UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

Faculdade de Engenharia de Alimentos

UNICAMP DEPARTAMENTO DE CIENCIA DE ALIMENTOS

Isolamento e caracterizaciio de Alicyclobacillus e estudo de
Sua ocorréncia em sucos de frutas industrializados

Maircia Emilia Marques Carrera Pinhatti
PARECER

Este exemplar corresponde 3
redagdo final da tese defendida por
Mércia Emilia Marques Carrera
Pinhatti, aprovada pela Comissao
Julgadora em 01 de dezembr9 de

Prof. Dr. Vanderlei Perez Canhos %% /
rd de 1999,

Orientador
Campinas, 01 de Eezemb

Prof. Dr. Vanderlei Perez Canhos
Presidente da Banca

Dissertacdo apresentada 4 Faculdade de Engenharia de Alimentos como
requesito para a obtengdo do Titulo de Mestre em Ciéncia de Alimentos

R O 0002y

Campinas
1999

ChHiICANM® )
GR.NCTECA TEMVRed,




coi e

[ PRECO. R B Ll oo
i DATA_ Q.
N° CPD

CM—-Q0135783-0

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA FE.A. - UNICAMP

Pinhatti, Marcia Emilia Marques Carrera

P654i Isolamento e caracterizagdo de Alicyclobacillus e estudo
de sua ocorréncia em sucos de frutas industrializados / Marcia
Emilia Marques Carrera Pinhatti. - Campinas, SP: [s.n.],
1999.

Orientador: Vanderlei Perez Canhos
Dissertagdo (mestrado) — Universidade Estadual de
Campinas.Faculdade de Engenharia de Alimentos.

v

1.Alicyclobacillus. 2.Suco de frutas. 3.Acidos graxos.
1.Perez Canhos, Vanderlei. II.Universidade Estadual de
Campinas.Faculdade de Engenharia de Alimentos. III.Titulo.




BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Vanderlei Perez Canhos /
Orientador

Prof. Dr. Gilson Paulo Manfio
Suplente

Campinas, de de 1999



“A Terra é azul.”
Yuri Gagarin , 1961



A meu esposo, Pi,
e 20s meus filbos, Carime e Victor,
pelo amor e carinbo.



Agradecimentos

Ao meu orientador professor Dr. Vanderlei Perez Canhos, pela oportunidade, paciéncia e
apoio recebido, ao longo da elaboragio desta dissertagdo;

Ao professor Dr. Gilson Manfio, pelos ensinamentos, pelo exemplo e valiosas
contribuigdes;

A professora Dra. Silvia Eguchi, pelas diversas colaboragGes, conversas e palavras de
incentivo ;

Ao professor Dr. Mauro F. Freitas Leitio pelas importantes sugestdes e pela participagdo
como membro da banca examinadora;

A professora Dr. Lucia Durrant, pelo convivio agradavel e pela atengio;

Ao amigo especial, Ludwig, pelos ensinamentos e carinho dispensado em todos os
momentos;

A Faculdade de Engenharia de Alimentos e ao Departamento de Ciéncia de Alimentos;
Ao CNPq pelo apoio financeiro;
A Fundag¢do André Tosello, funcionarios, estagiarios e bolsistas ;

A todos os amigos do Laboratério da Fundagdo André Tosello, em especial a Cristina
Umino pelo incentivo e compreensio; e tantos outros que ndo seria possivel enumerar.

A ABEcitrus, especialmente ao Sr. Elizeu Nonino e a Sra. Lucia Geraldini;
A todos do Laboratoério de Sistematica e Fisiologia Microbiana principalmente 4 Daniela e

Tania pelo apoio, carinho e conhecimentos recebidos;

A todos que indiretamente contribuiram para a realizagdo do trabalho.



EPIGRAFE. ...t rnsestes e oo sssne s sse s e ses e eese s oo eees e e i
DEDICATORIA......c.co e eeeereesesessssesses s sses s srsses o sreesoee s seoesees e e es e eeee ii
AGRADECIMENTOS...........cooommuuereeesrenessessssesnsesssseesesssensesssessassesessssssssssees s oo see e seeeseeoeeeesseeseseeses ii
SUMARIO........e oo ceeeess e ssss e ees e ses s e s oo e e oo eeeee iv
LISTADE TABELAS.................ccoumemeeneereeesmessamssmsmonsssseessesessmssesssssseseeeeseoeeeeesoessseesseseeeeeee e vii
LISTADE FIGURAS ...........oooceeeeeecemeeesmmmmssnsesse e e seeeeesessesesssoenssessomsssssosssseeeeeoseeeoeseeeeeeesoseeeseeoeee viii
RESUMO......oovctucuiumssmsisins e cevesaoesssss e sssssssssssssssssesseesssseeseeeseeseesseesseeeeeeseeeessseees oo seeseeee e ix
ABSTRACT ..ot eeveasesesemsssssssss s sesssssssss e seeeeseesesessseee s oo oo oo ee e eseeeesesseseseeeeeee X
1 =INTRODUGAO..........oooomeoee oo 1
2 ~REVISAO BIBLIOGRAFICA....................oooooomoooeeoeeeoeeeeoeeooooeoeoooeooo 3
2.1 - O g€nero AlicyClobaCills........................cooovoeeoeoeeoeoeeoeoo 4
21T = HISEOTICO. ...t e 4
2. 1.2 —HabIMALS..........ooiuiimiiiiie e 6
2.1.3- Ocorréncia de Alicyclobacillus em sucos de frutas......................o.cooo... 7
2.1.4 -Isolamento e cultivo de Alicyclobacillus.....................cocoooooo 8
2.1.5 Identificagdo de Alicyclobacillus.....................cocoooooeoooeooo 12
2.1.6 - Descrigdo do género Alicyclobacillus - Wisotzkey 1992...................... 15
2.1.6.1 - Alicyclobacillus acidocaldarius — Darland & Brock, 1971................ 15
2.1.6.2 - Alicyclobacillus acidoterrestris — Deinhard, 1988....................... 16
2.1.6.3 - Alicyclobacillus cycloheptanicus — Deinhard,1988....................... 17
2.2 - Caracteristicas quimiotaxondmicas de Alicyclobacillus.................coc...... 17

2.3 - Caracterizagio fenotipica de Alicyclobacillus através da aplicagdo do
Sistema API 50 CH........oooooimmiieioeeeeee e 22

iv



3.4.1 - Amostras de suco de laranja concentrado congelado..................................
3.4.2 - Amostras de sucos de frutas comerciais...............cocooooeoooovevoeeeo

3.5 - Estudo das condig¢es Gtimas para isolamento e detecgo de
Alicyclobacillus em suco de laranja concentrado ..................oocoooovoovevov

3.5.1 - Ensaio de crescimento de linhagens de Alicyclobacillus em diferentes
valores de PHL.........c.oiiie e

3.5.2 - Crescimento de Alicyclobacillus em diferentes meios de cultura...............

3.5.3 - Efeito de diferentes meios de enriquecimento, periodos de incubag3o,
métodos de plaqueamento e temperaturas de incubaggo no crescimento
de bactérias acidotermofilicas.....................coooooeoueeereeeeee

3.5.4 - Enumerag@o de esporos de Alicyclobacillus nas amostras de suco
concentrado por incorporagdo em meio de cultura soélido...........................

3.6 - Detecgdo e enumerag@o de esporos de Alicyclobacillus em sucos de frutas
industralizados de varias procedéncias...................ccoooveeoereeeeeeeeeeeeee]

3.7 - Purificagdo e preservagdo das linhagens...............cc.oooooooommeeoeeoeeoee
3.8 - Caracterizagao taXONOMUCA. ..............cvoveeieieeeeeeieeeteeeeereee et ee e es e oes
3.8.1 - Analise da composi¢ao de 4cidos Graxos...............coveveveveeeueerereeeeeererrran.
3.8.1.1 - Preparo de biomassa.................cooooovvieioeeeceeeeeeeeeee e
3.8.1.2 - Reagentes,Extrac8o e Derivatizagdo dos 4cidos graxos......................
3.8.1.3 - Anilise cromatografica dos FAMES................cocoovvieoeeeeeeeenn.

3.8.2 - Analise MOTTOIOZICA. ...........cuovevieeiiieceeeiee oo
3.8.3 - Analise fiSIOlOZICA........c.coieiemieiiiiceeeeeee e

3.8.4 - Caracterizag8o fenotipica de Alicyclobacillus através da aplicagio do
Sistema API 50 CH (Bio Merieux, France)..............ccoooeeoeveveereeerenn .

3.8.4.1 - Preparag@0 dO inOCUIO. .............ocoovoiiviiieieieeeeeeee e,
3.8.4.2 - Inoculag@o das galerias...................o.oooomommiieeeee e
3.8.4.3 - Leitura dos resultados dos testes...............ooovoeeriveeoeeoooeoee

3.8.4.4 - Anilise numérica dos resultados da utilizagdo de fontes de
CATDOMO. ...t e



4 - RESULTADOS EDISCUSSAOQ..........ooioiieeieeeeeeeeeeeeeeeceseeeeeeees e 44

4.1 - Estudo das condigdes otimas para isolamento e detecgio de Alicyclobacillus

em suco de laranja concentrado ..................c.cooviiemeieeeieee e 44
4.1.1 - Ensaio de crescimento de linhagens de Alicyclobacillus em diferentes

valores de PH..........oooiriiiiiicceeeeeee e, 44

4.1.2 - Crescimento em diferentes meios de cultivo...............ccccoooveveveeeeennn 46

4.1.3 - Fatores que influenciam a detecgdo de Alicyclobacillus em amostras de
suco concentrado de laranja: meios de enriquecimento, periodos de
incubagdo, métodos de plaqueamento e temperaturas de incubagio......... 48

4.1.4 - Detecgéo de esporos de Alicyclobacillus em amostras de suco
concentrado de laranja, procedentes de diferentes regides citricolas do

Estado de Sdo Paulo, saffra 94/95.............ooooo oo, 52
4.1.5 - Enumeraggo de esporos de Alicyclobacillus nas amostras de suco
concentrado de laranja por incorporagio em meio de cultura sélido........ 53
4.2 - Ocorréncia de Alicyclobacillus em sucos de frutas industrializados comerciais
do Brasil € de outros paiSes..............c...cocooooveeeiceioiiieieeeeeeee e 56
4.3 — Caracterizagao taXONOMUCA. .............ooueueerrieireeereseeeee oo eee e eeseeee e sneee e, 57
4.3.1 - Analise da composigio de 4cidos graxos..............cooevveveevceeeereeeeeeserenan 57
4.3.2 - Caracteristicas morfologicas e fisiologicas................coooovuveeeeeeoeeeen. 61
4.3.3 — Caracterizagio fenotipica de Alicyclobacillus através da utilizagdo de
fontes de carbono.............ccocoooiiiiiiiiii e, 63
CONCLUSOES.........ooooeeeeeeeeeeeeeeee et eeeees s eesee s ee e ee e 70
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS............ccoooioirooooieeoeeeeeeeeeeeeeesesseees s 71
ANEXOS. ...ttt ettt ettt e ettt ettt ee e es s eee e 80



LISTA DE TABELAS

Tabela 2.1 - Métodos de isolamento de Alicyclobacillus................oooooo 10
Tabela 3.1 - Linhagens dos géneros Alicyclobacillus e Bacillus.............................._ 24
Tabela 3.2 - Origem dos sucos concentrados de laranja analisados............................. 30
Tabela 3.3 - Amostras de sucos de frutas industrializados..................o.coooooooooo 31

Tabela 3.4 - Variaveis e condigdes de crescimento avaliadas para a detec¢do de
bactérias acidotermofilicas em amostras de suco concentrado de laranja.... 33

Tabela 3.5 — Padrdes de acidos graxos (FAMEs) dos extratos das linhagens de
referéncia utilizados na cromatografia gasosa............................

Tabela 3.6 - CondigBes cromatograficas para analise de FAMEs..............o.oooooooooo.. 40
Tabela 3.7 - Fontes de carbono do Sistema API50CH. ... 42

Tabela 4.1 -Crescimento e germinagdo dos esporos de linhagens de referéncia de
Alicyclobacillus e de linhagens isoladas de suco de laranja concentrado
em diferentes meios de cultivo a 37°C, 45°C e 50°C, durante 6 dias de
INCUDAGHO. ....veeve et 47

Tabela 4.2 - Efeito dos diferentes meios de enriquecimento, periodos de incubaggo,
métodos de plaqueamento e temperaturas de incubagio na detecgdo de
aliciclobacilos em amostras de suco de laranja concentrado.................. 50

Tabela 4.3 - Detecgiio de esporos de aliciclobacilos utilizando 4gua destilada na
reconstitui¢do do suco concentrado de laranja como meio de
ENFIQUECTMENTO. .. ......iiuut ittt 52

Tabela 4.4 - Contagem de esporos de aliciclobacilos em amostras de suco
concentrado de laranja através de plaqueamento direto por incorporagio
das amostras ao meio de cultura sélido...............cccccccc.................... 54

Tabela 4.5 - Resultados da detecgdo e enumeragio de aliciclobacilos nas amostras de
sucos de frutas industrializados....................coooovoeeeoi 56

Tabela 4.6 - Acidos graxos identificados nas linhagens isoladas, com a variaggo de
SEUS tempOS de TEteNQAOD. ..............ovoviveiii et 58

Tabela 4.7 - Porcentagens relativas (%)r do perfil de acidos graxos de 4.
acidocaldarius (CCT 2490"e 4385), de A. acidoterrestris (CCT 43807
4384) e das linhagens de bacilos esporulados acidotermofilicos isoladas
de suco concentrado de laranja e de sucos de frutas comerciais................. 59

Tabela 4.8 — Caracteristicas morfolégicas e fisiolégicas das linhagens de 4.
acidocaldarius (CCT 2490" e 43 85) e de 4. acidoterrestris (CCT 4380" e
4384) e das linhagens com 4cidos graxos o-ciclohexanos isoladas de suco
concentrado de laranja e de sucos de frutas.................................... 61

Tabela 4.9 - Perfil bioquimico de linhagens de Alicyclobacillus no Sistema APISOCH. 65



LISTA DE FIGURAS

Figura 2.1 - Esquema de identificaggo, no nivel de género, para bactérias esporuladas. 13

Figura 2.2 - Esquema de identificagio simplificado para bactérias acidotermofilicas.... 14

Figura 2.3 - Estrutura quimica dos 4cidos graxos @-ciclicos.............oooooooooo | 19
Figura 2.4 - Cromatografia gasosa dos metil ésteres de 4cidos graxos de

Alicyclobacillus acidoterrestris (CCT 4380'=DSM 3922)............... 21
Figura 3.1 - Protocolo para extragdo e derivatizagdo de acidos graxos .........ccueeuve..... 38

Figura 4.1 a,b,c - Curvas de crescimento de linhagens de Alicyclobacillus ( CCT
43807, 5022, 4406 em diferentes condigSes de pH....................coocooooo. 45

Figura 4.2 - Crescimento de bactérias acidotermofilicas em placas de isolamento
inoculadas pelas técnicas de plaqueamento por superficie(a) e por
profundidade(b).............cooueieimiiiio e 51

Figura 4.4 - Caracteristicas macroscopicas de colénias de linhagem com 4cidos

graxos o-ciclohexanos isoladas de suco concentrado de laranja, em meio
BAT, temperatura 50°C, 72 horas de incubag#o....................ocoocoooooooi .

Figura 4.5 - Caracteristicas morfologicas das células de linhagem com acidos graxos

o-ciclohexanos isoladas de suco concentrado de laranja, coloragdo de
Gram (1.250X).........co oo 63

Figura 4.6 — Dendograma representando as relagdes de similaridade entre as linhagens
de Alicyclobacillus baseadas na analise numérica (Ss/UPGMA) de dados

de utilizagdo de fontes de carbono no sistema APISOCH...................... 66
Figura 4.7 - Utilizag3o de fontes de carbono pela linhagem CCT 4525, isolada de suco
concentrado de laranja, através da aplicagdo do Sistema API SOCH............ 69



RESUMO

Alicyclobacillus acidoterrestris é um organismo contaminante e potencialmente
deteriogénico de sucos de frutas e bebidas acidas embaladas assepticamente. A detecgio
desses microrganismos acidotermofilicos requer procedimentos especiais que permitam a
germinag#o de esporos dormentes. A pesquisa realizada envolveu a anslise dos fatores que
influenciam a recuperacio de aliciclobacilos em amostras de suco concentrado de laranja, o
estudo da sua ocorréncia em sucos de frutas comerciais ¢ um estudo taxonémico das
linhagens isoladas. Os resultados demonstraram que a reconstituicdo do suco com 4agua
destilada, seguida de pasteurizagio e incubagdo a 50°C por 24 horas, foi o tratamento mais
eficiente na recuperagdo destes organismos. Os meios utilizados - BAT (meio A.
acidoterrestris), BCY (meio 4. cycloheptanicus) e BAM (meio A. acidocaldarius) - citados
na literatura, foram seletivos para Alicyclobacitlus. Foram positivas na detec¢do 15 das 19
amostras analisadas (79%). O plaqueamento de diluigdes das amostras pasteurizadas pela
técnica de profundidade em meio BAT, incubadas a 50°C por 48 a 96 horas, foi um método
eficiente na enumeragio de ATSB (bacilos esporulados acidotermofilicos) em amostras de
suco concentrado. A deteccio de Alicyclobacillus em uma variedade de sucos
industrializados comerciais do Brasil e de outros paises revela uma distribuigdo
cosmopolita, no entanto, sua presenga tem sido pouco relatada ou subestimada. O estudo
taxondmico baseado na analise qualitativa de ésteres metilicos de acidos graxos por
cromatografia gés-liquida demonstrou que todas as linhagens isoladas apresentam os
acidos o-11-ciclohexil undecandico e w-13-ciclohexil tridecanéico como componentes
principais (50-95%) do perfil de 4cidos graxos. Estes acidos sio marcadores
quimiotaxonOmicos para as espécies Alicyclobacillus acidoterrestris e Alicyclobacillus
acidocaldarius. A caracterizacio de 10 linhagens, comparativamente as linhagens de
referéncia de A. acidoterrestris e A. acidocaldarius, evidenciou o cariter aerobio estrito
destes organismos e a sua capacidade de crescer sob condi¢des de pH entre 3,0 e 6,0. Todas
as linhagens apresentaram crescimento em temperaturas que variavam de 25 a 60°C, exceto
a linhagem de 4. acidocaldarius e a linhagem CCT 123 que cresceram em temperaturas
entre 40°C e 70°C. O perfil bioquimico dessas linhagens foi estudado através da utilizaggo
de fontes de carbono, pelo sistema API 50 CH. Sete de dez linhagens analisadas foram
identificadas como Alicyclobacillus acidoterrestris.



