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RESUMO

OLIVEIRA, Wemerson de Castro, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2012. Resisténcia térmica de Alicyclobacillus acidoterrestris em sucos de frutas
tropicais em diferentes valores de pH, temperatura e na presenca de bacteriocinas.
Orientador: Hilario Cuquetto Mantovani. Coorientadores: Maria Cristina Dantas Vanetti
e Miriam Teresinha dos Santos.

A deterioracdo de sucos de frutas pela bactéria termoacidéfila e esporulante
Alicyclobacillus acidoterrestris acarreta prejuizos econdmicos para a indudstria de
alimentos. Para evitar a deterioracdo e garantir a qualidade dos alimentos, técnicas de
inativacdo microbiana tém sido conjugadas visando aumentar a eficiéncia do
processamento de alimentos. Nesse trabalho foi analisado o efeito do pH, da
temperatura e de duas bacteriocinas sobre a resisténcia térmica de enddsporos de A.
acidoterrestris DSM 2498 inoculado em diferentes sucos de frutas tropicas. Os efeitos
mais pronunciados de inativacdo térmica dos enddsporos de A. acidoterrestris foram
obtidos nos valores de pH mais acidos, sendo que o menor valor D (1,65 min) ocorreu a
95°C no suco de mamao com pH 2,5. Em contraste, o maior valor D (24,6 min) foi
obtido na temperatura de 90°C no suco de maracuja com pH 4,5. Para os sucos de
mamao e goiaba submetidos a temperatura de 95 °C, nao houve diferenca nos valores D
quando o pH dos sucos foi ajustado para 2,5 ou 4,5. Constatou-se, pela analise de
regressao polinomial, que a interagdao pH e temperatura apresentou maior influéncia na
inativacao térmica dos endésporos de A. acidoterrestris. Quando foi testado o efeito das
bacteriocinas bovicina HC5 e nisina sobre a resisténcia térmica de enddsporos de A.
acidoterrestris, observou-se que a bovicina HCS diminuiu mais acentuadamente a
resisténcia térmica dos enddsporos quando comparado a nisina. Os tratamentos mais
eficazes foram aqueles onde os enddsporos de A. acidoterrestris foram tratados com
bovicina HC5 a 95°C nos sucos de mamao e maracuja. O tratamento com bovicina HCS
aumentou a eficiéncia do processamento térmico a 95 °C em 42,3% comparado ao
controle, sendo ainda 27,8% mais eficaz do que a nisina nesta temperatura de
processamento. Para a temperatura de 90 °C, os valores D indicaram menor resisténcia
térmica dos enddsporos de A. acidoterrestris em suco de mamao tratado com bovicina
HCS5 (Dooec= 2,3 min) e maior resisténcia térmica em suco de abacaxi sem aditivos
(controle, Dopec= 8,4 min). Os resultados obtidos neste estudo indicam que o efeito

combinado de pH e temperatura € eficaz contra enddsporos de A. acidoterrestris e que
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as bacteriocinas bovicina HCS e nisina reduzem a resisténcia térmica dos enddsporos de
A. acidoterrestris, demonstrando potencial para uso como biopreservativo de sucos de

frutas.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Wemerson de Castro, M.Sc. Universidade Federal de Vicosa, February,
2012. Thermal resistance of Alicyclobacillus acidoterrestris in tropical fruit juices in
different pH values, temperature and in the presence of bacteriocins. Advisor:
Hilario Cuquetto Mantovani. Co-advisors: Maria Cristina Dantas Vanetti and Miriam
Teresinha dos Santos.

The deterioration of fruit juices by the spore-forming thermoacidophilic bacterium
Alicyclobacillus acidoterrestris has resulted in economic loss for the industry. In order
to prevent deterioration and to maintain food quality, the industry has combined
microbial inactivation techniques, which ensures greater food processing efficiency. In
this study, we investigated the effect of pH, temperature and bacteriocins on the thermal
resistance of endospores of A. acidoterrestris DSM 2498 inoculated in different tropical
fruit juices. The more pronounced inactivations of A. acidoterrestris endospores were
observed in more acidic pH values, being the lowest D value (1.65 min) obtained in
papaya juice, at pH 2.5 and 95 °C. In constrast, the highest D value (24.6 min) was
obtained in passion fruit juice, at pH 4.5 and 90 °C. No differences were observed for D
values in papaya and guava juice, when the pH was adjusted to 2.5 or 4.5, at 95 °C. By
polynomial regression analysis, it was found that the interaction between pH and
temperature was the effect that most influenced the thermal inactivation of A.
acidoterrestris endospores. When the effect of the bacteriocins bovicin HCS5 and nisin
was tested on the thermal resistance of A. acidoterrestris endospores, it was observed
that bovicin HC5 induced a more prominent reduction on the thermal resistance of the
endospores when compared to nisin. The most effective treatments were obtained by the
addition of bovicin HCS, at 95 °C, in papaya and passion fruit juices. The treatment
with bovicin HCS increased the efficiency of thermal processing at 95 °C in 42.3 %
when compared to the control treatment, and it was 27.8 % more efficient than nisin at
the same processing temperature. For the temperature of 90 °C, the D values indicated
reduced thermal resistance of A. acidoterrestris endospores in papaya juice added with
bovicin HC5 (Dyo °.c = 2.3 min) and increased thermal resistance in pineapple juice in
the control treatment (Doo °«c = 8.4 min). According to the results obtained in this study,
the combined effect of pH and temperature is efficient against endospores of A.

acidoterrestris and the bacteriocins bovicin HC5 and nisin reduce the thermal resistance



of A. acidoterrestris endospores, showing a potential for use as preservatives in fruit

juices.
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INTRODUCAO

A demanda crescente por alimentos e a globalizacdo de mercados tem fomentado
o crescimento da producdo agricola e aumentado a exigéncia por alimentos com boa
qualidade microbiolégica e nutricional (Huacca, 2007). Nesse sentido, produtos
industrializados que preservam as caracteristicas naturais dos alimentos sdo preferidos
pelos consumidores, por apresentarem maior vida de prateleira e preco acessivel.

