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RESUMO

Tém sido relatadas no exterior, principalmente no Japdo, ocorréncias de bactérias
termofilas esporuladas produtoras de acidez plana em bebidas enlatadas a base de café vendidas a
quente (50-60°C). A origem destes esporos estaria no extrato de café utilizado no preparo destas
bebidas. Acidos graxos esterificados com sacarose, como palmitato de sacarose por exemplo,
possuem uma grande variedade de fungGes e propriedades, destacando-se o efeito emulsificante e
antimicrobiano. Este estudo teve como objetivo avaliar sua atividade antimicrobiana em extrato
de café frente a esporos de Bacillus stearothermophilus isolados de café soliivel. Para isso, uma
suspensao de esporos foi preparada mediante esporulagao em Caldo Nutriente acrescido de 1,5%

de Agar Nutriente e 5 ppm de MnSO, seguida de coleta, limpeza e resuspensao dos esporos.

Foram avaliadas vdrias concentragdes de palmitato de sacarose (P-1570) entre 10-
6000mg/l, produzido pela Mitsubishi Kagaku Foods Co., para ser determinada a Minima
Concentragdo Inibitéria (MCI) no crescimento vegetativo de B. stearothermophilus em extrato de
café. Apos contagem realizada por plaqueamento em profundidade em meio de TSA (Trypitic
Soy Agar - Difco), observou-se que 200 mg/l deste antimicrobiano j4 se mostrava eficaz na
inibi¢do do desenvolvimento de cerca de 10* esporos ativados por ml. Com base neste resultado,
prosseguiu-se com a investigagdo do efeito do P-1570 frente a germinagdo de esporos de B.
stearothermophilus. Os ensaios foram efetuados em Caldo Nutriente (CN pH 6,9), utilizando
espectrofotometro BECKMAN DU 640 ajustado para leitura de absorbdncia a um comprimento
de onda de 590 nm. A partir da suspensdo dos esporos diluida em CN pH 6,9 e ativada em 4gua
em ebuli¢do pelo tempo 6timo de 20 minutos, a germinagdo e crescimento pés-germinativo foram
acompanhadas durante 12 horas, na presenca e auséncia do P-1570, revelando uma baixa
porcentagem de germinagdo nos dois tipos de amostra: 2,3; 3,7 e 2,8% com 100, 200 e 300 mg/1
de P-1570, respectivamente, e 3,3% com 0 mg/l1 de P-1570. Nao foi observado crescimento pés-
germinativo na presencga de 100, 200 e 300 mg/1 de P-1570.

Finalmente, foi investigado o efeito do P-1570 sobre a resisténcia térmica dos esporos de
B. stearothermophilus, a partir de uma suspensdo de 10° esporos/ml de extrato de café, com 0
mg/1 (controle) e 100 mg/l de P-1570, em tubos TDT. Os tubos TDT foram levados ao banho de
6leo a 113, 115 e 118°C por diferentes tempos pré-determinados. Apés a contagem por
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plaqueamento em TSA, os valores de D encontrados para grupo controle foram de 3,33; 2,55 e
1,08 minutos a 113, 115 e 118 °C, respectivamente, com valor de z igual a 10°C. Na presenca de
100 mg/1 de P-1570, os valores de D obtidos foram de 3,18; 2,08 e 0,99 minutos a 113, 115e 118

°C, respectivamente, com valor de z igual a 9,82 °C.

O valor de esterilizagdo requerido (F) para causar dez redugdes decimais de B.
stearothermophilus a 115 °C foi igual a 25,5 minutos sem adicdo de P-1570 e igual a 20,8
minutos com adi¢do de 100 mg/l de P-1570. O decréscimo de 18,4% na resisténcia térmica a
115°C, superior aqueles obtidos nas demais temperaturas, mostra que este agente pode atuar
como coadjuvante no processamento térmico de café enlatado para reduzir a resisténcia do B.

stearothermophilus.



SUMMARY

Various canned coffee drinks have been distributed through vending machines at
high temperatures (50 - 60°C), mainly in Japan, and naturally thermophilic heat resistant
spore forming bacteria such as flat sour bacteria have occurred. Sugar esters, that are
known by their properties as emulsifier and antimicrobial, may be used to inhibit growth or

to reduce the heat resistance of thermophilic bacteria.

The present study was undertaken to elucidate how the sucrose palmitate P-1570
(Ryoto Sugar Ester — Mitsubishi Kagaku Foods Co.) acts against Bacillus

stearothermophilus spores that were isolated from a soluble coffee sample.

Suspension of B. stearothermophilus spores originally isolated from soluble coffee
was prepared according to method described by Pflug (1990). The sporulation was carried
out in tubes with Nutrient Broth (Difco) added 1.5% Nutrient Agar (Difco) plus 5 ppm
MnSO;.

Several sucrose palmitate (P-1570) concentrations were evaluated (10 - 6000 mg/1)

to determine the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) for B. stearothermophilus
vegetative growth in coffee extract with 6° Brix and pH 5.5 (EC medium) that was
prepared in similar conditions of coffee extract are used to produce coffee canned drinks.
Diluted samples were plated (pour-plate) on TSA (Tryptic Soy Agar Medium - Difco) and
they were incubated for 48-72 hours at 55°C. It was observed that 200 mg/l of sucrose

palmitate was enough to inhibit the development of 10* activated spores / ml.

To determine if sucrose palmitate acts on germination or on outgrowth of B.
stearothermophilus spores, these were inoculated in Nutrient Broth (pH 6.9) with and
without sucrose palmitate, activated for 20 minutes and incubated for 12 hours at 55°C.
Every two hours a sample was taken from the germinating medium and the optical density
was measured in a BECKMAN DU 640 spectrophotometer at 590nm. Under these
conditions, 2.3%, 3.7% and 2.8% of germination were observed for samples with sucrose
palmitate at 100, 200 and 300 mg/l respectively, while it was registered 3.3% of

germination for sample without sugar ester. No outgrowth was observed with 100, 200 and
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300 mg/1 of sucrose palmitate indicated by no further increase in optical density in relation
to control sample (no sugar ester addition). These results confirmed that effect of sugar

esters is mainly related to inhibition of outgrowth.

In addition, it was investigated the effect of sucrose palmitate on spores heat
resistance at 113, 115 and 118°C. Tests were performed by inoculation 10° spores / ml in
EC medium without sugar ester (control group) and with sugar ester (100 mg/l of sucrose
palmitate) in TDT tubes. These tubes were heated in a precision oil bath at 113, 115 and
118°C for pre-established times. After heat treatment, all suspensions were cooled, diluted
and plated (pour-plate) in duplicate on TSA and incubated at 55°C for 48-72 hours. D
values of 3.33, 2.55 and 1.08 minutes were found for the control group at 113, 115 and
118° C, respectively, and z value of 10,0°C. In the presence of 100 mg/l of antimicrobial
agent this parameter was 3.18, 2.08 and 0.99 minutes at 113, 115 and 118°C, respectively,
and z value of 9,82°C.

The calculated F values used to provide ten decimal reductions of B.
stearothermophilus at 115°C were 25,5 minutes (control group) and 20,8 minutes (100 mg/1
P-1570). Reduction on D value at 115° C due to sugar ester addition was around 18.4%,
showing that this agent could act as coadjuvant in the thermal process to decrease resistance

of B. stearothermophilus of coffee drinks.



1. INTRODUCAO

A contaminagd@o por esporos bacterianos é assunto de especial importancia e grande
interesse para as inddstrias alimenticias, devido a capacidade que estes esporos possuem de
sobreviver aps o processamento. Se estiverem em condigdes favordveis de temperatura e pH,
por exemplo, e o alimento proporcionar um ambiente nutritivo apropriado, os esporos poderao

germinar, crescer e se multiplicar, causando deterioragdo e/ou doenga.

-

E praticamente impossivel destruir todos os esporos dos alimentos sem comprometer
suas caracteristicas organolépticas e qualidade nutricional. Sendo assim, cuidados durante a
formulagdo, estoque em condigoes adequadas e uso de antimicrobianos podem inibir o

desenvolvimento dos esporos, prolongando a vida de prateleira destes alimentos.

Recentemente, tem sido observado um nimero crescente de bebidas e alimentos
distribuidos em médquinas de venda, principalmente no Japao e Estados Unidos. Os produtos sio
variados, destacando-se sorvetes, chocolates, sopas, refrigerantes, cervejas, sucos, cafés, chds e
leite. Ao mesmo tempo, tem sido relatada ocorréncia de bactérias terméfilas formadoras de
esporos em bebidas enlatadas a base de café que sdo distribuidas por mdquinas de venda a 55-
60°C. Tais microrganismos tém causado deterioragdo, problema que ndo ocorre com produtos
distribuidos por médquinas refrigeradas, pois esporos que sobrevivem 2 esterilizagdo comercial

acabam germinando sob temperatura de estoque (55-60°C).

Acidos graxos esterificados com sacarose estdo sendo utilizados nas bebidas com café
para prevengdo da deterioragdo por estes microrganismos. Trabalhos sobre estes agentes na
atuagdo contra as bactérias terméfilas formadoras de esporos testaram o chamado Ryoto Sugar
Ester (Mitsubishi Kagaku Foods Co.), aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) em
1995 como emulsificante, e verificaram a sua eficdcia também como agente antimicrobiano. As
pesquisam revelaram que estes 4cidos graxos esterificados com sacarose sio eficazes contra
deterioragdo por Bacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans, Desulfotomaculum nigrificans

e diferentes espécies de Clostridium.

O uso deste agente era autorizado no Brasil, pelo Ministério da Saide, apenas como
estabilizante, em margarinas, cacau em pé e misturas secas de cacau e agicar. Em margo de
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1999, o Ministério da Satdde publicou no Disrio Oficial da Unido a Portaria n.° 195 autorizando a
extensao de uso do Ryoto Sugar Ester para aplicagdes em bebidas e gelados comestiveis. Assim
sendo, as aplicacdes autorizadas por esta Portaria, juntamente com aquelas anteriormente
autorizadas pelo Ministério da Saide, constituem as possibilidades permitidas nao somente no
Brasil, mas em todos os paises do bloco do Mercosul', para finalidades previamente

mencionadas.

E interessante ressaltar que o Brasil destaca-se como pais exportador de café, possuindo
cardter expressivo no exterior. Sendo assim, atengdo especial dever ser dispensada para a
exportagdo de extrato de café, um segmento do café solivel, que é transportado em tonéis de
aluminio como carga frigorifica. Este produto € destinado principalmente ao Japao e utilizado na
produgdo das bebidas enlatadas, um negécio que ultrapassa US$ 5 bilhdes de délares anuais
(Revista do Café, 1992).

Em nosso laboratério de Termobacteriologia foi detectada uma linhagem de Bacillus
stearothermophilus como contaminante de café solivel. Com o intuito de pesquisar o efeito
inibidor de um 4cido graxo esterificado com sacarose sobre esta bactéria terméfila produtora de
esporos em extrato de café, optou-se por avaliar a eficiéncia do palmitato de sacarose. A adi¢do
de um antibacteriano no préprio extrato de café, que resistisse a altas temperaturas, seria
interessante para a produc@o das bebidas enlatadas, pois permitiria 0 emprego de tratamentos

térmicos mais suaves, diminuindo custos e alteragdes de qualidade do produto.

! Padilha Jinior, A. C. (Mitsubishi Chemical do Brasil, S3o Paulo) Comunicagéo pessoal, 2000.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho foi desenvolvido com os seguintes objetivos:

1. Determinar o efeito do palmitato de sacarose na germinagdo, crescimento pés-germinativo e

crescimento vegetativo dos esporos de Bacillus stearothermophilus;

2. Verificar e quantificar a redugdo causada pelo palmitato de sacarose na resisténcia térmica de
esporos de Bacillus stearothermophilus inoculados em meio de extrato de café liquido com
teor de solidos soliveis equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 preparado em nosso laboratério,

simulando formulagdo utilizada na produgdo de bebida enlatada a base de café.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Esporo Bacteriano

O esporo bacteriano (estado dormente das células vegetativas) é um termo usado para
descrever o estado aparente de inativagao metabélica, comparando com o metabolismo normal
destas c€lulas (Mohallem, 1994). A falta de nutrientes resulta na interrupgio da divisdo celular de
células normais, iniciando um novo conjunto de processos bioquimicos e morfolégicos. Isso
resulta numa estrutura em que a célula é dormente e altamente resistente a fatores adversos
(Gombas, 1987).

Uma das teorias postuladas para entender o mecanismo de elevada resisténcia ao calor
dos esporos bacterianos € que a core € mantida em estado de desidratagdo. A alta resisténcia
exibida pode ser explicada por analogia quando células vegetativas sdo desidratadas e apresentam

aumento de resisténcia térmica (Mossel et al., 1995).

Os géneros de bactérias formadoras de endosporos sdo Bacillus, Clostridium,
Sporosarcina, Desulfotomaculum, Sporolactobacillus e Oscillospira (Sneath, 1986). Os géneros
mais conhecidos sdo Bacillus e Clostridium (Gombas, 1987). Encontram-se na natureza espécies
formadoras de esporos patogénicas ao ser humano, como Clostridium tetani e Bacillus anthracis,
assim como as diretamente ligadas a alimentos, como Clostridium perfringens e Clostridium
botulinum. O esporo bacteriano, por sua vez, apresenta a propriedade de alta resisténcia térmica a
maioria das técnicas de preservagdo de alimentos: cozimento, congelamento, irradiagdo ou
tratamento com antimicrobianos quimicos. Numa condigdo de esterilidade comercial é de se
esperar que todos 0s.esporos que germinam e crescem no produto durante o estoque sejam
destruidos. No entanto, o processo térmico é geralmente projetado com o objetivo de atuar sobre
microrganismos mes6filos, sem eliminar os terméfilos formadores de esporos mais
termoresistentes como Clostridium thermosaccharolyticum e Bacillus stearothermophilus.
Felizmente, a deterioragdo por estes microrganismos é rara, pois sdo poucos os produtos que sio
rotineiramente estocados a elevadas temperaturas, que sao favordveis para a proliferagdo destes

organismos (Gombas, 1987).



A seqiiéncia de eventos, a morfologia e as caracteristicas gerais de esporulagdo parecem
ser comuns a todas as bactérias formadoras de esporos. Serdo descritos, a seguir, os trés estdgios

do ciclo do esporo: esporulagdo, dorméncia e germinagao.

3.1.1 Esporulagao

O processo de esporulagao ndo é uma forma de reprodugdo microbiana. A esporulagdo é
uma resposta ao meio ambiente que faz a célula alterar seu ciclo de vida normal. Este processo
ocorre quando ha deficiéncia nas condigGes limitantes de crescimento (nitrogénio, f6sforo, fontes
de carbono) ou quando estes nutrientes estio presentes mas o metabolismo microbiano estd lento.
O tipo de nutriente (glicose, fosforo, extrato de levedura e outros) pode afetar a esporulagdao na
sua taxa final e no grau de resisténcia térmica. Esporos tendem a requerer condi¢cGes mais
especificas do que células vegetativas em se tratando de temperatura, pH e aeragdo e, geralmente,

s6 um esporo € produzido a partir de uma célula vegetativa (Gombas, 1987).

O mecanismo que desencadeia a esporulagio é desconhecido, além do que,
provavelmente, possa ser mais de um. A habilidade das células vegetativas iniciarem a
esporulagdo depende do seu estdgio de crescimento. O potencial para esporular aparece entre 1/3
a 1/2 do ciclo de esporulagdo, culmina, e entdo declina com a replicagio celular. O pico da
esporulagdo coincide com a replicagdo completa do DNA. Se a replicagio cromossdmica é
prevenida com 4cido nalidixico, por exemplo, o declinio na esporulagio ndo ocorre.
Aparentemente, no ponto miximo da esporulagio, a célula “decide” se vai replicar ou esporular.
Se ndo esporular, ndo € esperado que esporule até o fim do processo. Entretanto, se uma célula

comega a replicagdo, ela ndo recuperard a habilidade de esporular até a replicagdo se completar.

Durante o periodo em que a célula se encontra com a capacidade de ou esporular, ou
continuar com o crescimento vegetativo, deve-se considerar o ambiente nutricional. Uma
diminui¢ao no metabolismo de carbono, nitrogénio ou fésforo pode ser letal 4 célula. Se esta
queda ocorrer e ndo houver nutrientes e/ou energia suficientes para completar a esporulagio, a

célula morrera.

Por outro lado, a conex@o com nucleotideos especificos, ou sua sintese, para a inicia¢io

da esporula¢do s3o amplamente estudados (Gombas, 1987).



A seqiiéncia de eventos durante a esporulagdo, da iniciagdo A ruptura da parede do
esporangio por enzimas liticas e liberagdo do esporo tem sido amplamente estudada (Gombas,
1987; Kancko, 1975; citado por Mohallem, 1994).

3.1.2 Dormeéncia

A dorméncia € a proposta central da esporogénese, criando um estado aumentado de
resisténcia a condi¢es adversas e metabolismo muito baixo para sobreviver em condigdes
desfavordveis. Em nenhuma parte do esporo essa dorméncia é tio bem demonstrada como no
protoplasto ou core. A core € onde se encontram o genoma do esporo, RNA, ribossomos, € a

maioria das enzimas que reiniciarao o metabolismo na germinagao e crescimento.