ABSTRACT

Alicyclobacillus acidoterrestris is a contaminant and potentially deteriogenic
organism in aseptically packed fruit juice and acidic drinks. The detection of
thermoacidophilic deteriogenic microorganisms in concentrated orange juice samples
requires special procedures to allow the germination of dormant spores. The present
investigation included the analysis of factors which improved the recovery of
alicyclobacilli from concentrated orange juice samples, the study of its occurrence in
commercial fruit juices and a taxonomic study of isolated strains. The results demonstrated
that the reconstitution of juice with distilled water, followed by pasteurization and
incubation at 50°C for 24 hours, was the most efficient treatment in the recuperation of
these organisms. The media employed - BAT (4. acidoterrestris media), BCY (4.
cycloheptanicus media) and BAM (4. acidocaldarius media) - mentioned in the literature,
were selective for Alicyclobacillus. From 19 samples analysed, 15 were positive in the
detection (79%). The plating of pasteurized sample dilutions by pour plate technique in
BAT media, incubated at 50°C for 48 to 96 hours, was an efficient method for counting of
ATSB (Acidothermophilic Sporeforming Bacilli) in the concentrated juice samples. The
detection of Alicyclobacillus in a variety of commercial industrialized juices from Brazil
and from other countries demonstrated its cosmopolitan distribution. However, its presence
has been scarcely reported or underestimated. The taxonomic study based on qualitative
analysis of fatty acid methyl esters by gas liquid chromatography revealed that all strains
isolated presented the ®-11-cyclohexyl-undecanoic and o-13-cyclohexyl-tridecanoic acids
as principal components (50-95%) of the cell fatty acid profile. These acids are
chemotaxonomic markers for Alicyclobacillus acidoterrestris and Alicyclobacillus
acidocaldarius. This taxonomic criterion had a great importance for strain characterization
in addition to conventional taxonomy. The characterization of 10 strains, comparatively to
the reference strains of A. acidoterrestris and A. acidocaldarius, indicated their strict
aerobic feature and capacity to grow under the pH conditions between 3,0 and 6,0. All the
strains presented growth at temperatures from 25 to 60°C, except for A. acidocaldarius
strains and strain CCT 123 which grew at temperatures between 40 and 70°C. The
biochemical profile of these strains was studied using the carbon source uptake tests with
the API 50 CH system. Seven out of the ten analyzed strains were identified as
Alicyclobacillus acidoterrestris.



1-INTRODUCAO

A ocorréncia do bacilo acidotermofilico classificado como Alicyclobacillus
acidoterrestris tem sido detectada em varios sucos de frutas industrializados, pasteurizados
e embalados assepticamente, principalmente aqueles de natureza icida, como suco de
laranja, magd, lima e abacaxi, dentre outros. Este organismo ocorre como contaminante e é
um deteriogénico potencial, atualmente alvo da avaliagio da qualidade dos sucos e bebidas

acidas.

As amostras deterioradas por 4. acidoterrestris podem apresentar um odor
desagradével, descrito na literatura como “desinfetante” ou “antisséptico”. Em alguns casos

observa-se uma leve sedimentagfio ou turvago no produto, em outros casos sua aparéncia é
normal.

O primeiro relato de deterioragdo causada por este organismo ocorreu na Alemanha,
no verdo do ano de 1982. CERNY et al. (1984) isolaram A. acidoterrestris de amostras de
suco de mac¥ deteriorado e caracterizaram a linhagem como capaz de produzir alteragdes
no sabor ¢ no aroma do produto, germinar em valores baixos de pH e crescer em
temperaturas que variam de 26°C a 55°C. Seus esporos possuiam resisténcia térmica

extremamente elevada, podendo sobreviver i pasteurizagio industrial.

Até meados da década de 90, nenhum outro caso de deterioragdo causado por
Alicyclobacillus acidoterrestris foi relatado. Nos anos de 1994 e 1995, coincidindo com
periodos de verdes muito quentes na Europa e EUA, ocorreram casos de deterioragio em
sucos de laranja reconstituidos a partir de concentrados embalados assepticamente no
sistema “hot fill” e aprovados nos testes microbiologicos de rotina'. Estes eventos
despertaram no mundo inteiro a atengéio sobre esse organismo, fazendo surgir o interesse
por parte dos produtores de suco de laranja e das companhias empacotadoras pela detecgdo

de bacilos acidotermofilicos.

! Sr. ELIZEU NONINO (ABECitrus), comunicagio pessoal.



Cabe aqui salientar, que a exportagdo de suco concentrado de laranja é uma das
mais importantes divisas econdmicas do Brasil. A quantidade de suco de laranja
concentrado exportada na safra de 1998/1999, atingiu um total de 1.096.000 toneladas.
(ABECitrus, 1999). E de nosso interesse que sua qualidade seja elevada, uma vez que a
qualidade inadequada do suco e demais produtos da laranja certamente afetara a sua

competitividade no mercado internacional.

Uma vez constatada a participago de Alicyclobacillus acidoterrestris na
deterioragdo de sucos de frutas embalados assepticamente, surgiu a necessidade de se
avaliar a carga contaminante potencial existente nos sucos concentrados. Esta avaliagdo
pode ser realizada através de técnicas especiais de cultivo e manipulagdo, sensiveis na
detecgdo e enumeragdo destes organismos, uma vez que tem um crescimento escasso sob as

condi¢des dos testes convencionais de controle de contaminag@o em sucos.

Atualmente, ndo ha nenhuma norma oficialmente estabelecida para enumeragdo e
detecgdo de alicilobacilos em sucos de frutas concentrados ou reconstituidos. Nesses
ultimos anos, varias metodologias de detecgdo de ATSB (do inglés: Acidothermophilic
sporeforming bacilli) surgiram nas industrias de sucos com diferentes regimes de pré-
tratamento, condi¢gSes de enriquecimento, temperaturas de incubagdo e meios de

isolamento.

Este trabalho tem por objetivo o estudo de bacilos acidotermofilicos esporulados
presentes em amostras de sucos concentrados de laranja, de sucos reconstituidos a partir do

concentrado e de outros sucos industrializados comerciais.

Os objetivos especificos deste estudo foram: (1) avaliar as condi¢des Otimas para a
detecgiio de Alicyclobacillus em amostras de suco concentrado de laranja e estabelecer
metodologias sensiveis de detec¢do e enumeragiio de ATSB,; (2) Verificar a ocorréncia dos
aliciclobacilos em amostras de sucos de frutas procedentes do mercado nacional e
internacional; e (3) caracterizar taxonomicamente as linhagens isoladas através da analise
da composicdo de acidos graxos, das suas caracteristicas fenotipicas e da utilizagdo de

fontes de carbono com a aplicagdo do Sistema API 50 CH (Bio Merieux).



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

A anilise microbiolégica de produtos alimenticios industrializados, como ¢ o caso
de sucos concentrados de laranja, envolve a detecgdo de contaminantes especificos e
deteriogénicos potenciais, como bactérias lacticas, bolores e leveduras (HATCHER ef al.,
1992).

A natureza particular do suco concentrado de laranja, isto €, pH ao redor de 3,0,
baixa atividade de 4gua (0,80 a 0,83), (PARISH, 1991), viscosidade elevada (65°Brix),
baixo potencial de oxigénio dissolvido e capacidade de aeracdo reduzida, associada ao
processamento térmico sdo fatores que previnem o crescimento de microrganismos
deteriogénicos e eliminam a grande maioria dos organismos patogénicos. Contudo, o suco
concentrado de laranja é um substrato adequado para o desenvolvimento de
microrganismos deteriogénicos capazes de sobreviver a tratamentos térmicos e de crescer
em pH baixo, particularmente bactérias e leveduras. Esses microrganismos promovem a
deterioragdo de produtos alimenticios através da degradagio de alguns de seus
componentes (como carboidratos e vitaminas), da produgdo de odores, sabores ou
coloragdo indesejaveis e de alteragdes do pH e textura (UBOLDI EIROA et al., 1984).

O armazenamento do suco concentrado sob congelamento (-18°C) inibe a agdo
deteriogénica. Entretanto, ap6s a reconstituigio do suco com dgua (cerca de 11°Brix), o
produto fica susceptivel 4 contaminagio e & agfio deteriogénica de microrganismos. Quando
0 suco reconstituido € pasteurizado, as formas dormentes de bactérias (esporos) encontram
condicbes adequadas para germinagdio e crescimento, o que pode, em determinadas
condi¢Bes, levar a deterioragdo do produto (EGUCHI, 1999).

Os Alicyclobacillus foram considerados, recentemente, organismo-alvo na avaliagdo
da qualidade do produto e estdo associados a deterioragio de sucos de frutas e bebidas
acidificadas isotonicas (RICE, 1998).

Alicyclobacillus acidoterrestris é a espécie que tem sido frequentemente isolada de
varios sucos de frutas industrializados de natureza acida (CERNY et al., 1984,



SPLITTSTOESSER et al., 1994, MCINTYRE et al., 1995; PREVEDI et al, 1995,
YAMAZAKI et al., 1996). Seus esporos permanecem viaveis apOs tratamento térmico e
sua presenca nem sempre é detectada na forma de alteragdes no produto. A detecgdo de
Alicyclobacillus em sucos de frutas nfio deteriorados por PREVEDI ef al., em 1995, sugere
que a deterioracio seja incidental, requerendo condigdes adequadas para seu

desenvolvimento.

As caracteristicas da deterioragio causada por Alicyclobacillus ja descritas na
literatura s3o: a presenca de sabor e de odor desagradaveis (descrito como “antisséptico”,
“desinfetante”), embora muitas vezes o odor produzido pela deterioragdo seja pouco
perceptivel. Nao ha formacio de gases; pouca ou nenhuma alteragio de pH podendo,
eventualmente, apresentar um aumento da turbidez do produto e a formagfio de um
sedimento branco no fundo da embalagem, ou mesmo, uma aparéncia normal. Uma das
principais causas do “off-flavor” em sucos de frutas € atribuida & formagio do composto 2-
6 di-bromofenol, na ordem de partes por trilhdo (ppt), bem como, tragos de 2-metoxifenol
(guaiacol) (BORLINGGHAUS & ENGEL, 1997; BROWN, 1996).

2.1 - O género Alicyclobacillus

2.1.1 - Histérico

O primeiro relato de isolamento de bacilos esporulados acidotermofilicos foi feito
em 1967 por UCHINO & DOI, que realizaram seus estudos em fontes termais do Noroeste
do Japdo. As linhagens foram identificadas como Bacillus coagulans, considerando que

estas possuiam caracteristicas mais acidofilicas e aerdobias.

DARLAND & BROCK (1971) isolaram linhagens de bacilos esporulados de fontes
termais localizadas no Parque Nacional de Yellowstone (EUA). Estas linhagens
apresentaram pH 6timo de crescimento entre 2 e 3. Na composig@o percentual das bases de
DNA, a espécie ficou no grupo de alto conteiido de G+C (62%), o que a diferenciaria das
demais espécies de Bacillus. Devido a isso, esses autores propuseram a designagdo dos seus

isolados como uma nova espécie: Bacillus acidocaldarius.



HIPPCHEN et al. (1981) isolaram de diferentes tipos de solo, linhagens
acidotermofilicas de bacilos esporulados muito similares as de Bacillus acidocaldarius,
apresentando o mesmo padrdo de acidos graxos e hopandides. Os resultados também
indicaram que a ocorréncia desses microrganismos é mais ampla do que a considerada

previamente.

PORALLA & KONIG (1983) relataram o isolamento, de solo, de um bacilo
acidotermofilico, cujo principal componente do perfil de acidos graxos era o acido ®-

cicloheptano, nio encontrado anteriormente em nenhum outro microrganismo.

A primeira ocorréncia de deterioragio de sucos embalados assepticamente de que se
tem relato se deu na Alemanha, no verdo de 1982. CERNY et al. (1984) isolaram um bacilo
acidotermofilico a partir de suco de magd deteriorado e observaram, através da anilise de
lipidios, a ocorréncia de 4cidos graxos o-ciclohexano, semelhantes aos que ocorrem em
linhagens de Bacillus acidocaldarius.

Ainda nesse mesmo ano, BOUNJOUR & ARAGNO (1984) isolaram, de fontes
termais na Tuscania, Itilia, um organismo fisiologicamente similar ao B. acidocaldarius e

propuseram uma nova espécie: Bacillus tusciae.

Estudos taxondmicos realizados por DEINHARD (1987) ¢ DEINHARD ef dl.
(1987a), baseados em taxonomia numeérica e na analise de homologia DNA-DNA,
demonstraram diferengas entre as linhagens isoladas por HIPPCHEN et dl. (1981) e
CERNY (1984) e as isoladas por DARLAND & BROCK (1971). Com isso, ficou
constatado que as linhagens estudadas representavam uma nova espécie termotolerante e
acidofilica, a qual DEINHARD et al. (1987a) nomearam como Bacillus acidoterrestris. O
mesmo aconteceu com as linhagens de bacilos acidotermofilicos, que possuiam acidos
graxos a-cicloheptano mas ndo possuiam hopandides, que foram, entdo, descritas e
nomeadas como Bacillus cycloheptanicus (DEINHARD et al., 1987b).

Até 1992, as trés espécies acidotermofilicas, Bacillus acidocaldarius, Bacillus

acidoterrestris e Bacillus cycloheptanicus, estavam classificadas no género Bacillus.



Porém, a presenga de acidos graxos incomuns, os o-aliciclos, como o ciclohexil ou

cicloheptil, as diferenciava das demais espécies do género.

Analises fenotipicas ¢ moleculares revelavam a heterogeneidade de diversos grupos
da classificagdio do género Bacillus, sugerindo que este poderia ser dividido em trés ou mais
géneros diferentes (PRIEST et al., 1981, STACKEBRANDT et al., 1987, WISOLTZKEY
et al., 1990; ASH et al., 1991, DE BARTOLOMEQO et al., 1991; WHITE et al., 1993).
Além disso, a diversidade do género Bacillus é também salientada pela grande diferenca na
composigio do DNA (conteiido de guanina e citosina, G+C) das linhagens pertencentes as
diferentes espécies, variando de 32 a 64% (WISOTZKEY et al., 1992). Na prética, espécies
pertencentes a um mesmo género ndo devem diferir em mais do que 10 a 15% em sua

composi¢io de bases de DNA.

A criagio do género Alicyclobacillus (WISOTZKEY et al., 1992) foi baseada em
resultados de analise comparativa de seqiiéncias do RNA ribossomal 168 e perfis de acidos
graxos, sugerindo a separac¢do de B. acidocaldarius, B. acidoterrestris e B. cycloheptanicus

em um novo género: Alicyclobacillus.

O estudo realizado por RAINEY et al. (1994), com base na anélise filogenética das
seqiiéncias de rRNA 168, correlaciona as espécies Bacillus tusciae e Bacillus schlegelii ao
género Alicycobacillus. Ambas as espécies, assim como outras pertencentes ao género
Alicyclobacillus, possuem DNA com alto conteddo de G+C, enquanto que bacilos
mesofilicos exibem valores entre 35 ¢ 45 mol % G+C. B. tusciae e B. schlegelji sdo
organismos facultativamente quimiolitotréficos, com pH 6timo de crescimento entre 4,2 e
4,8 para B. tusciae (semelhante ao A. acidocaldarius) e pH neutro para B. schlegelii. Os
autores sugerem que este grupo podera ser reclassificado quando um maior nimero de

informagdes fenotipicas venha dar suporte a esta posigdo filogenética.

2.1.2 - Habitats

Alicyclobacillus spp. sio microrganismos heterotroficos saprofitos e tém sido
isolados de diferentes habitats geotérmicos e ndo-geotérmicos. Os habitats geotérmicos, que

podem ser aquaticos ou terrestres, sdo representados por aguas e sedimentos de fontes



termais, sedimentos de fundo de corregos e riachos quentes e solos imidos em zonas de
ocorréncia de fumarolas (regides vulcénicas). As temperatura nesses habitats variam de
50°C a 100°C. Outros substratos, ndo-geotérmicos, como solos e compostagem orgéanica,
também sdo habitats de onde se pode isolar Alicyclobacillus.

A espécie A. acidocaldarius esta associada a habitats geotérmicos (fontes termais).
A sua ocorréncia nesses habitats foi relatada por vérios autores em diversas partes do
mundo como Japio (UCHINO & DOI, 1967), EU.A. (DARLAND & BROCK, 1971),
Italia e Russia (LOGINOVA et al., 1978). '

Alicyclobacillus acidoterrestris e Alicyclobacillus cycloheptanicus foram isolados
de diferentes tipos de solo (HIPPCHEN et al., 1981; DEINHARD e? al., 1987). O fato de
que organismos acidofilicos obrigatérios sejam encontrados em ambientes neutros pode ser
explicado pela existéncia de micro-habitats 4cidos no substrato, como na superficie de
grdos de areia ou nas dreas préximas as raizes das plantas. Segundo HIPPCHEN ef al.
(op.cit), os Alicyclobacillus estio amplamente distribuidos no solo e a sua detecgdo
depende do refinamento das metodologias de cultivo e de isolamento e, possivelmente, de

requerimentos especificos por compostos minerais.
2.1.3 - Ocorréncia de Alicyclobacillus em sucos de frutas

A contaminagdo dos sucos ocorre, provavelmente, através da fruta contaminada
pelo solo na colheita e a entrada de aliciclobacilos no processamento dos sucos torna-se
possivel quando um sistema de lavagem e limpeza da fruta é ineficaz ou quando o
tratamento de pasteurizagdo nio ¢ eficiente para destruir seus esporos (BROWN, 1996).

Um nimero muito pequeno de publicagdes tem indicado a ocorréncia de bacilos
esporulados acidofilicos, pertencentes ao género Alicyclobacillus, associados a deterioragido
de sucos de frutas. O primeiro relato, como ja visto anteriormente, foi feito por CERNY et

al., em 1984, isolando um bacilo esporulado acidotermofilico em suco de maga deteriorado.

Em 1994, SPLITTSTOESSER et al. isolaram linhagens de bacilos acidofilicos a

partir de suco de magi industrializado e de uma bebida de magi e groselha envasados 2



quente. Os sucos apresentaram odor desagradavel, sem formagio de gas e levemente
turvos. As linhagens pesquisadas apresentaram caracteristicas de acidofilia semelhantes is
de B. acidocaldarius descritos por DARLAND & BROCK (1971) e capacidade de
crescimento em suco de macgé, mas, surpreendentemente, um dos isolados néo cresceu em
suco de laranja. Assim, esse trabalho sugere que diferentes linhagens apresentam habilidade

de crescimento em diferentes sucos de frutas.

MCINTYRE et al. (1995) recuperaram bacilos esporulados acidofilicos de sucos
reconstituidos a partir do concentrado e pasteurizados pelo sistema hot-fill hold (do inglés:
envase a quente). Ocorreu deterioragdo, caracterizada, mais uma vez, pela produgdo de
odores desagradaveis e crescimento visivel. Os autores ndo concluiram a identificagdo das

linhagens isoladas.

PREVEDI et al. (1995) caracterizaram linhagens de bactérias esporuladas
acidotermofilicas, isoladas de sucos de frutas ndo deteriorados da Itdlia, as quais

apresentaram caracteristicas similares as do 4. acidoterrestris.

Os trabalhos mais recentes sobre o isolamento de aliciclos foram realizados por
YAMAZAKI et al. (1996) e WEBSTER et al. (1996). Os primeiros autores isolaram, no
Japio, linhagens de Alicyclobacillus acidoterrestris a partir de amostras de bebidas é4cidas e
isotonicas deterioradas e sugeriram que alimentos acidos devem ter sua qualidade avaliada
quanto a presenca de A. acidoterrestris. WEBSTER et al. (op.cit) também isolaram
Alicyclobacillus acidoterrestris, neste caso a partir de amostras ndo-deterioradas de sucos
de frutas e de tomate enlatado.

WISSE & PARISH (1998) detectaram e enumeraram bacilos esporulados
acidotermofilicos em amostras provenientes de varias etapas da linha de processamento

industrial de suco de laranja concentrado, na Florida (USA).