Os sucos de frutas representam um importante segmento da indudstria de
alimentos. Nos ultimos anos, o consumo interno e as exportagdes de sucos de frutas
pelo Brasil tem crescido e, com isso, aumentado a importincia econdmica na
agroindustria brasileira. Nos tltimos 30 anos, o Brasil vem se transformando no maior
exportador de sucos tropicais (PRONAF, 2000). Apesar disso, na década de 1990, o
Brasil foi ameacgado de ser eliminado da pauta de importacdo de sucos de laranja pela
comunidade européia em razdo de alteracOes no sabor e odor do suco, causadas por
bactérias do género Alicyclobacillus spp. (Huacca, 2007).

A bactéria Alicyclobacillus prejudica a industria de sucos, devido ao fato de ser
termoaciddfila e esporulante, podendo passar por todas as etapas do processamento e
ainda permanecer no produto final na forma de enddsporos. Em condi¢des adequadas os
enddsporos podem germinar e a multiplicagdo de células vegetativas pode resultar na
deterioracdo do produto. Por este motivo, pesquisas sdo desenvolvidas com objetivo de
reduzir os prejuizos decorrentes da contaminagdo dos sucos de frutas por
micro-organismos deterioradores. Diante da perda econdmica gerada pela deterioracao
de produtos a base de frutas por esses micro-organismos, principalmente
Alicyclobacillus, algumas combinacdes de fatores tem sido avaliadas visando garantir a
estabilidade e seguranca microbioldgica do produto final.

Atualmente, o uso conjugado de fatores que buscam a melhor conservacio
alimenticia é denominado tecnologia de barreiras. O entendimento das interacOes
complexas entre diversos fatores, como temperatura, pH, atividade de dgua,
conservantes, entre outros, € utilizado para criar uma série de barreiras que garantam a
seguranca microbiolégica do alimento processado e melhorem a qualidade do
mantimento, considerando as suas propriedades naturais e econdmicas. A combinagdo
entre temperatura e pH tem demonstrado grandes efeitos contra diversos
micro-organismos  deterioradores de  alimentos incluindo  Alicyclobacillus

acidoterrestris.



Com o objetivo de racionalizar as interagdes entre técnicas de conservacio,
modelos matemadticos tém sido utilizados pelas industrias de alimentos como ferramenta
para aumentar a eficiéncia do processamento de alimentos. Com a utilizacdo da
tecnologia de barreiras, as técnicas de conservacao individuais podem ser utilizadas em
quantidades muito menos agressivas ao produto, minimizando perdas na qualidade do
alimento. Paralelamente, a utilizacdo conjunta de técnicas de conservacdo restringe
drasticamente a deterioraciao dos alimentos.

Dentre as vdrias estratégias utilizadas para controlar micro-organismos
deterioradores, o uso de bacteriocinas produzidas por bactérias do dcido lactico tem se
destacado. As bacteriocinas sdo substincias de natureza proteica que apresentam
atividade antimicrobiana, principalmente contra bactérias Gram-positivas. Nisina, a
bacteriocina melhor caracterizada, apresenta atividade inibitéria contra células
vegetativas e enddsporos de A. acidoterrestris e resultados semelhantes tem sido
observados com a bovicina HCS5, um lantibiético produzido por Streptococcus bovis
HCS5 que possui amplo espectro de acdo e atividade numa ampla faixa de pH e de
temperatura, podendo ser uma alternativa no uso da tecnologias combinadas para
inativacdo de micro-organismos deteriorados em sucos de frutas.

Embora vérios estudos ja tenham sido realizados para a determinacdo de
parametros térmicos de inativacdo de A. acidoterrestris em sucos de maca e laranja, ha
pouca informagdo sobre esses parametros em outros sucos de frutas tropicais também
sujeitos a deterioragdo por essa mesma bactéria. Estudos utilizando bovicina HCS em
sucos de frutas mostrou inibi¢do do crescimento e reducdo da resisténcia térmica de A.
acidoterrestris. No entanto, o efeito do pH sobre a germinacdo de enddsporos e a
resisténcia térmica de A. acidoterrestris em sucos de frutas tropicais ainda nao foi
avaliado. No presente trabalho, foi avaliado (I) o efeito do pH e da temperatura sobre a
resisténcia térmica de A. acidoterrestris em diferentes sucos de frutas tropicais; (II) o
valor D e o valor z de endésporos de A. acidoterrestris inoculados em sucos de frutas
tropicais com diferentes valores de pH; (III) a utilizacdo da andlise de regressdao
polinomial dos efeitos do pH e da temperatura sobre o valor D de enddésporos de
A. acidoterrestris nos diferentes sucos de frutas; (IV) o efeito da bovicina HC5 e nisina
sobre a resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris em sucos de frutas

tropicais.
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REVISAO DE LITERATURA

1.1. Cenario nacional de sucos de frutas

As mudancas nos padrdes de vida e a constante busca por alimentos sauddveis,
com qualidade e praticidade, aumentam a demanda por frutas, produtos naturais ou
industrializados, com pouco ou nenhum aditivo quimico (Lopes, 2008). Assim, os
consumidores buscam nos sucos industrializados qualidade e caracteristicas
semelhantes ao suco in natura (Lima et al., 2000).

O suco de fruta natural possui vida-de-prateleira muito limitada
(Sugai et al., 2002) e a sua qualidade € comprometida pelas caracteristicas
microbioldgicas do produto (Ruschel et al.,, 2001). Nesse sentido, algumas estratégias
sdo utilizadas para estender a vida util do produto, como por exemplo, a ado¢do de
pasteurizacdo e acondicionamento em temperaturas mais baixas (Sugai et al., 2002), a
fim de  garantir as  propriedades  sensoriais  naturais do  produto
(Correa Neto e Faria, 1999).

Os produtores de frutas e as industrias que fabricam os sucos devem seguir
procedimentos estabelecidos na legislacdo que irdo garantir a qualidade dos produtos
para comercializacdo e consumo humano. No Brasil, a Instru¢do Normativa N° 12, de 4
de setembro de 2003, caracteriza os produtos alimenticios provenientes das frutas,
principalmente os sucos tropicais, € aprova o Regulamento Técnico para fixacdo dos
Padrdes de Identidade e Qualidade Gerais para Suco Tropical e Néctares. No ambito
internacional, o Codex Alimentarius estabelece as regras gerais e especificas relativas a
seguranca alimentar e 0 CODEX STAN 247-2005 descreve a Norma Geral para Sucos e
Néctares de Frutas. E importante ressaltar que a legislacio estabelece pardmetros para o
controle microbioldgico, determinando limites para a enumeragdo de diferentes espécies
de micro-organismos em produtos alimenticios.