A teoria mais aceita a respeito de dorméncia envolve 0 mesmo mecanismo mais aceito
para resisténcia térmica, isto €, desidratagdo da core e mobilidade molecular reduzida dos
componentes ldbeis (Gombas, 1987). Existe, porém, uma distribui¢ao heterogénea da dorméncia
numa populagdo de esporos, que pode ser deduzida com estudos cinéticos de germinagcdo e com

experimentos desenhados para tentar germinar populagdo completa de esporos (Gould, 1970).

A superdorméncia descreve a capacidade de demora de alguns esporos para germinarem,
sendo relativamente comum entre bactérias fomadoras de esporos, fazendo com que a germinagao
nao sincronizada seja mais regra do que excegdo. Tal estado pode ocorrer por trés razdes: (1)
como uma variagao natural na populagao de esporos; (2) como um resultado de injiria ocorrida

durante a dorméncia; (3) como resultado de condi¢Ges existentes no momento da germinagao.

Irradiag@o, vérios produtos quimicos, pH extremo e calor s3o alguns tratamentos

indutores da superdorméncia (Gombas, 1987).

3.1.3 Germinacao de Esporos

Enquanto o esporo permanece dormente, resiste a injiria que seria letal para o esporo
germinado e a célula vegetativa. Ele fica protegido pelo estado dormente, onde foram cessados

seu metabolismo e replicagao.



O conjunto de reagdes que quebra o estado de dorméncia é conhecido como germinagao,
que em termos gerais € a transigdo do esporo dormente para célula vegetativa. A germinagio

envolve 3 fases distintas:

3.1.3.1 Ativacao

Trata-se de um fendmeno fisico, provavelmente relacionado a reconfiguragio
macromolecular. Existemn vérios tratamentos que sdo responsdveis pela ativagdo, como ionizagio,
radiagdo, agentes oxidantes, agentes redutores, pH extremo, idade e calor. Uma possivel
explicagdo para a ativagdo € que esta pode resultar num rearranjo estrutural, possivelmente
aumentando a permeabilidade a germinantes, ou fazendo com que os sitios de ativagdo se tornem
mais acessiveis. Segundo Levinson & Feeherry (1978; citado por Gombas, 1987) a cinética de
ativagdo térmica sugere a desnaturagdo macromolecular no processo de ativagdo, enquanto Janoff
et al. (1979; citado por Gombas, 1987) reportaram que a ativagdo térmica causa mudangas na
membrana do esporo que permanecem apds resfriamento, isto é, um aumento na fluidez que

poderia afetar a interagdo da membrana com o agente disparador.

Esporos ativados podem germinar mais rdpido, e podem ser menos exigentes quanto ao
requerimento nutricional. Por exemplo, esporos ndo ativados de Bacillus cereus requerem a
presenca de amdnia para alcangar a taxa de germinagdo de esporos termo-ativados, quando
estimulados por mistura de L-alanina-inosina. Além disso, esporos ativados ndo sofrem uma
perda significativa de propriedades de resisténcia. A maioria dos tipos de ativagdo é reversivel,

eventualmente revertendo-se ao grau original de dorméncia.

A ativagao € dose dependente, ou seja, se o tratamento € muito severo, pode ser letal. A
ativagdo térmica parece seguir uma fun¢do de tempo-temperatura, na qual tempo de exposigdo

6timo para ativagdo € inversamente proporcional a temperatura a ser utilizada (Gombas, 1987).

3.1.3.2 Germinag¢ao

A germinagdo € geralmente definida como um processo irreversivel, onde o esporo
germinante € distinto das células vegetativas, ndo possuindo as mesmas macromoléculas e
atividades enzimaticas. O processo de germinagdo inclui uma seqiiéncia de eventos na qual as
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propriedades do esporo sdo perdidas. Em geral, a seqiiéncia aceita é perda de resisténcia térmica,
perda de resisténcia quimica, perda de célcio e 4cido dipicolinico, excregdo de peptidoglicano,

perda de refratilidade e decréscimo na densidade 6ptica (Smoot & Pierson, 1982).

A lista de compostos que incentivam a germinagio é extensa e inclui, de acordo com
Gould (1970), diferentes nutrientes (aminodcidos, ribosideos ou desoxiribosideos, bases e
agucares), assim como vérios compostos no nutrientes (fons, dipicolinato de cilcio), enzimas
(lisozima, subtilisina) ou tratamentos fisicos (abrasdo, pressio hidrostatica, trituracdo). A
velocidade com que a germinagao € induzida sugere que o sitio do agente indutor encontra-se na
superficie do esporo. Apés a indugéo, vérias enzimas liticas e proteases sdo ativadas, havendo,
entdo, hidrélise do cortex, da capa, da core, de proteinas de membrana, com entrada de 4dgua na
core, saida de cdlcio e 4cido dipicolinico, e perda de refratilidade e propriedades de resisténcia
(Gombas, 1987).

3.1.3.3 Crescimento Pés-germinativo

Enquanto a germinagéo € caracterizada por metabolismo degradativo, o crescimento pés-
germinativo € caracterizado por biosintese e reparo. Envolve aumento de tamanho do protoplasto,

dissolugdo ou ruptura do cértex remanescente, capa, €xosporo e surgimento de nova célula.

Um funcionamento limitado do RNA e proteinas da core também ocorrem neste ponto.

As células emergentes metabolizam muito pouco dos constituintes remanescentes dos esporos.

Esta fase também difere quanto ao requerimento nutricional, que exige fatores nio

essenciais ao crescimento vegetativo (Gombas, 1987).

3.1.4 Inibigio da Germinagio

Uma lista eclética de compostos tem sido encontrada como inibidores de germinagéo.
Nela estao incluidas D-alanina, vérios compostos fenélicos, etanol e concentragdo alta de cloreto
de sédio. Provavelmente, agem impedindo o contato do esporo com o agente indutor (Gombas,
1987).



O nivel da fragdo de célcio nos esporos é também um mecanismo que regula a
germinagdo, sendo que sua reabsor¢ao por esporos ndo saturados de célcio recupera habilidade de
germinagdo de esporos em meio nutriente normal. Entre os antibi6ticos, a polimixina atua
diretamente no processo germinativo, fazendo com que em concentragdes de 200-400pg/ml
provoque perda de refratilidade nos esporos de B. cereus. Acidos graxos insaturados, como 4cido
oleico e linoleico, inibem a germinagdo de esporos de C. botulinum, mas ndo de esporos de
bacilos. Apesar de algum aumento na atividade respiratéria ser observado em esporos
germinantes de microrganismos aerdbios, o processo mostrou ndo ser afetado por valores
negativos de potencial de oxiredugdo ou pela falta de oxigénio no meio. Por outro lado, a
aerobiose ndo inibiu a germinacdo de esporos de C. bifermentans ou C. botulinum. Ainda assim,

algumas espécies de Clostridium necessitam de condigbes anaerébias para germinar (Vinter,
1970).

3.1.5 Inibi¢ao do Crescimento Pds-germinativo

O crescimento pds-germinativo € mais susceptivel a inibicdo do que a germinagio.
Concentragtes de antibidticos, nitrito, outros sais, particularmente cdtions, e inibidores de sintese
de proteinas e membrana, que t€m pouco ou nenhum efeito na germinagdo, inibem o crescimento

pos-germinativo.

3.1.5.1 Inibicao da Sintese de Acidos Nucleicos

Esporos dormentes de bactérias t€m sido descritos como sendo destituidos de RNA
mensageiro (RNAm) end6geno estdvel. Entretanto, nova sintese de RNA € necessdria para os

primeiros estdgios de desenvolvimento pds-germinativo.

Apesar de alguns dados recentes comprovarem a possibilidade da presenca de alguns
polissomas e RNAm associados a esporos, pode-se concluir que os inibidores de sintese de dcido
nucleico bloqueiam um posterior desenvolvimento num pequeno espago de tempo. A meia-vida
de um RNAm em esporos em crescimento € a mesma que a encontrada em células vegetativas. A

sintese de novo RNA comega tdo logo se inicia a germinagdo de esporos.



A eficiéncia dos caminhos metabélicos no crescimento de esporos, que supre o nivel de
precursores para sintese de RNA, pode influenciar a taxa de sintese de RNA e proteinas. Logo,

num meio ndo devidamente suplementado com aminoécidos, a sintese de RNA e proteinas é
reduzida (Vinter, 1970).

3.1.5.2 Inibicao da Sintese de Proteinas

Os primeiros eventos de diferenciagdo de um esporo dormente em célula vegetativa, que
incluem a sintese de RNA mensageiro, sdo seguidos pela sintese das primeiras proteinas

(Kobayashi et al., 1965; Kobayashi & Halvorson, 1968; citado por Vinter, 1970).

Uma parte de enzimas respiratrias parece ser sintetizada muito cedo durante o
crescimento. Nenhum aumento secundério na atividade respiratéria apés germinagdo pode ser
observada em esporos de Bacillus cereus tratados com puromicina, cloranfenicol ou actinomicina
D. Em bactérias anaerébias, os inibidores de sintese de proteinas interrompem o desenvolvimento
pés-germinativo em estdgios primdrios. Testados diretamente em microcamaras, os esporos de
Clostridium tetani germinantes, na presenga de tetraciclina, pararam completamente com algum

crescimento visivel (Scheibel & Lennert-Peterson, 1958; citado por Vinter, 1970).

Pode-se concluir que a inibigdo da sintese de proteinas, como descrito na literatura,
resulta num rdpido bloqueio do desenvolvimento do crescimento de esporos bacterianos (Vinter,
1970).

3.1.5.3 Inibicao da Sintese de Nova Parede Celular

Uma grande parte da parede da célula, isto €, o cortex, é degradada durante a germinagio
e 0 crescimento na maioria dos esporos. Apesar da futura parede da célula j4 existir nos esporos
por todo periodo de criptobiose, alguns sinais de nova parede celular podem aparecer bem cedo
durante o crescimento. Em algumas bactérias, os esporos que alcangam este estdgio podem ser
muito sensiveis a antibiGticos. Como exemplo, € citado que esporos de Clostridium tetani que
foram seriamente injuriados pela presenga de penicilina ou bacitracina durante os primeiros

processos de crescimento (Scheibel & Lennert-Peterson, 1958; citado por Vinter, 1970).
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3.1.6 Determinacio da Porcentagem de Germinacao de Esporos

Os principais métodos para determina¢do da porcentagem de germing@o de esporos
bacterianos estio baseados em mudangas fisico-quimicas que ocorrem no esporo com o advento
da germinag@o (Fields, 1975). Dentre os métodos conhecidos podemos citar: (1) Método da Perda
da Resisténcia Térmica; (2) Método da Microscopia de Contraste de Fase; (3) Método

Espectrofotométrico e (4) Método CLSM (“Confocal Scanning Laser Microscopy”).

O método espectrofotométrico, utilizado neste trabalho, baseia-se na perda de
refratilidade do esporo que, com o advento da germinag@o, pode ser medida com o auxilio de um
espectrofotometro. Com a germinagdo os esporos produzem refracao menor, de modo que a
absorbincia se torna menor, porém ndo alcangando o zero devido a existéncia de residuos

celulares. O resultado pode ser apresentado em porcentagem de leitura original.

Todos estes métodos sdo limitados. O método de microscopia de fase ndo determina o
crescimento pés-germinativo, a nao ser que seja conduzido por longos periodos (12 - 24 horas). O
método da perda de resisténcia térmica ¢ limitado a uma parte da populagdo de esporos. O
método espectrofotométrico ndo mede o crescimento pés-germinativo de todos os esporos, mas
somente uma parte do total da populag@o de esporos. Muitas vezes a combinagdo dos métodos €
recomendada (Fields, 1975).

Recentemente, a técnica CSLM (“Confocal Scanning Laser Microscopy”) tem sido
utilizada para o estudo da germinagdo de esporos. Coote et al. (1995) utilizou este método para
estudar a germinagio de esporos individuais de B. cereus, permitindo a geragdo de dados
quantitativos exatos sobre a perda de refratilidade de esporos germinantes numa populagao. Esta
técnica também permite o estudo simultdneo de mudangas na permeabilidade do esporo
utilizando microscopia de fluorescéncia, por influxo de brometo de etidio. Sendo assim, €
possivel examinar melhor a cinética e distribuicdo de vérios parametros de germinagdo numa
populagdo, por exemplo, o “lag” antes da germinagdo e a taxa de germinagao. Além disso, €
possivel distinguir claramente o tempo gasto para iniciar a germinagio do tempo gasto na perda

de refratilidade, ou na prépria germinagao.

11



3.1.7 Determinacao de Parametros de Resisténcia Térmica de Células Bacterianas

Os microrganismos na fase estaciondria de crescimento geralmente sdo mais resistentes
aos agentes letais do que quando na fase exponencial, por isso a maioria dos testes de resisténcia
térmica utilizam células na fase estaciondria. H4 também evidéncias de que organismos que
crescem normalmente em altas temperaturas tendem a ser mais termoresistentes que os seus
similares crescidos em temperaturas inferiores. Sendo assim, B. stearothermophilus e C.
thermosaccharolyticum, ambos crescendo em temperaturas até 60°C, produzem esporos que
mostram maior resisténcia térmica do que espécies mesofilas de Bacillus e Clostridium (Mossel
et al., 1995).

A determinagdo da resisténcia térmica de células bacterianas é normalmente obtida
expondo-se as células a acdo de tempos programados de aquecimento a temperaturas fixas e, pela
contagem dos organismos sobreviventes, avalia-se, entio, a taxa de morte normalmente
logaritmica na maior por¢do da curva. Isso € interpretado como sendo a reagdo de destruicio de
primeira ordem, isto €, a morte € causada pela inativagdo de um {nico sitio ou molécula critica
por célula. Na prética, porém, as curvas de morte térmica podem apresentar, além da porgao
logaritmica, ombros e/ou caudas (Tomlins & Ordal, 1976; citado por Schimidt, 1994). Tais
desvios na lineariedade da curva de morte térmica tem causas variadas, descritas por Stumbo
(1973), como, por exemplo, presenca de grumos celulares, microbiota mista ou falha de

metodologia durante o experimento.

Para descrever a resisténcia térmica de células bacterianas, € necessario considerar
alguns parametros que sdo obtidos a partir de regressao dos dados da por¢@o logaritmica da curva
de sobreviventes, o indice de redu¢do decimal D (minutos), e da curva de destruigao térmica ou
fantasma, o coeficiente térmico z (°C). O valor D consiste no tempo requerido, a uma dada
temperatura, para destruir 90% das células ou o tempo necessério para a curva de sobreviventes
atravessar 1 ciclo logaritmico (tempo de redugdo decimal). O valor z € o nimero de graus (°C ou
°F) requeridos para que a curva de destrui¢ao térmica ou fantasma atravesse 1 ciclo logaritmico,

ou seja, para diminuir o valor D a 1/10 do seu valor (Stumbo, 1973).

Além desses dois parametros, existe ainda o chamado valor de esterilizagdo requerido

(F). Este equivale ao tempo total do processo, numa temperatura fixa, para atingir o nivel de
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destruicdo térmica pré-estabelecido da populagdo de esporos eleita como indicador biolégico
(Stumbo, 1973).

A seguir, serd descrito o método do tubo TDT para avaliagdio dos pardmetros D
(minutos) e z (°C) de esporos altamente termoresistentes (Stumbo, 1973). Existem outros
métodos para esta mesma finalidade, também citados por Stumbo (1973), como o da lata TDT, do

termoresistdmetro, do frasco de 3 bocas e do tubo capilar.

3.1.7.1 Método do Tubo TDT (Tempo de Destruicao Térmica)

Neste método, o meio de suspensdo é inoculado (1,0 - 4,0 ml cada inGculo) em tubos de
vidro de 7-10 mm de didmetro, que sdo selados no fogo. Estes tubos selados sdao aquecidos em
banho de 6leo, ou em outro meio apropriado, controlado termicamente. A intervalos pré-
-determinados, replicatas dos tubos sdo retirados e resfriados em dgua. Apés este resfriamento, 0s
tubos sdo geralmente abertos assepticamente € seu contetido transferido para tubos com meio de
cultura estéril favordvel ao crescimento de organismos que estao sendo estudados. No entanto, se
o meio no qual as bactérias foram suspensas para aquecimento for favordvel ao crescimento
destes microrganismos, os tubos podem ser incubados diretamente sem subcultura. Se os tubos
aquecidos por diferentes intervalos de tempo s3o repicados e o nimero de sobreviventes €
determinado, a curva de sobreviventes pode ser construida para obtengdo do valor D. Esta
metodologia é adequada para alimentos liquidos quando se deseja determinar a resisténcia a
temperaturas superiores a 100°C. Além disso, é de simples emprego e baixo custo, podendo ser
observados crescimento bacteriano e alteragoes no alimento sem a abertura dos tubos. Apresenta
desvantagens cOmMO CONSUMIr muito tempo para enchimento, fechamento e aquecimento dos

tubos e possibilidade de morte de sobreviventes no momento do repique (Stumbo, 1973).