2.1.4 - Isolamento e cultivo de Alicyclobacillus

A detecgio de microrganismos esporulados deteriogénicos em sucos de laranja

necessita que a amostra receba um tratamento especial para a ativagdo das células em



estado de dorméncia e a germinagéio dos esporos. O procedimento usado, freqiientemente, é
0 aquecimento de suspensdes das amostras em solugdo salina, solugSes tamponadas ou
agua, por dez minutos sob temperatura de 80 a 85°C, sendo que isso ocasiona apenas a
morte de células vegetativas. Muitas vezes, é necessario um cultivo de enriquecimento por
um tempo determinado a uma temperatura adequada para que se obtenha o crescimento e a
multiplicagdo das células, que se encontram em nimero muito reduzido nas amostras e,
posteriormente, procede-se o plaqueamento em meio de cultivo apropriado (PRIEST &
GRIGOROVA, 1990).

Os métodos tradicionalmente empregados para o isolamento e detecgdio do

crescimento bacteriano nas amostras incluem:

 plaqueamento direto de amostras, diluidas ou brutas, na superficie de meio de

cultura contendo agar;
» incorporagdo das amostras ao meio fundido;,
- inoculagdo em meio liquido.

Os diferentes métodos de inoculagdo e de plaqueamento podem fornecer resultados
complementares para a avaliagio da biota bacteriana contaminante de suco de laranja.
Diferentes linhagens microbianas de uma microbiota heterogénea s6 podem ser isoladas
com a utilizagdo de métodos especificos que melhor propiciem o seu crescimento e a sua

diferenciagdo.

Varios métodos e meios de cultivo tém sido empregados para isolar Alicyclobacillus
de diferentes fontes (Tabela 2.1). Alguns autores isolaram em PDA (Potato Dextrose Agar)
acidificado, linhagens de bacilos acidofilicos responsaveis por deterioragdo em sucos de
frutas, as quais também cresceram no meio semi-sintético de Darland & Brock (CERNY et
al., 1984), mas ndo apresentaram crescimento em meios enriquecidos como 4gar nutriente
(NA), Brain Heart Infusion (BHI) e Tripticase Soy Agar (TSA) (SPLITTSTOESSER et al,
1994; MCINTYRE et al., 1995; YAMAZAKI et al., 1996).



Tabela 2.1 - Métodos de isolamento de Alicyclobacillus

Fonte Pré- Enrique- Meio de Agentes Temp Referéncia
tratamento cimento cultivo inibidores CO)
solo 80°C BSSA BSSA ciclo- 50 HIPPCHEN
15 min hexamida et al. (1981)
solo 80°C - SM ciclo- 50 PORALLA &
10 min hexamida KONIG (1983)
suco BSSA BSSA - 42 CERNY et al.
reconstituido (1984)
solo 80°C BAM BAM ciclo- 50 DEINHARD
10min hexamida (1987)
solo nio descrito BSSA BSSA - 65 ZENTGRAF
et al. (1992)
suco nio descrito Potato 30 SPLITTSTOESSER
reconstituido - Dextrose - etal. (1994)
Agar
suco 60° ou Thermo- Potato - 37 MCINTYRE
concentrado 100°C acidurans Dextrose etal. (1995)
15 min Broth Agar
suco nio descrito Potato - 37 YAMAZAKI
concentrado - Dextrose et al. (1996)
Agar
suco 80°C 4gua destilada OSA - 44 PETTIPHER
reconstituido 10min etal. (1997)
fruta in 90°C peptona BSSA - 45 WISSE & PARISH
natura 20 min salina (1998)
solo 90°C BSSA BSSA - 45 WISSE & PARISH
20 min (1998)
Suco 90°C dgua BSSA - 45 WISSE & PARISH
concentrado 20 min (1998)
4gua 90°C - BSSA - 45 WISSE & PARISH
20 min (1998)

O método utilizado por HIPPCHEN ef al. (1981) e DEINHARD et al. (1987) para o
isolamento de bactérias acidotermofilicas, de diferentes tipos de solo, foi o enriquecimento
das culturas em meio seletivo semi-sintético (DARLAND & BROCK, 1971) precedido por

pasteurizagdo a 80°C por 10 minutos.

Utilizando esse mesmo método, PORALLA & KONIG (1983) observaram que a

espécie isolada com maior freqiiéncia foi A. acidoterrestris, que cresce em meio minimo

sem necessitar de outros fatores de crescimento. Foi constatada uma dificuldade de

recuperar, nas culturas de enriquecimento, linhagens de A. cycloheptanicus, uma vez que a

espécie A. acidoterrestris foi encontrada em maior nimero. Nas amostras analisadas, a
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proporgdo entre a populagdo das espécies de 4. cycloheptanicus e A. acidoterrestris foi de
1:3.

Dessa forma, o método de plaqueamento direto usado por PORALLA & KONIG
(1983) ¢ DEINHARD et al. (1987) foi mais eficiente na recuperagdo de Alicyclobacillus
cycloheptanicus, presente em menor nimero e dependente de fatores de crescimento
adicionais (extrato de levedura, pantoteno, isoleucina, leucina e vitamina B12), quando
comparado a 4. acidoterrestris. Os autores concluiram que, em culturas de enriquecimento,
as linhagens contendo w-ciclohexano (4. acidocaldarius e A. acidoterrestris) crescem mais

rapidamente que aquelas contendo e@-cicloheptano (4. cycloheptanicus).

Os meios utilizados no isolamento seletivo de bactérias esporuladas
acidotermofilicas (ATSB) sdo meios complexos e contém fontes heterotréficas de energia,
como a glicose (fonte de carbono e energia), extrato de levedura (fonte de vitaminas e
outros fatores de crescimento), sais que atuam como tampdes de pH e fontesde N,Pe K, e
suplementagio de ions metélicos (Fe, Mn, Co, Mo entre outros) (PRIEST, 1989).

Os aliciclobacilos sdo aerébios e requerem altas temperaturas (entre 45°C a 70°C) e
baixo pH (entre 2,5 e 5,0) para crescimento. N&o crescem em meios com pH neutro e no
podem ser isolados em meios comumente usados para o isolamento de bacilos mesofilicos
ou termofilicos em alimentos, como Agar Triptona Glicose Extrato de Carne (Triptone
Glicose Extract Agar - TGE) ou Agar Dextrose Triptona (Dextrose Tryptone Agar - DTA).
Os alicilicos podem crescer em meios acidificados como Agar Batata Dextrose (Potato
Dextrose Agar - PDA), OSA (Orange Serum Agar), Thermoacidurans Agar, Agar Extrato
de Malte (Malt Extract Agar - MEA) ou Agar WORT, dependendo do tempo, da
temperatura e do tipo de inoculagio (PREVEDI ef al., 1996). Deve-se salientar que esses
meios ndo sdo seletivos para as espécies de Alicyclobacillus. Os meios nutritivos com
peptona e extrato de levedura e o Agar Extrato de Solo (GORDON et al., 1973), utilizados

na contagem total de populagéo de Bacillus ssp., também s3o meios nio seletivos.

A metodologia de isolamento de Alicyclobacillus em sucos de frutas reconstituidos,
segundo BAUMGART (1993), utiliza a filtragio da amostra pasteurizada em membrana

com poros de 0,45 um, o meio de crescimento BAM (Bacillus acidocaldarius medium;
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DEINHARD, 1987a) e temperaturas de incubagdo de 37°C e 45°C, paralelamente, durante
4 dias. Por outro lado, os sucos concentrados dificultam a analise por esta metodologia,

uma vez que a grande quantidade de matéria solida nio permite a filtragdo da amostra.

Segundo PRIEST (1989), as bactérias esporogénicas aerdbias acidotermofilicas
podem ser isoladas, seletivamente, em meios de cultura acidificados, como os meios SM
(BCY-meio Bacillus cycloheptanicus, DEINHARD et al., 1987b) ¢ BSSA (meio semi
sintético de Darland & Brock) e incubadas a temperaturas entre 45°C e 50°C. Todos estes
meios de cultura encontram-se descritos no Capitulo 3 — Material e Métodos, deste
trabalho.

2.1.5 - Identificaciio de Alicyclobacillus

A identificac@o de Alicyclobacillus é realizada através da andlise das caracteristicas
morfolégicas das células e colonias, e do crescimento sob diferentes condigdes de
temperatura e pH, além da resposta & utilizagido de fontes de carbono e testes bioquimicos
convencionais, como catalase, oxidase e produgdo de acetoina, entre outros. Com isso,
juntamente com a quimiotaxonomia, principalmente a anélise de ésteres metilicos de acidos
graxos (FAMEs), é possivel discriminar os bacilos esporulados, acidotermofilicos e
heterotroficos como Alicyclobacillus sp. (DEINHARD, 1987).

BERKELEY & ALI (1994) sugeriram uma chave de identificagio em nivel de
género, utilizando testes taxondnicos classicos (Figura 2.1). Uma outra chave de
identificacdo simplificada para bactérias acidotermofilicas foi sugerida por DEINHARD
(op. cit) baseada no estudo de taxonomia numérica que realizou em linhagens de
Alicyclobacillus isoladas de diferentes habitats (Figura 2.2). Contudo, a diferenciagdo entre
as espécies de Alicyclobacillus sp, em varios casos, € insatisfatoria, necessitando recorrer-se

a outras técnicas quimiotaxon6micas e de taxonomia molecular.
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I) Células em forma de bastonetes

1)  Aerbbio ou anaertbio facultativo, nfio forma esporos sob condigdes anaerébias, catalase
comumente produzida.

i) Crescimento a 45°C e em pH 3,0
(a) Néo utiliza fons ferro, sulfito ou enxofre como fonte de energia

Alicyclobacillus
(b) Utiliza ions ferro, sulfito ou enxofre como fonte de energia
Sulfobacillus
ii) Nio apresenta crescimento a 45°C e em pH 3,0
Bacillus
2) Anaer6bio facultativo, produz esporos sob condigdes anaerdbias, catalase nio produzida.
Amphibacillus
3) Microaerdfilo, catalase nfio produzida.
Sporolactobacillus
4) Anaerébio.
i) Sulfato nfio reduzido a sulfito

(a) Gram positivo, nfio requer 0,5mol L' NaCl para crescimento
() “grow axenically”

Clostridium
(B) Isolado em “syntrophic culture”
Syntrophospora
(c) Gram negativo, requer 0,5mol L NaCl para crescimento
Sporohalobacter
ii) Sulfato reduzido a sulfito

Desulfotomaculum

1) Células esféricas, tétrades, aerobia
Sporosarcina

IIT) Formagéo de micélio

(1) “grow axenically”

Thermoactinomyces

(2)Requer invertebrado hospedeiro para crescimento
Pasteuria

IV) Bastonetes ou filamentos com mais de 0,3um
Oscillospira

Figura 2.1 - Esquema de identificagio em nivel de género para bactérias esporuladas
Fonte: BERKELEY & ALI (1994)
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Figura 2.2 - Esquema de identificacdo simplificado para bactérias acidotermofilicas
Fonte: DEINHARD (1987)

YAMAZAKI et al. (1996) caracterizaram e identificaram as linhagens isoladas de
bebidas acidas utilizando testes fenotipicos tradicionais, analises de quinonas isoprendides,
de 4cidos graxos celulares e homologia DNA-DNA. Esses autores, em 1997,
desenvolveram um método rapido de identificaco de Alicyclobacillus acidoterrestris
utilizando a técnica de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA).

WEBSTER et al. (1996) utilizaram a técnica de ribotipagem para a identificagdo de
linhagens isoladas de sucos de fruta. As linhagens foram identificadas como
Alicyclobacillus acidoterrestris, exceto uma, identificada como Bacillus amyloliquefaciens.
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Novos estudos tax6nomicos polifasicos s&0 necessirios para aprimorar a
classificacdo e produzir esquemas de identificagio adequados para o género
Alicyclobacillus.

2.1.6 - Descrigiio do género Alicyclobacillus - Wisotzkey 1992

Os organismos do género Alicyclobacillus sdo acidofilicos obrigatérios e seu
crescimento ocorre em pH entre 2,0 e 6,0. A temperatura de crescimento varia de 40 a
70°C. Fatores de crescimento, como vitaminas e fontes orgénicas de nitrogénio, podem ou
ndo ser requeridos. As células tém forma de bastonetes, com 0,3 a 0,8 um de largura por
2,0 a 45 uym de comprimento. S&o aerébios ou facultativos, Gram positivos ou Gram

variaveis e endoesporos sio formados sob condigdes ambientais e nutricionais adversas.

Os acidos graxos presentes na matriz lipidica da célula contém predominantemente
o-aliciclico com cadeias de 6 a 7 carbonos. A principal quinona isoprendide é uma
menaquinona com 7 unidades isoprénicas (MK-7). Hopanobides podem estar presentes,

assim como sulfanolipidios.

O conteido de G+C do DNA varia de 51,6 a 60,3 mol%, determinado pelo método
de denaturagdo térmica. A linhagem de referéncia é Alicyclobacillus acidocaldarius ATCC
27009 T (= DSM 446" = CCT 2490 ).

2.1.6.1 - Alicyclobacillus acidocaldarius - Darland & Brock, 1971

S&o organismos aerébios, bastonetes Gram-positivos formadores de endoesporos,
com 2 a 3 um de comprimento e 0,7 a 0,8 um de largura, formando cadeias curtas com 5 ou
6 células. O esporangio nio ¢ entumescido; os endoesporos possuem formas elipsoidais,
localizados terminalmente ou subterminalmente. Os esporos possuem resisténcia

relativamente fraca ao calor.

As col6nias ndo sdo pigmentadas, sdo planas e possuem margens irregulares. Os
acidos graxos predominantes sfo os acidos w-ciclohexil, sendo que os 4cidos o-ciclohexil

undecandico (C17) e m-ciclohexil tridecanéico (C19) contribuem com 50% a 90% do total
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de 4cidos graxos. Hopanbides e sulfanolipidios também estdo presentes na membrana (DE
ROSA et al., 1972, DEINHARD et al., 1987).

As fontes de carbono utilizadas pelas linhagens da espécie sdo a glicose, a
galactose, o glicerol, frutose e manose. Ndo sio assimiladas as seguintes fontes de carbono:
eritritol, adonitol, sorbitol, xilitol, citrato, acetato, succinato e etanol. O pH de crescimento
encontra-se na faixa de 2,0 a 6,0 e a temperatura 6tima de crescimento varia entre 45°C ¢
70°C. Nenhum fator de crescimento é requerido. A principal menaquinona ¢ a MK-7, a
MK-8 também esta presente. O conteido G+C de DNA varia de 61,2 a 62,2 mol%.

As principais fontes de isolamento sio ambientes geotermais. A linhagem de
referéncia da espécie é a ATCC 27009 T (= DSM 446" = CCT 2490 7).

2.1.6.2 - Alicyclobacillus acidoterrestris — Deinhard, 1988

S3o bastonetes formadores de endoesporos, aerobios, Gram-positivos, com 2,9 a 4,3
pm de comprimento e 0,6 a 0,8 um de largura. Os esporos sdo ovais, localizados na posigéo
subterminal ou terminal. As coldnias sdo circulares, com pigmentagio branco-amarelada,
transhicida ou opaca. Fatores de crescimento n3o sdo requeridos. A temperatura de
crescimento varia entre 35°C e 55°C, estando a temperatura 6tima de crescimento na faixa

de 42 a 53°C. O pH de crescimento varia entre 2,2 a 5,8.

A reagio de Voges-Proskauer é negativa ou variavel. O crescimento ndo ocorre na
presenca de 5% de NaCl. As principais fontes de carbono utilizadas pelas linhagens da
espécie sio a glicose, frutose, galactose, glicerol, eritritol, sorbitol, adonitol e xilitol. Os
acidos graxos @-ciclohexano sdo os &cidos celulares predominantes. Hopanéides e
sulfanolipidios estdo presentes. A menaquinona MK-7 é predominante, sendo que também
se detecta MK-6. O contetido de G+C do DNA varia de 51,6 a 53,3 mol%. A linhagem tipo
da espécie é a DSM 39227 (=CCT 4380").
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2.1.6.3 - Alicyclobacillus cycloheptanicus — Deinhard, 1988

Sdo bastonetes formadores de endoesporos, aerobios, Gram-positivos. O tamanho
das células varia entre 2,5 e 4,5 um de comprimento e entre 0,35 e 0,55 pm de largura. Os
esporos sdo ovais, localizados na posigio subterminal. O esporingio ¢é levemente
entumescido. As colénias sfo circulares, pequenas, com pigmentagio amarelo

esbranquigada e opacas.

Fatores de crescimento sdo necessarios, como metionina, pantotenato, isoleucina e
vitamina B12. A temperatura de crescimento varia de 40 a 53 °C, sendo a temperatura 6tima
em torno de 48°C. O pH de crescimento encontra-se na faixa de 3,0 a 5,5. As fontes de
carbono utilizadas pelas linhagens da espécie sio: D- arabinose, ribose, D-xilose, galactose,
frutose, manose, dulcitol, D-lixose, L-fucose. Os principais acidos graxos sdo: o-
cicloheptil undecanéico, o-cicloheptil tridecandico e o-~cycloheptil-a-hidroxi undecanéico.
A menaquinona MK-7 é predominante, sendo que também se detecta a presenca de MK-6 e
MK-9. O contetido de G+C de DNA varia entre 54,0 e 56,9 mol%. A linhagem tipo é a
DSM 4006"(=CCT 4382").

2.2 - Caracteristicas quimiotaxonémicas de Alicyclobacillus

A quimiotaxonomia ¢ definida como o estudo da distribuicdo de componentes
quimicos celulares, tais como, lipideos, aminoacidos, proteinas, quinonas isoprendides e
agucares, e a utilizagdo das informagdes derivadas dessas analises na classificagdo e na
identificacdo de microrganismos pertencentes a diferentes tixons (GOODFELLOW &
O’DONNELL, 1994). A caracterizagio das linhagens é baseada na anilise da composigcdo
quimica de organismos inteiros ou de fragSes celulares, tais como paredes celulares,

membranas e organelas.

Os resultados das analises tém contribuido significativamente para a classificagio, a
identificacdio e a tipagem de microrganismos isolados de ambientes naturais, onde a
classificagdio e a taxonomia sio pouco elucidadas (GOODFELLOW & MINNIKINN,
1985).
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As informagOes obtidas a partir das analises de componentes quimicos celulares
foram essenciais para a classificagdo e a identificagio de microrganismos do género
Alicyclobacillus. Os caracteres quimicos freqiientemente utilizados em quimiossistemética
de Alicyclobacillus sio: perfil de 4cidos graxos celular (FAMESs), quinonas respiratOrias
(menaquinonas), hopanoides e composi¢do de bases de DNA (COSTA & NOBRE, 1994).

Os acidos graxos sdo definidos como acidos carboxilicos com cadeia longa de
moléculas alifaticas. Assim como outros componentes celulares de importancia
taxondmica, os acidos graxos podem ser utilizados para classificar bactérias em diferentes
niveis taxondnicos (género e espécie) de acordo com o padrdo de distribui¢do diferenciada
entre diferentes taxa (SUZUKI et al., 1993).

Os acidos graxos contendo de dez a vinte e quatro carbonos estdo presentes em
varios microrganismos e tém proporcionado informagdes taxonémicas importante. Além do
comprimento de cadeia, a localizagdo de duplas ligagGes nos acidos graxos insaturados € a
presenca de grupos substitutos fornecem dados que sdo uteis do ponto de vista biossintético
e taxondmico (SUZUKI et al., 1982; SUZUKI et al., 1993).