Segundo a FAO, no ano de 2009, o Brasil ocupou a sétima posi¢do na produgdo
de frutas tropicais no mundo, produzindo 713.515 toneladas. Sendo o primeiro pais em
producdo de laranja, com 17.618.500 toneladas, segundo maior produtor de mamao,
com 1.792.590 toneladas, sexto maior produtor de abacaxi, com 2.206.490 toneladas,
sétimo maior produtor de manga e goiabas, com 1.197.690 toneladas, décimo produtor
de maca, com 1.222.890 toneladas, e décimo quinto produtor de uva, com 1.365.490

toneladas. Dentre as frutas tropicais produzidas no Brasil, a laranja é o sexto produto
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agricola mais produzido no pais. O suco de laranja foi o décimo segundo produto mais
produzido no Brasil e o primeiro em exportacdo, correspondendo a 1.494.400 toneladas,
o pais também ocupa a décima sétima posicdo em exportacao de suco de abacaxi, com
171.267 toneladas e a décima quarta em exportacdo de sucos de frutas, com 1.433.488
toneladas (FAO, 2011).

No primeiro trimestre de 2009, a producao de sucos e néctar cresceu 12,1% e os
sucos concentrados 3,7% (ABIR, 2009). Dados fornecidos pela Associa¢do Brasileira
das Industrias de Refrigerantes e de Bebidas ndo-alcodlicas - ABIR (2009) mostram
que, entre o ano de 2002 e 2009, os sete maiores sucos concentrados consumidos no
Brasil foram o suco de laranja, seguido de maracujé, caju, uva, manga, abacaxi e goiaba.

Os sucos e néctares mais consumidos foram os de laranja, péra, maracujd, uva e manga.

1.2. Alicyclobacillus e a deterioracao de sucos de frutas

A contaminagdo por Alicyclobacillus spp. vem se tornando um problema
generalizado para as industrias de sucos e bebidas (Durak er al, 2010), sendo
responsavel por grandes perdas econdmicas (Bianchi ef al., 2010). A qualidade do suco
e, consequentemente, a aceitacdo pelo consumidor, pode ser dramaticamente reduzida
devido a ocorréncia de off-flavor decorrente da contaminacdo microbioldgica
(Bianchi et al., 2010).

A primeira associagdo entre deterioracdo de suco de frutas com o género
Alicyclobacillus foi relatada por Cerny e colaboradores (1984) em embalagens de suco
de maca, na Alemanha. Desde entdo, vérios estudos t€ém indicado a presenca de
Alicyclobacillus em sucos de frutas pasteurizados. Na Itdlia, foram caracterizadas
linhagens de bactérias aciddfilas esporuladas isoladas de suco de laranja ndo
deteriorado, que apresentavam caracteristicas similares as de A. acidoterrestris
(Prevedi et al., 1995).

Alicyclobacillus foi isolado pela primeira vez de fontes termais no Japao em 1967
e inicialmente classificado no género Bacillus (Uhino e Doi, 1967). Entretanto, analises
fenotipicas e moleculares revelaram posteriormente a heterogeneidade do género,
sugerindo que este poderia ser classificado em trés ou mais géneros diferentes
(Wisotzkey et al., 1990). Somente em 1992, Wisotzkey propds um novo esquema de
classificacdo, com base na analise do rRNA 16S, no crescimento termoacidofilico e na
presenca de 4cidos graxos m-aliciclicos na membrana citoplasmdtica, passando o

micro-organismo a ser classificado no género Alicyclobacillus.



As bactérias incluidas no género Alicyclobacillus nao apresentam patogenicidade
(Bianchi et al., 2010), sdo organismos esporulantes, heterotréficos, aerdbios,
termoacidofilos, com crescimento entre 20 a 70 °C e 6timo entre 42 a 60 °C, em valores
de pH entre 2,5 e 6,0 (Wisotzkey et al, 1992). Alicyclobacillus sao bactérias
caracteristicas do solo (Hippchen et al., 1981; Deinhard et al., 1987) e ja foram isoladas
de vérias fontes ambientais, tais como solo de jardins, compostos organicos, alimentos
processados pelo calor (Deinhard et al., 1987; Yamazaki et al., 1996; Jensen, 2000;
Walls et al, 2000; Goto et al, 2002; Matsubara et al., 2002), dguas termais
(Uhino e Doi, 1967), frutas, sucos de frutas citricas e concentrados (Durak et al., 2010).

O género Alicyclobacillus é representado por 18 espécies: A. acidiphilus,
A. acidocaldarius, A. acidoterrestris, A. contaminans, A. cycloheptanicus,
A. disulfidooxidans, A. fastidiosus, A. herbarius, A. hesperidium, A. kakegawensis,
A. macrosporangiidus, A. pohliae, A. pomorum, A. sacchari, A. sendaiensis,
A. shizuokensis, A. tolerans e A. vulcanalis, (Alberice, 2009). Cinco destas espécies,
A. acidocaldarius, A. acidoterrestris e A. pomorum (Goto et al, 2003; Jensen e
Whitfield, 2003; Gouws et al., 2005), A. acidiphillus e A. herbarius
(Matsubara et al.,2002; Goto et al., 2003; Aijn, 2007) estdo associadas a deterioracdo de
sucos e bebidas a base de frutas. Casos de deterioracdo tém sido relatados em sucos de
maca, péra, laranja, p€ssego, manga, uvas brancas, tomate (Borlinghaus e Engel, 1997;
Chang e Kang, 2004; Gouws et al., 2005) e maracujd (Mcknight et al., 2010), além de
misturas de frutas, bebidas contendo suco de fruta, tomates enlatados e creme de
aspargos (Giuliani et al., 2010).

Alicyclobacillus destaca-se como um dos mais importantes alvos no controle de
qualidade de alimentos 4cidos enlatados (Yamazaki et al., 2000), devido a capacidade
de germinacdo dos endésporos e crescimento em condigbes dcidas
(Yamazaki et al., 1996). Estudos anteriores indicaram que os enddsporos de
Alicyclobacillus podem sobreviver ao processo de pasteuriza¢do (Chang e Kang, 2004),
o qual pode ainda ativar os enddsporos, que se desenvolvem quando as condi¢des sdo
adequadas (Alberice, 2009).