3.1.8 Processos Termoquimicos de Controle Microbiologico

O termo processo termoquimico aplica-se ao tratamento simultdneo do alimento com
calor e agentes quimicos que atuam de forma sinergistica para garantir a esterilidade do alimento.
Diversos agentes termoquimicos podem ser utilizados junto com o calor, sendo reconhecidos por

reduzirem a resisténcia térmica dos microrganismos. Entre eles destacam-se alguns antibiéticos,
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4cidos organicos, peréxido de hidrogénio, agentes quelantes e outros (Tsuchido, 1977; citado por
Schmidt, 1994).

Tsuchido (1977; citado por Schmidt, 1994) propos trés modos de acgdo para um agente

quimico em combinagdo com o calor:

e favorecer a injiria térmica e morte do microrganismo durante o processamento térmico

do alimento;
e suprimir o processo de reparo da injdria térmica no periodo de subcultura;
e inibir o crescimento vegetativo ap6s reparo da injiria térmica.

Sendo assim, para avaliar o efeito combinado € importante saber em que etapa do
processo o agente estd presente. Geralmente, os seguintes métodos para tratamentos combinados

tém sido utilizados:

a) Tratamento quimico seguido de tratamento térmico: o agente quimico adicionado existe

somente no pré-aquecimento do alimento;

b) Tratamento simultdneo, o que indica a presenca do agente quimico durante o processo de

aquecimento e no armazenamento;

c) Tratamento térmico seguido de tratamento quimico: o agente quimico sO existe na fase de

estocagem e subcultura. Este tipo de tratamento exige adi¢@o asséptica do agente quimico;

d) Tratamento simultineo com agente quimico e calor com lavagem posterior ou dilui¢ao,

indicando que o agente quimico s6 atuaria durante o processo térmico.

No caso a), o efeito do tratamento OCOITE devido 2 sensibilizagdo pelo calor produzida
pelo agente quimico no microrganismo. No caso c), trata-se de sensibilizagdo ao agente quimico
provocado pelo calor. Nos casos b) e d), ndo se pode afirmar se € o agente quimico que

sensibiliza o microrganismo ao calor ou vice-versa.

Em se tratando de cinética de esterilizagao termoquimica, hd vérios pontos a serem
esclarecidos, como, por exemplo, se a relagao temperatura de morte induzida pelo tratamento
termoquimico € a mesma que a utilizada unicamente pelo tratamento térmico. S30 necessarios
mais estudos neste plano a fim de melhor determinar condi¢Ges de processo com finalidade

prética.
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3.2 Bacillus stearothermophilus

3.2.1 Caracteristicas Gerais

Apesar das indicagbes da existéncia deste microrganismo desde o inicio da histéria dos
alimentos enlatados, B. stearothermophilus s6 foi nomeado por Donk (1920), que publicou um
artigo com as caracteristicas de cultivo e resisténcia térmica deste organismo isolado de milho

enlatado deteriorado.

B. stearothermophilus é um bastonete Gram positivo (Sneath, 1986), com 0,6 - 1,0 um
por 2,0 - 3,5 um, apresentando motilidade por flagelos peritriquios. Possui esporangios
entumescidos e esporos maduros ovais terminais ou subterminais com 1,0 - 2,0 pma 1,5 2 2,2

um. Nio é patogénico, mas € dificil de ser destruido com calor ou agentes quimicos (Ito, 1981).

As caracteristicas que mais distinguem B. stearothermophilus das demais espécies de
Bacillus é a capacidade de crescimento a 65°Ce a tolerancia limitada a 4cidos. A linhagem tipo €
a ATCC 12980 (Sneath, 1986). Possui metabolismo aerébio fermentativo, produzindo
principalmente 4cido latico (Mohallem, 1994).

Para identificagdo deste microrganismo ndo basta as caracteristicas macroscopicas do
crescimento vegetativo, pois as colonias em dgar mostram-se de maneiras variadas. Podem
apresentar-se rugosas, espalhadas e delgadas, assim como lisas e compactas (Gordon & Smith,
1949). A linhagem utilizada neste trabalho, quando plaqueada por esgotamento em dgar nutriente
ou em meio TSA (Trypticase Soy Agar), mostrou colonias cremes, circulares, brilhantes, lisas,

ligeiramente convexas, com bordas levemente onduladas.

Na Tabela 1, encontram-se outras caracteristicas diferenciais da espécie.
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Tabela 1: Caracteristicas diferenciais de B. stearothermophilus

Gis a partir de glico i

v 0 i

i

ao de citrato

+:90% ou mais linhagens sio positivas/ — 90% ou mais linhagens sio negativas/ d: 11-89% de linhagens sdo positivas
Fonte: Sneath (1986)
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3.2.2 Ocorréncia

O B. stearothermophilus é a espécie tipo dos microrganismos terméfilos aerobios
facultativos formadores de esporos, causadores de deterioracao “flat sour” de alimentos enlatados
de baixa acidez, como milho, ervilha, aspargo, etc. Estes microrganismos fermentam carboidratos
com a produgdo de cadeias curtas de 4cidos graxos que acidificam o produto, mas ndo produzem

gés suficiente para modificar a aparéncia da lata (Olson & Sorrells, 1992; Ito, 1981).

No entanto, somente B. stearothermophilus e B. coagulans (deteriorador de alimentos
4cidos) sdo considerados verdadeiros “flat sour”. B. subtilis, B. brevis e B. circulans também
crescem a esta temperatura, podendo produzir 4cido em meio de Dextrose Triptona Agar e até
serem chamados de “flat sour”. Entretanto, estes esporos nao sao deterioradores em potencial

devido a falta de termoresisténcia dos esporos (Richmo nd & Fields, 1966; Ito, 1981).

Os esporos bacterianos entram nas indistrias de enlatados pela contamina¢do das
matérias-primas com solo, d4gua, em alimentos in natura e ingredientes como temperos, agucar,
amido, farinha. Populagdes bacterianas podem crescer a partir do momento em que houver
condigdes apropriadas. Por exemplo,’se 0 equipamento no qual a linha de enlatados é operada
apresentar crescimento de terméfilos (com temperatura por volta de 43-75°C), este pode ser um
foco para o desenvolvimento de uma populagdo excessiva de bactérias tipo “flat sour” (Olson &
Sorrells, 1992; Ito, 1981).

3.2.3 Ativacao de Esporos de B. stearothermophilus

Esporos de B. stearothermophilus exibemn um alto grau de dorméncia e requerem um
severo choque térmico com temperatura de 105-115°C para ativagdo (Brachfeld, 1955; Titus,
1957; Finely & Fields, 1962; citados por El-Mabsout & Stevenson, 1979). Além disso, se
carboidratos e sais estiverem presentes durante 0 processo de ativagd@o térmica, hd uma redugdo
na contagem devido a inibigdo da ativacao e/ou germinagdo. Até em condi¢Ges otimas ocorre
destruigdo de esporos durante ativagdo térmica e, quando o tratamento ndo é devidamente
controlado, uma contagem reduzida de esporos pode ser obtida por uma inativagdo inadequada ou

excessiva destruicio de esporos (El-Mabsout & Stevenson, 1979).
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Entre os primeiros trabalhos de ativag@o por calor estd o de Curran & Evans (1945), que
encontraram ativagdo com 95°C/10 minutos quando tratados com dgua destilada e leite

desnatado.

Cook & Brown (1964; citado por Ito, 1981) observaram que quando esporos eram
aquecidos em 4gua mostravam temperaturas de ativagdo variando de 13 horas a 100°C até 1-2
minutos a 121°C. Quando eram termicamente tratados em tampao fosfato exibiam uma ativagao

reduzida.

E importante lembrar que produtos quimicos também sdo utilizados com bom
desempenho na ativagdo de esporos bacterianos. Mefferd & Campbell (1951) usaram furfural na
ativagdo de ‘terméfilos aerébios ndo ativados termicamente, encontrando uma dilui¢ao de 10 por

30 minutos como sendo equivalente a ativagao térmica.

El-Mabsout & Stevenson (1979) estudaram os efeitos combinados de baixo pH e leve
aquecimento na ativagdo de esporos de B. stearothermophilus E-2. Foram testadas ativagdes em
pH 2,0 a diferentes temperaturas, por diversos periodos, com crescimento em dgar NAM (4gar
nutriente dupla concentragdo + 0,03% MnSO,) apés incubagao de 48 horas a 55°C. Ativagao a
50°C foi indicada pelo aumento da contagem de 9 x 10° esporos/ml ao tempo de 0 minutos (grupo
controle de tratamento) para 7,4 x 10’ esporos/ml aos 60 minutos, sendo este ultimo o que
representou o tempo 6timo de ativagdo. Quando este ensaio foi realizado, porém com temperatura
de ativagdo a 60°C, também foi observada maior ativagdo aos 60 minutos, com 8,3 x 10°
esporos/ml. O tratamento com 60°C obteve maior ativagio e, além disso, provocou um
decréscimo na termoresisténcia dos esporos. Quanto ao efeito do pH na ativagao dos esporos,
uma méxima ativa¢@o ocorreu na faixa entre pH 1,1 (99,9%) a 2,0 (98,0%). Quando os valores de
pH foram mais altos (3,0 e 4,0), nenhuma ativagdo significativa foi observada. A maior ativagao
encontrada neste trabalho foi provavelmente devido ao efeito combinado da temperatura mais

alta (60°C) e pH mais baixo (1,1).

De acordo com Olson & Sorrells (1992), a menos que seja especificado, uma ativagao
padrio de 30 minutos a 100°C ou 10 minutos a 110°C, seguida de rdpido resfriamento, seria

utilizada para recuperar esporos termoresistentes.

18



No entanto, inimeros trabalhos como os de Feeherry ef al. (1987), Sikes et al. (1993),
Fernandez et al.(1994), Fernandez et al. (1995), Rodrigo et al. (1997), Periago et al. (1998a,

1998b) utilizaram ativa¢@o de 100°C /15 minutos em diferentes substratos.

A ativagio recomendada por Pflug (1990) na descrigao de metodologia de esporulagio,
dgua em ebulicdo por 15 minutos, foi utilizada por Mohallem (1994) e também durante a

execugdo dos ensaios deste trabalho, exceto para teste de germinagao.

3.2.4 Germinagao de Esporos

Existem diferentes varidveis que podem induzir a germina¢do de esporos de um
organismo terméfilo como B. stearothermophilus, mas poucos trabalhos a respeito deste assunto

foram encontrados.

Fields & Finley (1963; citado por Ito, 1981) realizaram um estudo da germinagdo de
esporos de B. stearothermophilus com monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos em
tampao fosfato 0,0083 M (pH 7,1). Entre os monossacarideos, glicose 0,001 e 0,1 M e frutose
0,01 M foram positivos para germinagdo. Com dissacarideos, sé sacarose foi positiva a 0,1M.

Com polissacarideos, respostas positivas foram obtidas com dextrose 2% e amido 2%.

Fields & Frank (1969) descreveram o efeito da germinagdo com dipicolinato de sédio
em pH 35,5. Por medida do decréscimo de absorbancia inicial foi possivel monitorar a germinagéo,

que ocorreu numa faixa 6tima de temperatura entre 40-50°C.

Diep et al. (1972; citado por Ito, 1981) observaram a ocorréncia de 99% de germinagdo
na presenga de L-alanina (10mM), ap6s 1 hora de incubagao a 45°C, num pH 6timo entre 6,0 e
7,0. O’Brien & Campbell Jr.(1957, citado por Ito, 1981) encontraram que adi¢do de 12uM de L-
-alanina/ml nao estimulou a germinag@o e Campbell et al. (1965, citado por Ito, 1981) notaram

que acido L-glutamico e L-lisina foram germinantes efetivos.

Um estudo conduzido por Cheung et al. (1998) verificou o mecanismo de interferéncia
do bicarbonato de sédio na germinacdo dos esporos de B. stearothermophilus. Foi constatado que
a germinagdo foi progressivamente inibida conforme a concentragdo de bicarbonato de sédio
aumentava de 0,0 a 1,0%. Este efeito era atribuido a liberagdo de HCOj3; e suas propriedades

alcalinas. Foi observado que, quando adicionado a solugdes de glutaraldeido, a atividade
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esporicida deste era mais efetiva. Isso ocorria nao s6 pelo aumento do pH, mas também pela
interagdo entre os fons bicarbonato e o grupo carboxila dos aminoicidos das proteinas dos

esporos.

3.2.5 Crescimento Vegetativo

Apesar das bactérias “flat sour” serem consideradas terméfilas obrigatérias, na realidade
elas crescem a temperaturas de 30-45°C, principalmente se os microrganismos encontram-se na
forma vegetativa e em condigGes ambientais apropriadas. No entanto, a temperatura maxima para

crescimento encontra-se na faixa entre 65-75°C.

Em alimentos enlatados de baixa acidez, particularmente os que tém pH ndo menor que
5.3, deterioragdo “flat sour” raramente ocorre se a temperatura ¢é mantida em torno de 43°C. Se a
temperatura for mantida por tempo suficiente acima de 43°C e o alimento possuir esporos vidveis
capazes de germinar e Crescer no produto, entdo este poderd apresentar deterioragdo (Olson &

Sorrells, 1992).

Long & Williams (1960) verificaram que suprimento adequado de oxigénio era

necessario para crescimento da cé€lula vegetativa e formagao de esporo a 37°C.e55°C:

Limitagdes no crescimento em culturas com baixa taxa de aeragdo pode ser devido a
mudangas do pH na cultura, como consta no trabalho de Long & Williams (1960). Com a taxa de
aeragio relativamente alta, o pH da cultura permaneceu entre 7,2 e 7,8 durante todo periodo de
crescimento, enquanto em baixas taxas de aeragao o pH decresceu rapidamente para cerca de 6,0.

Culturas sem aeragdo apresentou pH em torno de 5,0 - 5.6

Hill & Fields (1967a) observaram que a auséncia de oxigénio influenciou o tempo de
geragdo. O crescimento ainda ocorria, mas a linhagem rugosa apresentou um tempo de
crescimento menor a 55°C sob condigdes anaer¢bias, enquanto a linhagem lisa apresentou tempo

de geracdo aumentado em condigoes limitadas de oxigénio.

Hill & Fields (1967b) ao estudarem a influéncia do pH no meio de crescimento, nao
constataram crescimento em pH 5,0 e 9,0 em caldo nutriente. Em pH 6,0 e 8,0, a fase “lag” era

maior que em pH 7,0, que foi utilizado como étimo.
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Em relagdo as necessidades de aminodcidos, Hill & Fields (1967b) observaram que
linhagens lisas de B. stearothermophilus requeriam arginina, histidina, isoleucina, metionina,
valina, biotina e tiamina para crescimento. As linhagens rugosas necessitavam de metionina e

biotina.

Atkinson et al. (1975) ao estudarem os requerimentos nutricionais de B.
stearothermophilus 1503 a 60°C, observaram que estes variavam conforme a fonte de carbono
oferecida ao microrganismo. Ao fornecer sacarose, os aminodcidos serina e arginina foram
utilizados em quantidades aprecidveis para crescimento vegetativo. Com o glicerol como fonte de

carbono, além dos aminod4cidos acima citados, foram utilizados glutamato, aspartato € treonina.

Rowe et al. (1975) também usaram o B. stearothermophilus 1503 para desenvolver um
meio definido contendo 20 amino4cidos, vitaminas, sais e glicose como fonte de carbono. A
temperatura de incubagdo foi de 60°C. Utilizando este meio bésico, requerimento de manganés
foi encontrado. No entanto, este apresentou ser limitante para crescimento numa concentragao ao
redor de 2,5 x 10° M. Também foi observado que o fosfato em concentragdes maiores que 5,0 x
10 M inibia a formagio de coldnias. A glicose como fonte de carbono resultava na necessidade
de glutamato, histidina, isoleucina, metionina e valina. Um bom crescimento foi obtido com

glicose, frutose, sacarose e glicerol como fontes de carbono.

3.2.6 Esporulagao de B. stearothermophilus

Os trabalhos mostram diferentes metodologias para esporulagdo de B.
stearothermophilus, variando conforme o objetivo do autor, se estes desejam obter linhagens
termolébeis ou termoresistentes para estudar a termoresisténcia destas. Existem varios fatores que
sdo capazes de interferir no rendimento da produgao de esporos, como temperatura, pH, tensao de

oxigénio, fontes de carbono e nitrogénio, nutrientes e presenca de cdtions inorganicos.

Long & Williams (1960) estudaram os efeitos do tipo de inéculo e aeragdo sobre a
produgdo de células vegetativas e de esporos de B. stearothermophilus a 37°C e 55°C. As
diferentes razdes de aeragio do meio de cultura, houve crescimento vegetativo e formagao de
esporos a 37°C, mas inibi¢do da germinagao e crescimento do inéculo de esporos a 55°C. Como

os esporos falharam na germinagdo a 55°C com aeragao, foi testado um indculo vegetativo para
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determinar o efeito da aera¢do nesta mesma temperatura, observando-se um leve acréscimo na
taxa de crescimento. Uma possivel explicagdo para esta diferenga observada no crescimento e
esporulagdo seria um decréscimo na absorgdo de oxigénio pelo meio a 55°C. Parece que s6 a
aeragdo, sob condigGes rigorosas de crescimento imposta por temperatura de incubagdo elevada,

mostrou uma toxicidade que inibiu germinagao e formag@do de esporos.