Segundo KANEDA (1991), todas as bactérias podem ser divididas em trés grupos
de acordo com a composigio lipidica de suas membranas. Um primeiro grupo abrange a
maioria das bactérias, as quais possuem cadeias retas de ésteres acil. O segundo grupo
inclui bactérias cujas membranas consistem de 4cidos graxos de cadeia ramificada e de
acidos graxos aliciclicos. Este grupo contém cerca de 10% das espécies de bactérias, dentre
as quais encontram-se os aliciclobacilos. As bactérias do terceiro grupo tém suas
membranas compostas de ésteres isoprendides. Neste grupo incluem-se poucas espécies,
sendo todas Archaea. |

Os lipideos de membrana dos Alicyclobacillus contém, entdo, acidos graxos
ciclicos, que possuem um grupo ciclico acil na terminagéo final da cadeia de carbonos, na
posi¢io “@” (omega) (Figura 2.3), juntamente com acidos graxos de cadeias ramificadas

iso- e anteiso-.
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Figura 2.3 - Estrutura quimica dos 4cidos graxos e-ciclicos: (a) o-ciclohexil undecandico ®)R=H: ©-
cicloheptil undecanéico; R=OH: e-cicloheptil-a.-hidroxi-undecanéico

Taxonomicamente, os acidos graxos o-ciclohexanos e o-cicloheptanos s3o
componentes caracteristicos das espécies de Alicyclobacillus (DE ROSA et al., 1971;
DEINHARD et al., 1987a), diferindo do perfil de 4cidos graxos das outras espécies do
género Bacillus, onde os 4cidos graxos de cadeias ramificadas iso- e anteiso- sio os
componentes principais (KANEDA, 1977, HIPPCHEN et al., 1981; KANEDA, 1991).

O método freqiientemente utilizado na analise de acidos graxos envolve a separagdo
cromatografica liquido-gasosa (CLG) dos Esteres Metil de Acidos Graxos, ou FAMEs, do
inglés Fatty Acid Methyl Esters. A cromatografia liquido-gasosa consiste de uma fase
movel gasosa e de uma fase liquida estacionaria, na qual ocorre a separagdo dos FAMEs
através de colunas capilares. Os picos individuais resultantes s3o identificados comparando
0s seus respectivos tempos de retencio com aqueles de padrdes de acidos graxos
disponiveis comercialmente (EMBLEY & WAIT, 1994). No caso da anilise de acidos
graxos o-ciclohexanos e o-cicloheptanos, ndo ha padrdes comerciais disponiveis. Utiliza-
se, entdo, extratos dos FAMES das linhagens de referéncia das espécies descritas do género
Alicyclobacillus.

Os dados quantitativos de 4cidos graxos tém sido empregados na identificagdo de
bactérias (SASSER, 1990). Entretanto, os perfis de 4cidos graxos podem ser influenciados
pelas condigdes de crescimento e pelos métodos de extragio (SUZUKI & KOMAGATA,
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1983; SUZUKI et al., 1993; EMBLEY & WAIT, 1994). Assim sendo, as anilises
quantitativas de acidos graxos devem ser realizadas sob condigGes altamente padronizadas.

A anilise da composigdo de 4cidos graxos utilizada para fins de classificac@o requer
o controle rigoroso das condigdes de cultivo, tais como: temperatura, tempo de incubagdo e

meios de cultura.

Segundo KRISCHKE & PORALLA (1990), a sintese dos acidos graxos de A.
acidocadarius mostra uma clara dependéncia da temperatura e do valor do pH do meio de
cultivo. Baixos valores de pH (2,0 — 2,5) e altas temperaturas (60°C) conduzem ao
desenvolvimento de um elevado teor de acidos graxos ciclicos (87%). Quando o meio se
apresenta com pH 5.0 e temperatura de 50°C de incubagdo, havera uma proporgéo de 55%
de 4cidos graxos ciclicos. Se o pH do meio € 2,5, na mesma temperatura, observa-se que a
proporgiio aumenta para 75%, portanto, a concentrago de hidrogénio tem uma forte relaggo

com o aumento de acidos graxos ciclicos dos aliciclos.

Conforme OSHIMA & ARIGA (1975) e KANNENBERG et al. (1984), a presenca
de lipidios do grupo o-ciclohexano e @-cicloheptano esti diretamente relacionada a
adaptagbes da membrana celular da bactéria & situagio de termoacidofilia, ou seja,
resisténcia as elevadas temperaturas e ao pH reduzido. O perfil de acidos graxos das
espécies Alicyclobacillus acidoterrestris e Alicyclobacillus acidocaldarius compde-se,
principalmente, dos acidos o-ciclohexanos de cadeias Cy7 € C19 (11-ciclohexil undecanéico
e 13-ciclohexil tridecandico) (Figura 2.4). O Alicyclobacillus cycloheptanicus ¢ o nico
organismo descrito até agora que possui acidos graxos cicloheptanos, com comprimento de
cadeia C;5 € C20. Os 4cidos w-cicloheptil undecanéico, @-cicloheptil tridecanéico, e ®-
ciclohetpil-o-hidroxi undecanéico compreendem cerca de 80% do total de acidos graxos
desta espécie (MOORE et al., 1995).
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Figura 2.4 — Cromatografia gasosa dos metil ésteres de 4cidos graxos de Alicyclobacillus acidoterrestris
(CCT 4380™=DSM 3922). [Pico a: ©-C;7 = 4cido o<ciclohexil undecanéico; pico b: ©-Cye = 4cido -
ciclohexil tridecanéico).Condigdes cromatogréficas: coluna polar capilar Omegawax 320™. Programagio de
temperatura:160° C, 10 min.;160-220°C, 4°C/min.;220°C, 10 min.

Segundo a literatura, existem outros grupos de microrganismos, os quais, embora
possuindo é4cidos graxos w-ciclohexanos, sio muito distintos dos Alicyclobacillus, tanto
fenotipicamente quanto em relagio ao requerimento nutricional. Brevibacterim pusillum,
por exemplo, possue acidos graxos ciclicos como principais componentes, apresenta-se
como um bastonete Gram-positivo, ndio formador de endoesporos, estritamente aerébio,
neutréfilo e meséfilo, sendo que seu crescimento 6timo ocorre entre 25°C e 30°C e em pH
de 5,0 2 9,0 (DEINHARD & PORALLA, 1996).

KUSANO et al. (1997) descreveram Propionibacterium ciclohexanicum, que
também possui 4cidos @-ciclohexanos como componentes principais do perfil de acidos
graxos. Este organismo foi responsavel pela deterioracdio de suco de laranja. Difere dos

alicilobacilos pela auséncia de endoesporos, pleomorfismo celular e aerotolerancia, mas
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possui algumas similaridades principalmente quanto a acidofilia ( pH 6timo entre 5,5 - 6,5)

e a resisténcia térmica de suas células.

Os organismos do género Sulfobacillus possuem um perfil de acidos graxos similar
ao dos Alicyclobacillus. Os 4cidos w-ciclohexanos e, principalmente, anteiso- aparecem
como componentes principais da matriz lipidica de sua membrana celular e, dependendo
das condig¢es de cultivo (autotréfico, mixotréfico ou heterotréfico), a quantidade de acidos
ciclicos pode variar de 10 a 60% do total de 4cidos graxos (TSAPLINA et al., 1994).
Sulfobacillus e Alicyclobacillus, embora apresentem relagSes filogenéticas muito proximas
com base na comparacdo de estruturas secundarias do 16S rDNA (DUFRESNE et al, 1996;
NORRIS et al., 1996), possuem caracteres fenotipicos e fisiologicos muito distintos. O
género Sulfobacillus consiste de bactérias que crescem em pH extremo, cerca de 1,7, e sdo
moderadamente termofilicas, com uma das espécies mesofilica. As espécies deste género
sd0 autotroficas facultativas e utilizam ions ferro e enxofre como tinica fonte de energia.

Nizo crescem em galactose e ndo formam 4cido de carboidratos (DUFRESNE et al., op.cit.).

2.3 — Caracterizacio fenotipica de Alicyclobacillus através do Sistema API S0 CH

Os testes convencionais de utilizagio de carboidratos consistem na verificagdo da
produgdo de acido e de gas, inoculando-se a linhagem a ser estudada num meio de cultura
basal, que pode ser liquido ou semi-sélido, contendo o carboidrato teste € um indicador de
pH. Nos ultimos dez anos, foram desenvolvidos kits (como o sistema API 50 CH, Bio

Merieux) que tém sido usados na identificagdo de linhagens de interesse.

O Sistema API 50 CH consiste de um kit que compreende 49 diferentes fontes de
carbono desidratadas, distribuidas em galerias que s8o preenchidas com meio de inoculagio
apropriado para o microrganismo em estudo. Este sistema é usado em biotipagem,
taxonomia, identificagio e pesquisa. As principais vantagens estdo na simplicidade e na

rapidez do método, que oferece resultados confiaveis e reprodutiveis.
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A aplicag@io deste sistema para linhagens de Alicyclobacillus foi adotada por alguns
autores, os quais adaptaram o meio basal e os indicadores de viragem do pH (DEINHARD,
1987, DEINHARD et al., 1987a, PREVEDI et al., 1995).

Segundo o estudo realizado por DEINHARD (1987), as trés espécies de
aliciclobacilos puderam ser separadas através da utilizagdo deste sistema adaptado.
Linhagens de Alicyclobacillus acidocaldarius utilizam como principais fontes de carbono,
dissacarideos, trissacarideos e polissacarideos, cujos exemplos mais significativos sfio a
sacarose, a trealose e o glicogénio. 4. acidocaldarius ndo sdo capazes de formar acidos a
partir de eritritol, adonitol, sorbitol, xilitol e D-arabitol, como acontece com a maioria das
linhagens estudadas de A4. acidoterrestris.

As linhagens de A. cycloheptanicus apresentam grandes diferencas em relagdo as
outras duas espécies. No geral, seu espectro de fontes de carbono é bem limitado, n3o
utilizando os di-, tri- e polissacarideos. As principais fontes de carbono que esta espécie

utiliza , sdo: L-fucose, 5-cetogluconato, dulcitol e D- lixose.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Linhagens utilizadas

- As linhagens de referéncia de Alicyclobacillus e de Bacillus utilizadas neste trabalho
foram obtidas na Colegio de Culturas Tropical (CCT) da Fundagio “André Tosello”,
Campinas, SP. e estdo listadas na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Linhagens dos géneros Alicyclobacillus e Bacillus.

Linhagem n° CCT FONTE
Alicyclobacillus acidocaldarius 24907 DSM 446"
4385 DSM 448
Alicyclobacillus acidoterrestris 43807 DSM 39227
4384 DSM 2498
Alicyclobacillus cycloheptanicus 43827 DSM 4006"
Alicyclobacillus sp. 4406 CCT
4407 CCT
4408 CCT
4525 CCT
4413 CCT
4415 CCT
5019 VF*
5020 SHC*
5021 IPC*
5022 WAC*
Bacillus coagulans 01997 ATCC 7050"

CCT: Colegdo de Culturas Tropical

DSM: Deutshe Sammlung von Mikroorganismen
ATCC: Americam Type Culture Colletion

T linhagem Tipo

*linhagens isoladas de suco de magi por D.F. Splittstoesser- Universidade de Cornell-USA
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3.2 - Meios de isolamento e cultivo

Os meios de isolamento e cultivo utilizados nos experimentos, assim como os

procedimentos de preparo e condi¢des de cultivo estdo indicados a seguir:

Meio BAT (meio A. acidocaldarius/ A. acidoterrestris DARLAND &
BROCK, 1971, DEINHARD et al., 1987a)
e Solugdo A:

CaCly . 2HoO ..ot 025¢g
MgSO4 THRO ..o, 0,50 g
NH4)2 804 0,20g
KHoPOY ..ottt 30g

Extrato delevedura ..............ccooooiiiiininninnn. 20g

GLCOSE ....ocveierieieieeeeeee e 50g

Solugédo de Elementos Trago (B) ..................... 1,0 mL

Agua destilada................ q.s.p. 1000 mL (para meio liquido)
........................................ g.s.p. 500 mL (para meio sélido)

Ajustar o pH com a solugio 1 N de H»SO4 ou 1 N NaOH para pH 4,0. Autoclavar a 121°C

por 15 minutos.

e Solugdo B: Solugdo de Elementos Trago (FARRAND ez al., 1983)

CaCly . 2HoO ..o, 0,66 g
ZnSO4 . THRO ..ot 0,18¢g
CuSO4.S5HoO ..o, 0,16 g
MnSO4 .4 H20 ..o 0,02¢g
CoCly . 6 HoO ..o, 0,18g
H3BO3 .o 0,10g
Na,MoO,.2H20 ...c.cooniii, 0,30g
Agua destilada ..............cocoooooiiiieeieie, 1000 mL

A solugdo deve ser mantida em refrigeragéo.
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¢  Solugdo C: Solugdo de Agar 1,5%
ABAL oo 150g
Aguadestilada ..............cooooeoomvoo 500 mL
Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

e Preparacdo de meio sélido:
Esterilizar separadamente as solugdes A e C. Combinar as solugBes apds autoclavagem,
sendo que a solugio C (4gar 1,5%) deve estar fundida. Distribuir em placas de Petri

estéreis.

Meio BCY (SM) (meio 4. cycloheptanicus DEINHARD ez al., 1987b)
¢ Solugdo A:

CaCly . 2H9O ..o 0,25g
MgSO4 TH20 ..ocoovieeeeeeeeen 0,50 g
(NE42 804 ..o 0,20 g
KHoPOy ..o 30g
Extratodelevedura.....................cccoocoevii . 60g

GHCOSE ..o 50g
Solugdo de Elementos Trago (B) .................... 1,0mL

Agua destilada.................. g.s.p. 1000 mL (para meio liquido)
........................................ q.s.p. 500 mL (para meio sélido)

Ajustar o pH com a solugdo 1 N de HySO4 ou 1 N NaOH para pH 4,3. Autoclavar a 121°C

por 15 minutos.

¢ Solugdo B: Solugdo de Elementos Trago (idem Meio BAT)

e Solugdo C: Solugio de Agar 1,5%

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

e Preparac¢do de meio solido:
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Esterilizar separadamente as solugdes A e C. Combinar as solugdes ap6s autoclavagem,
sendo que a solugiio C (4gar) deve estar fundida. Distribuir em placas de Petri estéreis.

Meio BAM ( meio A. acidocaldarius DARLAND & BROCK, 1971)
e Solugio A:

CaCly . 2HO ..o 0,25g
MgSO4 7THO ..o, 0,50g
(NHg)2 804 .. 0,20g
KHoPOY ..ot 30g

Extrato delevedura ............ccooeveeiiiniciniennenn. 10g

Agua destilada.................. q.s.p. 1000 mL (para meio liquido)
........................................ q.s.p. 500 mL (para meio sélido)

Ajustar o pH com a solugdo 1 N de HySO4 ou 1 N NaOH para pH 4,0. Autoclavar a 121°C

por 15 minutos.

e Solugdo B : Solugio de Agar 2% Glicosado

GICOSE .....oceveeeieeereeereeeciceete e e 10g
AQAT oo, 20,0 g
Agua destilada ...........c.ccooovevieeeriiiieieeen 500 mL

Autoclavar a 121°C por 15 minutos.

e Preparo de meio sélido:

Esterilizar separadamente as solugdes A e B. Combinar as solugbes ap6s autoclavagem,
sendo que a solugdo B (4gar 2% glicosado) deve estar fundida. Distribuir 20 mL por placa
de Petri.

Meio BSSA (meio semi-sintético de Darland & Brock) (CERNY et al.,1984)
e Solugdo A: '

CaCly . 2HoO ..o 0,25 g
MgSO4 THoO ... 0,50g
(NH4)2 S04 ......ooooiiiireee 0,208
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Extratodelevedura .......................ccoceein . 20g

GHCOSE ..o 10g

Amido solavel ... 20g

FeSO4 THAO ..o, 0,28 mg
MnCly 4HpO ..o 1,25 mg
ZnSO4 THO ..., 0,4 mg

Agua destilada............ q.s.p. 1000 mL (para meio liquido)
........................................ q.s.p. 500 mL (para meio s6lido)

Ajustar o pH com a solugio 1 N de HySO4 ou 1 N NaOH para pH 4,0. Autoclavar a 121°C

por 15 minutos.

¢ Solugdo B: Solugio de Agar 1,5%

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.

e Preparagdo de meio sélido:
Esterilizar separadamente as solugdes A e B. Combinar as solugdes apés autoclavagem,
sendo que a solugdo B (agar 1,5% ) deve estar fundida. Distribuir em placas de Petri

estéreis.

Meio Nutrient Broth - Difco
Ajustar o pH com a solug@io IN de HSO4 ou 1N NaOH para pH 5,5.

Meio Orange Serum dgar (OSA)- Difco
Tripticase Soy dgar (TSA)- Difco

Meio Nutriente dgar (NA)- Difco
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Soluciio de PFZ:
0,85% de NaCl; 0,1% de peptona; 1000 mL de &gua destilada.

Soluciio salina acidificada estéril

1g de MgSQ,. 7 H;0, 8g de NaCl, 1000 mL de 4gua destilada, ajustar o pH para 4,5 com
solu¢do de HoSO4 IN

3.3 - Condigdes de cultivo

Temperaturas de incubagdo das linhagens

As linhagens de Alicyclobacillus sp. foram incubadas a 50°C e a linhagem de
Bacillus coagulans foi incubada a 37°C e a 50°C.

Cultivo em meios solidificados

As linhagens incubadas a temperaturas entre 50°C e 60°C foram colocadas em sacos

plasticos para evitar desidratagéo dos meios.

Cultivo em meios liquidos

As culturas liquidas foram realizadas em frascos Erlenmeyer de 250 ou 500 mL,
contendo 100 mL ou 250 mL de meio, respectivamente. Foram incubados a 50°C sob

agitagdo de 150 r.p.m em agitador rotatdrio.
3.4 - Amostras de sucos industrializados
3.4.1 - Amostras de suco de laranja concentrado congelado

Foram utilizadas na realizagio deste trabalho 19 amostras de suco de laranja
concentrado provenientes de diversas regides produtoras do Estado de Sdo Paulo, safra de
1994 (Tabela 3.2). Estas amostras foram armazenadas em cdmaras frias a -18°C nas
industrias de procedéncia até a data de anilise. Os ensaios de detecgdo e isolamento de
Alicyclobacillus foram realizados nos meses de outubro e novembro de 1995 e as amostras
ficaram estocadas sob refrigera¢do & 4°C, no escuro, durante o tempo de realizagdo dos

ensaios.
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Tabela 3.2 - Origem dos sucos concentrados de laranja analisados.