A. acidoterrestris ja foi relatado em suco e concentrado de macd nos EUA e
produtos de sucos frescos no Reino Unido (Pettipher et al., 1997). Em 1998, uma
pesquisa realizada pela Associagdo Nacional de Alimentos Processados, nos EUA,
revelou que 35% dos casos de deterioracdo de sucos de frutas na industria estavam

relacionadas a contaminagdo por Alicyclobacillus spp. (Walls e Chuyate, 1998). No



mesmo ano, Splittstoesser e colaboradores (1998), demonstraram que trés dos 33
produtos de suco comercial continham Alicyclobacillus spp.

No Brasil, Pinhatti e colaboradores (1997) identificaram Alicyclobacillus
(1,8x10? UFC ml™") em amostras de sucos concentrados de laranja. Em 1999, Eiroa e
colaboradores constataram que entre 75 amostras provenientes de 11 diferentes
produtores de suco de laranja, 14,7% apresentavam contaminagdo com Alicyclobacillus.
Os endésporos provenientes do solo e da dgua de processamento t€m sido indicados
como a principal fonte de contaminag¢do de Alicyclobacillus em sucos de frutas
(Mcintyre et al,1995; Wisse e Parish, 1998; Chang e Kang, 2004;
Groenewald et al., 2009; Wang et al., 2010).

Diferentemente do resultado da deterioracdo por outros micro-organismos, a
deterioracdo causada por Alicyclobacillus ndo resulta na producao de gas ou aumento de
turbidez e, em alguns sucos de frutas clarificados, pode ocorrer a formacdo de
sedimentos leves e o escurecimento da bebida (Groenewald et al., 2009). A deterioracdao
causada por Alicyclobacillus € dificil de ser detectada por ndo provocar modificacdes
sensoriais facilmente perceptiveis, sendo o off-flavor, ou seja, a modificagcdo do sabor, a
principal alteracdo (Walls e Chuyate, 1998). A produc¢do do off-flavor esta diretamente
relacionada com a presenca de guaiacol (2-metoxifenol) e halofendis (2,6-dibromofenol
e 2,6-diclorofenol) no suco deteriorado (Pettipher et al.,1997; Jensen e Whitfield, 2003;
Chang e Kang, 2004).

O 4cido graxo o-ciclohexano € o principal componente da membrana celular de
A. acidoterrestris e estudos demonstram que a sua presenca estd relacionada com a
caracteristica de resistir a elevadas temperaturas e baixos valores de pH (Darland e
Brock, 1971; Deinhard et al.,1987; Yamazaki et al.,1996; Terrano et al.,2005). A
parede celular contém como principal diaminodcido o 4acido meso-diaminopimélico
(Chang e Kang, 2004) e a principal menaquinona envolvida na cadeia transportadora de
elétrons € a MK-7, mas alguns estudos também descrevem a presenca da MK-6
(Deinhard et al.,1987). Quanto as caracteristicas bioquimicas, ndo foi verificada a
producdo de indol e dihidroxiacetona e a reagdo de Voges-Proskauer foi negativa ou
varidvel para as estirpes de A. acidoterrestris. Além disso, o crescimento de
A. acidoterrestris € inibido pela presenca de concentracdes acima de 5% de NaCl no

meio de cultivo (Chang e Kang, 2004).



1.3. Controle de A. acidoterrestris em sucos de frutas

Atualmente, diversas estratégias de inibicdo de micro-organismos e enddsporos
tém sido estudadas com o objetivo de dificultar a deterioracdo de sucos e bebidas a base
de frutas causada por micro-organismos, principalmente A. acidoterrestris.
Consequentemente, vdrias estratégias sdo avaliadas visando impedir a germinagdo de
enddsporos e o crescimento vegetativo desse micro-organismo. Diversos estudos tem se
baseado em métodos quimicos e fisicos. Os métodos fisicos relacionam-se a
temperatura, alta pressdo hidrostdtica, alta pressio de homogeneizacdo, radiagdo e
micro-ondas. Os métodos quimicos englobam dcidos orginicos, benzoato de sédio,
agentes antioxidantes, bacteriocinas, 6leos essenciais e saponina (Alberice, 2009).

Dentre os métodos fisicos, o mais utilizado é a temperatura empregada no
processo de pasteurizacdo de certos tipos de alimentos € no processamento de sucos e
bebidas a base de frutas. O tratamento térmico tem por objetivo destruir as formas
microbianas que poderiam se desenvolver durante determinada condi¢do de estocagem
(Penia, 2005). O tratamento térmico € um método eficiente para inibir células
vegetativas e endosporos de micro-organismos deterioradores. No entanto, os métodos
térmicos afetam negativamente as qualidades sensoriais e nutricionais dos alimentos
processados (Lee et al., 2009), como cor, sabor e composi¢do nutricional. O processo
de pasteurizacdo hot-fill, por exemplo, por muitos anos foi suficiente para manter a
qualidade dos sucos de frutas 4cidas, uma vez que o produto era aquecido a cerca de 90
e 95 °C durante 15-20 segundos (Vieira et al., 2002).

Diante da demanda crescente por parte dos consumidores por alimentos de
melhor qualidade (Wang et al., 2010), proximo ao in natura, métodos nao térmicos tem
sido avaliados na reducdo da carga microbiana, sem mudar drasticamente as qualidades
organolépticas do produto. A alta pressao hidrostatica, por exemplo, é considerada uma
alternativa ndo térmica para controle e inativacdo de enddsporos de micro-organismos
deterioradores, incluindo A. acidoterrestris (Shearer et al., 2000; Alpas et al., 2003;
Buzrul et al., 2005; Lee et al., 2006). Patterson e Kilpatrick (1998) constataram que a
aplicagdo simultanea da alta pressdo e calor moderado foi mais letal para Escherichia
coli O157:H7 e Staphylococcus aureus do que cada tratamento isoladamente. A alta
pressdo hidrostitica também se mostrou eficiente contra enddsporos de
A. acidoterrestris, apesar deste micro-organismo apresentar maior resisténcia a esse
tratamento comparado a outros micro-organismos. A inativacdo dos enddsporos de
A. acidoterrestris ocorreu em duas etapas, sendo a primeira responsiavel pela

germinacdo do enddésporo e a segunda pela inativagdo do enddésporo germinado
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(Lee et al., 2006). Dessa forma, oscilagdes da pressdo tém sido propostas como uma
nova estratégia de inativacdo de enddsporos, com utilizagc@o inicial de pressdes mais
baixas (para induzir a germinagdo), seguida de pressdes mais elevadas (para destruicdao
da célula germinada) (Shearer et al., 2000). A alta pressdo de homogeneizagdo também
tem sido relatada como uma possivel estratégia de inibicdo de células vegetativas e
enddsporos de A. acidoterrestris (Bevilacqua et al., 2007).