Kim & Naylor (1966) utilizaram um meio contendo caldo nutriente, extrato de levedura,

cloreto de manganés e 4gar, ajustado a pH 7,2 com incubagdo a 52-53°C.

Thompson & Thames (1967) desenvolveram um meio que consistia de triptona, sulfato
de manganés e tampdo fosfato, pH 6,8. Realizaram um estudo comparativo e mostraram que a
peptona pode substituir triptona, sendo que um fator essencial para esporulagdo pode estar
presente na digestdo de caseina. No meio utilizado por Thompson & Thames, o manganés
estimulou esporulagdo em concentragao entre 15-30 ppm e, por outro lado, concentragao acima
de 30 ppm reprimiu a esporulagdo. Excelente esporulagdo foi obtida quando a incubacgido

procedeu-se sob aeragao a 60°C.

Com a vantagem sobre o meio sélido de ndo ressecar apds incubagdo por varios dias e
por nao limitar tanto a obteng@o de esporos, Yao & Walker (1967) descreveram um meio liquido
com boa produgio de esporos de B. stearothermophilus a 55°C. O meio utilizado consistia em

caldo nutriente, tampdo fosfato, nitrito e 2pg/ml de Ca™ e Mn™".

Cook & Gilbert (1968) utilizaram-se do meio de cultura e metodologia de Cook and
Brown (1964; citado por Cook & Gilbert, 1968), com vérias temperaturas de esporulagdo (50, 35,
60°C), além de testar o meio de esporulagdo a 55°C com diferentes concentragdes de sulfato de
manganés (0, 1, 5, 10, 20, 50, 100 e 1000 ppm). As condi¢des que provocaram maior contagem
de esporos/ml foram incubagio a 60°C com 1 ppm de MnSO; e 55°C com 100 ppm de MnSOQO,,

roporcionando 6,36 x 10° esporos/ml e 1,37 x 10® esporos/ml, respectivamente.
prop

Rotman & Fields (1969) estudaram os fatores que afetam esporulagdo de linhagens lisas
e rugosas de B. stearothermophilus. A esporulagdo seguiu sob incubacao a 55°C, usando AN
(Agar Nutriente), CN (Caldo Nutriente) e TSA (“Trypticase Soy Agar”). Observaram que o
cslcio no AN nio teve efeito sobre variedade lisa, mas inibiu esporulagdo de variedades rugosas.

O cobalto e 0 manganés reduziram esporulagdo da variedade lisa, mas o cobalto em concentragao
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maior ou igual a 6 ppm e manganés a 1 ppm, aumentaram esporulagdo de variedades rugosas. A
esporulagdo ndo foi eficaz em TSA, nem em CN aerado fortificado com extrato de levedura e

manganés ou cobalto, para variedades rugosas. J4 para variedade lisas, em CN fortificado, houve

esporulagdo.

Tandom & Gollakota (1971) tentaram desenvolver um meio que pudesse suportar
germinagdo, crescimento vegetativo e esporulacdo. Este era constituido de arginina, histidina,
leucina, isoleucina, metionina, valina, biotina, 4cido nicotinico e tiamina, com adi¢do de
glutamato, e obteve esporulagao de 80-90%. Além disso, com o intuito de diminuir o tempo
necessdrio para completar a esporulagdo, uma temperatura maior que a considerada 6tima (55°C)
foi testada, a de 60°C. Esta temperatura aumentou consideravelmente a velocidade de

esporulagdo, que ocorreu em 24 horas.

Yazdany & Lashkari (1975) reproduziram o método de esporulagdo de Thompson &
Thames (1967), modificando-o para obter pH 7,7-8,7. Quando o meio foi inicialmente ajustado
para pH 7,0, as células vegetativas cresceram e reduziram o pH para 5,8, com poucos esporos
sendo produzidos. Mas, ajustando inicialmente o pH para 8,5, houve uma redugdo para 7,0 com o

crescimento vegetativo, seguida de esporulagao.

Mayou & Jeseski (1977b), além de esporular B. stearothermophilus em Agar Nutriente
fortificado com 40 ppm de MnSQy, provocaram esporulagdo deste microrganismo em agar leite,
com metodologia descrita em Mayou & Jeseski (1977a), na tentativa de produzir esporos mais

termoresistentes.

Em 1979, El-Mabsout & Stevenson realizaram esporulagdo de B. stearothermophilus E2
inoculando 1 ml de cultura em caldo nutriente de 48 horas em dgar nutriente concentragdo dupla
suplementado com 0,03% de MnSO4 em garrafas, que foram mantidas a 55°C/ 3 dias. Os esporos
foram coletados com 4gua destilada estéril, centrifugados e lavados 3 vezes, tratados com
lisozima e centrifugados mais 3 vezes com dgua destilada estéril. Para a produgdo de esporos
termoldbeis, os esporos foram colocados em solugdo contendo 1% de triptona, 0,5% de glicose e
0,1 % de amido soldvel, ajustada a pH 1,1. Esporos termoresistentes foram produzidos por

mistura dos esporos com solugdo contendo 0,02 M de acetato de cdlcio ajustado a pH 9,7.

Pflug (1990), para produzir um lote de esporos, partiu de uma suspensdo termoativada de
esporos para inocular em tubos de Agar Nutriente com 5 ppm de MnSOy em superficie inclinada,
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incubado-os a 55°C/ 48 horas. O condensado formado na superficie do 4gar foi coletado com
dgua destilada estéril, transferido para um tubo, para a suspensdo sofrer ativagdo de 100°C por 15
minutos. Uma aliquota da suspensdo aquecida foi inoculada em placas de Agar Nutriente com
5ppm de MnSO;, que foram incubadas em jarro selado, com cerca de 1/4 de silica gel, a 55°C por
48 horas. O crescimento da superficie do dgar foi retirado com 4gua destilada estéril, e a
suspensdo transferida para tubos de centrifuga. Centrifugagbes foram realizadas até o
sobrenadante clarear. Os esporos limpos foram suspensos em dgua destilada estéril e estocados a
4°C.

Fernandez et al. (1994) realizaram esporulagao de B. stearothermophilus ATCC 12980 e
12976, comegando por suspender amostras congeladas do microrganismo em caldo nutriente, e
incubagdo a 60°C/ 48 horas. Para esporulagdo foi utilizada o meio descrito por Brown et al.
(1984), com procedimento de Kim & Naylor (1966) levemente modificado, com aumento de
temperatura de esporulacio de 52°C para 60°C, para aumentar a resisténcia térmica. Foi
adicionado 0,1mg de lisozima/ml a fim de liberar esporos do esporangio e lisar células ndo
esporuladas. Os esporos obtidos foram lavados e centrifugados (1000g / 5 minutos) 7 vezes com

dgua deionizada estéril, e estocada em dgua destilada a 4°C até o uso.

Lopez et al.. (1996) prepararam suspensdes de esporos de B. stearothermophilus
inoculando uma cultura, incubada em Caldo Nutriente a 53°C/ 24 horas, em garrafas de Roux
com Agar Nutriente suplementado com 3 mg/l de sulfato de manganés. As garrafas de Roux
foram incubadas a 53°C/ 20-24 horas. Apos 60-70% de esporulagdo, a superficie do 4gar foi
lavada em tampdo Mcllvaine de pH 7,0 seguida de inimeras centrifugacGes. A suspensdo foi

ajustada a 10%-10° esporos/ml e mantidas sob refrigeragdo até o uso.

Como pode ser constatado, a maioria dos meios propostos para esporulagdao desta
espécie de microrganismo contém manganés. Trabalhos como de Amaha & Ordal (1957)
mostram que cétions divalentes, particularmente Ca™ e Mn™, quando adicionados no meio de
esporulagdo, provocavam um aumento significante na termoresisténcia dos esporos. E necessrio,
no entanto, padronizar a metodologia de esporulagdo durante o ensaio, devido a existéncia dos
vérios fatores, citados anteriormente, que influenciam na resisténcia térmica, ativagdo e

germinagao dos esporos.



3.2.7 Resisténcia Térmica de Esporos de B. stearothermophilus

Esporos de B. stearothermophilus sdo muito termoresistentes. A resisténcia € afetada
tanto pelas condigOes de crescimento da bactéria, assim como pelo meio em que 0s €sporos sao
aquecidos. Como os esporos de B. stearothermophilus sao muito utilizados na monitoragdo de
processos de esterilizagdo, assumindo que a taxa de morte dos microrganismos contaminantes do
produto é a mesma que a dos esporos, € de extrema importancia um bom conhecimento da
termoresisténcia destes. Segundo Mossel (1995), numa revisdo dos mais importantes
microrganismos termoresistentes presentes em alimentos e inativados por processamento térmico,
Bacillus steraothermophilus é classificado como possuidor de alta termoresisténcia, com um
MPEDg (Most Probable Effective Heat Treatment to achieve 6D - tratamento térmico requerido
para atingir 6 redugdes decimais em A,, = 0,99 e pH 6,5-7,4) igual a 4 minutos quando tratados a
120°C.

Cook & Gilbert (1968) analisaram o efeito da temperatura de esporulagdo, da
concentragdo de MnSO; no meio de esporulagdo, da composi¢do do tampdo e pH do meio de
aquecimento na resisténcia de esporos de B. stearothermophilus. Com o aumento na temperatura
de esporulagio, foi observado um acréscimo significante na resisténcia térmica dos esporos. No
entanto, a concentragio de MnSO4 ndo mostrou estar relacionada com a termoresisténcia, exceto
a concentragio de 1000 ppm, quando houve uma queda significante na esporulagdo. Além disso,
o uso de diferentes tampdes revelou variagdes significantes na ativagdo térmica e termoresisténcia

dos esporos.

Quando Mayou & Jeseski (1977b) propuseram esporulagio de B. stearothermophilus em
Agar Leite, observaram esporos mais resistentes a inativagdo térmica se comparados com 0s
esporos produzidos em Agar Nutriente suplementado com MnSO;. Foram testadas temperaturas
entre 121,1°C-126,7°C para determinar diferenga na resisténcia térmica, que foram observadas de
acordo com os valores D. Esporos crescidos na presenga de leite e tratados a 121,1°C e 126,7°C
tiveram D iguais 2 4,7 e 0,8 minutos, respectivamente. Com a presenga de MnSO, e tratamento a
121,1°C e 126,7°C, os valores D obtidos foram de, respectivamente, 3,7 e 0,55 minutos.
Nenhuma diferenca na resisténcia térmica foi observada entre os esporos derivados de células

vegetativas crescidas em leite ou em caldo nutriente quando testado a 121,1°C.
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Beaman & Gerhardt (1986) mostraram as correlagdes existentes entre a variagao de
termoresisténcia de esporos e a desidratagdo de protoplastos, mineralizagdo e adaptagao térmica.
A adaptagdo térmica durante a esporulagdo pode afetar a resisténcia térmica dos esporos de
maneira extrinseca, por decréscimo do conteiido de dgua do protoplasto. Quanto a mineralizagao,
foram comparados esporos naturalmente sensiveis a lisozima, esporos remineralizados com célcio
e esporos com protoplastos hidrogenados. Os dois primeiros tipos de esporos apresentaram maior
desidratagio e, portanto, maior resisténcia que 0s esporos com protoplasto hidrogenado. Entre o
limite de 28-57% de conteiido de dgua no protoplasto, o aumento na mineralizagdo ou da
temperatura de esporulagao causou decréscimo no conteddo de dgua do protoplasto e, desse

modo, aumento na resisténcia térmica dos esporos.

Deve-se considerar que, durante 0 processo térmico, 0s esporos podem ser inativados,
subletalmente injuriados ou ndo injuriados. A taxa de morte exponencial resultante do
aquecimento de esporos forma a base de cdlculos usados no processamento térmico da indudstria
de alimentos, no entanto, a populagdo de esporos injuriados ndo € sempre considerada nestes
calculos. Feeherry et al. (1987) determinou a resisténcia térmica de esporos de B.
stearothermophilus, a extensdo de esporos injuriados a vérias temperaturas de processamento € a
significancia da populagdo de esporos injuriados na deteriorag@o de alimentos enlatados de baixa
acidez processados termicamente. Como foram tomadas diferentes temperaturas, os valores de D
gerados variaram entre 62,04 minutos (112,8°C) a 1,05 minutos (123,9°C). Esporos injuriados
(neste caso, incapazes de formar colonias em meio de cultura com 0,9% de NaCl) foram
evidentes a 115,6°C, enquanto a 121,1°C houve répida injiria e inativagdo. Além disso, os
esporos injuriados mostraram sensibilidade a certas temperaturas de incubagdo, pH 6,6 e
anaerobiose. Sendo assim, parece que a injiria térmica reduz a possibilidade de deterioragéo de
alimentos por B. stearothermophilus a pH+6,6 ou com 0,9% de NaCl, ou de alimentos

hermeticamente fechados ou estocados a temperatura menor ou igual a 45°C.

Sikes et al. (1993) observaram que €Sporos injuriados termicamente, recuperados em
meios contendo diferentes tipos de dgar comercial, apresentaram decréscimo na termoresisténcia.
Similarmente, quando estes mesmos tipos de dgar foram utilizados no meio de esporulagdo,
esporos se desenvolveram com decréscimo na termoresisténcia. Uma possivel explicagao para

esta falha de promover esporulagao e recuperagdo de esporos injuriados termicamente estaria nas
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deficiéncias de minerais, sabendo-se que certos cétions divalentes (Ca™, Mn**, Mg") sio
importantes no desenvolvimento da termoresisténcia em bactérias terméfilas (Amaha & Ordal,
1957). Resultados demonstraram que o potencial da produgdo e recuperagio de esporos em agar
deficiente em Ca e Mg poderia ser restaurado pela suplementagio destes nos meios de
concentragdo de 0,1% e 0,04%, respectivamente, tanto no meio de esporulagio como no de

recuperagao.

Quanto ao papel do DPA (4cido dipicolinico) na resisténcia térmica, Fernandez et al.
(1994) tentaram esclarecé-lo, usando 2 linhagens de B. stearothermophilus comumente usadas
como bioindicadores no processo de esterilizagdo (ATCC 12976 e 12980). As variedades rugosas
de ambas as linhagens foram menos termoresistentes que as variedades lisas, com a ATCC 12980
apresentando Djz; de 2 minutos para variedade lisa e 0,6 minutos para rugosas. No entanto, as
variedades rugosas apresentaram maior conteido de DPA. Isso indicou que ndo existe uma
relagao entre a quantidade de DPA e uma maior termoresisténcia. Tal fato suporta a hip6tese de

que o DPA ndo € fator determinante no grau de resisténcia térmica.

Lopez et al. (1996a) resolveram investigar o pH do meio de aquecimento na resisténcia
térmica (D e z) de esporos de 4 linhagens de B. stearothermophilus, ja que a literatura cita que
com a acidificagdo do meio de aquecimento hd um decréscimo na termoresisténcia de espécies
como B. stearothermophilus, B. subtilis e B. licheniformis. J4 a influéncia do pH nos valores de z
€ contraditéria, podendo ser encontrados aumento, diminui¢do ou nio alteragdo em z com a
acidificagdo. Os valores de D a diferentes temperaturas para cada valor de pH, mostraram-se
similares para as 4 linhagens, com a mdxima termoresisténcia a pH 7,0, diminuindo com o
decréscimo de pH. Os valores de z variaram de 7,58 a 8,20 para esporos suspensos em tampao
Mcllvaine pH 7,0 e de 9,43 4 10,0 quando em tampao Mcllvaine pH 4,0. A aparente tendéncia de

maiores valores z quando o meio foi acidificado nao foi significante estatisticamente.

A partir de dados estabelecidos, tratamento de 121,1°C/30 minutos tem sido
considerado, tradicionalmente, como necessdrio para obter 6 redugdes decimais. Lopéz et al.
(1996) mostraram que a acidificacdo do meio de aquecimento de pH 7,0 para 5,0 causa uma
reducao da termoresisténcia em 3 vezes. Levando em conta que na prdtica, uma larga proporgao
de enlatados tem pH * 5,0, um tempo de processo 3 vezes menor seria seguro e conduziria a

melhora de propriedades organolépticas e economia de energia.
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Por outro lado, Rodrigo et al. (1997) estudou a resisténcia térmica dos esporos em
questdo, com vista no efeito da alteragdo do substrato: extrato de cogumelos sem e com
acidificagdo e incubagdao em CaCl,, com aquecimento entre 121 a 140°C (4gua destilada como
controle). Extrato de cogumelos ndo-acidificado reduziu significativamente a resisténcia térmica
dos esporos em relagdo a dgua destilada. A acidificagdo reduziu a termoresisténcia a 121°C, mas
nao de forma significativa quando o tratamento foi acima de 130°C. Entdo, ndo se pode
generalizar o comportamento dos esporos em relagao ao pH quando processos de HTST (high

temperature — short time) sao aplicados.