Codigo  Regifio de Produgiio* Variedades de Citrus
95086 Centro-Sul Valéncia
95087 Centro-Sul Péra-Rio
95088 Norte Dado n#o fornecido
95089 Norte Dado nfo fornecido
95090 Norte Péra-Rio/Coroa (94,5%), Valéncia (4,0%), Natal (1,5%)
95091 Norte Péra-Rio/Coroa (18,7%), Valéncia (18,1%),
Natal (61,4%), Ham/Bar/Wes/Rub (1,8%)
95093 Sul Péra-Rio
95098 Noroeste Péra
95099 Centro Péra
95100 Centro Valéncia
95101 Norte Péra-Rio (90,0%)
95102 Centro Valéncia
95103 Centro Natal / Valéncia
95116 Noroeste Valéncia (83,9%), Natal (7,1%), Rio (9,0%)
95121 Centro (50%), Norte (27%), Noroeste (23%) Hamlin (68%)
Centro (0,5%), Norte (26%), Noroeste (69%) Péra (32%)
95122 Centro (36%), Norte (37%), Noroeste (27%) Péra (83%)
Centro (06%), Norte (34%), Noroeste (60%) Natal (8%)
Centro (10%), Norte (50%), Noroeste (40%) Valéncia (9%)
95123 Regidio Sul:
Limeira(24%), MMirim(29%), P.Ferreira(47%)  Péra (42%)
Limeira(27%), M-Mirim(43%), P.Ferreira(30%)  Natal (17%)
Limeira(29%), M Mirim(15%), P.Ferreira(56%)  Valéncia (41%)
95124 Regifio Sul:
Limeira(20%), M Mirim(52%), P.Ferreira(28%)  Péra (81%)
Limeira(23%), M.Mirim(77%) Natal (3%)
Limeira(28%), M.Mirim(2%), P.Ferreira(70%) Valéncia (16%)
95213 Centro Dado néo fornecido

*Municipios que compdem as diferentes regides de produgéo:

Centro: Araraquara, Matio e Taquaritinga;
Sul: Limeira, Mogi Mirim e Porto Ferreira;
Norte: Bebedouro ¢ Severinea;

Noroeste: Itdpolis, Catanduva, Sio José do Rio Preto , Votuporanga e Frutal.
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3.4.2 - Amostras de sucos de frutas comerciais

Foram analisados, também, na deteccdo e enumeragdo de Alicyclobacillus, 23

amostras de sucos do exterior e nacionais vendidos comercialmente (Tabela 3.3).

Tabela 3.3 - Amostras de sucos de frutas industrializados

Codigo Sucos Descrigiio da amostra Procedéncia

Sucos CONCENTRADOS COMERCIAIS DE DIFERENTES FRUTAS

166 Concentrado para limonada  para diluir 4 1/3 X (% de suco do Brasil), contém EUA
14% de suco de lima

168 Concentrado para limonada  para diluir 4 1/3 X (% de suco do Brasil), contém EUA
15% de suco de lima

167 Suco de laranja concentrado 3 X concentrado (% de sucos do Brasil, México e EUA
EUA)

172 Suco de laranja concentrado 3 X concentrado (% de sucos do Brasil, México e EUA
EUA-Flérida)

SUCOS DE DIFERENTES FRUTAS PRONTOS PARA BEBER E VENDIDOS COMERCIALMENTE

174 Suco de magd o EUA

241 Suco de uva Reconstituido do concentrado, com agticar Brasil

253 Suco de uva branca Contém 3,39% de suco de uva e 78,48% de 4gua Coréia

250 Suco de uva —_— Tailéndia

173 Suco de uva branca Reconstituido do concentrado EUA

170 Suco de grapefruit Reconstituido do concentrado Flérida, EUA

247 Suco de limdo Com mel Tailéndia

251 Suco de manga contém 15% de suco de manga Tailéndia

245 Suco de laranja —_ Canadé

240 Suco de laranja Integral pasteurizado Brasil

242 Suco de laranja Integral pasteurizado Brasil

243 Suco de laranja Integral pasteurizado Brasil

244 Suco de laranja Contém 60% de suco de laranja, reconstituido do Argentina
concentrado

249 Suco de papaia néctar EUA

252 Suco de péra contém 13% de suco de péra e 68,6% de 4gua Coréia

171 Suco de abacaxi — Flérida e Havai, EUA

248 Suco de abacaxi Reconstituido do concentrado EUA

246 Suco de tomate — Canada

169 Suco de tomate Reconstituido do concentrado EUA
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3.5 - Estudo das condicdes 6timas para isolamento e deteccio de Alicyclobacillus em
suco de laranja concentrado

3.5.1 - Ensaio de crescimento de linhagens de Alicyclobacillus
em diferentes valores de pH

Para este ensaio, foram utilizadas 3 linhagens: Alicyclobacillus acidoterrestris (CCT
43807, Alicyclobacillus sp. (CCT 5022) e Alicyclobacillus sp. (CCT 4406), as quais foram

testadas em sistema de microplacas de poliestireno com 96 orificios.

O meio de crescimento utilizado foi o BAT, com pH ajustado entre 2,0 e 6,5 com
adi¢do de H2SO4 IN ou NaOH IN. O inéculo foi padronizado com o tubo 1 da escala de
MacFarland a partir das culturas crescidas em agar em 24 horas. Aliquotas de 5 ul da
suspensdo de bactérias em meio BAT foram colocadas em duplicata nas placas, para cada
cultura, com um controle em branco (sem inéculo). As placas foram incubadas a 42°C em
um leitor automético de placas 340ATTC (STI) - Austria, por um periodo de 18 horas,
sendo que o crescimento foi monitorado péla mudanga na absorbincia a Aszo nm, a cada 2

horas.

Para cada combinagio de linhagem por pH foi obtida uma curva de crescimento. Os
valores langados referem-se 4 média dos valores obtidos nos testes em duplicatas. Para
compensar as mudangas na leitura das placas, devido & evaporagio do meio de cultura, as

leituras do branco (controle) foram subtraidas das amostras.
3.5.2 - Crescimento de Alicyclobacillus em diferentes meios de cultura

O crescimento e a germinagdo de esporos de linhagens de referéncia, A.
acidoterrestris CCT 4384 e A. acidocaldarius CCT 4385 e de 2 linhagens isoladas de suco
de laranja concentrado foram testados em diferentes meios de cultivo: BAT, BCY, BSSA,
OSA, TSA e NA. As temperaturas de incubagiio foram de 37°C, 45°C e 50°C e duas
técnicas de plaqueamento foram aplicadas: plaqueamento por incorporag8o do indculo (I) e

plaqueamento na superficie (S).

As suspensdes de esporos das linhagens foram obtidas a partir de culturas crescidas
em meio BAT pH 4,0, por 4 ou 5 dias de incubagio a 50°C. A formagdo dos esporos foi

32



monitorada por microscopia. As culturas esporuladas foram centrifugadas e lavadas com
solugdo salina acidificada. As células foram ressuspendidas em agua destilada estéril. As

suspensdes foram mantidas a 4°C até a realizagéo da analise.

3.5.3 - Efeito de diferentes meios de enriquecimento, periodos de incubacio, métodos
de plaqueamento e temperaturas de incubacfio no crescimento de bactérias
acidotermofilicas

Neste experimento foram avaliadas 6 amostras de suco de laranja concentrado. Dez
(10) gramas de cada amostra foram diluidos em frascos contendo 90 mL de diferentes
meios de diluigdo. As amostras foram pasteurizadas a 80°C por 10 minutos e incubadas a
50°C por 24 e 48 horas. As condigbes de enriquecimento e meios de plaqueamento

encontram-se descritas na Tabela 3.4.

As placas de Petri contendo meio BAM éagar 2% foram incubadas a 60°C, enquanto
que as placas com BAT agar 1,5% e 2,0 % foram incubadas a 37°C e a 50°C e as placas
com BCY agar 1,5% a 50°C. O crescimento de colOnias bacterianas foi monitorado a cada

24 horas por 10 dias.

Tabela 3.4 — Varidveis e condi¢des de crescimento avaliadas para a detecgdo de bactérias
acidotermofilicas em amostras de suco concentrado de laranja

Meio de enriquecimento Solugéio PFZ
Meio BAM (caldo)
Agua destilada (estéril)

Tempo de incubagéio 24 horas
48 horas

Meios de plaqueamento BAT éagar
BCY égar
BAM é4gar

Métodos de plaqueamento BAM égar 2,0%: plaqueamento por superficie (spread plate)
BAT égar 1,5%: plaqueamento por profundidade (pour plate)
BAT é4gar 2,0%: plaqueamento por superficie (spread plate)
BAT égar 1,5%: plaqueamento por superficie cdmara imida
BCY égar 1,5%: plaqueamento por profundidade (pour plate)

Temperatura de incubagéio 37°C
50°C
60°C
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3.5.4- Enumeragiio de esporos de Alicyclobacillus nas amostras de suco concentrado
por incorporaciio em meio de cultura sélido

Enumeragdo: dez (10) gramas de cada amostra de suco concentrado de laranja foram
diluidos em 90 mL de 4gua destilada estéril. As amostras foram pasteurizadas a 80°C por
10 minutos. Posteriormente, 1 mL das dilui¢des 10 e 102 foram plaqueadas em meios
BAT pH 4,0 e BCY pH 4,3 pela técnica de plaqueamento em profundidade. As placas
foram incubadas a 37° e 50°C. O crescimento de colénias bacterianas foi monitorado a cada
24 horas por 10 dias. Os resultados foram obtidos através da contagem de unidades
formadoras de colonias por grama do produto (UF C/g).

3.6 - Detecciio ¢ enumeraciio de esporos de Alicyclobacillus em sucos de frutas
industralizados de virias procedéncias

Enriquecimento e detecgdo: foram coletados em seringas descartiveis dez (10)
mililitros de cada amostra e diluidas em frascos contendo 90 mL de agua destilada estéril
(para sucos concentrados) ou 90 mL de caldo BAT (para sucos clarificados). As amostras
foram pasteurizadas a 80°C por 10 minutos e incubadas a 50°C por 24 horas . Apés o
enriquecimento, 1 mL das culturas de enriquecimento foram inoculadas por plaqueamento
em profundidade, com meio BAT agar, em duplicata. As placas foram incubadas a 50°C. O

crescimento de col6nias bacterianas foi monitorado a cada 24 horas por 10 dias.

Enumeragdio por incorporagdo em meio soélido: foram coletados em seringas
descartaveis dez (10) mililitros de cada amostra de suco concentrado e diluidos em 90 mL
de 4gua destilada estéril. As amostras foram pasteurizadas a 80°C por 10 minutos.
Posteriormente, 1 mL das diluigdes 10™ e 10 foram plaqueados em meios BAT pH 4,0 em
duplicata, pela técnica de plaqueamento em profundidade. As placas foram incubadas a 50°
C. O crescimento de colonias bacterianas foi monitorado a cada 24 horas por 10 dias. Os
resultados foram obtidos pela contagem de unidades formadoras de colénias por mililitros
de produto (UFC/mL).

Enumerac8o por filtragio em membrana: esta técnica foi aplicada em amostras de
sucos clarificados (sem polpa). Aliquotas de 10 mL de sucos pasteurizados a 80°C por 10

min foram filtradas em membranas com porosidade de 0,45p. Apés a filtracdo, as
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membranas foram colocadas na superficie de placas de Petri contendo o meio BAT
solidificado. As placas foram incubadas a 50°C, por 10 dias, com leituras de crescimento a
cada 24 horas. Os resultados foram obtidos pela contagem de unidades formadoras de
coldnias por mililitro de produto (UFC/mL).

3.7 - Purificaciio e preservaciio das linhagens

As linhagens bacterianas provenientes dos experimentos de isolamento foram
purificadas pela técnica de estria de esgotamento na superficie de placas de Petri contendo
Os respectivos meios de cultura utilizados nos isolamentos.

Apos a incubagdio, as culturas foram avaliadas quanto a pureza, através da
visualiza¢do das caracteristicas das col6nias no crescimento em placa, colora¢do de Gram e
visualizagdo microscépica.

Essas linhagens bacterianas foram, entfio, codificadas e preservadas por liofilizagdo
e congelamento a -80°C em suspensdo de glicerol (20%) na Colegdo de Culturas Tropical
(CCT).

3.8 - Caracterizaciio taxondmica

No estudo taxonémico das linhagens bacterianas acidotermofilicas utilizou-se as
metodologias desenvolvidas por DARLAND & BROCK (1971), DEINHARD (1987) e
DEINHARD et al. (1987 a,b), que consistem na determinacdo da composi¢do de acidos
graxos, testes morfologicos e fisiologicos ¢ na caracterizagio bioquimica através da
aplicagdo do Sistema API 50 CH.

3.8.1 - Aniilise da composicio de scidos graxos

Os acidos graxos foram analisados em forma de ésteres metilicos de acidos graxos
(FAMEs) por cromatografia gas-liquida. A metodologia utilizada para extragdo e analise
dos &cidos graxos foi semelhante 3 descrita por SASSER (1990).
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3.8.1.1 - Preparo de biomassa

As células das linhagens de referéncia de Alicyclobacillus e das linhagens isoladas
foram cultivadas em Erlenmeyers de 250 mL, contendo 150 mL de meio liquido BAT. Os
frascos inoculados foram incubados em agitador rotat6rio a 50°C, a 150 r.p.m., por 48 a 72
horas. A linhagem de Alicyclobacillus cycloheptanicus foi cultivada em meio BCY caldo e
a linhagem de Bacillus coagulans foi cultivada em CN (Caldo nutriente) acidificado, nas

mesmas condigdes.

As células foram separadas por centrifugacdo a 5000 g por 15 minutos e lavadas
com solugdo salina acidificada estéril, por duas vezes. As biomassas das linhagens foram
liofilizadas e transferidas para um tubo de vidro 16 x 150 mm com tampa de rosca, numa
quantidade de aproximadamente 50 mg.

3.8.1.2 — Reagentes, Extraciio e Derivatiza¢iio dos acidos graxos
Reagentes:

» Reagente 1 para saponificagio

45 g de hidréxido de sodio, 150 mL de metanol e 150 mL de dgua destilada.

» Reagente 2 para metilagdo

325 mL de acido cloridrico 6,0N e 275 mL de metanol.

 Reagente 3 para a extragio

200 mL de hexano e 200 mL de éter metil t- butil.

» Reagente 4 para limpeza
10,8 g de hidréxido de soédio em 900 mL de agua destilada.

Os reagentes foram acondicionados em frascos ambar e armazenados a temperatura
ambiente. Na preparaciio dos extratos de FAMEs, os reagentes foram colocados em

dispensadores automaticos permitindo um maior niimero de extragdes em menor tempo.
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A preparagio de extratos de acidos graxos das culturas seguiram as etapas de
saponificagdo, metilagio, extragdo e limpeza dos extratos, conforme o diagrama da Figura
3.1.

Saponificaciio: A cada tubo contendo 50 mg de biomassa liofilizada foi adicionado
1 mL do reagente 1 . Em seguida foram agitados em vortex por 10 a 15 segundos. Os tubos
foram aquecidos em banho-maria a 100°C por 5 minutos. Foram resfriados a temperatura
ambiente, novamente homogeneizados no agitador de tubos ¢ recolocados em banho-maria
a 100°C por mais 25 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados a temperatura

ambiente.

Metilacfio: Os acidos graxos antes de serem injetados no cromatégrafo sofrem uma
derivagdo por metilagio, cujo objetivo é diminuir a polaridade e aumentar a volatilidade. O
acido cloridrico e o metanol foram usados como catalizador da reaggo de esterificacio. Para
isso, apos a saponificagdo adicionou-se 2 mL do reagente 2 em cada tubo seguido de
homogeneizagio no agitador de tubos por 10 a 15 segundos. Os tubos foram colocados em
banho-maria por 10 minutos a 80°C. Os tubos foram resfriados rapidamente em banho de

gelo.

Extraciio: Foi adicionado aos tubos 1,25 mL do reagente 3 e em seguida foram
colocados no agitador de tubos com agitagdo horizontal por 10 minutos. Houve uma
separagio visivel em duas fases, sendo removida com o auxilio de pipeta Pasteur
descartavel apenas a fase superior e transferida para novo tubo. Esse procedimento se
diferencia da metodologia original, na qual a fase inferior era retirada e descartada,

utilizando os mesmos tubos na etapa seguinte.

Limpeza: Foram adicionados 3 mL do reagente 4 ¢ a homogeneizagdo ocorreu no
agitador de tubos com agitagio horizontal por 5 minutos. As solugbes apresentaram duas
fases bem definidas e foram removidos 2/3 da fase superior de cada tubo, transferindo-os
com o auxilio de pipeta Pasteur descartavel para ampolas de vidro com tampa de rosca. A

evaporacgio do solvente foi realizada sob fluxo de nitrogénio até obter-se um residuo seco
contendo somente acidos graxos.
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Saponificacédo

L ——J
Adiciowar 1 ml  Vertex 100 °C v::;x 100 °C
Reagemie 1 5-10sec Smin 5-10sec 25 wiin resfriar
Metilacio
g — &
0 — R —
-
Adicisnar 2 ml Veriex 80 £1°C,10 + 1 min
Reageie 2 5-10sec Resfriar rapidamenie
Extracdo T
IB — #— @1 —|
Adiciemar 1,25 ml 10 min Remover Maxier
Reagenie 3 Fase inferier Fase Swperier
Lavagem

g3 —4—7

Adicienar 3 ml 5 min Removex2/3  Tramsferir para
Reagente 4 Fase Superior o Vialde GC

Figura 3.1 - Protocolo para extragdo e derivatizagiio de acidos graxos (SASSER, 1990)
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3.8.1.3 — Anilise cromatogrifica dos FAMEs

Os acidos graxos padrBes foram extraidos a partir das linhagens de referéncia de
Rhodothermus marinus (ATCC 43812), Alicyclobacillus acidocaldarius (DSM 446"),
Alicyclobacillus acidoterrestris (DSM 39227 e Alicyclobacillus cycloheptanicus (DSM
4006") gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Karl Poralla da Universidade de Tiibingen,
Alemanha (Tabela 3.5).

E importante ressaltar que n3o ha disponibilidade comercial de padrio de FAMEs

com acidos graxos ciclohexanos ou cicloheptanos.

Tabela 3.5 — Padroes de acidos graxos (FAMEs) dos extratos das linhagens de referéncia
utilizados na cromatografia gasosa.

AC]])O GRAXO Nomenclatura

Rhodothermus marinus (ATCC 43812 = DSM 4252)

1850-Cis 13-metil tetradecandico
anteiso-C;s 12-metil tetradecanodico
Cis metil hexadecanoico
iss0-Cys 14-metil pentadecandico
isso0-Cy7 15-metil hexadecanoéico
anteiso-Cy7 14-metil hexadecanéico
Cis metil octadecandico
Alicyclobacillus acidocaldarius (DSM 446", Alicyclobacillus acidoterrestris (DSM 3922")
o-C17 @-ciclohexil undecanéico
®-Co @-ciclohexil tridecanéico
Alicyclobacillus cycloheptanicus (DSM 4006")
o-Cis w-cicloheptil undecanéico
o-a-OH-Cyg o-cicloheptil-a-hidroxi undecandico
©-Cy o-cicloheptil tridecandico

As analises cromatograficas foram realizadas preferenciaimente no mesmo dia da

extragdo. Os extratos secos foram conservados no congelador a - 20° C

Os extratos de FAMEs foram ressuspendidos em 50 pl de hexano. Para a
cromatografia gasosa dos ésteres metilicos de acidos graxos, foi utilizado um cromatégrafo

a gés, marca Shimadzu, modelo GC-14-A, equipado com detector de ionizagdo de chama
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(FID) com sistema capilar e integrador/processador Shimadzu, modelo C R4A
Chromatopac, acoplado ao cromatdgrafo. Foi utilizada uma coluna capilar polar de silica
fundida Omegawax™ 320, marca Supelco, de 30 m de comprimento, 0,32 mm de didmetro
interno € 0,25 um de espessura de filme. O gés de arraste usado foi o hélio com 99,9% de
pureza. A chama do detector foi alimentada com os gases hidrogénio/ar a um fluxo de 40
mL/min.