Micro-ondas também tem sido eficiente contra células vegetativas e endésporos
de Bacillus subtilis (Celandroni et al., 2004) e A. acidoterrestris (Wang et al., 2010).
Wang e colaboradores (2010) verificaram reducdo de 4,56 ciclos log quando o
tratamento foi realizado a 600 W por 30 min (Wang et al., 2010) em suco de maca. O
efeito de micro-ondas sobre enddsporos pode ser por meio da formagdo de cavidades na
membrana alterando a integridade e danos causados pelo aumento da temperatura
(Koda et al., 2009; Wang et al., 2010).

A susceptibilidade de enddsporos a UV juntamente com raios x € gama estd bem
documentada na literatura, tendo como mecanismo de a¢do a formacdo do radical
hidroxila e danos ao DNA (Nicholson et al., 2000). A resisténcia ou a sensibilidade dos
enddsporos a radiagdo pode estar relacionada ao conteido de dgua no nicleo do
enddsporo. A redugdo hidrica no nicleo diminui a quantidade do radical hidroxila
formada pela radiacdo, causando menor dano ao enddsporo. O tratamento com radiacao
conjugado a temperatura mostrou efeito satisfatorio contra enddsporos de
A. acidoterrestris reduzindo o tempo do tratamento térmico (Nicholson et al., 2000).

A composi¢do do alimento deve ser levada em consideracdo na escolha das
estratégias de inativacdo de enddsporos. Os componentes presentes nos alimentos
protegem os enddsporos dos efeitos gerados pelo tratamento, aumentando assim a sua
resisténcia e alguns fatores como temperatura, pH, s6lidos soldveis, cations bivalentes,
temperatura de inducdo da esporulacdo e matriz alimentar influenciam na resisténcia
térmica dos enddsporos de Alicyclobacillus (Smit et al., 2011).

O uso conjugado de diferentes métodos de controle de micro-organismos é uma
medida muito utilizada na prevenc¢do da deterioragdo de alimentos, uma vez que podem
atuar de maneira aditiva. Em alguns casos os métodos de controle atuam de forma
simultanea, porém em alvos diferentes (membrana celular, DNA, enzimas)
(Leistner, 2000). Autores afirmam que a reducdo térmica de A. acidoterrestris foi maior
quando os enddsporos desse micro-organismo foram submetidos a tratamento térmico
conjugado com outros métodos de controle (Silva et al., 1999; Sinigaglia et al., 2003;

Pefia e de Massaguer, 2006), demonstrando a eficicia da teoria de barreiras.
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A combinacdo entre temperatura e pH tem apresentado sucesso na inativacdo de
micro-organismos deterioradores de sucos e bebidas a base de frutas. Esse efeito
sinergistico se torna ainda mais importante para a inativagcdo da germinacdo dos
enddsporos de A. acidoterrestris devido as caracteristicas que esse micro-organismo
possui de crescer em condicdes acidicas e de apresentar resisténcia a temperaturas
elevadas em sucos de frutas (Lee et al., 2004). Outra vantagem seria a possibilidade de
utilizar 4cidos orgéanicos para acidificar o alimento. Além disso, o pH pode ser usado
como fator aditivo para reforcar o efeito de alguns compostos antimicrobianos, como
bacteriocinas (Pefia e de Massaguer, 2006).

Dentre os métodos quimicos utilizados no controle de micro-organismos em
alimentos, aqueles baseados no uso de acidos organicos e bacteriocinas tem sido os
mais estudados. Alguns &dcidos orginicos, como 4cido ascoOrbico, sdo utilizados em
sucos de frutas com func¢do antioxidante. A eficicia de alguns acidos orginicos contra
células de A. acidoterrestris ja foi reportada (Hsiao e Siebert, 1999). Por outro lado,
Bahgeci e Acar (2007) avaliaram o efeito de dcido ascérbico sobre a resisténcia térmica
de A. acidoterrestris e verificaram que a resisténcia ndo foi influenciada pela presenca

desse acido.

1.4. Bacteriocinas e mecanismo de acao

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos de sintese ribossomal produzidos
por diferentes espécies de bactérias e que variam quanto a estrutura, caracteristicas
bioquimicas, mecanismo e espectro de acdo (Komitopoulou et al, 1999;
Nagdo et al, 2006; Pena e de Massaguer, 2006). As bacteriocinas geralmente inibem
bactérias de espécies filogeneticamente relacionadas e podem conferir vantagem
ecoldgica in vivo a cultura bacteriocinogénica (Tagg et al, 1976).

De acordo com Cotter e colaboradores (2005), as bacteriocinas podem ser
classificadas em classes I, II e III. A classe I ou lantibidticos é representada por
peptideos com massa molecular inferior a cinco kDa, contendo 19-38 residuos de
aminodcidos, entre os quais alguns contendo modificacdes pds-tradugdo (lantionina e
residuos de B-metilantionina) (Riley e Wertz, 2002). Bacteriocinas da classe II
apresentam massa molecular abaixo de 10 kDa e aproximadamente 43 residuos de
aminodcidos; sdo peptideos hidrofébicos, termoestaveis e nao sofrem modificagdes pos-

traducionais. A classe III engloba os peptideos que promovem a hidrélise da parede

celular bacteriana.
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A nisina € a principal representante da classe I e a bacteriocina mais extensamente
estudada e caracterizada. Existem duas variacdes naturais de nisina, denominada A e Z,
que diferem em um residuo de aminodcido localizado na posicdo 27, sendo que
histidina estd presente na nisina A e a asparagina na nisina Z (Mulders et al., 1991). A
nisina pode ser utilizada em diversas areas, destacando-se as industrias de alimentos,
cosmética/farmacéutica e pecudria (Cleveland et al., 2001). A nisina é uma bacteriocina
muito utilizada comercialmente devido ao seu efeito inibitdrio, principalmente em pH
acido, e a sua capacidade de aumentar a sensibilidade térmica de enddsporos
bacterianos, funcionando com coadjuvante térmico (Komitopoulou efal., 1999;
Pefia, 2005). Um dos principais mecanismos de acdo da nisina é a alteracdo da
permeabilidade de membrana devido a formacdo de poros, ocasionando o efluxo de
pequenos metabolitos e de ions. A nisina utiliza a molécula de lipideo II, um precursor
da sintese de peptideoglicano, como receptor especifico e componente do poro formado
na célula sensivel (Ennahhar et al., 2000; Breukink et al., 2003).