Em outro estudo, Lopez er al. (1996b) estudaram a resisténcia térmica de esporos de B.
stearothermophilus em diferentes meios de aquecimento (4gua destilada, tampao Sorensen 0,18
mol I e tampdo Mcllvane 0,18 mol 1) contendo alguns aditivos (cloreto de sédio, nitrito de
sédio, sorbato de potéssio e benzoato de s6dio) numa faixa de temperatura entre 115 a 140°C. Os
valores D obtidos nas solugdes tampao nao foram diferentes de modo significativo, mas o tempo
de reducdo decimal aumentou conforme a concentragdo de fosfato diminuiu. Entre os aditivos,
somente o cloreto de s6dio reduziu a resisténcia térmica, sendo efetivo a 0,06%. Valores de z

variaram entre 6,99 e 8,40.

A fim de comparar o efeito da recuperagdo de esporos de B. stearothermophilus sob
condi¢des de anaerobiose e aerobiose, Periago et al. (1998b) realizaram um estudo onde os
esporos foram aquecidos em 4gua destilada e extrato de cogumelos em vérias temperaturas (entre
115 a 125°C) e recuperados em condigdes aerébias e anaerébias. Sob anaerobiose a recuperagdo
foi menor do que em aerobiose. Quando o aquecimento foi realizado em extrato de cogumelo, 0s
valores de Dj;; ¢c foram de 4,3 e 1,7 minutos para recuperagdo aerébia e anaerdbia,

respectivamente.

Em se tratando de pardmetros de resisténcia térmica, sdo muitas as pesquisas que
investigam estes valores nas mais diferentes condigoes. Jay (1994), pesquisando os valores Dsoer
de microrganismos terméfilos que alteram os alimentos, encontrou um Dyso para B.
stearothermophilus de 4,0-5,0 minutos. Enquanto Matsuda ez al. (1981) encontraram um D j0:c
igual a 6,3 e z igual a 8,3 para B. stearothermophilus em solugao de tampao fosfato em pH 7,0.
Mossel (1995) observou um Dy20oc de 1,0-5,8 em substrato com pH 7,0 e A, >0,95. Mikolajcik ez

al. (1980) encontraram em férmula com proteina de leite, valores de D para esporos de 18,46;
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3,56 e 1,13 minutos a 115, 121 e 125°C, respectivamente, com z igual a 7,7. Em férmula com
proteina de soja os valores de D foram 26,1; 3,64 e 1,26 minutos a 115, 121 e 125°C,

respectivamente, com z igual a 7,6.

Em se tratando de bebida enlatada de café com leite, Suwa e al (1989), ao pesquisar
duas linhagens de B. stearothermophilus, encontrou para a linhagem 1AM 1035 valores de D
iguais a 10,1; 6,1 e 3,0 minutos a 115, 118 e 121°C, respectivamente, com valor de z igual a
11,3°C. Para a linhagem IFO 12550, os valores de D foram de 11,2; 6,5 e 3,0 minutos a 115, 118

e 121°C, respectivamente, com valor de z também de 11,3°C.
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3.3 Ksteres de dcidos graxos e sacarose

Os écidos graxos, seus monoglicerideos e ésteres tém recebido atengdo recentemente,
como aditivo alimentar, devido a atividade antimicrobiana relativamente alta e & baixa toxicidade
(Osipow et al., 1956; Kabara, 1979; Branen et al., 1980).

Neste trabalho foi utilizado o "Ryoto Sugar Ester" (RSE), nome comercial de 4cidos
graxos esterificados com sacarose produzidos pela Mitsubishi Kagaku Foods Co. (antiga
Mitsubishi Kasei Foods Co.). Os RSEs tém como caracteristica o fato de serem surfactantes no-
ibnicos, com a sacarose como grupo hidrofilico e 4cidos graxos como grupo lipofilico, sendo
geralmente chamados de ésteres de agiicar. Sdo compostos de sacarose e 4cidos graxos derivados

de éleos e gorduras comestiveis.

Como a sacarose tem um total de 8 grupos hidroxilas, compde cadeias de sacarose de

mono a octo ésteres de dcidos graxos.

CH3(CH2)1sCOOCH2

FIGURA 1: Estrutura quimica do monoesterato de sacarose

Na verdade, o RSE € uma mistura de ésteres de aglicares com vdrios graus de
esterificagdo. Quando um tipo ou nimero de 4cido graxo é modificado, uma ampla faixa de
valores HLB (balanco hidrofilico-lipofilico) pode ser obtida. Esta € a razdo do RSE possuir uma

grande variedade de fungdes e propriedades, como emulsificante e antimicrobiano.

O RSE € inodoro, insipido e atéxico, o que faz com que seja apropriado para alimentos.
Além disso, nao € irritante para os olhos e pele, sendo também adequado para inddstrias de
30



cosméticos e remédios. O RSE € biodegrad4vel, ndo causando, portanto, poluicdo ambiental. A

temperatura de decomposi¢do do RSE utilizado neste trabalho, o palmitato de sacarose (P-1570),
¢ de 237°C.

Devido as suas caracteristicas estruturais, o RSE tem vérias fungSes que estdo sendo

utilizadas efetivamente na indstria de alimentos. O RSE pode funcionar como:
e emulsificante
e estimulador ou inibidor de cristalizac¢do
e formador de complexos com amido
e inibidor da desnaturagio de proteinas
e antimicrobiano

Neste trabalho, o efeito explorado foi o antimicrobiano.

3.3.1 Efeito antimicrobiano

De acordo com Branen et al. (1980), muitos lipidios parecem possuir atividade
antimicrobiana. Acidos graxos livres, ésteres de monoglicerol, ésteres de poliglicerol e certos di e
triglicerideos tém mostrado atividade frente a muitas bactérias Gram positivas e leveduras. Com a
excecdo de certas cadeias pequenas de 4dcidos graxos, a maioria dos lipidios € inativa contra

bactérias Gram negativas e bolores.

Kabara et al. (1977), estudando o efeito antimicrobiano de 4cidos graxos e
monoglicerideos naturais e sintéticos, também chegaram a conclusio de que estes agentes

afetaram bactérias Gram positivas e leveduras, nao atingindo as Gram negativas.

Em se tratando de mecanismo de atividade, parece que os lipidios, assim como os
antioxidantes fendlicos, previnem crescimento antimicrobiano por alteragao da membrana celular.
De acordo com Kodiceck & Worden (1945; citado por Branen et al., 1980), os dcidos graxos
formam uma monocamada ao redor da célula bacteriana que resulta na inibi¢do do crescimento
por bloqueio do transporte ativo de nutrientes no interior da célula ou por aumento do vazamento

de nutrientes essenciais para a c€lula. Moryama et al. (1996) elucidaram o modo de agédo
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antimicrobiana, onde esporos apresentaram dois niveis de afinidade com os ésteres: alta afinidade
€ agao cooperativa (apos saturagdo dos sitios formadores), sendo que na primeira ocorre interagao
entre as moléculas monoméricas de ésteres e capa proteica dos esporos, impedindo o suprimento
de nutrientes. Segundo Freese et al. (1973; citado por Branen ef al., 1980), existe a teoria que diz
que os microrganismos Gram negativos podem metabolizar lipidios numa maior extensdo que os

Gram positivos.

Num trabalho realizado por Kato (1981), foi realizada uma avaliagio da atividade
antimicrobiana de 4cidos graxos, seus monoglicerideos e dois ésteres de agticar selecionados,
contra uma levedura formadora de filme (Saccharomyces rouxii) isolada de molho de sOja puro.
O molho de soja € altamente estdvel quanto a deterioragdo devido ao seu baixo pH e alta
concentragdo de NaCl. No entanto, pode ser deteriorado por uma levedura osméfila que é capaz
de crescer nestas condi¢oes. Na indistria de molho de soja, o 4cido benzdico e o butil-p-
hidroxibenzoato sdo usados para prevenir a deterioragdo por leveduras osméfilas que contaminam
0 produto apds o tratamento térmico. Esses conservadores, porém, tém sido questionados com
relacao a sua atividade antimicrobiana, solubilidade em dgua, seguranca e "flavour". De acordo
com os dados deste estudo, os monoglicerideos, principalmente, foram aditivos tteis no molho de
soja para prevencdo do crescimento deste organismo deteriorador. Enquanto isso, os ésteres de
agucar selecionados inibiram, mas ndao completamente, o crescimento do organismo teste em trés

semanas de incubagao.

Kato & Shibasaki (1975) determinaram as caracteristicas antimicrobianas de sete 4cidos
graxos saturados, seus monoglicerideos e ésteres de sacarose e elucidaram sua aplicabilidade
como conservadores de alimentos e outros materiais. Foi observado que o é4cido cdprico, o
monocaprato de glicerol e o monolaurato de glicerol tiveram forte atividade bacteriostatica contra
Aspergillus niger, Penicilium citrinum, Candida utilis e Saccharomyces cerevisiae, e o
dicaprilato de sacarose teve forte atividade bacteriostdtica contra Bacillus subtilis, Bacillus
cereus, Micrococcus lysodeikticus e Staphylococcus aureus. Foi mostrado que suas atividades
foram iguais ou superiores a dos conservadores comumente utilizados, tais como butil-p-

hidroxibenzoato, dcido sérbico, dcido dehidroacético e lauril sulfato de sédio.

Hayakawa et al. (1994) citaram o uso de ésteres de 4cido graxo com sacarose como

aditivo em café liquido enlatado porque inibem a germinagdo de esporos bacterianos
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contaminantes, que poderia ocorrer em temperaturas de processo mais baixas. Além disso, estes
mesmos autores testaram um método de esterilizagdo com um minimo de aquecimento, ou seja,
com alta pressdo e agdo sinergistica do éster de 4cido graxo com sacarose. Foi obsevado que o

éster de dcido palmitico e sacarose aumentou a bacteriostase de esporos.

Hathcox & Beuchat (1996) estudaram o efeito de 4cidos graxos esterificados com
sacarose, sozinhos € em combina¢do com 4cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) e outros
acidos organicos, no crescimento de Escherichia coli O157:H7. Foi observado em meio de TSB
(Triptic Soy Broth) com pH 7,3, que o crescimento de E. coli O157:H7 ndo foi afetado por 500
ou 1000 pg/ml de monolaurato de sacarose. O EDTA sozinho inibiu o crescimento desta bactéria
em TSB e seu efeito foi aumentado neste mesmo meio com 500 ou 1000pg/ml de monolaurato de
sacarose. Esta mesma agdo sinergistica foi observada com 0,1% de é4cido acético no lugar de
EDTA. E por fim, a a¢do conjunta de EDTA (100 ou 300pg/ml) e monolaurato de sacarose (500

ng/ml) foi suficiente para aumentar a inativagdo térmica e causar injiria de E. coli 0157:H7.

De acordo com Mitsubishi-Kasei Foods Corporation (1993) os ésteres de agicar sdo
efetivos contra Bacillus stearothermophilus, Bacillus coagulans, Desulfotomaculum nigrificans,
ou bactérias formadoras de esporos, como virios membros do género Clostridium. Em um
trabalho de Tsuchido er al. (1983), foi constatado o efeito inibitério do palmitato de sacarose
sobre o crescimento de esporos intactos de vdrias bactérias, mas B. coagulans e B.
stearothermophilus foram mais sensiveis, ndao apresentando crescimento em concentragées de 50
e 10 pl/ml, respectivamente, 7 dias ap6s incubagdo. Além disso, a sensibilidade dos esporos ao
éster de sacarose aumentou com o tratamento térmico. Durante o periodo de aquecimento, sua
acdo antimicrobiana ndo foi evidenciada, porém esporos aquecidos tiveram seu crescimento
inibido.

Tomida et al. (1991) verificaram o efeito bacteriostitico dos monoalquilatos de sacarose
e outros surfactantes sobre o crescimento de esporos termoresistentes de B. stearothermophilus

em caldo nutriente 1,8%, prevenindo a germinagdo através da hidrofobicidade destas substancias.

Porém, foi demonstrado por Sugimoto ez al. (1996) que bactérias podem sofrer
adaptagdo aos acidos graxos esterificados com sacarose ao estudar o efeito que estes exerciam
sobre a germinagdo, crescimento pds-germinativo e crescimento vegetativo de B. cereus. O

crescimento vegetativo era inibido pela adi¢cdo dos ésteres mas logo era recuperado apés
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incubagdo com meio de cultura. Além disso, foi evidenciada a liberagdo de esterase de esporos
germinados e em crescimento. Isso indica que a perda de atividade antimicrobiana observada

durante o cultivo € devida a decomposig@o dos ésteres pela esterase.

No entanto, existem poucos trabalhos a respeito da atividade antimicrobiana exercida
pelos dcidos graxos esterificados com sacarose em bebidas a base de café. Os estudos
encontrados pertencem 2 grupos de pesquisadores japoneses, onde o consumo destas bebidas é
mais freqiiente e a contaminagao por microrganismos terméfilos formadores de esporos ocorre.
Em pesquisa conduzida por Suwa et al. (1986), foi observado que 500 ppm de monopalmitato ou
monoesterato de sacarose, sob condi¢Ges de esterilizagdo comercial (121°C/ 30 minutos), inibiu a
deterioragdo de bebida enlatada composta de café e leite, previamente inoculada com esporos de
Clostridium thermoaceticum, Bacillus stearothermophilus e Clostridium thermosaccharolyticum.
Em outro trabalho executado por Suwa ef al. (1988), também em café com leite enlatado,
inoculado com C. thermoaceticum e B. stearothermophilus, foi demonstrada a existéncia de acdo
bacteriostdtica do monopalmitato e monooleato de sacarose. Suwa et al. (1989) novamente
mostram seus resultados obtidos em café com leite enlatados inoculados com C. thermoaceticum
e B. stearothermophilus, que foram impedidos de causar deterioragdo e tiveram condigdes de
esterilizagdo reduzidas com o uso de concentragdes acima de 500 ppm de palmitato de sacarose,
além do que, o monoesterato ¢ monopalmitato de decaglicerina quase ndo apresentaram efeito
sobre a deterioragdo. O uso de palmitato de sacarose em café com leite enlatado sobre esporos de
B. stearothermophilus praticamente ndo alterou o valor de z, que inicialmente era de 11,3°C,
permanecendo estdvel com a adi¢do de 500 ppm do antimicrobiano e com o uso de 1000 ppm
passou para 11,1°C. Mas os valores de D de ambas as linhagens de B. stearothermophilus
testadas foram reduzidos. Para a linhagem IAM 1035, o D a 115°C foi reduzido de 10,1 minutos
para 2,9 e 1,7 minutos com 500 e 1000 ppm, respectivamente. Para a linhagem IFO 12550, 0 D a
115°C foi reduzido de 11,2 minutos para 4,2 e 2,0 minutos com 500 e 1000 ppm,

respectivamente.

E interessante comentar que o préprio café é composto de substincias antimicrobianas,
como a cafefna (1,3,7 trimetilxantina) e a 3’4’dihidroxiacetofenona. A cafeina age contra fungos
(Aspergillus e Penicillium sp) e bactérias (Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus,

Bacillus cereus, Salmonella sp e Escherichia coli), por inibi¢ao de sintese de DNA (Beauchat &
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Golden, 1989). A 3’4’dihidroxiacetofenona, em estudo de Nishina et al. (1994), mostrou

atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas.

Com o recente langamento no Brasil de bebidas termoprocessadas a base de café,
tornam-se necessdrios estudos nesta drea com 4cidos graxos esterificados com sacarose como

alternativa de conservagao contra microrganismos termofilicos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Cultura de Bacillus stearothermophilus

Foi utilizada cultura de Bacillus stearothermophilus isolada de amostras de café soldvel
liofilizado e com agiicar, no Laboratério de Termobacteriologia da Faculdade de Engenharia de
Alimentos — FEA — UNICAMP.

4.1.2 Vidraria

A vidraria utilizada foi esterilizada em estufa a 170°C por 2 horas.

4.1.3 Instrumentos e Equipamentos

Foram utilizados os seguintes instrumentos e equipamentos:
¢ Autoclave horizontal FABBE

e Balanga analitica SCIENTEH AS 210 D

¢ Balanca eletronica digital ACATEC BEC 1000

¢ Banho de 6leo POLYSTAT regulado a 113, 115 e 118°C
e Calibrador de temperatura OMEGA CL 511

e Camara de fluxo laminar VECO

e Centrifuga Refrigerada SPIN VI INCIBRAS

e Espectrofotdmetro BECKMAN DU 640

e Estufa regulada a 170°C

e Estufa regulada a 55°C
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» Magarico RECORD

® Medidor de pH DPMH-2 DIGIMED

* Microscépio com contrate de fase CARL ZEISS
» Refratdmetro manual ATAGO N50

e Termopar flexivel tipo T cobre-constantan

e Ultra-som HEAT SYSTEMS ULTRASONICS, Inc.

4.1.4 Meios de Cultura

Os meios de cultura e solugdes citados a seguir possuem formulagdes descritas no

apéndice.