As condi¢des cromatograficas da anélise de FAMEs sio apresentadas na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 — Condigdes cromatograficas para anélise de FAMEs

Temperatura Split Condicdes para a coluna
injetor detector  Ratio* inicial rampa final
250°C 280°C 50:1 160°C 4°C/min 220°C

10 min 10 min
* raz3o de injecdo

Os extratos de FAMESs das linhagens de referéncia que foram utilizados como
padréo foram injetados no inicio e ao longo das analises. O volume de amostra injetado foi
de 2 ul

Os principais 4acidos graxos de cada linhagem foram identificados a partir da
comparagdo dos tempos de reteng@io destes com os tempos dos 4cidos graxos das linhagens

de referéncia utilizadas como padrio.

3.8.2 - Analise morfolégica

A morfologia das coldnias foi examinada em microscépio estereoscopico (aumento
de 1,6 x 10) quanto a coloragdo, forma, superficie, margem e elevagdo. As culturas
crescidas em tubos inclinados contendo meio BAT 4gar foram usadas para definir a
morfologia celular, a ocorréncia de esporos, a forma e a posi¢do dos €sporos no esporangio
e a rea¢30 de Gram pelo método de Hucker.
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3.8.3 - Analise fisiologica
Crescimento em diferentes temperaturas

As linhagens foram caracterizadas quanto ao crescimento em diferentes
temperaturas. As temperaturas testadas encontram-se no intervalo de 15°C a 70°C. O meio
utilizado foi 0 BAT pH 4,0. Tubos com 5 mL de meio foram inoculados com 100 pl de
uma suspensdo celular, ajustada na escala de Mac Farland (tubo 1), da cultura crescida em
meio BAT éagar a 50°C, por 24 ou 48 horas. A turbidez foi estimada do segundo ao décimo

dia de incubagio.
Crescimento em meio com diferentes valores de pH

As linhagens foram caracterizadas quanto ao crescimento em meio com diferentes
valores de pH. Foram testados os pH de 2,0 a 7,0. O meio utilizado foi o BAT distribuido
em tubos com 5 mL de meio cada, os quais foram inoculados com 100 pl de uma suspensdo
celular, ajustada na escala de Mac Farland (tubo 1), da cultura crescida em meio BAT agar
a 50°C, por 24 ou 48 horas. A turbidez foi estimada do segundo ao décimo dia de

incubagio.
Crescimento em anaerobiose

A capacidade de crescimento das culturas em anaerobiose foi testada utilizando
placas com o meio BAT agar pH 4,3 incubadas & temperatura de 40°C em jarra com
anaerobiose (Anaero Pouch® - Mitsubishi, Gas Chemical Co., Inc.). O crescimento foi

monitorado durante 15 dias.

3.8.4 — Caracterizaciio fenotipica de Alicyclobacillus através da aplicacio do Sistema
API 50 CH (Bio Merieux, France)

O sistema API é um método rapido para a determinagdo do perfil de utilizagdo de
fontes de carbono, no qual sdo testados 49 substratos. As fontes de carbono testadas estdo
apresentadas na Tabela 3.7. A metodologia foi padronizada por DEINHARD (1987). O

meio basal utilizado foi o BAT pH 4,3 sem adicionar glicose e suplementado com 0,5 g de

extrato de levedura. Os indicadores que podem ser utilizados neste pH sdo: o azul de
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bromofenol, que tem sua viragem em pH entre 4,6 € 3,0 de azul para amarelo, e o verde de

bromocresol, que vira em pH entre 5.4 e 3,6 de verde para amarelo ? . O indicador de pH

utilizado foi o azul de bromofenol, na concentragio de 25 mg/L.

Tabela 3.7 - Fontes de carbono do Sistema API 50 CH

01. Glicerol 18. Manitol 35. D- Rafinose

02. Eritritol 19. Sorbitol 36. Amido

03. D-Arabinose 20. -m-D-Manosideo 37. Glicogénio

04. L-Arabinose 21. -m-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-Xilose

08. Adonitol 25. Esculina 42. D-Tagatose

09. B-Metil-xilosideo 26. Salicina 43. D-Fucose

10. Galactose 27. Celobiose 44. 1.-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. Rammnose 32. Trealose 49. 5-Ceto gluconato
16. Dulcitol 33. Inulina

17. Inositol 34. Melezitose

3.8.4.1 - Preparaciio do in6culo

As linhagens foram cultivadas em 100 mL de BAT a 50°C por 24 h, sob agita¢do
em agitador rotatério a 150 r.p.m . Posteriormente, as células foram separadas por
centrifugacio a 5000 g por 5 minutos e lavadas com solugdo salina acidificada. O
precipitado de células foi ressuspendido em 1 mL de solugdo salina estéril (S1), fornecida

pelo fabricante.

2 Prof. Dr. KARL PORALLA (Universidade de Titbingen, Alemanha) comunicaggo pessoal.
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A suspensdo de células S1 foi utilizada para inocular 20 mL do meio basal na escala
2 de MacFarland, conforme instrugdes do fabricante.

3.8.4.2 - Inoculacio das galerias

Com o in6culo em meio basal foram preenchidos, com micropipetador, os pogos das
galerias (300ul) para desenvolvimento aerébio. A cdmara, na qual haviam sido colocados
10mL de agua estéril nos alvéolos do fundo, foi colocada em saco plastico e entdo incubada
a 50°C. Essa medida foi necessaria para minimizar a evaporagdo devido i elevada

temperatura de incubag@o.
3.8.4.3 - Leitura dos resultados dos testes

A leitura dos resultados foi monitorada a cada 24 horas durante 10 dias. A
intensidade de acidificagfio dos substratos pode ser classificada em diversos graus, os quais

foram codificados da seguinte forma:
(-) ndo acidificado, a coloragio do tubo ndo difere do tubo controle
(w) fracamente acidificado, um clarear leve em comparag@o ao tubo controle
(+) acidificado, mudanca na coloragéio do meio de azul para amarelo ou amarelado
Uma Unica excegdo nesta codificagio refere-se ao tubo com esculina, onde ndo ¢

possivel observar a formag@o de acido devido & formagio de uma coloragdo marrom-negra

observada pela hidrélise de esculina na presenca de citrato de ferro.
3.8.4.4. Analise numérica dos resultados da utilizaciio de fontes de carbono

Os perfis qualitativos da formag8io de acido a partir de fontes de carbono das
linhagens de referéncia de Alicyclobacillus e das linhagens estudadas foram analisados
numericamente através do Coeficiente de Similaridade Simple Matching (Sismy) € as
relacBes entre as linhagens determinadas em um dendograma utilizando-se o algoritmo de
UPGMA, “unweighted pair group method of arithmetic means” (PRIEST & AUTIN,
1996).

43



4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 — Estudo das condigdes 6timas para isolamento e detecciio de Alicyclobacillus

em suco de laranja concentrado

4.1.1 — Ensaio de crescimento de linhagens de Alicyclobacillus em diferentes
valores de pH

As trés linhagens estudadas, Alicyclobacillus acidoterrestris CCT 43807,
Alicyclobacillus sp. CCT 4406 e CCT 5022, apresentaram comportamento de crescimento
similar nos ensaios de crescimento monitorado em meio de cultura ajustado para diferentes
valores de pH, incluindo pH 2,0; 2,5; 3,0; 3,5; 4,0; 4,5; 5,0; 5,5,6,0e6,5 (Figuras 4.1 a,be
c). Os resultados sugerem que Alicyclobacilli ¢ capaz de crescer numa faixa relativamente
extensa de pH acido, com um 6timo entre pH 3,5 e 5,0. O crescimento também ocorreu em
pH 3,0 e 5,5; porém, com um aumento na fase Jag da curva. N&o ocorreu crescimento nas
condigdes de pH 2,0; 2,5, 6,0 € 6,5.

Constatou-se também, através da analise do perfil das curvas de crescimento, que
esses Organismos possuem uma taxa de crescimento rapida, alcangando o maximo do
crescimento exponencial apos 8 a 12 horas de incubaggio nas condi¢des do experimento, em

valores de pH 6timo.

Os resultados confirmam o carater acidofilico estrito dos aliciclobacilos, isto &,
organismos que apresentam crescimento 6timo em valores de pH menores que 7,0.
Aliciclobacilos ndio podem ser acidotolerantes, como no caso de Bacillus coagulans, pois

ndo apresentaram crescimento em pH neutro (DEINHARD, 1987).



G
8 R

—
(=]

o

W

(%]
—
(=

(=

Absorbéncia (x 100)
Absorbéncia (x 100)

én

9246 810121417 18 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tempo (horas) Tempo (horas)

Linhagem 4406
—&—pH=2
—a—pH=2.5
S r pH=3
= 5
= 10 —»—pH=3.5
« —e—pH=4.5
T o
2 ——pH=5
=
< 5 —=—pH=5.5
0 2 4 6 8 1012141618 —=—pH=6
Tempo (horas) —&—pH=6.5

Figura 4.1 a — Curvas de crescimento de Alicyclobacillus Figura 4.1 b - Curvas de crescimento de Alicyclobacillus sp.
acidoterrestris CCT 4380, em diferentes condigdes de pH  CCT 5022, em diferentes condigdes de pH.

Figura 4.1 ¢ - Curvas de crescimento de Alicyclobacillus sp. CCT 4406 , em diferentes condigdes de pH.
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4.1.2 — Crescimento em diferentes meios de cultivo

A capacidade dos esporos das linhagens Alicyclobacillus de germinar e crescer em
diferentes meios e condi¢des de cultivo foi avaliada visando assessar a influéncia de
diferentes condi¢des de cultivo atualmente empregadas na detecgdo destes organismos em
analises microbiolégicas de rotina. Os resultados foram avaliados através da verificagdo de
crescimento de suspensdes de esporos de 4 linhagens de Alicyclobacillus spp. (A.
acidocaldarius CCT 4385, A. acidoterrestris CCT 4384 e Alicyclobacillus sp. CCT 4406 e
4407) inoculadas por plaqueamento por superficie ou incorporagdo em meio sélido (NA,
TSA, OSA, BCY, BAT, BSSA), seguido de incubagdo a 37,45 e 50°C por 6 dias (Tabela
4.1).

Em meios de cultura ajustados para pH neutro, como o NA e TSA (pH 7,0),
nenhuma das linhagens apresentou crescimento em nenhuma das temperaturas testadas
(Tabela 4.1), corroborando aos dados anteriores de crescimento em diferentes valores de

pH de que aliciclobacilos so acidofilicos estritos.

Os resultados de crescimento em meio OSA, BAT, BSSA e BCY demonstraram que
03 das 04 linhagens testadas foram capazes de crescer em todos os meios e condigbes
ensaiadas, exceto a linhagem CCT 4385 (Alicyclobacillus acidocaldarius), que ndo cresceu
4 temperatura de 37° C. Ocorreram variagdes no tempo de crescimento em fungdo do

protocolo de inocula¢io a da temperatura de incubagdo utilizada (Tabela 4. 1).

A linhagem de referéncia de A. acidoterrestris CCT 4384 cresceu em todas as
temperaturas e demonstrou ser menos susceptivel que 4. acidocaldarius (CCT 4385) em
relagio ao tipo de inoculagdio e & temperatura de incubagdo. Dentre as temperaturas
testadas, verificou-se que a temperatura mais adequada para o crescimento de esporos de
Alicyclobacillus é 50°C.

Nos experimentos de inoculagdo por incorporagdo em meio s6lido observou-se que
muitas col6nias cresciam imersas no agar e que estas ndo apresentaram um aumento de

tamanho com o decorrer do tempo de incubagdo.
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O meio OSA pH 5,6 foi o meio menos favoravel para germinagdo e crescimento dos
esporos dos aliciclobacilos. OSA ¢ utilizado para contagem total de bactérias 4cido-lacticas
e outros organismos aciduricos deteriorantes de sucos de frutas. Ao longo dos estudos foi
observado que culturas de Alicyclobacillus sp. niio sobrevivem em repiques de manutengio

neste meio.

Tabela 4.1. — Crescimento e germinagio dos esporos de linhagens de referéncia de
Alicyclobacillus e de linhagens isoladas de suco de laranja concentrado em diferentes meios
de cultivo a 37°C, 45°C e 50°C, durante 6 dias de incubagdo.

Crescimento
) 4384 | 4385 | 4406 [ 4407 | 4384 | 4385 | 4406 | 4407 | 4384 | 4385 4406 | 4407
Meio 37°C 45°C 50°C
NA S - - - - - - - - - - - -
I | - - - - - - - - - - - -
TSA S - - - - - - - - - - - -
I - - - - - - - - - - - -
OSA 8 1+3) - +Q) wEO|+H) - +@ +@[+@ w@ +@ +@
L [+® - +® - |+@ - +@ wQ|+@® - +@ w®
BAT § |+ - +@ +Q[+@ +@ +@ +@|+@® +@ +@® +@
L v - +@ w@[+Q W@ +@ +@ | +O) +@O) +@ +()
BSSAS |+ - +@) +@[+Q +@ +@ +@|+M) +@Q +@) +@
L 1+@ - wv@ w®|+@ wv@ +@ w@|+Q) +@ +@) +Q)
BCY S [+ - +@ +@(+@ +@ +@ +@|+@®) +@® +@ +@
I 1+ - v wO[+@ w@ +@ +@|+O) +@® +@ -+

S: plaqueamento na superficie; I plaqueamento por incorporagéio; (+): crescimento; (-): auséncia de crescimento, (w):
crescimento fraco
(n°): periodo (dias) para inicio do crescimento- ex. : +H(3) = crescimento positivo, com inicio apés 3 dias de incubagso
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Uma melhor visualizaggo e separagéio de col6nias em agar ocorreu no meio BAT em
comparagdo com 0s cultivos em BSSA e BCY. O meio BSSA nio é totalmente translacido,
© que dificultou a discriminag@o de colonias que estavam incluidas no agar, enquanto que
no meio BCY houve um crescimento intenso e espalhamento de coldnias, 0 que, também,

dificultou a discriminacdo.

Frente aos resultados obtidos nos experimentos da fase de investigagdo preliminar
de condigdes Gtimas de recuperagdio e crescimento de aliciclobacilos, os meios BAT, BCY
e BAM foram selecionados para a execugdo das etapas de detecgéo & enumeragdo de ATSB
nas amostras de suco de laranja concentrado.

4.1.3 - Fatores que influenciam a detecgiio de Alicyclobacillus em amostras de suco
concentrado de laranja : meios de enriquecimento, periodos de incubagiio, métodos de
plaqueamento e temperaturas de incubag#o.

Os resultados da anilise da influéncia de varios fatores na detecgdio de ATSB
(aliciclobacilos) em amostras de suco concentrado de laranja sdo apresentados na Tabela
4.2. Neste experimento, 4 amostras apresentaram crescimento de bactérias
acidotermofilicas: n™ 95086, 95121, 95093 e 95123. As culturas isoladas da amostra 95093
n#o cresceram em subcultivos em BCY ou BAT a 50°C.

Foi possivel observar que o tratamento da amostra e o tempo de incubagdo do
enriquecimento sdo fatores importantes para a recuperagio desses Organismos. A
reconstituigdo das amostras de suco concentrado de laranja com 4gua destilada, seguido de
pasteurizagdo, foi o methor tratamento na recuperagdo dos esporos de aliciclobacilos em

comparagao com outros meios de suspensio usados.

Quanto ao tempo de enriquecimento, o perfodo de incubagio de 48 horas foi menos
favoravel na recuperagio de ATSB em comparagdo com o periodo de 24 horas em varias
condigdes de tratamento da amostra (Tabela 4.2). As duas tnicas amostras (95121 e 95123)

que apresentaram resultado positivo em 48 horas também o tiveram com 24 horas de
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incubagdo, indicando que cultivos de enriquecimento de 24 horas sdo adequados para

detecgdo de ATSB nas amostras de suco de laranja concentrado testadas.

A intensidade de crescimento das coldnias nos plaqueamentos das amostras 95121 e
95123 ndo foi alterada pelo método de plaqueamento ou pelo uso de diferentes meios de
cultivo, sendo que os meios utilizados, BAM, BAT e BCY, foram igualmente eficientes no
isolamento de aliciclobacilos. Houve crescimento de ATSB nas amostras 95121 e 95123
incubadas a 50°C e 60°C. Nenhum crescimento foi detectado nas amostras incubadas a
37°C.

O crescimento visivel das coldnias ocorreu ap6s 3 a 4 dias de incubagdo em todos os
meios usados. No plaqueamento por incorporacio em meio solido, muitas coldnias estavam
imersas em agar e apresentavam aspecto puntiforme. Néo foi observado aumento do
tamanho das colénias com maior tempo de incubagio. No plaqueamento por superficie foi
possivel observar col6nias com bom crescimento e isoladas. O uso do papel filtro formando
uma cimara umida nio permitiu o ressecamento (quebra) do agar apos o periodo de 4 a 10

dias de incubacdo (Figura 4.2).
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Tabela 4.2 - Efeito dos diferentes meios de enriquecimento, periodos de incubagdio, métodos de plaqueamento e
temperaturas de incubagfio na detecgdo de aliciclobacilos em amostras de suco de laranja concentrado.

Diluentes, temperaturas de incubagio dos enriquecimentos ¢ métodos de plaqueamento

Suspensfio em PFZ Suspensfio em BAM pH 4,0 Suspensfio em 4gua destilada

60°C | 50°C | 50°C | 60°C | 50°C | 50°C | 60°C ] 50°C | 50°C

Amostra | BAM BAT BAT BAT BCY | BAM BAT BAT BAT BCY | BAM BAT BAT BAT BCY
2%  15% 15% 20% 15% | 2% 15% 15% 20% 15% | 2% 1.5% 15% 20% 15%

60°C  pour papel superf. 60°C  pour papel superf. 60°C  pour papel superf.
plate filtro plate filtro plate  filtro

Incubagfio do enriquecimento por 24 horas

95086 neg neg neg neg + neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
95100 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
95121 neg neg + + neg + neg neg neg neg +H+ i+ + ++
95093 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg +
95099 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

95123 neg neg neg neg  neg neg  neg  neg neg neg | +H A+ A+ 4+

Incubacdo do enriquecimento por 48 horas

95086 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
95100 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
95121 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg ++  neg neg
95093 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg
95099 neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg neg

95123 neg neg neg neg Ieg | meg neg neg neg meg | meg -+ neg neg

+++: maior intensidade de crescimento
obs.: SOB TEMPERATURA DE INCUBAGAO DE 37°C, NAO HOUVE CRESCIMENTO EM NENHUM DOS MEIOS TESTADOS



Enriquecimento: agua estéril
Isolamento (1)

Meio: BAT pH 4.0 (papel filtro)
temperatura: 50 C
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Figura 4.2 — Crescimento de bactérias esporuladas acidotermofilicas em placas de isolamento
inoculadas pelas técnicas de plaqueamento por superficie (a) e por profundidade (b).
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4.1.4 - Deteccio de esporos de Alicyclobacillus em amostras de suco concentrado de
laranja, procedentes de diferentes regides citricolas do Estado de Siao Paulo,
safra 94/95

Foi verificado o crescimento de esporos de bactérias acidotermofilicas em 15 das 19
amostras de suco de laranja concentrado analisadas. As amostras 95087, 95090, 95093, e
95099 foram negativas neste ensaio. Os meios BAT e BCY e a temperatura de incubagdo
de 50°C foram eficientes na recuperagio de aliciclobacilos nas amostras testadas. Os
resultados da detecgdio de aliciclobacilos, utilizando agua destilada na reconstituicdo do
suco concentrado de laranja como meio de enriquecimento, encontram-se listados na
Tabela 4.3. As amostras 95102 e 95116 foram positivas na detecgdo de ATSB nos
plaqueamentos incubados a temperatura de 37°C. Observa-se, por estes resultados, que o
periodo de 24 horas é adequado para a germinagéo e multiplicagdo dos esporos nas culturas
de enriquecimento. As condigdes de incubagdo a 60°C e 37°C ndo foram adequadas para a
detecgdo na maioria das amostras de sucos concentrados de laranja, mas as poucas
linhagens crescidas nestas condigdes foram preservadas e depositadas na CCT (Colegdo de

Culturas Tropical) formando um acervo importante para pesquisas futuras.