Além da nisina, outras bacteriocinas apresentaram efeito inibitério contra A.
acidoterrestris sendo elas a enterocina AS-48, produzida por Enterococcus faecalis A-
48-32, que apresentou inibicao total apds 24 h de incubacgdo a 37 °C na concentracdo de
2,5 ug mL™"! (Grande et al., 2005), e bovicina HCS, produzida por Streptococcus bovis
HCS, que induziu aumento de quatro horas na fase lag e reduziu em 27% a velocidade
especifica de crescimento de A. acidoterrestris, quando avaliada em 1 Unidade
arbitraria (UA/mL). Quando a concentragdo de bovicina HCS foi aumentada para 10 e
20 UA/mL a inibicao do crescimento de A. acidoterrestris foi completa (Souza, 2008).

Bovicina HC5 € um peptideo de 2440 Da que contém residuos de aminodcidos
modificados, uma caracteristica tipica dos lantibidticos produzidos por bactérias do
acido lactico. Bovicina HCS possui estabilidade térmica (121 °C por 20 min), resisténcia
a tratamentos com alfa-quimiotripsina e proteinase K, e estabilidade na presenca de
oxigénio (Mantovani et al., 2002).

Streptococcus bovis HCS é uma bactéria Gram-positiva isolada do rimen bovino
e que possul atividade inibitéria contra vdrias bactérias Gram-positivas
(Mantovani et al., 2002). A bacteriocina produzida permanece principalmente aderida a
célula produtora, podendo ser extraida do envelope celular com solu¢do acidica de sais
mono e divalentes (10 a 100 mM), a temperatura ambiente, a 100 °C (Oliveira, 2010) ou
por autoclavagem.

A bovicina HCS5 possui amplo espectro e mecanismo de acdo semelhante a nisina,

causando a formac¢do de poros na membrana citoplasmdtica das células, com
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consequente perda de potdssio intracelular (Mantovani et al., 2002;
Houlihan et al., 2004). A atividade inibitéria dessa bacteriocina ja foi descrita para
Clostridium aminophilum, Streptococcus bovis 15351, Streptococcus gallolyticus
LRCO0255, Ruminicoccus albus B199, Clostridium sticklandii SR, Peptostreptococcus
anaerobius C, Bacillus subtilis ATCC 6537, Lactococcus lactis C2 (Mantovani et al.,
2002), Clostridium sporogenes (Flythe e Russell, 2004), Listeria monocytogenes
(Mantovani e Russell, 2003) e Alicyclobacillus acidoterrestris (de Carvalho et. al, 2008;
Souza, 2008).

A atividade de inibicao apresentada por bacteriocinas na prevencao da germinacao
dos enddsporos e na reducdo da resisténcia térmica de A. acidoterrestris em bebidas
dcidas indica a potencial aplicacdo no controle desta bactéria (Souza, 2008). Estudos
anteriores indicam o potencial dos peptideos antimicrobianos, como bovicina HCS, no
controle da deterioracido de sucos e polpa de frutas (de Carvalho, 2006; Souza, 2008).
Nesse contexto, bovicina HCS apresenta amplo espectro de acdo, é capaz de inibir
bactérias patog€nicas e deterioradoras de alimentos, e demonstra menor efeito na

selecdo de estirpes resistentes (Mantovani e Russell, 2003).

1.5. Cinética de crescimento e modelos matematicos de processamento térmico

Atualmente, vdrios estudos na drea de modelagem matematica de processos
microbianos tém sido aplicados a microbiologia de alimentos. Esses modelos sdo
utilizados para avaliar a seguranca e qualidade dos alimentos. O uso de modelos
matematicos em microbiologia de alimentos teve inicio a partir de 1920 com a
implementacdo de métodos para cédlculo do tempo de destruicio térmica de
micro-organismos relacionados a industria de enlatados (Ross e Mcmeekin, 1994). O
inicio da utilizacdo da modelagem matemdtica em microbiologia de alimentos teve
enfoque na prevencdo do botulismo e outras intoxicacdes microbianas, para definir
combinacdes de fatores que evitassem o crescimento do patégeno e posterior formacao
de toxina. Foi desenvolvido um modelo para reducdo logaritmica do micro-organismo
em funcdo das propriedades intrinsecas e extrinsecas dos alimentos (pH, concentracdo
de NaCl e outros) (Genigeorgis et al., 1971).

Com os modelos é possivel estimar os provaveis efeitos de diferentes condi¢des
de processamento (pH, atividade de d4gua - aw e temperatura) na

sobrevivéncia/crescimento de patdgenos alimentares (McClure et al., 1994b) e de

micro-organismos deterioradores de alimentos.
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A modelagem matemaética com aplica¢do no tratamento térmico avalia o efeito de
diferentes condicdes de processamento na sobrevivéncia microbiana e seus avangos tém
proporcionado melhorias nas condi¢des de processamento (Peleg e Cole, 1998). Os
principios do tratamento térmico afirmam que as células vegetativas de uma mesma
populacdo ou os enddsporos de uma mesma populagao possuem sensibilidades idénticas
ao calor e a taxa de mortalidade seria determinada pela quantidade de calor que atinge a
célula (Stumbo, 1973; Holdsworth, 1997).

Quando uma populacio homogénea de micro-organismos ¢é submetida a
tratamento térmico, assume uma funcdo logaritmica (Stumbo, 1965) e pode ser
representada pelo modelo cinético de uma curva linearizada e semilogaritmica de
sobreviventes. Para esse modelo, o tempo necessdrio para destruicdo de 90% da
populacdo de enddsporos € o intervalo de tempo exigido para a curva percorrer um ciclo
logaritmico (valor D). O valor D € o principal parametro de avaliagdo das caracteristicas
de termorresisténcia da populacdo microbiana homogénea (Pefia, 2005).