4.1.4.1 Meio de Cultura para Manutencio de Bacillus stearothermophilus

« Agar Nutriente DIFCO (AN)

4.1.4.2 Meio de Cultura para Esporulacao de Bacillus stearothermophilus

e Caldo Nutriente DIFCO + 1,5% Agar Nutriente DIFCO (CNADIF 1,5%) + 5 ppm
MnSO,; (Mendes et al., 1996)

4.1.4.3 Solucao para Estoque da Suspensao de Esporos de Bacillus stearothermophilus

e Solugdo Tampao de Butterfield (Camargo, 1995)

4.1.4.4 Meio de Cultura para Quantificacao de Esporos de Bacillus stearothermophilus

o Tryptic Soy Agar (TSA) — DIFCO (Camargo, 1995)
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4.1.4.5Meio de Cultura para Estudo da Germinagio dos Esporos de Bacillus
stearothermophilus

* Caldo Nutriente DIFCO (CN) pH 6,9 (Mohallem, 1994)

4.1.5 Extrato de Café

Este produto foi fornecido pela Cia. de Café Iguagu, acompanhado das seguintes

informagdes:
epH: 4,8-5,1
o Teor de s6lidos soliiveis de 33,8-37,2%, correpondente a 40-44°Brix

O extrato de café recebido foi homogeneizado, distribuido em recipientes plasticos com
capacidade aproximada de 300 ml e congelado a -18°C. A cada experimento foi descongelado

um recipiente e preparado o extrato de café diluido, ajustando-se o teor de sélidos soliveis e o pH

da maneira desejada.

Como nosso objetivo era trabalhar em condigGes similares as das bebidas enlatadas,
determinou-se que um extrato de café com teor de sélidos soliveis ajustado a um valor
equivalente a 6°Brix (Sivetz & Desrosier, 1979) e com o pH 5,5 seria o padrdo para a realizagio
de nossos testes, de acordo com processo patenteado por Koyama & Shinkawa (United States
Patent, 1995), e este foi denominado meio EC. O ajuste dos sélidos soliveis era realizado com
dgua destilada, com auxilio de refratometro manual ATAGO N50. O EC entdo era levado para
esterilizagdo a 121°C por 15 minutos e, depois de resfriar, seu pH era ajustado com solugio

tampao citrato-fosfato pH 7,0 (Segel, 1979) esterilizada por filtragao.

4.1.6 Agente Antimicrobiano

O agente antimicrobiano testado foi o palmitato de sacarose (Ryoto Sugar Ester), mais
especificamente o P-1570, produzido no Japao pela Mitsubishi Kagaku Foods Co. (antiga
Mitsubishi Kasei Foods Co.), fornecido pela Mitsubishi Chemical do Brasil.
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Foram preparadas solugdes de P-1570 em concentragoes 10 vezes maiores que as
utilizadas para testes. As concentragdes testadas foram 10, 100, 200, 1000, 2000, 5000 e 6000
mg/l. Logo, as respectivas solugdes eram preparadas numa proporgao de 0,01; 0,1; 0,2; 1,0; 2,0;
5,0 e 6,0 g de P-1570 para 100 ml de 4gua destilada. As solu¢Ges eram homogeneizadas e
dissolvidas por leve aquecimento. Ap6s este preparo, eram adicionadas aos meios de cultura para

atingir as concentragdes desejadas.

4.2 Métodos

4.2.1 Cultura Estoque de Bacillus stearothermophilus

As culturas estoque foram preparadas por inéculo de células vegetativas isoladas das
amostras de café soldvel, em meio de Agar Nutriente (AN) que foram incubadas a 55°C por 48
horas. Ap6s o periodo de incubagdo, as culturas foram estocadas a 4°C. As culturas eram

transferidas para manutengdo das células vegetativas a cada 3 meses.

4.2.2 Preparo de Suspensio de Esporos de Bacillus stearothermophilus

A esporulagdo de B. stearothermophilus seguiu a metodologia descrita por Pflug (1990)
com algumas adaptagdes. Foi preparada suspensdo com aproximadamente 10° de esporos de B.
stearothermophilus em 5 ml de 4gua destilada estéril num tubo de rosca de 16 x 150 mm, sendo
submetida & ativagd@o térmica a 100°C por 15 minutos em banho de 4gua e resfriada em banho de
gelo. Um volume de 0,1 ml da suspensdo de esporos termoativada foi inoculado em tubos (25 x
200 mm) com 20 ml de Caldo Nutriente DIFCO mais 1,5% de Agar Nutriente DIFCO (CNADIF
1,5%) com 5 ppm de MnSO,4 (Mendes e al., 1996) em superficie inclinada, assim permanecendo
por 20 minutos em camara de fluxo laminar, destampados, para que o inéculo secasse na
superficie inclinada do 4gar. Passado este periodo, os tubos foram fechados e incubados na
posi¢do vertical a 57°C (Mendes et al., 1996) por 48 horas. Antes da coleta dos esporos, o
condensado foi coletado do fundo dos tubos com pipetas de 1,0 ml estéreis, tomando cuidado

para que nao prejudicasse o crescimento na superficie do dgar. O crescimento da superficie do
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dgar foi lavado com 2,0 ml de 4gua destilada estéril, com auxilio de uma alga de platina. Todo o

volume dos 20 tubos foi transferido para um tinico tubo de rosca estéril.

Em seguida, a suspensao foi aquecida a 100°C por 15 minutos em banho de dgua e
resfriada em banho de gelo por 2 minutos. Um volume de 0,2 ml desta suspensio aquecida foi
inoculado em placas com 30 ml de CNADIF 1,5% com Sppm de MnSO; e o inéculo espalhado
com alga de Drigalski estéril. As placas permaneceram semi-abertas por 20 minutos, em cimara
de fluxo laminar, até a secagem do indculo, depois invertidas e incubadas em dessecador a 57°C
por 438 horas. Foi efetuado um exame microscépico apés incubagdo, mostrando a ocorréncia da
esporulagdo. As placas foram resfriadas a 4°C por 4 horas, antes da coleta de esporos ser
realizada.

Para a realizagdo da coleta dos esporos, foram montados grupos de 5 placas e adicionados
2 ml de 4gua destilada estéril para cada placa. Com o auxilio da al¢a de Drigalski estéril, foi
retirado o crescimento da superficie do dgar e a suspensdo transferida com uma pipeta para tubo
de centrifuga estéril. Imediatamente apés a coleta, foram realizadas cinco centrifugagdes a 3000°
rpm por 10 minutos (Mendes et al., 1996), com descarte do sobrenadante, seguida de tratamento
em ultra-som por 3 minutos. A ressuspensdo dos esporos foi realizada em solugdo tampao fosfato
de Butterfield - 50X, 0,015 M, pH 7,2 - (Pflug et al., 1980) seguida de estoque a 4°C.

4.2.3 Quantificacdo dos Esporos Viaveis de Bacillus stearothermophilus Presentes na

Suspensao

Uma aliquota de 1,0 ml da suspensdo de esporos foi diluida em 9,0 ml de 4gua destilada
estéril. Esta dilui¢do foi submetida a uma ativagdo térmica de 15 minutos em dgua em ebuli¢do
seguida de resfriamento imediato por 2 minutos em banho de gelo. Em seguida, foram realizadas
diluigdes decimais sucessivas até 10, Um volume de 1,0 ml de cada dilui¢ao foi transferido, em
duplicata, para placas de Petri, com posterior adicdo de TSA e homogeneizagdo, o que é
denominado de plaqueamento em profundidade (Swanson et al, 1992). Apés solidificagdo do
meio, foi efetuada incubag@o a 55°C por 48-72 horas. Apds o término do periodo de incubagio,
foi efetuada a contagem de colonias, expressando os resultados em UFC/ml (Unidades
Formadoras de Col6nias/ml).
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4.2.4 Determinagio do Tempo Otimo de Ativacdo de Esporos de Bacillus
stearothermophilus em Caldo Nutriente (CN) pH 6,9

Um volume de 0,1 ml da suspensdo de esporos de B. stearothermophilus, ajustada a 10°
UFC/ml, foi inoculado em cada um dos tubos de rosca (16 x 150 mm) com 9,9 ml de CN pH 6,9
estéril. Apds inoculagdo, os tubos foram ensaiados quanto ao tempo 6timo de ativagdo, em 4dgua

em ebuligdo, por periodos tentativos de 5, 10, 15, 20 e 25 minutos.

Ao término de cada tempo, foram retirados 2 tubos do banho de ativagao, seguido de
rdpido resfriamento em banho de gelo com posterior contagem de células vidveis em meio de

cultura TSA, pelo método de profundidade, e incubagdo a 55°C por 72 horas.

4.2.5 Comparacio entre Ativacao Térmica de Esporos de Bacillus stearothermophilus em
Agua Destilada e Extrato de Café com Teor de Sélidos Soliiveis Equivalente a 6° Brix e com
pH 5,5 (EC)

A fim de verificar se a ativagdo térmica dos esporos podia ser realizada em 4gua
destilada, ao invés de ser realizada em meio EC para os estudos de crescimento vegetativo de

resisténcia térmica, foi efetuada uma comparag@o entre estes dois meios de suspensio.

Tubos de rosca (15x160mm) com 9,0 ml de cada meio foram inoculados com 1,0 ml de
suspensdo de esporos de B. stearothermophilus numa concentragio de 10° UFC/ml e ativados em
agua em ebulicdo por 15 minutos (Pflug, 1990). Em seguida, foram efetuadas dilui¢des decimais
em 4gua salina peptonada com posterior plaqueamento em meio de cultura TSA pelo método de

profundidade. Tal procedimento foi realizado em duplicata com incubagdo a 55°C por 72 horas.

A necessidade desta comparagdo surgiu pelo fato de se querer efetuar o indculo da
suspensdo de esporos jd ativados no meio EC para reduzir a ocorréncia de falhas durante a
execugdo do experimento. Ativar esporos em um tnico tubo de 4gua destilada por tempo e
temperatura previamente estabelecidos (Pflug, 1990) e inoculd-los ativados em virios tubos com

meio EC seria mais seguro do que efetuar ativagao nestes virios tubos de meio EC.
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4.2.6 Crescimento Vegetativo de Bacillus stearothermophilus em Extrato de Café com
Teor de Solidos Soliiveis Equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC)

Um volume de 20,0 ml de suspensdo de esporos de B. stearothermophilus, ativada em
dgua em ebulicdo por 15 minutos, numa concentragio de 10° UFC/ml, foi inoculado em um
frasco contendo 180,0 ml de meio EC estéril. O frasco foi incubado a 55°C por 7 dias. A cada 24
horas foram retiradas aliquotas para quantificagio em duplicata, utilizando dgua salina peptonada
para dilui¢do decimal e plaqueamento em meio de cultura TSA, pelo método de profundidade,

com incubagdo a 55°C por 72 horas.

4.2.7 Determinagao da Minima Concentragio Inibitéria (MCI) do Palmitato de Sacarose
(P-1570) sobre o Crescimento Vegetativo de Bacillus stearothermophilus em Extrato de Café
com Teor de Sélidos Soliiveis Equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC)

Para a determinagdo da Minima Concentragdo Inibitéria (MCI) do P-1570 sobre o
crescimento vegetativo de B. stearothermophilus em meio EC, foram testadas diversas
concentragdes, selecionadas de modo tentativo: 10, 100, 200, 1000, 2000, 5000, 6000 mg/l. As
solugbes de P-1570 foram preparadas em concentragdes 10 vezes maiores, como descrito em

4.1.6, para que atingissem a concentragao ideal quando diluidas no meio de crescimento.

Tubos de rosca (16 x 150 mm) com 8,0 ml de meio EC estéril foram acrescidos de 1,0
ml de P-1570 nas diversas concentragdes e, em seguida, inoculados com 1,0 ml de suspensio de
esporos ativados numa concentragio de 10° esporos/ mL A seguir, os tubos foram incubados a
55°C por 48 horas.

Concomitantemente, um tubo de rosca controle positivo foi testado com a mesma
quantidade de meio EC, adicionado de 1,0 ml de suspensdo de esporos ativados numa
concentra¢do de 10° UFC/ml e 1,0 ml de 4gua destilada estéril substituindo o P-1570. Além disso,
foi realizado um controle negativo, com tubo de rosca contendo somente meio EC. Os tubos

também foram incubados a 55°C por 48 horas.

Terminado o periodo de incubagio foi efetuada a contagem de células vidveis com
diluigdes decimais realizadas em 4gua salina peptonada estéril e plaqueamento em meio de
cultura TSA, pelo método de profundidade, em duplicata. Foi considerada como MCI a menor
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concentragdo de P-1570 capaz de inibir o crescimento vegetativo de uma populagdo de 10*
esporos ativados de B. stearothermophilus/ml quando comparado com o crescimento da mesma

populagdo em condigGes idénticas, mas sem adi¢do de P-1570.

4.2.8 Estudo da Germinacao de Esporos de Bacillus stearothermophilus em Caldo
Nutriente pH 6,9 (CN pH 6,9) na Auséncia e na Presenca de Palmitato de Sacarose (P-1570)

O estudo da germinagdo de esporos de B. stearothermophilus foi realizado em
espectrofotometro BECKMAN 640. Devido ao fato do meio EC ndo ser adequado para
acompanhamento da germinagio em espectrofotdmetro, pois é totalmente invidvel para leitura de

absorbancia e leitura microscépica, foi decidido utilizar o CN pH 6,9 (Mohallem, 1994).

Em primeiro lugar, foi preciso ajustar a diluigdo da suspensio de esporos no meio de CN

PH 6,9 de tal modo que a absorbéncia inicial a 590 nm fosse igual a 0,5 (Mohallem, 1994).

Um volume de 2,0 ml de suspensdo de esporos (concentragio de 10° UFC/ml) foi
inoculado em cada tubo de rosca (25 X 200 mm) contendo 18 ml de CN pH 6,9 adicionados de P-
1570 (100, 200 e 300 mg/l), assim como num tubo sem adigdo de P-1570 (controle). Os tubos
foram homogeneizados, levados a ativagdo térmica 6tima obtida em 4.2.4, seguido de banho de
gelo por 2 minutos. Adicionou-se, entdo, em cada tubo, mais 20 ml de CN pH 6,9 para que fosse
atingida a diluicdo com absorbéncia inicial de 0,5 a 590 nm, que j4 era imediatamente medida e
tomada como leitura no tempo zero. Os tubos, entdo, foram incubados a 55°C por 12 horas. As

leituras de absorbancia foram realizadas a cada 2 horas até perfazer as 12 horas de incu bacao.

Os resultados foram expressos em porcentagem de porcentagem de densidade dptica

relativa a inicial (eixo das coordenadas) pelo tempo (eixo das abcissas).
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4.2.9 Determinacao do Atraso Térmico para Cilculo dos Parimetros de Resisténcia
Térmica pelo Método do Tubo TDT

O atraso térmico foi medido para as temperaturas ensaiadas na resisténcia térmica dos
esporos em meio EC: 113, 115 e 118°C. Foi utilizado um termopar tipo T cobre-constantan

Omega Eng. n.° 36, flexivel, previamente calibrado.

O termopar foi inserido no tubo TDT por um orificio feito no seu fundo, que depois foi
selado com silicone e Durepoxi. Para que a junta quente nao encostasse na parede do tubo, o
termopar foi ajustado com muito cuidado. Apés secar a vedagdo, o tubo foi preenchido pela outra
extremidade com o meio de suspensdo EC inoculado com os esporos de B. stearothermophilus
numa concentragdo de 10’ UFC/ml O mesmo tipo de tubo TDT foi utilizado no ensaio de

resisténcia térmica.

O tubo TDT, entdo, foi selado com magarico em sua outra extremidade. Inverteu-se o
tubo para que a extremidade do tubo selada com o magarico se tornasse, entio, o fundo do tubo.

Dessa forma, a junta quente do termopar estaria localizada no centro do tubo.

Os dados de temperatura foram coletados por um aparelho calibrador milivoltimetro
Omega Eng. modelo “CL 511”.

Foi medido o tempo necessério para que o meio de suspensao contendo esporos de B.
stearothermophilus atingisse a temperatura do tratamento térmico. O atraso térmico foi
adicionado aos tempos reais de inativagdo térmica dos esporos de B. Stearothermophilus nos

ensaios de resisténcia térmica.

4.2.10 Determinagao da Resisténcia Térmica dos Esporos de Bacillus stearothermophilus

em Extrato de Café com Teor de Sélidos Soliveis Equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC)

A determinagdo da resisténcia térmica dos esporos de B. stearothermophilus foi efetuada

pelo método do tubo TDT em banho de 6leo usando EC como meio de suspenséo.

Para obter os pardmetros de resisténcia térmica em extrato de café, valores D (minutos) e
z (°C), foram ensaiadas trés temperaturas (113, 115 e 118°C). Para cada temperatura, foram

testados cinco tempos distintos, além do tempo inicial (zero).
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Foram distribuidos 0,2 ml da suspensio de esporos ativados (10’ UFC/ml) e 1,8 ml do
extrato de café em cada um dos tubos TDT (8,0 mm de didmetro externo; 6,0 mm de didmetro
interno e 105 mm de comprimento), que foram selados com magarico. Os tubos TDT
submeteram-se ao tratamento térmico para inativagdo de esporos em banho de Gleo 3 temperatura
controlada. Aos tempos de inativagdo térmica dos esporos foram adicionados os respectivos
tempos de atraso térmico. Por fim, os tubos foram levados ao resfriamento imediato em banho de

gelo.