Tabela 4.3 - Detecgio de esporos de aliciclobacilos utilizando éagua destilada na
reconstitui¢io do suco concentrado de laranja como meio de enriquecimento.

Enriquecimento por 24 horas a 50°C Enriquecimento por 48 horas a 50°C Resuitado
Amostras | BAM BAT BAT BCY BAM BAT BAT BCY @%ﬁ)_

60°C 37°C 50°C 50°C 60°C 37°C 50°C 50°C
95086 + neg + neg neg neg neg neg +/neg
95087 neg neg neg neg neg neg neg neg neg/neg
95088 neg neg neg + neg neg neg + +/+
95089 neg neg +++ neg neg neg +H neg +/+
95090 neg neg neg neg neg neg neg neg neg/neg
95091 neg neg neg ++ neg neg +++ neg +/+
95093 neg neg neg neg neg neg neg neg neg/neg
95098 neg neg +++ neg neg neg +++ ++ +/+
95099 neg neg neg neg neg neg neg neg neg/neg
95100 neg neg + neg neg neg neg neg +/neg
95101 neg neg + neg neg neg neg neg +/neg
95102 neg +++ ++ ++ neg ++ +H + +/+
95103 neg neg neg neg neg neg + neg neg/+
95116 neg +++ +++ +++ neg +++ +++ +++ +/+
95121 neg neg ++ ++ neg neg ++ + +/+
95122 neg neg + + + neg neg neg +/+
95123 neg neg + neg ++ neg + +++ +/+
95124 neg neg + + neg neg + neg +/+
95213 neg neg +4+ neg + neg + neg +/+

+++: maior intensidade de crescimento
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4.1.5 - Enumeracio de esporos de Alicyclobacillus nas amostras de suco concentrado
de laranja por incorporacio em meio de cultura sélido

Os resultados do plaqueamento direto utilizado para a enumeragéio dos esporos de
bactérias acidotermofilicas presentes nas amostras de suco de laranja concentrado
encontram-se listados na Tabela 4.4. Obteve-se uma contagem muito baixa de unidades
formadoras de col6nia nas diluigdes adotadas para a maioria das amostras, as quais
apresentaram menos que 10 a 60 UFC/g. Somente 4 amostras apresentaram contagens entre
100 a 300 UFC/g. Este resultado sugere que as bactérias acidotermofilicas encontram-se
presentes em pequeno nimero nas amostras de suco concentrado de laranja, considerando

que o suco durante o processo de recontituicdo ¢ diluido, aproximadamente, seis vezes.

A temperatura de incubagio de 37°C mostrou-se inadequada para a enumeragéo de
aliciclobacilos, pois, neste caso, o resultado foi negativo para todas as amostras testadas. A
temperatura de incubagdo mais adequada para o crescimento de bactérias acidotermofilicas
foi 50°C.

Ocorreu a partir do 3° dia de incubagdo a 50°C o crescimento de coldnias visiveis na
superficie do 4gar. A contagem das coldnias foi dificultada pelo fato de algumas estarem
submersas no igar e serem muito pequenas, exceto nas amostras 95116, 95121 e 95122,
onde as coldnias cresceram apenas na superficie do agar. Este fato indica a preferéncia de
crescimento em condig3es aerébias. Diante disto, a técnica de plaqueamento por superficie
seria mais adequada, mas a desvantagem est no volume de amostra a ser plaqueado que é
muito pequeno (0,1 mL) e também, segundo a literatura, esta técnica pode ndo ser muito

precisa em amostras contendo poucos microrganismos (SWANSON ez al., 1992).

O meio seletivo BAT (originalmente descrito para. A. acidoterrestris; DEINHARD,
1987a), adotado no método de plaqueamento direto, apresentou maior eficiéncia no
crescimento das coldnias que o meio BCY (originalmente descrito para A. cycloheptanicus;
DEINHARD, 1987b). Neste, as col6nias apresentaram um aspecto de crescimento intenso,

porém, com espalhamento que dificultou a contagem.
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Tabela 4.4 - Contagem de esporos de aliciclobacilos em amostras de suco concentrado de laranja
pela técnica de plaqueamento das dilui¢des por incorporagdo em meio de cultura sélido.

Incubagfio a 37°C Incubacio a 50°C Contagem
Amostra Meio BAT Meio BAT Meio BCY UFC/g
diL 100 gir 102 | dir10?  gin10? | g 10!

95086 neg neg 2 neg neg 20
95087 neg neg neg neg neg <10
95088 neg neg 3 neg neg 30
95089 neg neg 1 neg 1 10
95090 neg neg 2 neg neg 20
95091 neg neg 14 neg 7 140
95093 neg neg neg neg neg <10
95098 neg neg 30 neg 33 330
95099 neg neg neg neg neg <10
95100 neg neg neg neg neg <10
95101 neg neg 1 neg neg 10
95102 neg neg 1 neg | 10
95103 neg neg neg neg neg <10
95116 neg neg neg neg 1 10
95121 neg neg 35 1 38 380
95122 neg neg 4 neg 23 230
95123 neg neg 6 neg 1 60
95124 neg neg neg neg neg <10
95213 neg neg 10 neg 9 100

Nesta etapa do estudo, com os resultados obtidos até entdo, foi estabelecida uma
metodologia para detec¢do e enumeragdo de esporos de aliciclobacilus em amostras de
sucos concentrados de laranja (65°Brix), cujo fluxograma € apresentado na Figura 4.3.
Cabe salientar que, o desenvolvimento desta metodologia baseou-se nos estudos realizados
por DEINHARD ef al. (1987a,b), por HIPPECHEN ef al. (1981) e por PORALLA &
KONIG (1983). '

Este protocolo tem sido empregado no controle de qualidade dos sucos nas
industrias citricolas do Estado de S3o Paulo. Contudo, faz-se necessaria uma avaliagdo
desta e de outras metodologias, com o objetivo de otimizar o isolamento qualitativo e
quantitativo de ATSB, considerando principalmente a natureza de diferentes tipos de sucos
e subprodutos (6leos, esséncias, sucos clarificados, com pedagos de frutas, reconstituidos,

néctares, etc).

54



10 mL ou gramas da amostra (65°Brix) em
erlenmeyer estéril

adicionar 90 mL de 4gua destilada estéril

PASTEURIZACAO
(80°C por 10 minutos seguido de banho de 4gua
gelada)

1mLe0,1mL
MEIO AGAR BAT ENRIQUECIMENTO
pour plate 50°C - 24 horas

< T

v -,
&

leitura 2 a 4 dias
50°C

Figura 4.3 - Fluxograma das etapas de analise de enumeragio e detec¢io de ATSB em
sucos de frutas concentrados

55




4.2 — Ocorréncia de esporos de Alicyclobacillus em sucos de frutas industrializados

comerciais do Brasil e de outros paises.

Foi verificado o crescimento de esporos de bactérias acidotermofilicas em 12 das 23
amostras de sucos de frutas analisados (Tabela 4.5).

A técnica de filtragio em membrana foi adequada para enumeragdo de
aliciclobacilos em amostras de sucos clarificados (sem polpa). Observou-se a partir do 2°
dia de incubagdo a 50°C o crescimento de coldnias visiveis na superficie da membrana.

Os resultados obtidos neste estudo sugerem que ha uma distribui¢io cosmopolita de

aliciclobacilos em diferentes tipos de sucos.

Tabela 4.5 — Resultados da detecgdo e enumeragéo de aliciclobacilos nas amostras de sucos
de frutas industrializados.

Codigo Sucos Origem Detecciio Enumerac#o
(UFC/mL)
SuCos CONCENTRADOS COMERCIAIS DE DIFERENTES FRUTAS
166 Concentrado para limonada  EUA + 5,10x10?
168 Concentrado para limonada  EUA + 3,02x 10?
167 Suco de laranja concentrado EUA + 60
172 Suco de laranja concentrado EUA + 36
SuUCOS DE DIFERENTES FRUTAS PRONTOS PARA BEBER E VENDIDOS COMERCIALMENTE
174 - Sucode magi EUA + 30
241 Suco de uva Brasil - <1
253 Suco de uva branca Coréia - <1
250 Suco de uva Taildndia - <1
173 Suco de uva branca EUA + <1
170 Suco de Grapefruit Flérida, EUA + 5
247 Suco de Lim#o Taildndia - <1
251 Suco de Manga . Tailandia - <1
245 Suco de laranja Canada + 20
240 Suco de laranja Brasil - <1
242 Suco de laranja Brasil - 10
243 Suco de laranja Brasil + 3,9x 10
244 Suco de laranja Argentina - <1
249 Suco de papaia EUA - <1
252 Suco de péra Coréia - <1
17 Suco de abacaxi Flérida e Havai, EUA + 1
248 Suco de abacaxi EUA + <1
246 Suco de tomate Canada - <1
169 Suco de tomate EUA + 2
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As informagbes obtidas neste estudo demonstram que a ocorréncia de
Alicyclobacillus em sucos de frutas é pouco relatada ou subestimada. Os resultados
mostram, ainda, que a presenga desses organismos nos sucos, mesmo em contagens altas
(> 10, ndio esteve associada a deterioragdo ou qualquer tipo perceptivel de alteragio do
produto. Existe a hipétese de que a deterioragio dos sucos causadas por AIicycIobacilIu.s:
seja um fato incidental, requerendo uma combinagio de condigSes adequadas, como pH,
temperatura, disponibilidade de oxigénio, que favorecam o seu crescimento e o
desenvolvimento de alteragdes nos sucos (PETTIPHER, e al., 1997; RICE, 1998).

Novos estudos precisam ser realizados, com vistas a melhorar o conhecimento
acerca desses fatores e do comportamento dos aliciclobacilos nos sucos. Neste contexto
parece bastante significativo para a discussdo o fato de que ainda nio se sabe explicar
porque linhagens diferentes de 4. acidoterrestris crescem em tipos de sucos de frutas
diferentes, sendo algumas linhagens inibidas ou parcialmente inibidas, como afirmam
SPLITTSTOESSER et al. (1994). Os componentes dos sucos terdo alguma influéncia no
crescimento de aliciclobacilos? Sera possivel que todas as linhagens presentes nos
diferentes tipos de sucos sejam potencialmente deteriorantes para todos eles? As amostras
de suco com detecgdo positiva, incubadas em condigdes 6timas de temperatura e tempo,

poderdo apresentar crescimento com um resultado nitido de deterioragio?
4.3 - Caracterizaciio taxondmica
4.3.1 - Anilise da composicio de dcidos graxos

A caracterizagio quimiotaxondmica das linhagens estudadas foi realizada através da
determinag8o do seus perfis qualitativos de acidos graxos metil-esterificados (FAMEs). Os
principais acidos graxos detectados nas anélises cromatograficas das linhagens estudadas
sdo: o-11-ciclohexil undecanéico (@-Cy7) e ®-13-ciclohexil tridecanéico (0-C;s). Outros
acidos graxos encontrados em propor¢des menores foram: 13-metil tetradecanéico (iso-
Cis), 12-metil tetradecandico (anteiso-C;s), hexadecanéico (Cjs), 15-metil hexadecanéico
(is0-Cy7), 14-metil hexadecanoico (anteiso-Cy7) e acido octadecandico (C 15). A Tabela 4.6
apresenta os acidos graxos identificados nas linhagens isoladas com a variagio dos seus

respectivos tempos de retencdo nas condigdes de analises cromatograficas empregadas.
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Segundo KANEDA (1991), a maioria das bactérias termofilicas, as quais crescem
em temperaturas acima de 55°C e pH neutro, como por exemplo Bacillus
stearothermophilus ou Thermus aquaticus, ndo possuem acidos graxos incomuns. Neste
caso, as propor¢des de acidos graxos iso- e anteiso- s30 ajustadas para o crescimento em
altas temperaturas. No entanto, algumas espécies de bactérias que crescem em condigdes

acidofilicas e termofilicas possuem acidos graxos incomuns.

Tabela 4.6 — Acidos graxos identificados nas linhagens isoladas , com a variagdo de seus tempos de
retengéo.

ACIDOS GRAXOS NOMENCLATURA TEMPO DE RETENGAO (tgr min)
(min. ¢ max.)
i50-Cys 13-metil tetradecanéico 5,39 - 5,56
anteiso-C; 5 12-metil tetradecanéico 5,65 - 575
Ci metil hexadecanéico 743 - 157
is0-Cy4 14-metil pentadecanébico 6,73 - 6,87
is0-Cyy 15-metil hexadecanéico 820 - 8,38
anteiso-C;; 14-metil hexadecandico 849 - 8,63
Cis metil octadecanéico 10,40 - 10,70
o-Cys ®-ciclohexil undecanéico 11,83 - 1221
@-Cyo wo-ciclohexil tridecanéico 15,68 - 18,53

Condig¢Ses cromatogréficas: coluna polar capilar Omegawax 320™. Programac#éo de temperatura:160° C, 10 min.;160-
220°C, 4°C/min.; 220°C, 10 min.

Os acidos graxos ciclicos tém grande importincia como marcadores para
identificagdo dos aliciclobacilos e estdo presentes na proporgdo de 70 a 95% do total de
acidos graxos das células dos organismos das espécies Alicyclobacillus acidocaldarius e
Alicyclobacillus acidoterrestris. Estes tipos de acidos graxos podem ser detectados através
da técnica de extragdo por saponificagdo, seguida de andlise por cromatografia gasosa (DE
ROSA et al, 1974; OSHIMA & ARIGA, 1975; MOORE et al., 1993; KANNENBERG ef
al., 1984; KRISCHKE & PORALLA, 1990; HIPPECHEN, 1981).

A Tabela 4.7 apresenta as proporgoes relativas (em %) dos principais acidos graxos
identificados pela analise cromatografica de algumas linhagens de aliciclobacilos
estudadas. A linhagem de Bacillus coagulans CCT 0199, utilizada como referéncia,
mostrou uma composi¢do normal de acidos graxos de cadeias ramificadas iso- e anteiso-. O
cromatograma correspondente a esta analise esta representado na Figura A6 (Anexos). Este
resultado € semelhante ao obtido por HIPPECHEN et al. (1981), que n3o detectaram a
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presenca de 4cidos graxos ciclohexano ou cicloheptano em estudo incluindo diversas

linhagens de Bacillus coagulans.

Tabela 4.7 - Porcentagens relativas (%) do perfil de acidos graxos de A. acidocaldarius (CCT 24907
e CCT 4385), de A. acidoterrestris (CCT 4380 e CCT 4384) e das linhagens de bacilos esporulados
acidotermofilicos isoladas de suco concentrado de laranja e de sucos de frutas comerciais.

Linhagens Acidos graxos (%)
CCT (0] -C19 ® -C17 Cls a./i-Cr[ C16 i-Cm a/i-Cls
43807 26,0 73,0 tr tr 1,0 tr tr
4384 6,0 74,0 tr 5,0 tr tr 15,0
24907 11,0 64,0 tr 13,0 3,0 3,0 6,0
4385 15,0 67,0 tr 9,0 6,0 3,0 tr
88A 28,0 67,0 tr 3,5 1,5 tr tr
89A 20,0 72,0 tr 4,5 2,5 1,0 tr
90A 23,0 62,0 1,0 7.0 4,0 3,0 tr
91D 29,3 60,2 tr 5,1 3,0 24 tr
98A 23,3 582 tr 92 42 2,5 2,6
100B1 25,0 74,0 tr 1,0 tr 0 0
121D 27,6 62,0 tr 5,0 34 2,0 tr
123 7,0 68,0 tr 11,0 5,0 6,0 3,0
124A 227 68,8 tr 46 2.4 1,5 tr
213 14,0 75,0 1,0 5.0 1,5 3,5 tr
4406 15,0 84,0 tr tr 1,0 tr 0
4407 21,0 78,0 tr tr 1,0 tr 0
4408 25,0 73,0 tr r 2,0 tr tr
5019 15,0 66,0 1,0 12,0 2,0 tr 4,0
5020 14,0 83,0 1,0 1.0 1,0 tr tr
5021 18,0 79,0 1,0 1,0 1,0 tr 0
5022 6,0 92,0 1,0 1,0 tr tr 0
166 7,0 420 2,0 18,0 6,0 2,0 23,0
167 3,5 72,5 tr 5,0 0 1,0 18,0
170 15,0 84,0 r 1,0 tr tr 0
172 13,0 82,0 tr 5,0 tr tr 0
173 12,0 64,0 2,0 7.0 2,0 7,0 6,0
4413 14,0 81,0 tr 5,0 tr tr 0
4415 14,0 84,0 tr 1,0 tr 1,0 tr
4525 16,0 80,0 tr 40 tr 0 tr

@-Co: a~ciclohexil tridecanéico; ®-C;7: e-ciclohexil undecanéico; C;s: metil octadecanéico,

anteiso/iso-Cy7: 14-metil hexadecandico e 15-metil hexadecandico; Cis: metil hexadecanéico; iso-Cis; 14-metil
pentadecandico; anteiso/iso-C s: 12-metil tetradecanico e 13-metil tetradecanéico.

tr: tragos.

Os 4cidos graxos detectados na linhagem de referéncia 4. cycloheptanicus CCT

43827 foram: o-cicloheptil undecandico, o-cicloheptil tridecandico e o-~cicloheptil-a-
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hidroxi undecandico, seguido de proporcdes menores dos 4cidos: 13-metil tetradecandico
(is0-C;1s), 12-metil tetradecandico (anteiso-C;s), hexadecandico (Cis), 15-metil
hexadecanoico (iso-C;7), 14-metil hexadecandico (anteiso-Ci7) e octadecandico (Cis). O
cromatograma correspondente a analise da linhagem estd apresentado na Figura AS
(Anexos).

Os perfis de acidos graxos de todas as linhagens isoladas das amostras de sucos de
frutas também apresentaram acidos graxos w-ciclohexano. Nenhuma das linhagens
apresentou 4acidos graxos o-cicloheptano. Os cromatogramas caracteristicos estdo
apresentados nas Figuras A8 a A45 (Anexo). Pode-se observar que niio houve diferenga
qualitativa de composigdo de 4cidos graxos, porém, algumas diferencas quantitativas foram
encontradas. Estas, porém, como sugerem DE ROSA er al (1974), podem estar

relacionadas as condigdes de cultivo envolvidas no experimento e na cromatografia.

De acordo com DEINHARD & PORALLA (1996), os acidos graxos ciclicos s3o
marcadores quimiotaxondmicos importantes para a identificacdo de espécies de
aliciclobacilos. Entretanto, como qualquer outro caracter taxondémico, o perfil de acidos
graxos ndo deve ser considerado isoladamente, mas em conjunto com outros dados

morfologicos e fisiologicos, complementando, deste modo, a identificagio das linhagens.

Os resultados da analise cromatografica de FAMEs sugerem que as linhagens
isoladas de sucos de frutas pertencem ao género Alicyclobacillus sp. Muito embora a
espécie de aliciclobacilo associada a sucos de frutas, reportada por diversos autores, seja o
A. acidoterrestris, ndo foi possivel, neste estiagio da investigagdo, determinar uma
identificagdo definitiva em nivel de espécie. Para isto, seria imprescindivel a analise de
outros caracteres quimiotaxondmicos, como a composi¢io de bases do DNA ou a analise de
quinonas isoprendides (WISOTZKEY et al.,1992).

