETARAAGECCTACCAAGGCCACCGATECG
TACCGACCTGAGAGGGTGACCGGCCACACTGEGACTCAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGOGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCGGCAATGEGCGAARAGCCT
GACCGAGCAACGCCGCETCACGCGAAGAAGGCCTTCGGEETTGTARAAGCTCA
GTCACL CGGGAAGAGCGAACCGGAGAGCCAATGCT CCGETGGAGACGGTA
CCGAGAGAGGAAGCCCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGETAATACG
TAGGGGGCGAGCETTGTCCGCAATCACTEGGCETARAGCGTGCGTAGGLG
GTTTGGTAAGTCCGGACGTGAAAGACCAGGGLTCRAACCCTGGEEGGECTTT
GGARAACTGCCAGACTTGAGTGCTEGAGAGGCAAGGGGAATTCCACGTGTA
GCGCTGRAAATGCGTAGACGATETGGAGGRAATACCAGTGGCGAAGGCGCCTT
GCTGGACAGTCGACTGACGCTGAGGCACGAARSCGTGGGGAGCAAACAGGA
TTAGATACCCTGGTAGTCCACCCCGTARACGATGAGTGCTAGGTG TGRS
GGTACACCCTCAGTGCCGAAGGAAACCCAATAAGCACTCCGCCTGEEEGAG
TACGETCCCAACGACTCGARACTCARAGGAATTGACGGEGEgCCCECACAAGT
AGTGEGAGCATGTGCTTITAATTCGARGCARACCGCCGAAGARCCTTACCAGGEC
TTCACATCCCOTCTGACGGGTTCAGAGATGAGCCGTCCeTTCRGRECAGAL
GAGACAGGTGGCTGCATGGTTETCOTCAGCTCETGTCETGAGATGTTGGET
TAAGTCCCGCAACCGAGCGCAACCCTTGACCTETETTACCAGCACGTGANG
GTGGGGACTCACAGGTGACTGCCCGECETAAGTCGCAGGARAGETGGEGATG
ACGTCAAATCATCATGCCOTTNATGTCCTGGECTACACACGTGECTACAAT
GEGCGCETACAACGCGAAGCCGAGACCCECGAGETGEAGCGARACCCTGARAAG
CCGTTCGTAGTTCGGATTGCAGECTGCARCTCGCCTGCATGAAGNCGGAA
TTGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCCCGETGARATCCGTTCCCGBGCCT
TNTAC

>CBMAL 0296

GECETGCTAATACATGCAAGNNGAGCCANCCT TCGGEECTAGCGELGGAC
GGGTCGAGTAACACCTGGGCAATCTGCCTTTCAGACTGGAATAACACTCCG
ARACGGGTGUTAATGCCGGATAATACACGGGTAGECATCTACTTGTGTTC
AMDGATGCAACTGCATCGCTGAGAGAGGAGCCCGCGECGCATTAGCTAGT
TGECTGAGGTARACGGCTCACCAAGCGCGACGATGCGTAGCCGACCTGAGAGS
GTGACCGGCCACACTGGGACTCGACGACACGLCCCAGACTCCTACGGGAGGT
AGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGCGCGCAAGCCTGACGCAGCARCGCCG
CETCAGCGAAGAAGGCCTTCGGETTGTARAGCTCTGETTGCTCGGGGAGAG
CGACAAGGAGACGTGGAAACGCTCCTTETGAGACGGTACCGAGTGAGGAAGC
CCCGGCTAACTACGNGNCAGCAGCCGCGETAATACGTAGGGGGCARMGCET
TGTCCGCAATCACTGGECETARAGCGTGCGTACGCCGETTGTCTARAGTCTG
AAGTGAAAGTCCAAGGCTCAACCTTGGGATTGCTTTGGAAACTGCATGAC
TTGAGTGCTGCGAGAGGCAAGGCGAATTCCACCTGTAGCGETGAARTGCGT
AGATATGCTGGAGEAATACCAGTGGCCAAGGCGCCTTGCTGGACAGTGACT
CGACGCTGAGgCACGAAAGCGTGGGECAGCARAACNGGEATTAGATACCCTGGET
AGTCCACGCCETAAACCGATGAGTGCTAGGTGTTGGGEGGAGACACCCCAG
TGCCGAAGGAAACCCAATAAGCACTCCGCCTGGEGAGTACGETCGCAMGA
CTGAAACTCAAAGGAAT TGACGGGGGCCCAGCACAAGCAGTGGAGCATETG
CTTTAATTCGAAGCARCGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCT
GACCGGTGCAGAGATGTACCTTTCCTTCGGEECAGAGGAGACAGGTGRETG
CATGNNGTCGTCAGCTCGTGTCCTGAGATG