Além da contagem inicial (tempo “0”), foram determinados os sobreviventes apos os 5

periodos de aquecimento.

Para cada perfodo de aquecimento foram utilizados 2 tubos TDT e a contagem de

sobreviventes foi efetuada em placas de TSA, pelo método de profundidade, em duplicata.

Com os dados obtidos, foram representados graficamente o logaritmo do nimero de
sobreviventes versus o tempo de aquecimento real nas temperaturas estudadas e, em seguida, foi
realizada regresséo linear dos dados, pelo Microsoft Excel, para a determinagdo dos valores D.
Para obten¢do do valor de z, foi representado graficamente os logaritmos de D versus as

temperaturas ensaiadas e realizada regressao linear dos dados, também pelo Microsoft Excel.

4.2.11 Efeito do Palmitato de Sacarose (P-1570) na Resisténcia Térmica dos Esporos de
Bacillus stearothermophilus em Extrato de Café com Teor de Sélidos Soliveis Equivalente a
6° Brix e com pH 5,5 (EC)

O P-1570, numa concentragao determinada em 4.2.7, foi ensaiado quanto ao efeito sobre

a resisténcia térmica dos esporos de B. stearothermophilus em meio EC.

A fim de determinar os parimetros de resisténcia térmica, D (minutos) e z (°C), em meio
EC, foram testadas trés temperaturas (113, 115 e 118°C) por cinco tempos distintos, além do

tempo 1nicial (zero).

Para efetuar a contagem do tempo inicial, foram inoculados em um tubo TDT 0,2 ml da
suspensdo de esporos (107 UFC/ml) e 1,8 ml de meio EC . Este meio de suspensdo inoculado
sofreu contagem inicial em meio de cultura TSA, pelo método de plaqueamento em
profundidade, em duplicata.
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Um volume de 0,2 ml da suspensdo de esporos ativados (10" UFC/ml) mais 1,8 ml de
meio EC adicionada de P-1570 (na concentragdo determinada em 4.2.7) foram inoculados em
tubos TDT. Foram efetuados os tratamentos térmicos de inativagdo de esporos, adicionando-se os
respectivos tempos de atraso térmico pré-determinados, em banho de 6leo com temperatura
controlada. Os tubos TDT foram imediatamente resfriados em banho de gelo apds os tratamentos
térmicos e os sobreviventes foram quantificados em meio TSA, pelo método de plaqueamento em
profundidade. Para cada periodo de aquecimento foram utilizados 2 tubos TDT e a contagem foi

efetuada em duplicata.

Com os dados obtidos, foram representados graficamente o logaritmo do nimero de
sobreviventes versus o tempo de aquecimento real nas temperaturas estudadas e, em seguida, foi
realizada regressdo linear dos dados para a determinagdo dos valores D. Para obtengdo do valor
de z, foram representados graficamente os lo garitmos de D versus as temperaturas ensaiadas e
realizada regressdo linear dos dados. O programa Microsoft Excel foi utilizado para realizagao

das regressoes lineares mencionadas acima.

Por dltimo, foi efetuado o cdlculo do valor de esterilizagao (F) requerido para

temperatura em que houve maior redugdo do D. Foi utilizada a seguinte equagdo (Stumbo, 1973);
F=yD
O valor D corresponde a resisténcia térmica do microrganismo escolhido como indicador
biolégico nas condigoes experimentais e Y corresponde ao mimero de redugdes decimais da
populagdo de esporos previstas durante a esterilizagdo. Tem sido observado que a contaminagao

em extrato de café por esporos de B. stearothermophilus ndo ultrapassa a ordem de 10°

esporos/ml. Sendo assim, para o c4lculo do valor F, foi utilizada uma concentragao inicial de 10°

esporos/ml e Y de 10 redugdes decimais (Pflug, 1990).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacdo dos Esporos de Bacillus stearothermophilus Viiveis Presentes na

Suspensao

A quantificagdo de esporos de B. stearothermophilus vidveis presentes na suspensdo foi
realizada pelo método de plaqueamento em profundidade em meio de cultura TSA, com
incubag@o a 55°C por 48-72 horas. O resultado médio das contagens obtidas foi de 4,1 X 10°
Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/ml de suspensio, que foi utilizada durante todo o
trabalho.

5.2 Determinacio do Tempo Otimo de Ativacio dos Esporos de Bacillus stearothermophilus
em Caldo Nutriente (CN) pH 6,9 e Comparac¢io do Tempo de Ativacio Térmica em Agua
Destilada e em Extrato de Café com Teor de Sélidos Soliiveis Equivalente a 6° Brix e com
pH 5,5 (EC)

Com a finalidade de otimizar as condigdes experimentais para os testes de germinacio,
foi estabelecido o melhor tempo para ativar os esporos de B. stearothermophilus, em meio CN
pH 6,9, submetidos a 4gua em ebuli¢do. Os resultados obtidos estdo apresentados na tabela 2 e

gréfico 1.

Houve uma maior taxa de recuperagdo de células vegetativas de B. stearothermophilus
com 20 minutos de ativagdo em CN pH 6,9. Este tempo difere da ativagdo padrdo de 100°C por
30 minutos ou 110°C por 10 minutos sugerida por Olson & Sorrells (1992), ou da recomendada
por Pflug (1990), igual a 15 minutos em 4gua em ebuli¢io. E interessante lembrar que a ativagdo
dos esporos de B. stearothermophilus pode variar de acordo com a composigdo do meio e pH, por
exemplo (El-Mabsout & Stevenson, 1979; Ito, 1981). Além disso, esta linhagem de B.
stearothermophilus isolada de café solivel pode ter sofrido uma série de adaptagdes. Por isso, foi

de grande importancia determinar o seu tempo 6timo de ativagdo no meio CN pH 6,9, que foi
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utilizado para execugdo dos testes de germinago dos esporos na auséncia e presenga do agente

antimicrobiano, o palmitato de sacarose (P-1570).

Tabela 2: Ativagdo de esporos de B. stearothermophilus em caldo nutriente (CN) pH 6,9; 4gua
destilada e meio EC, levados & 4gua em ebuligo.

Meio de suspensao Tempo de ativacao Nimero de esporos ativados
(minutos) (UFC/ml*)
5 4,30 X 10°*
1 4 (i34
CN pH 69 0 70X 10
15 5,35 X 10
20 5,90 X 10°%
25 3,40 X 10%
EC 15 8,60 X 10°¢
Agua destilada 15 3,50 X 10°%

*UFC/ml: Unidades Formadoras de Coldnias/ml. Contagem em meio de cultura TSA pelo método de
plaqueamento em profundidade, ap6s incubagdo a 55°C/72 horas. Resultados referentes as médias das
duplicatas.

' Concentragdo inicial na ordem de 10° esporos/ml

9Concentragao inicial na ordem de 10° esporos/ml

Para os testes de crescimento vegetativo e resisténcia térmica de esporos de B.
stearothermophilus, havia preferéncia em realizar a ativagdo dos esporos em 4gua destilada, com
a finalidade de inoculéd-los jd ativados no meio EC, a fim de minimizar os riscos de falha no
experimento e facilitar sua execugdo. Por este motivo, comparou-se as ativagdes dos €Sporos
realizadas em dgua destilada e em meio EC, observando-se um taxa de recuperagdo na ordem de
10° UEC/ml em ambos os meios de suspensao, correspondente a concentragdo de esporos inicial,

0 que resultou na op¢ao de ativar os esporos em dgua destilada nos ensaios posteriores.
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Griafico 1: Determinagdo do tempo 6timo de ativagdo de esporos de Bacillus stearothermophilus
em caldo nutriente (CN) pH 6,9, levados a 4gua em ebuligdo.
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5.3 Crescimento Vegetativo de Bacillus stearothermophilus em Extrato de Café com Teor de

Sélidos Soliveis Equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC)

Tabela 3: Acompanhamento do crescimento vegetativo de B.stearothermophilus em meio EC

durante 7 dias a 55°C.

Tempo de incubacao UFC/mI* pH
0 horas 3,5X 10° ND*¥
24 horas 2,2 X 10* 5,01
48 horas 32X 10° 4,96
72 horas 6,1 X 10 5,03
96 horas 6,1 X 10’ 4,98
120 horas 6,2 X 10! 5,00
144 horas 2,0 X 10 4,86
168 horas <10 4,94

*UFC/ml: Unidades Formadoras de Col6nias/ml. Contagem por plagueamento em
profundidade em meio de cultura TSA, com incubagdo a 55°C/72 horas. Resultados
referentes as médias das duplicatas.

** ND: nao determinado

Com o intuito de verificar crescimento vegetativo do B. stearothermophilus em
condi¢Ges similares as do extrato de café utilizado nas bebidas enlatadas em que ocorrem

contaminagGes por esporos de B. stearothermophilus, foi utilizado o meio EC.

O pH do EC foi ajustado a 5,5 com solugao tampao de citrato-fosfato 0,2 M pH 7,0, pois
o pH inicial do meio encontrava-se em torno de 4,8. Este pH inicial ndo estava propicio para o
crescimento do B. stearothermophilus, ja que Olson & Sorrells (1992) cita que para crescimento

vegetativo 6timo as células necessitam de suprimento de oxigénio adequado e meio de cultura em
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pH 7,0, sendo que nenhum crescimento ocorreria em pH 5,0. Nos experimentos subsequentes, a
solugdo de citrato-fosfato 0,2 M foi utilizada apenas para ajuste do pH, pois seu efeito
tamponante ndo pareceu eficaz ao verificar uma queda nos valores do pH acompanhada de
diminui¢do de crescimento vegetativo de B. stearothermophilus. Era um comportamento
esperado, pois embora estando em condi¢des similares a matéria prima da bebida enlatada, esta
nio era a condigdo ideal para crescimento. Interessante foi observar que, mesmo assim, 0O
microrganismo isolado foi capaz de se desenvolver nestas condigdes com até 144 horas (6 dias)
de incubaggo a 55°C. Com a adigdo de leite e agticar para a composigdo da bebida enlatada, este

crescimento seria provavelmente favorecido.

5.4 Minima Concentracio Inibitoria (MCI) de Palmitato de Sacarose (P-1570) Sobre o
Crescimento Vegetativo de Bacillus stearothermophilus em Extrato de Café com Teor de

Selidos Soliiveis Equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC)

Como demonstrado na tabela seguinte, a MCI do P-1570 sobre o crescimento vegetativo
de B. stearothermophilus em EC, ap6s 48 horas de agdo a 55°C, foi igual a 200 mg/l. Na
determinagdo da MCI, assim como nos ensaios de resisténcia térmica em que foi testada a
eficicia do P-1570, este foi neutralizado com a prépria diluigdo decimal realizada em 4gua salina

peptonada para contagem de Unidades Formadoras de Colonias/ml.

Existem poucos dados na literatura sobre MCI de 4cidos graxos esterificados com
sacarose. Tsuchido et al. (1983) obtiveram uma MCI do P-1570 sobre crescimento de esporos
intactos de B. stearothermophilus de 10 ppm. Apés tratamento térmico 2 sensibilidade ao
palmitato de sacarose aumentou, apresentando um valor de MCI de 2 ppm apés 115°C por 22,6
minutos. Por outro lado, Ando et al. (citado por Mitsubishi Kasei Foods Corporation, 1993)
apresentaram os resultados do uso de 0—400 ppm de um 4cido graxo esterificado com sacarose
(Ryoto Sugar Ester P-1695) frente ao crescimento de Clostridium perfringens, nao tendo
observado crescimento em concentragoes entre 100 e 400 ppm. Além disso, Tsuchido et al.
(1987) encontraram uma MCI de aproximadamente 1000 ppm quando testou hexadecanoato de
sacarose frente ao crescimento de Bacillus subtilis apés 24 horas de incubagao. Tais dados

sugerem uma ampla variagdio na concentragao inibitéria minima de acordo com o0S
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microrganismos testados e que esta deve estar relacionada também aos meios e condigdes de

crescimento.

Tabela 4: Determinagio da MCI do palmitato de sacarose (P-1570) sobre crescimento vegetativo

de B. stearothermophilus em meio EC.

Concentracao de P-1570 (mg/l) B. stearothermophilus
(UFC/mlI*)
0 9,6 X 10*
10 1,0 X 10*
100 0,4 X 10'
200 <1
1000 <1
2000 1
5000 <1
6000 <1

* UFC/ml: Unidades Formadoras de Coldnias/ml. Contagem em meio de cultura TSA
através de plaqueamento em profundidade e incubacdo a 55°C/72 horas. Resultados
referentes As médias das duplicatas.

5.5 Germinacao de Esporos de Bacillus stearothermophilus em Caldo Nutriente (CN) pH 6,9

na Auséncia e Presenca de Palmitato de Sacarose (P-1570)

O estudo da germinagdo de esporos de B. stearothermophilus foi efetuado
primeiramente em CN pH 6,9 sem P-1570. Em seguida foi verificado o efeito deste agente
antimicrobiano em diferentes concentragoes sobre a germinagdo dos esporos. Cabe lembrar que
foi utilizado CN pH 6,9 (Mohallem, 1994) para acompanhamento da germinagao devido ao meio

EC ser inadequado para este fim, tanto por microscopia como por espectrofotometria.
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5.6 Estudo da Germinacao de Esporos de Bacillus stearothermophilus em CN pH 6,9 na
Auséncia de Palmitato de Sacarose (P-1570)

O fendmeno da germinagdo dos esporos de B. stearothermophilus em CN pH 6,9 na
auséncia do P-1570 ndo foi pronunciado, atingindo seu ponto maximo as 6 horas de incubagao,
apresentando apenas 3,3% de germinagdo. A partir deste ponto iniciou-se crescimento pos-
germinativo seguido de crescimento vegetativo, como pode ser visualizado no gréfico 2, que foi
confirmado pela presenga de células vegetativas observadas em microscopia 6ptica apos
coloragdo de Gram. Laminas de coloragio de esporos também foram confeccionadas e estes
foram observados também durante esta fase. Logo, suspeitou-se que o decréscimo de absorbancia
pouco evidente sugeria taxa de germinagdo referente a uma populagdo de esporos que se
encontravam em diferentes estigios de dorméncia. A distribuigdo heterogénea da dorméncia na
populagdo de esporos foi descrita por Gould (1970). Esta falta de sincronismo na germinagao foi
observada também quando tentou-se mudar o tempo de ativagdo dos esporos para 15 minutos, 0

segundo melhor tempo de ativagdo de esporos obtido neste trabalho para o meio CN pH 6.9.

Tabela 5: Germinagdo de esporos de B. stearothermophilus em caldo nutriente (CN) pH 6,9,
ativados por 20 minutos, monitorada por espectrofotdmetro (A=590nm). Absorbancia inicial igual

a0,5.

Tempo (horas) Densidade Optica
Relativa a Inicial (%)
0 100
2 98,6
4 97,9
6 96,7
8 103,1
10 115,8
12 1252
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Grifico 2: Germinagdo de esporos de B. stearothermophilus em caldo nutriente (CN) pH 6,9 na

auséncia de palmitato de sacarose (P-1570), ativados por 20 minutos, monitorada por

espectrofotdmetro (A=590nm). Absorbancia inicial igual a 0,5.

Densidade dptica relativa a inicial (%)
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5.7 Estudo da Germinaciio de Esporos de Bacillus stearothermophilus em Caldo Nutriente
(CN) pH 6,9 na Presenca de Palmitato de Sacarose (P-1570)

Tabela 6: Germinagio de esporos de B. stearothermophilus, ativados por 20 minutos, em caldo
nutriente (CN) pH 6,9 adicionado de palmitato de sacarose (P-1570) em diferentes concentragoes
(100, 200 e 300 mg/1), monitorada por espectrofotdmetro (A=590nm). Absorbancia inicial igual a
0,5.

Tempo (horas) Densidade Optica Relativa a Inicial (%)
Palmitato de Sacarose (P-1570)
100 mg/l 200 mg/l 300 mg/l

0 100,0 100,0 100,0
2 98,2 98,4 97,2
4 97,7 96,3 98,1
6 98,2 98,6 98,0
8 99,6 97,1 99,2
10 99,6 97,8 97,3
12 99,8 100,5 100,0

Os valores em porcentagem de densidade 6ptica relativa 2 inicial sugerem que a adigao
de P-1570 em concentragdes entre 100 e 300 mg/l € suficiente para inibir o crescimento pés-
germinativo, como pode ser verificado pelo decréscimo e estabilizagdo dos valores de
porcentagem de densidade dptica em relagdo as densidades dpticas iniciais. As porcentagens de
germinagao continuaram pouco evidentes, observando-se 2,3; 3,7 e 2,8% de germinagdo quando
100, 200 e 300 mg/l de P-1570 foram adicionados ao CN pH 6,9, respectivamente. Mas o
crescimento pés-germinativo foi inibido pelas trés concentragdes testadas de palmitato de

sacarose, como fica evidenciado ao se comparar com a amostra com 0 mg/1 de P-1570 .
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Entretanto, ao considerar que a MCI de P-1570 por nos encontrada foi de 200 mg/l para
crescimento vegetativo de B. stearothermophilus, foi decidido utilizar uma concentragdo menor
para os experimentos posteriores relativos a resisténcia termoquimica, no valor de 100 mg/l, pois

este agente atuaria como agente coadjuvante do calor.
Grifico 3: Germinagdo de esporos de B. stearothermophilus, ativados por 20 minutos, em caldo

nutriente (CN) pH 6,9 adicionado de palmitato de sacarose (P-1570), monitorada por

espectrofotdmetro (A=590nm). Absorbancia incial igual a 0,5.
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5.8 Determinacio do Atraso Térmico em Extrato de Café com Teor de Solidos Soliveis
Equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC) para Célculo dos Parametros de Resisténcia
Térmica pelo Método do Tubo TDT

Tabela 7: Determinagdo do atraso térmico para diferentes temperaturas, utilizando meio EC pelo
metodo do tubo TDT, com auxilio de termopar flexivel tipo T cobre-constantan, para cdlculo dos

parametros de resisténcia térmica de esporos de B. stearothermophilus.