A relacdo entre tempos de processo e diferentes temperaturas para um mesmo
nivel de destruicdo microbiana é definida por meio da curva do tempo de destrui¢do
térmica. A curva é representada pelo logaritmo do valor D em funcdo das temperaturas
utilizadas, sendo assim, para esse modelo, o intervalo necessario para a reducao de 90%
do valor D é denominado valor z (Pefia, 2005).

Os modelos matematicos podem ser lineares e ndo lineares de acordo com os seus
parametros. Métodos de processamento baseados ou ndo na inativacdo térmica de
micro-organismos utilizam modelos de cinética de primeira ordem para descrever as
curvas de sobrevivéncia microbiana (Lee ef al., 2004). A cinética de primeira ordem
tem sido o modelo mais utilizado nos ultimos 50 anos, visando estabelecer estratégias
de tratamento térmico com base no calculo dos tempos de redu¢do decimal (D) e de
valores z (Manas et al., 2003). Dentre os diversos modelos matematicos lineares e nao
lineares, podemos destacar os modelos cinético e de morte microbiana; Gompertz;
Baranyi e Roberts; Weibull; e superficie de resposta (Gibson et al., 1987,
Baranyi e Roberts, 1994; Smelt et al., 2002; Bahcgeci e Acar, 2007; Wang et al., 2010).

Os modelos polinomiais representam aproximagdes puramente empiricas da
varidvel resposta as varidveis independentes, podendo relacionar parametros de
crescimento e/ou morte microbiana em fun¢do de variaveis individuais e independentes
(temperatura, pH, aw, atmosfera, dentre outros) (Ross e Mcmeekin, 1994). Estes
modelos empiricos permitem a possibilidade de avaliacdes de risco quantitativa na

microbiologia de alimentos (Whiting e Buchanan, 1997).
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No entanto, a cinética de inativacdo microbiana pode ndo seguir um modelo de
primeira ordem, especialmente no caso de processos ndo térmicos (Klotz et. al, 2007), o
qual pode resultar em desvios significativos de linearidade. Esses desvios podem ser
relacionados a algumas propriedades do micro-organismo, como a presenca de
micro-organismos agrupados ou uma maior populacdo de micro-organismos resistentes
ao calor (Adams e Moss, 1997). Viarios modelos descrevem a cinética de inativacdo nao
linear de A. acidoterrestris em alimentos. Como exemplo, pode-se citar os estudos
realizados por Buzrul er al. (1994) que obtiveram curvas de sobrevivéncia de
A. acidoterrestris tratados sob alta pressdo hidrostitica e por Wang et al. (2010) que
verificaram o modelo cinético de inativacio de A. acidoterrestris DSM 39227 e
A. acidiphilus DSM 14558" em suco de mac tratado com micro-ondas.

Estudos realizados em matriz alimentar sdo de grande importincia para as
industrias de sucos, uma vez que os meios de cultivo laboratoriais podem ndo simular,
com exatiddo, as condi¢des do alimento ao qual se pretende aplicar o modelo, sendo,
portanto, necessario uma validacdo do modelo no alimento (Pend, 2005). Inicialmente,
realiza-se a validagdo via procedimentos de quantificacdo para verificar se o modelo
encontrado descreve corretamente os dados experimentais (Mcclure et al., 1994a).

Para as inddstrias, os modelos matematicos sdo ferramentas que auxiliam na
otimizacdo dos processos, minimizando perda de qualidade e reducdo da seguranca do
produto. A utilizacdo conjugada do pH com a temperatura confere vantagem para as
industrias, uma vez que nos processamentos térmicos de alimentos mais dcidos, menos

calor serd necessdrio para alcancar a esterilizacao.
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Capitulo 2



Efeito do pH e da temperatura na reducao da resisténcia térmica de

Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498 em diferentes sucos de frutas tropicais

2.1. Resumo
Alicyclobacillus acidoterrestris ¢ um micro-organismo termoacidéfilo e esporulante,
capaz de resistir a todas as etapas de processamento da industria de sucos de frutas,
permanecendo no produto final na forma de enddsporos. Diferentes condi¢es de
temperatura e pH demonstram efic4cia na inativacdao de enddsporos. Considerando que
o uso conjunto desses fatores pode aumentar o controle de bactérias deterioradoras em
sucos de frutas, os objetivos desse trabalho foram avaliar o efeito de diferentes
combinagdes de pH e temperatura sobre a resisténcia térmica de enddsporos de
A. acidoterrestris em diferentes sucos de frutas tropicais. Foram analisados os sucos de
abacaxi, goiaba, laranja, mamao, manga e maracuji, com pH corrigido para 2,5, 3,0,
3,3, 3,6, 4,0 e 4,5. Os tempos de reducdo decimal (valor D) foram calculados a partir
das curvas de morte (90 °C e 95 °C) e utilizados para o cdlculo dos valores z. Dentre os
minerais analisados, os teores de potdssio foram mais elevados em todos os sucos de
frutas. No suco de mamao foi observado o maior valor total de minerais (464,41 mg/L)
e no suco de maracujd o menor valor (194,26 mg/L). Os valores D variaram nos
diferentes sucos, sendo os valores maximos encontrados nos sucos de maracuja pH 4,5
(Dgo °c), abacaxi e laranja pH 4,5 (Dos °c) e os valores minimos, no suco de mamao em
pH 2,5, em ambas as temperaturas (90 e 95 °C). Evidenciou-se pouco efeito do pH
sobre a resisténcia térmica nos tratamentos realizados a 95 °C. Os valores z
apresentarem grande variacdo entre os diferentes valores de pH, sendo o maior valor
encontrado no suco de abacaxi (64,9 °C) e o menor no suco de maracuji (7,09 °C).
Modelos matematicos de inativagcdo térmica indicaram que o fator pH e as interagdes
temperatura e pH foram significativos. O suco que apresentou maior ajuste dos valores
D ao modelo de regressio testado foi o de manga (R?= 0,93) e o menor o de mamao
(R?= 0,74). Dentre os efeitos analisados na modelagem, a interacio pH e temperatura

foi a que mais influenciou a reducdo térmica de enddsporos de A. acidoterrestris.