>CBMAT 0277

TGCARGTCGAGCGAGCCTTCGEGECTAGCGGCGCGACGGETCAGTAACACG
TEGECAATCTGCCTTTCAGACTGGAATAACACTCGGAAACGGGTGCTAAT
GCCGEATAATACACGGCETAGGCATCTACTTGTGTTGARAGATGCAACTGC
ATCGCTCGAGAGAGCAGCCCGCGOCGCATTAGCTAGTTGETGAGGTAACGS
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CTCACCARAGGCCGACEATGCETAGCCGACCTGAGAGGETGACCEECCACAC
TGEGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACGGGAGGCAGCAGTACGGGAATC
TTCCOGCAATCGGCGECAAGCCTGACGCGAGCAACGCCGCETCGAGCGAAGAAG
GCCTTCGGETTETAARGCTCTCTIGCTCGGGGAGAGCCGACAAGGAGAGTC
CAAAGCTCCTTGTGAGACGETACCGAGTGAGGAAGCCCCGEGCTAACTACG
TGCCAGCAGCUGCGUTAATACCTAGGGEECAAGCGETTETCCEGAATCALT
GGECETARAGCGTGCETAGGCGETTGTETAAGTCTGAAGTCGARAGTCCAAR
GGCTCAACCTTGGGATTGCTTTGGARACTGCATGACTTGAGTGCTEGAGA
GGCAAGGGGAATTCCACGTGTAGCGGTGARATCGCETAGATATGTGCAGGA
ATACCAGTGGCGAAGGCGECCTTGCTGGACAGTGACTGACGCTGAGGCACG
ARAGCCTGGGECGAGCARACAGEGATTAGATACCCTGEETAGTCCACGCCETAA
ACGATGAGTGCTAGGTETTGCGGCEGalACACCCCAGTGCCGAAGGAAACC
CAATAAGCACTCCGCCTGGEGCEAGTACGETCGCAAGACTGARACTCARAGG
AATTGACGEEGEGCCCCCACAAGCAGTGGAGCATGTGGT T TAATTCGAAGC
ARCGCGAAGARACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACCEgTGCAGAGA
TCTACCTTCCCTTCGGGGCAGACGGAGALAGGTGGTGCATEE T TG TICETCA
GCTCGTGTCGTGACGATGTTGGETTAAGT CCCGCARCCGAGCGCAACCCTTC
ATCTGTGTTACCAGCACCTAGAGCGTGGGCACT CACAGETEACTECCGGEOG
TARGTCGGAGGAAGGCGGREATGACGTCAMATCATCATGCCCTTTATETC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGGCGGTACAACGGEGAAGCGANCCECS
AGGTCGAGCARAACCTAAMMAGCCCTTCGTAGTTCECGATTGCAGGCTECA
ACTCECCTGCATGAAGCCGCAATTGCTAGTAATCGCGGATCANCATGCCG
CEEGGGARATCGGENCCCGGGLCT

>CBMATI 0279
CAGCGGACGGAAGGGAGCTTGCTCCTECAAGTCAGCGECGGACGEETCAS
TAACACGTGGGTAATCTGCCTETCAGACCGGAATAACGCCTGGAAACGEE
TGCTAATGCCGGATAGTCAGTCTTAGGGCATCTTEGGGACTCGEGAMAGGCG
CTTTGGCCETCACTGACAGACGGAGCCCELGRCECATTAGCTAGTTCGTEER
GTAAAGGCCTACCAAGGCGACCGATGCGTAGCCGACCTGAGAGGOTGACCS
GCCACACTGGGACTGACGACACGGCCaAGACTCOTACGEGAGECAGCAGTA
GOGAATCTTCGGCAATCEGCCARACGCCTGACCGAGCAACGICGCETRAGC
CGRAGAAGCGCCTTCGGGTTETAARGCTCAGTCACTCGGGRAAGAGCCAACCE
GAGAGGGAATGCTCTgGTAGAGACCGETACCGAGAGAGGAAGCCCCGGCTA
ACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGETAGECGGCGAGCETTETCCEGEA
ATCACTGGGCCTAAAGCGTGCGTAGECECTTTCGTAAGTCCCGARGTGAAA
GaCCAaGGCTCAACCTYTGGCATTCCTITGEAAACTGCCAGACTTGAGCTEC
TGGAGAGGCAAGGGEAATTCCACGTGTAGCCGTGAAATGCGTAGAGATSET
COAGGAATACCAGTGGCCAAGGCECCTTECTGGACAGTCACTGACGCTEA
GgCACGAAAGCGTGGGEGAGCARACAGGATTAGATACCCTEGETAGTCCACE
CCGTAAACCGATGAGTGCTAGGTGTTGEERGEGACACACCCCAGTECCGARG
gAARCCCAATAAGCACTCCGLUTGGEGAGTACGGTCGCAAGACTGARACT
CARAGGAATTCGACGGEEGCCCCECACAAGCAGTGGAGCATGTGETTTAATT
CGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGGCTTGACATCCCTCTGACCGYTG
CAGAGATGTaCCETCCCTTCGEAGCAGAGCAGACAGGTEETGCATGETTG
TCETCAGCTCETETCATGAGATGTTGGETTAAGTCCCGCARCGAGCGCAA
CCCTTGACCTGTGTTACCAGCACCTAAGGGTEGECGACTCACAGGTGACTG
CCGGCGTAAGTCGGAGGARGETGEEGATGACG TCARATCATCATGCCCTT
TATGITCCTGEGCTACACACGTGCTACAATGGGCCETACAACGGEGAAGCGA
GACCGCGAGGTGGAGCGARACCCTCGARAGCCGTTCATAGTTCGRATTGCA
GECTGCAACTCGCCTGCATGARGCCGGRATTGCTAGTAATCGCEGATIAG
CATGCCGCGGTGAATCCETTCCCEGECCTT
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