Temperatura Tempo de atraso térmico™
(°C) (minutos/segundos)
113 R
115 2’36”
1 18 2940”

* Resultados referentes as médias dos atrasos térmicos encontrados.

Os valores médios dos atrasos obtidos para cada temperatura foram utilizados durante os
ensaios de resisténcia térmica, sendo adicionados aos tempos de aquecimentos reais dos esporos

de B. stearothermophilus.

Pflug (1988) cita alguns valores de atraso térmico para tubos TDT com dimensdes de 9,0
mm de didmetro externo; 7,0 mm de didmetro interno € 125 mm de comprimento, em
aquecimento em banho de 6leo a 121°C. O tempos de atraso foram 3,25; 3,30; 4,10 ¢ 3,50
minutos para 4gua, solugdo de agdcar 60%, puré de espinafre 50% e puré de ervilha 50%,
respectivamente. Os tempos obtidos com meio EC foram inferiores. Tratava-se de meio liquido,
porém vale salientar que foram utilizados tubos TDT com 8,0 mm de didmetro externo; 6,0 mm
de diametro interno e 105 mm de comprimento, dimensoes inferiores aos citados por Pflug

(1988).
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5.9 Resisténcia Térmica dos Esporos de Bacillus stearothermophilus em Extrato de Café

com Teor de Sélidos Soliveis Equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC)

Os indices de redugdo decimal (valores D) de esporos de B. stearothermophilus sao
extremamente variaveis, sendo afetados pelas condi¢oes de crescimento deste microrganismo e
pelo meio em que os esporos sao aquecidos. Os valores D obtidos neste trabalho, em testes
efetuados em meio EC na auséncia de P-1570 a 113, 115 e 118°C, foram 3,33; 2,55 e 1,08

minutos, respectivamente.

Tabela 8: Resisténcia térmica de esporos de B. stearothermophilus em meio EC na auséncia de
palmitato de sacarose (P-1570),a 113, 115e 118°C.

Temperatura | Tempo real de Meédia do log do niimero | ValorD | Valorz
(°C) aquecimento nimero de de (minutos) ("E)
(minutos) sobreviventes | sobreviventes
(UFC/ml)*

0 4,05 X 10° 6,61
423 9,37 X 10* 4,97

8,47 1,28 X 10° 4,11 3,33
113 12,70 4,52 X 10° 2,66
16,93 1,25 X 10 1,10
21,17 <10 nd*
0 1,00 X 10° 6,00

3,00 5,50 X 10° 4,74 10,0

115 5,00 1,20 X 10* 4,07 2.55
8,00 9,30 X 10° 2,97
10,00 9,30 X 10° 1,97
0 3,90 X 10° 6,59
1,10 6,40 X 10° 4,80

118 2,20 2,10 X 10° 4,32 1,08
3,30 4,10 X 10° 3,61
4,40 3,00 X 10° 2,48
5,50 2,80 X 10 1,45

*UFC/ml: Unidades Formadoras de Col6nias/ml. Contagem em meio TSA por plaqueamento em profundidade.
Incubag@o a 55°C/72 horas. Os resultados correspondem as médias das duplicatas.
*nd: ndo determinado
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Grafico 4: Curvas de sobreviventes de B. stearothermophilus em meio EC a 113, 1 15e

118°C na auséncia de palmitato de sacarose (P-1570).
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Sdo inimeras as pesquisas que investigam os parametros de resisténcia térmica de B.
stearothermophilus nas mais diversas condi¢des, no entanto poucos sdo os dados obtidos em
bebidas a base de café, o que dificulta a comparag@o dos nossos resultados. Pode-se relacionar os
valores de D obtidos neste trabalho com os valores mostrados por Suwa et al. (1989), que
estudaram a resisténcia térmica de duas linhagens de B. stearothermophilus em café com leite e
aglcar na auséncia e presenca de acidos graxos esterificados com sacarose. Foi possivel verificar
que nossos valores de D foram inferiores aos demonstrados por Suwa et al. (1989). Tais
resultados sugerem que o meio EC colaboraria na diminuigdo da resisténcia térmica dos esporos

de B. stearothermophilus, j& que sua composi¢do nio inclui leite nem agucar.
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O coeficiente térmico z, obtido em meio EC na auséncia de P-1570, foi igual a 10,0°C,
inferior aos valores de z descritos por Suwa ez al. (1989), que foram iguais a 11,3°C para as 2
linhagens de B. stearothermophilus estudadas. A curva de morte térmica do B.

stearothermophilus em meio EC pode ser visualizada no gréfico 5.

Gréfico 5: Curva de morte térmica de B. stearothermophilus em meio EC
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5.10 Efeito do Palmitato de Sacarose (P-1570) na Resisténcia Térmica dos Esporos de
Bacillus stearothermophilus em Extrato de Café com Teor de Solidos Solaveis Equivalente a

6° Brix e com pH 5,5 (EC)

O efeito do P-1570 sobre a resisténcia térmica dos esporos de B. stearothermophilus em
EC foi pesquisado na concentragao de 100 mg/l. Esta concentragdo foi escolhida com base na
MCI determinada em 5.4, que foi de 200 mg/l. Como o P-1570 atuaria como coadjuvante do
calor nos testes de resisténcia térmica, uma concentragdo inferior a MCI foi escolhida, supondo
que esta seria suficiente para reduzir a termoresisténcia dos esporos em questdo. De acordo com a

tabela 9 e os graficos seguintes, fica evidenciada a redugdo na resisténcia térmica dos esporos de
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B. stearothermophilus pela adi¢do de 100 mg/l de P-1570 nas trés temperaturas testadas: 113, 115

e 118°C.

Tabela 9: Resisténcia térmica de esporos de B. stearothermophilus em meio EC na presenca de
100 mg/1 de palmitato de sacarose (P-1570), a 113, 115 e 118°C.

Temperatura | Tempo real de Média do log do nimero | ValorD | Valorz
(°C) aquecimento namero de de (minutos) ('C)
(minutos) sobreviventes | sobreviventes
(UFC/ml)?
0 2,90 X 10° 6,46
3,45 1,09 X 10° 5,04
6,90 2,14X 10° 4,33 3,18
113 10,35 2,35 X 10° 3,37
13,80 7,50 X 10° 1,88
17,25 <10 nd*
0 395X 10" 6,60
1,00 2,00X 10° 5,30 9,82
115 2,00 4,80 X 10° 4,68 2,08
3,00 3,60 X 10° 4,55
5,00 1,70 X 10° 3,23
8,00 9,30 X 10" 1,97
0 2,70 X 10° 6,43
1,00 6,30 X 10" 4,80
118 2,00 7,60 X 10° 3,88 0,99
3,00 2,50 X 10° 3,40
4,00 1,30 X 10° 2,11
5,00 1,30 X 10 1.1

UFC/ml: Unidades Formadoras de Coldnias/ml. Contagem em meio TSA por plaqueamento em profundidade.
Incubagdo a 55°C/72 horas. Os resultados correspondem as médias das duplicatas.
* nd: ndo determinado
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Grifico 6: Curvas de sobreviventes de B. stearothermophilus em meio EC a 113°C com 0 e 100

mg/l de palmitato de sacarose (P-1570).
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Houve um decréscimo de 4,5% no valor de D de esporos de B. stearothermophilus em
meio EC a 113°C quando utilizou-se 100 mg/l de P-1570. O valor de D, que era igual a 3,33

minutos na auséncia do palmitato de sacarose, reduziu-se a 3,18 minutos.
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Grifico 7: Curvas de sobreviventes de B. stearothermophilus em meio EC a 115°C com 0

e 100 mg/l de palmitato de sacarose (P-1570).
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Ao aumentar a temperatura para 115°C, aumentou-se também a redugdo no valor de D

com o uso de 100 mg/l de P-1570. O valor de D foi reduzido em 18,4% quando

minutos para 2,08 minutos.
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Grifico 8: Curvas de sobreviventes de B. stearothermophilus em meio EC a 1 18°C com 0
e 100 mg/1 de palmitato de sacarose (P-1570)
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No entanto, ndo ficou esclarecido o efeito do P-1570 em meio EC a 118°C, pois a
porcentagem na reducdo na resisténcia térmica de esporos de B. stearothermophilus foi menor
que a 115°C. A taxa de redugdo encontrada a 118° C foi de 8,3%, quando o valor de D diminuiu
de 1,08 minutos para 0,99 minutos.

Suwa ef al. (1989), ao investigarem a resisténcia dos esporos de duas linhagens de B.
stearothermophilus em bebida enlatada de café com leite adicionado de palmitato de sacarose (P-
1670), a 115, 118 ¢ 121°C, encontraram redugdo entre 62,5 € 73,0% nos valores de D ao
adicionar 500 ppm de palmitato de sacarose. Em nosso trabalho a maxima redugdo foi de 18,4%,

no entanto, foi utilizada uma concentragao de 100 mg/1 de P-1570.
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Além disso, Suwa et al. (1989) obtiveram uma menor porcentagem de redugdo na
resisténcia a 121°C, a maior temperatura testada. O P-1670 difere do P-1570 na sua composi¢@o
por apresentar 80% de monoéster, e ndo 70% como o P-1570. Mas comparando com nossos
resultados, este agente parece ter uma temperatura 6tima para atuag@o, nao aumentando sua
eficicia conforme o aumento da temperatura. Seria interessante estudar seu efeito em
temperaturas mais elevadas para reavaliar a questdo da sua degradagdo que, a principio, ocorre a
237°C (Mitsubishi Kasei Foods Corporation, 1993).

E interessante comentar que Koyama & Shinkawa (United States Patent, 1995), ao
descreverem processo patenteado para a produg@o de bebida de café enlatado, utilizam tratamento
térmico a 115°C/20 minutos para esterilizacao, substituindo o ar do espago livre por mistura
gasosa. Tal temperatura coincide com a do tratamento que resultou em maior reducao de
resisténcia térmica em nossos experimentos, sendo um tanto quanto conveniente, pois

proporcionou um tratamento mais brando.
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Grafico 9: Curva de morte térmica de B. stearothermophilus em meio EC com 100 mg/1 de
palmitato de sacarose (P-1570)
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A adigdo de palmitato de sacarose no meio EC diminuiu discretamente o coeficiente
térmico z, que foi reduzido de 10°C para 9,82°C. Este resultado é semelhante aos encontrados por
Suwa et al. (1989) que, ao estudarem a termoresisténcia de B. stearothermophilus em café com
leite com a adic@o dois diferentes 4cidos graxos esterificados com sacarose, observaram que os
valores de z permanecem praticamente inalterados. Estes mesmos autores, ao pesquisar o efeito
destes antimicrobianos sobre o valor de z de Clostridium thermoaceticum em café com leite,
verificaram que estes agentes foram capazes até de aumentar os valores z, o que significaria que
apresentam efeito pobre na redugdo do valor D ao serem aquecidos em temperaturas mais

elevadas que 121°C.



Tabela 10: Efeito do palmitato de sacarose (P-1570) sobre os pardmetros de resisténcia térmica

de esporos de B. stearothermophilus em meio EC.

P-1570 Valores D (minutos) Valores z (°C)
113°C 115°C 118°C
0 mg/i 3,33 2,55 1,08 10,00
100 mg/l 3,18 2,08 0,99 9,82

Para efetuar o cdlculo do valor de esterilidade requerido (F) em meio EC com e sem
adi¢@o de palmitato de sacarose, foram utilizadas 10 redugdes decimais de B. stearothermophilus
(Pflug, 1990). Considerando que a contaminagdo de extrato de café nio ultrapassa a faixa de 10°
UFC/ml, o valor de F foi de 25,5 minutos a 115°C sem a adigdo do P-1570 e 20,8 minutos com
adi¢do de 100 mg/l de P-1570. Esta redugdo sugere eficdcia do palmitato de sacarose na redugio
do processo térmico em, aproximadamente, 18,4% nesta temperatura. Nossos resultados
assemelham-se aos do processo de esterilizacdo utilizado por Koyama & Shinkawa (United
States Patent, 1995), em patente para a producdo de bebida de café enlatado, que utilizam

tratamento térmico a 115°C/20 minutos.

Se o valor de F € reduzido com a adigdo do palmitato de sacarose no extrato de café,
haverd um decréscimo no custo energético durante a produgao desta bebida pela reducgdo do
tempo de processo, além de um aumento na qualidade pela prevengao de altera¢des indesejdveis

causadas por processamento em temperaturas elevadas.
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. CONCLUSOES

O melhor tempo de ativagdo em d4gua em ebuligdo, para esporos da linhagem de B.
stearothermophilus isolada de extrato de café, foi de 20 minutos, quando utilizou-se Caldo

Nutriente (CN) pH 6,9 para o estudo da germinagao.

A Minima Concentracao Inibitéria (MCI) de palmitato de sacarose (P-1570) sobre o
crescimento vegetativo do B. stearothermophilus, em extrato de café com teor de sélidos

soliveis equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC), foi de 200 mg/1.

O palmitato de sacarose ndo inibe a germinagao, mas inibe o crescimento pds-germinativo
dos esporos de B. stearothermophilus em Caldo Nutriente (CN) pH 6,9. Concentragoes entre
100 e 300 mg/1 de palmitato de sacarose (P-1570) foram capazes de inibir o crescimento pés-

germinativo destes esporos.

A maior redugdo na resisténcia dos esporos de B. stearothermophilus, com adigao de 100
mg/l do palmitato de sacarose (P-1570) no extrato de café com teor de sélidos soldveis
equivalente a 6° Brix e com pH 5,5 (EC), foi a 115°C. Esta temperatura coincidiu com a
temperatura utilizada no processamento de bebidas enlatadas a base de café patenteado por
Koyama & Shinkawa (United States Patent, 1995). O valor F requerido para um tratamento
térmico seguro para este produto, a 115°C, foi reduzido em 18,4%, comprovando a agdo

coadjuvante do P-1570 neste processo térmico.
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7. APENDICE

7.1 Meios de Cultura e Solucoes

7.1.1 Caldo Nutriente DIFCO mais Agar DIFCO 1,5% com 5 ppm de sulfato de manganés
(CNADIF 1,5%)

e Caldo Nutriente DIFCO
Extrato de carne 30g

Peptona 50g

® Agar Nutriente comercial DIFCO (Nutrient Agar)

Peptona 50g
Extrato de carne 30g
Agar 150¢g

e Solugdo de sulfato de manganés 0,5 %

Sulfato de manganés 05¢g

Agua destilada 100,0 ml
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Preparo:
1. Preparar a solugdo estoque 0,5% de MnSOy;
2. Preparar o caldo nutriente com 1,5% de 4gar nutriente;

3. Adicionar 1,0 ml da solu¢do estoque de MnSO4 0,5% para cada litro de meio
dissolvido, a fim de obter a concentra¢do de 5 mg de MnSO4/1 (5ppm), misturando bem;

4. Autoclavar a 121°C/ 15 minutos.
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7.1.2 Solugio tampao fosfato de Butterfield

eSolucdo estoque
KH,PO, 34,0 g

Agua destilada 500,0 ml

Preparo:
1. Dissolver com agitagdo e ajustar pH para 7,2 com 175,0 ml de NaOH 1N;
2. Diluir para 1 litro e esterilizar a 121°C/ 15 minutos;

3. Guardar sob refrigeragao.

Preparo da solucao tampao de Butterfield 50x (0,0015M)
1. Diluir 31,25 ml da solugdo estoque para 500 ml de d4gua destilada;

2. Esterilizar a 121°C/ 15 minutos.
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7.1.3 Agar de Soja Triptica (TSA - Tryptic Soy Agar comercial DIFCO)

Bacto tryptone 150¢g

Bacto soytone 50¢g

Cloreto do sédio 50g

Bacto agar 150 g

Agua destilada 1000,0 ml
Preparo:

1. Dissolver os ingredientes e ajustar o pH 7,3;

2. Esterilizar a 121° C/15 minutos.
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7.1.4 Caldo Nutriente pH 6,9 (CN)

Extrato de carne 30¢g

Peptona 50¢g

Agua destilada 1000,0 ml
Preparo:

1. Dissolver os ingredientes e ajustar o pH a 6,9;

2. Esterilizar a 121°C/15 minutos.
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