Contudo, pode-se considerar a cromatografia de FAMEs como uma ferramenta

versitil e eficaz, para a selegio de bacilos acidotermofilicos isolados de diferentes fontes.



4.3.2 - Caracteristicas morfolégicas e fisiologicas

As caracteristicas morfologicas e fisiologicas das linhagens de referéncia de
Alicyclobacillus (A. acidocaldarius e A. acidoterrestris) e de 10 linhagens de
aliciclobacilos isoladas de amostras de sucos de frutas que apresentaram écidos graxos ®-

ciclohexano, estdo apresentados na Tabela 4.8.

As linhagens isoladas apresentaram colénias de coloragio branca a creme
amarelada, brilhantes, forma circular, superficie lisa, borda perfeita e transhicida, tamanho
de 1,0 a 2,5 mm e odor caracteristico de fermento de pao (Figura 4.4).

Tabela 4.8 — Caracteristicas morfologicas e fisiologicas das linhagens de 4. acidocaldarius
(CCT 24907 ¢ 4385) e de A. acidoterrestris (CCT 4380" e 4384) e das linhagens com 4cidos
graxos o-ciclohexano isoladas de suco concentrado de laranja e de sucos de frutas.

Linhagens Temperatura de pH de Crescimentoem  Localizagiio do
CCT crescimento(°C) crescimento anaerobiose esporo
24907 50-70 4,0-5,0 - s
4385 50-70 4,0-50 - s
43807 25-55 3,0-6,0 - t-s
4384 25-55 3,0-6,0 - t-s
4406 25-55 3,0-5,5 - S
4407 25-55 3,0-6,0 - s
5019 25-55 3,0-5,5 - t-s
5020 25-55 3,0-55 - t-s
5021 25-60 3,0-5,5 - t
5022 25-55 3,0-5,5 - t-s
4525 25-55 3,0-6,0 - s
4413 25-55 3,0-5,5 - S
4415 25-55 3,0-5,5 - s

123 40-70 3,0-5,5 - t-s

t-s: terminal -subterminal
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A caracterizagdo morfolégica da células realizada sob microscopia optica em reagdo
de Gram (Figura 4.5) revelou a presenca de células em forma de bastonetes Gram-positivos
com formagdo de endoesporos. A esporulagio foi facilmente observada em todas as
linhagens, exceto nas de Alicyclobacillus acidocaldarius (CCT 24907 e 4385). Nas
linhagens estudadas os esporos estdo localizados na posig@o terminal ou sub-terminal e o

esporéangio aparece levemente entumecido (Tabela 4.8).

Nenhuma das linhagens estudadas cresceu em condigdes de anaerobiose. Todas
elas, exceto a CCT 123, apresentaram crescimento em temperaturas que variaram de 25 a
55°C e sob valores de pH entre 3,0 e 6,0, comportamento este similar ao das linhagens de
A. acidoterrestris (CCT 43807e 4384). Somente a linhagem CCT 5021 foi capaz de crescer
numa faixa relativamente mais extensa de temperaturas, entre 25° a 60°C. As linhagens de
A. acidocaldarius (CCT 2490 e 4385) apresentaram um comportamento termofilico (50° a
70°C) e cresceram numa faixa de valores de pH menores (4,0 a 5,0). A linhagem 123

também apresentou um carater termofilico com temperatura minima de crescimento a 40°C.
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Figura 4.4 — Caracteristicas macroscopicas de colonias de linhagem com écidos graxos -ciclohexano
isoladas de suco concentrado de laranja, em meio BAT, temperatura 50°C, 72 horas de incubagio.

Figura 4.5 - Caracteristicas morfologicas das células de linhagem com cios graxos e-ciclohexano
isoladas de suco concentrado de laranja, coloragdo de Gram (1.250 X).
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4.3.3 - Caracterizaciio fenotipica de Alicyclobacillus através da utilizagéio

de fontes de carbono

Os resultados da caracterizagdo do perfil de utilizagdo de fontes de carbono de dez
linhagens isoladas de sucos de frutas de varias procedéncias e linhagens de A.
acidocaldarius (CCT 4385) e A. acidoterrestris (CCT 4380 ¢ 4384), através do no Sistema
API 50 CH, estdo apresentados na Tabela 4.9.

Todas as linhagens estudadas utilizaram como fonte de carbono 0s seguintes
compostos: L-arabinose, D-xilose, galactose, glicose, frutose. Estes organismos foram
também capazes de hidrolizar a esculina. Nenhuma das linhagens produziu acidos a partir
de 22 das 49 fontes de carbono testadas, incluindo: D- arabinose, L-xilose, B-metil-
xilosideo, L-sorbose, dulcitol, o-metil-D-manosideo, a-metil-D-glucosideo, amigdalina,
arbutina, melibiose, melizitose, N-acetil glucosamina, inulina, L-lixose, D-tagatose, D-
fucose, L- fucose, D- arabitol, L- arabitol, gluconato, 2-ceto-gluconato e 5- ceto-gluconato.
Num estudo similar realizado por DEINHARD (1987), incluindo 8 linhagens de A.

acidocaldarius € 13 de A. acidoterrestris, somente 16 aglicares nio foram utilizados.

Os dados de utilizacdo de fontes de carbono das linhagens de referéncia de
Alicyclobacillus ¢ demais linhagens estudadas foram analisados numericamente através da
utilizacdo do coeficiente de similaridade “Simple Matching”. Os dados das relagdes de
similaridade entre as linhagens foram representados em dendograma (Figura 4.6),
construido através da utilizagdo do algoritmo UPGMA (“unweighted pair group method of
arithmetic means™), implementado no programa NTSys-PC.

A anilise de agrupamento resultante demonstra o agrupamento das linhagens
testadas em trés clusters distintos, sendo a linhagem CCT 5020 recuperada como um grupo
isolado dos demais (Figura 4.6). O primeiro cluster reuniu as linhagens de referéncia de
Alicyclobacillus acidoterrestris CCT 4380 ¢ CCT 4384, e linhagens de aliciclobacilos
isoladas de amostras de suco de laranja concentrado, CCT 4406, 4525 e 4407. Num
segundo cluster foram agrupadas as linhagens CCT 5019, 4413, 5022, e 4415, com um
nivel de similaridade médio em relagdo ao primeiro cluster de aproximadamente 73%. O

terceiro grupo reuniu as linhagens Alicyclobacillus acidocaldarius CCT 4385, e as
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linhagens CCT 5021 e CCT 123, com um nivel de similaridade médio de aproximadamente
56% em relac@o aos dois primeiros clusters.
Tabela 4.9 — Perfil bioquimico de linhagens de Alicyclobacillus sp. no Sistema API 50 CH.

Fonte de LINHAGEM
carbono
4380 4384 4385 4406 4407 5019 5020 5021 5022 4525 4413 4415 123

Glicerol w + w + + + + + + w + w -
Eritritol + + - + + + w - + + w + -
L- Arabinose + + w + + + + + + + + + +
Ribose + + w o+ o+ o+ w o+ + + + o+ -
D- Xilose + + w + + + + + + + + + +
Adonitol + + - + + - - - w w - - -
Galactose + + + + + + + + + + + + +
D- Glicose + + + + + + + + + + + + +
D- Frutose + + + + + + + + + + + + +
D- Maneose + + + + + + + + + + + - +
Ramnose + + - + - w w - + + + + -
Inositol + - - - - - - - - - - - -
Manitol + w w - - - + + + + w + w
Sorbitol + + - - + - w - - - - - -
Esculina + + + + + + + + + + + + +
Salicina w - - - - - w - - - - - -
Celubiose + w + + + - + w w + w + +
Maltose + - w - w - + w w - - - +
Lactose + w - + - - - - - W - - +
Sacarose - - + - - - w w - - - - -
Trealose - - + - - - + + - - - + -
D- Rafinose - - + - - - - - - - - - -
Amido - - + - - - - - - - - - -
Glicogénio - - + - - - - - - - - - +
Xilitol + + - w + - + - - + - - -
B- Gentibiose - - - - - - + - - + - - -
D- Turanose - - + - - - - - - - - - -

(-) nfio acidificado, a coloragdo do tubo nio difere do tubo controle, (W) fracamente acidificado, um clarear leve em
comparagio a0 tubo controle, (+) acidificado, mudanca na coloragéo do meio de azul para amarelo ou amarelado
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Figura 4.6 - Dendograma representando as relagdes de similaridade entre linhagens de
Alicyclobacillus baseadas na anilise numérica (Ssy/ UPGMA) de dados de utilizagio de fontes de
carbono no sistema API 50 CH.

No primeiro cluster (Figura 4.6), observa-se que a linhagem de referéncia
Alicyclobacillus acidoterrestris CCT 43807 apresenta um indice de similaridade de
aproximadamente 80% em relagio as linhagens CCT 4384 (Alicyclobacillus
acidoterrestris), CCT 4406 e 4525, resultado da utilizagdo diferenciada das fontes de
carbono inositol, salicina e maltose por aquele organismo (Tabela 4.9).

As linhagens Alicyclobacillus acidoterrestris CCT 4384, 4406 e 4525 apresentaram
um indice de similaridade de aproximadamente de 92% (Figura 4.6). A linhagem CCT
4384 se diferenciou das linhagens 4406 ¢ 4525 pela utilizagdio do sorbitol. As linhagens
CCT 4525 e CCT 4384 diferiram da linhagem CCT 4406 na utilizagio do manitol
(Tabela.4.9).

A linhagem CCT 4407 apresentou um nivel de similaridade de aproximadamente de
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O cluster formado pelas linhagens CCT 5019, 4413, 5022, 4415 apresentou um
nivel médio de similaridade aproximado de 83% (Figura 4.6). As linhagens CCT 5019 e
4413 apresentaram um indice de similaridade em torno de 90% (Figura 4.6). A linhagem
CCT 4413 diferiu da linhagem CCT 5019 pela utilizagio de manitol e celubiose. Essas
linhagens niio foram capazes de utilizar adonitol, lactose e xilitol, diferenciando-se das
linhagens de referéncia de Alicyclobacillus acidoterrestris, CCT 43807 e 4384. A linhagem
CCT 5022 apresentou um nivel aproximado de similaridade de 86% em relagio as
linhagens CCT 5019 e 4413, devido & utilizagdo dos carboidratos adonitol ¢ maltose
(Tabela 4.9).

A linhagem CCT 4415 apresentou um nivel de similaridade de 83% em relagdo as
demais linhagens do cluster formado pelos organismos CCT 4413, 5019 e 5022 (Figura
4.6), diferenciando-se dos demais na utilizacdo da trealose e incapacidade de utilizar
manose (Tabela.4.9).

A linhagem CCT 5020 foi recuperada em um grupo Unico, em nivel aproximado de
similaridade de 65% em relagio aos organismos alocados nos dois primeiros clusters
(Figura 4.6). Este organismo apresentou um perfil bioquimico distinto das demais
linhagens, sendo capaz de formar 4cidos a partir de sacarose, trealose e gentibiose, mas ndo
a partir de adonitol (Tabela.4.9).

O cluster foi formado pelas linhagens Alicyclobacillus acidocaldarius CCT 4385,
CCT 5021 e 123. com um nivel de similaridade médio de aproximadamente 56%. Essas
linhagens ndo foram capazes de utilizar eritritol e utilizaram fontes de carbono mais
complexas, como rafinose, sacarose, trealose, turanose, glicogénio e amido (T abela.4.9). As
linhagens CCT 4385 e CCT 5021 apresentaram um nivel de similaridade de
aproximadamente 80% (Figura 4.6). A linhagem Alicyclobacillus acidocaldarius CCT
4385 se diferenciou na capacidade de utilizar rafinose, amido, glicogénio e sacarose
(Tabela.4.9). A linhagem CCT 123 apresentou baixa similaridade, aproximadamente 67%,
em relagio as demais linhagens do cluster (Figura 4.6), uma vez que este isolado apresenta
uma perfil bioquimico distinto, incapaz de formar 4cidos a partir de sacarose, trealose,
glicerol e ribose (Tabela 4.9).
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Observou-se que nenhuma das linhagens estudadas foram idénticas quanto 2
capacidade de utilizag@o de fontes de carbono no sistema API S0CH. Segundo DEINHARD
(1987), a utilizagdio dos alcoois eritritol, sorbitol e xilitol como fontes de carbono é
caracteristica da espécie 4. acidoterrestris. As linhagens da espécie 4. acidocaldarius
possuem a caracteristica de utilizarem fontes de carbono mais complexas, como amido,
sacarose, trealose e glicogénio. Com base nestes dados, pdde-se constatar que 7 das 10

linhagens analisadas apresentam perfil bioquimico semelhante ao de A. acidoterrestris.

A linhagem CCT 5020 utilizou os alcdois eritritol e sorbitol, mas foi capaz de
produzir 4cidos a partir da sacarose e trealose, ficando numa posi¢io intermediaria entre o

perfil caracteristico das espécies 4. acidoterrestris e A. acidocaldarius.

A linhagem CCT 5021 apresentou um perfil bioquimico similar ao da espécie 4.
acidocaldarius, utilizando principalmente di- e polissacarideos como fonte de carbono.
Contudo, com base nos dados de caracterizagdo fisiolégica, a linhagem CCT 5021 ¢ similar
a A. acidoterrestris.

A linhagem CCT 123 apresentou um perfil bioquimico distinto das demais
linhagens. Por outro lado, tem mais relagio com 4. acidocaldarius nos parimetros de

temperatura de crescimento (vide Tabela 4.8).

Neste contexto, € necessirio observar que a comparagdo de propriedades
metabolicas e fisiologicas deve ser avaliada com cuidado, levando em consideragio que,
em muitos casos, as caracteristicas fenotipicas de uma unica espécie podem ser
heterogéneas (PRIEST, 1981 apud DEINHARD, 1987).

Ainda, a metodologia de caracteriza¢do de utilizagio de fontes de carbono através
do sistema API 50 CH requer cuidados para se evitar a desidratagio dos pogos de ensaio,
principalmente na caracterizagio de organismos termofilicos a 50°C. Além disso, algumas
vezes a viragem de cor do indicador azul de bromofenol nio foi nitida, dificultando a
interpretagdo do teste. A Figura 4.7 ilustra a aplicagio do sistema API 50 CH na

caracterizagdo de aliciclobacilos.
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Linhagem 4525

Utilizagdo de Carboidratos = Sistema AP150 CH

Figura 4.7 — Utilizagdo de fontes de carbono pela linhagem CCT 4525, isolada de suco
concentrado de laranja, através da aplicagdo do Sistema API 50 CH.
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CONCLUSOES

Este estudo confirmou o carater acidofilico das linhagens de A4 acidoterrestris,
demonstrando sua capacidade de crescimento em uma faixa extensa de pH acido (3,0 a

5,5), com um 6timo entre 3,5 € 5,0.

A detecgiio de esporos de bactérias acidotermofilicas em suco concentrado de
laranja € influenciada pelo meio, temperatura e tempo de incubagio do enriquecimento. Os
resultados indicam que, dentre varias metodologias testadas, a reconstitui¢io do suco
concentrado com agua destilada seguida por pasteurizacdo da amostra e incubagiio a S0°C
por 24 horas foi 0 método que promoveu a recuperagdo destes microrganismos com maior

eficiéncia.

Os meios de cultivo utilizados nos experimentos, BAT (meio 4. acidoterrestris),
BCY (meio 4. cycloheptanicus) e BAM (meio A.acidocaldarius) foram seletivos para o

isolamento de Alicyclobacillus.

Pode ser recomendada como metodologia para o isolamento e enumeragio de
bactérias esporuladas acidotermofilicas, a partir de suco concentrado de laranja, o
plaqueamento de dilui¢Ses pasteurizadas das amostras pela técnica de profundidade em
meio BAT, incubadas a 50°C por 48 a 96 horas.

Os Alicyclobacillus foram detectados em 79% (15 amostras positivas) das 19
amostras analisadas de suco de laranja concentrado provenientes de diferentes regides

produtoras do Estado de S3o Paulo.

A contagem direta de colnias nas 19 amostras de suco concentrado de laranja
demonstrou que um namero relativamente pequeno de esporos de Alicyclobacillus estio
presentes. A maioria das amostras teve uma contagem menor ou igual a 10 UFC/g, sendo
que apenas 4 amostras apresentaram uma contagem mais expressiva, entre 100 a 300
UFC/g. Estas contagens sdo baixas considerando que trata-se de suco concentrado que sera

diluido aproximadamente seis vezes durante o processo de reconstitui¢io.

A ocorréncia de Alicyclobacillus foi constatada em diferentes tipos de sucos

concentrados, sucos reconstituidos a partir do concentrado e em sucos naturais
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pasteurizados de uma variedade de frutas, incluindo laranja, macd, abacaxi, uva branca,

tomate, grapefruit e limio, de diferentes procedéncias (Brasil, EUA e Canads).

Estes resultados sugerem haver uma distribuigdo cosmopolita de Alicyclobacillus,
cuja presenga tem sido pouco relatada ou subestimada. Por outro lado, a detecgfio destes
organismos nos sucos n3o foi associada a deterioragio ou qualquer tipo perceptivel de
alteragio no produto. Isto indica que a deterioragdo causada por aliciclobacilos seja
incidental, desenvolvendo-se, provavelmente, em fungdo de uma combinagio de condigdes

adequadas, como baixo pH, temperaturas elevadas e disponibilidade de oxigénio.

No estudo taxon6mico das linhagens isoladas, a analise cromatografica qualitativa
de acidos graxos de membrana celular demonstrou ser uma ferramenta quimiotaxondmica
importante na sua identificagdo como pertencentes ao género Alicyclobacillus. Esta técnica
foi adequada para a discriminagio de linhagens de A. acidoterrestris e A. acidocaldarius e
linhagens de A. cycloheptamicus, mas ndo foi discriminativa entre as espécies A.
acidoterrestris e A. acidocaldarius.

Os principais acidos graxos presentes nas linhagens isoladas sdo os acidos w-11-
ciclohexil undecanéico e w-13-ciclohexil tridecandico, que se apresentaram como bons
marcadores quimiotaxondmicos para o género Alicyclobacillus, mais especificamente das
espécies A. acidoterrestris e A. acidocaldarius. A espécie A. cycloheptanicus tem como
marcadores os cidos o-cicloheptil undecandico, o-cicloheptil tridecandico e @-cicloheptil-
o-hidroxi undecandico. A linhagem de referéncia de Bacillus coagulans apresentou uma

composigio de acidos graxos com cadeias ramificadas iso- e anteiso-.

A caracterizagédo fisiologica evidenciou a capacidade destes organsimos de crescer
numa extensa faixa de temperatura, tendo apresentado crescimento dos 25 aos 60°C, exceto
a linhagem CCT 123 e a linhagem de referéncia de 4. acidocaldarius (CCT 4385) cujo

crescimento se deu dos 40 aos 70°C.

Modificagdes introduzidas na aplicagio do Sistema API 50 CH, permitiu identificar
7 das 10 linhagens testadas como Alicyclobacillus acidoterrestris. Este resultado é
confirmado pela literatura, onde esta foi a unica espécie do género Alicyclobacillus
detectada como contaminante de sucos e bebidas acidas.
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ANEXOS

~ Figuras Al a AdS: Perfil cromatogrifico de ésteres metilicos de dcidos graxos
(FAMEs) das linhagens de referéncia de Alicyclobacillus (padrdes) e das linhagens
isoladas de sucos de frutas industrializados.
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