Palavras-chave: bactéria termoacidoéfila, deterioracdo, sucos de frutas e modelo de

inativacao.
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2.2. Abstract
Alicyclobacillus acidoterrestris is a spore-forming thermoacidophilic microorganism,
able to withstand all processing stages at the industry of fruit juices, remaining in the
final product as endospores. In ideal conditions, these endospores can germinate and
deteriorate the products; because of that new technologies for the inactivation of
endospores are necessary. In this sense, different combinations of temperature and pH
has shown great efficiency, what is a possible way to enhance the control of
microorganisms in fruit juices. Moreover, the mathematical models has been used to
optimize process conditions. The objectives of this study were to evaluate the effect of
different combinations of pH and temperature on the thermal resistance of
A. acidoterrestris endospores in different tropical fruit juices, as well as to obtain
mathematical models using polynomial regression analysis. We analyzed the pineapple,
guava, orange, papaya, mango and passion fruit juices, with pH adjusted to 2.5, 3.0, 3.3,
3.6, 4.0 and 4.5. The decimal reduction time (D value) was calculated from the death
curves (90 °C and 95 °C) and used to calculate the z values. Among the minerals
analyzed potassium contents were higher in all fruit juices. In papaya juice was
observed the highest mineral total content (464.41 mg/L) and in passion fruit juice the
lowest (194.26 mg/L). The D values varied among the juices: the maximum values were
observed in passion fruit juice (pH 4.5, Doo °c), pineapple and orange (pH 4.5, Dos °c)
while the minimum values were observed in papaya juice (pH 2.5 at both temperatures
(90 and 95 °C)). There was little effect of pH on the thermal resistance at the treatments
carried out at 95 °C. The z values showed variations among the different pH values
tested, and the highest value was found in pineapple juice (64.9 °C) while the lowest
value was determined in passion fruit juice (7.09 °C). In all mathematical models the
pH factor and the interaction between temperature and pH were significant. The juice
that showed the highest adjustment of the D values to the regression model tested was
the mango juice (R? = 0.93) and the lowest adjustment was observed for papaya juice
(R? = 0.74). Among the effects considered in modeling, the interaction between pH and
temperature was the one that most influenced the thermal reduction of endospores of

A. acidoterrestris.

Keywords: thermoacidophilic bacteria, deterioration, fruit juices, inactivation model.
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2.3. Introducao

A deterioracdo e a reducdo da vida de prateleira de sucos de frutas causam perdas
econOmicas considerdveis na industria alimenticia (Bianchi et al., 2010). Bactérias do
género Alicyclobacillus sao frequentemente associadas com a deterioracdo de sucos de
frutas (Durak et al., 2010). A primeira associacao entre a deterioragdo de sucos de frutas
e o crescimento de Alicyclobacillus foi descrita em sucos de mac¢d, na Alemanha (Cerny
et al., 1984). Na Itilia, foram -caracterizadas linhagens de bactérias acidofilas
esporuladas isoladas de suco de laranja ndo deteriorado, que apresentavam
caracteristicas similares as de A. acidoterrestris (Prevedi et al., 1995).

A. acidoterrestris ja foi identificada em sucos e concentrados de maca nos EUA e
produtos de sucos frescos no Reino Unido (Pettipher et al., 1997). Em 1998, 35% da
deterioracdo de sucos de frutas em indudstrias americanas estavam relacionadas a
contaminagdo por Alicyclobacillus spp. (Walls e Chuyate, 1998). No Brasil,
Alicyclobacillus (1,8x10> UFC ml™) j4 foi identificado em diferentes amostras de sucos
concentrados de laranja (Pinhatti et. al, 1997; Splittstoesser et al., 1998; Eiroa et
al., 1999).

Os representantes do género Alicyclobacillus ndo sdao patogénicos (Bianchi et al.,
2010), sao esporulantes heterotréficos, termoacidoéfilos, com crescimento entre 20 a 70
°C (6timo entre 42 a 60 °C) e em valores de pH entre 2,5 e 6,0 (Wisotzkey et al., 1992).
Como caracteristica tipica de todas as bactérias desse género ressalta-se a presenca do
dcido graxo m-aliciclico como principal componente da membrana citoplasmadtica (Jian-
nan et al., 2008). Micro-organismos pertencentes a esse género sao tipicamente isolados
do solo (Hippchen et al., 1981; Deinhard et al., 1987), embora ja tenham sido obtidos
de outras fontes (Goto et al., 2002; Matsubara et al., 2002), incluindo frutas e sucos de
frutas, concentrados e bebidas (Durak er al., 2010). A. acidocaldarius, A. acidoterrestris
e A. pomorum (Goto et al., 2003; Jensen e Whitfield, 2003; Gouws et al., 2005), A.
acidiphillus e A. herbarius (Matsubara et al.,2002; Goto et al., 2003; Aijn, 2007) sao as
principais espécies associadas a deterioracdo de sucos e bebidas a base de frutas.

A deterioracdo causada por Alicyclobacillus € dificil de ser detectada, ja que esse
micro-organismo nao produz gis ou aumento de turbidez no meio. O off-flavor, ou
alterac@o do sabor, € a principal modificacdo causada por Alicyclobacillus em sucos de
frutas (Walls e Chuyate, 1998) e esta diretamente relacionada a presenca de guaiacol (2-
metoxifenol) e halofendis (2,6-dibromofenol e 2,6-diclorofenol) (Petthiper et al.,1997;
Jensen e Whitfield, 2003; Chang e Kang, 2004). A presenca destes compostos tem sido

relatada em sucos deteriorados de maca, péra, laranja, pé€ssego, manga, uvas brancas,
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tomate e maracuja (Borlinghaus e Engel, 1997; Chang e Kang, 2004; Gouws et al.,
2005; Mcknight et al,, 2010). Em alguns sucos de frutas clarificados, a deterioracdao
causada por Alicyclobacillus pode provocar o escurecimento da bebida e a formacgao de
sedimentos leves (Groenewald et al., 2009).

Diante das perdas econOmicas que estes micro-organismos representam para a
inddstria, métodos quimicos e fisicos tém sido investigados visando inibir a germinagao
de enddsporos e o crescimento vegetativo de Alicyclobacillus (Alberice, 2009). Devido
a elevada resisténcia térmica apresentada pelos endésporos de Alicyclobacillus e ao fato
de que tratamentos térmicos utilizando altas temperaturas podem alterar as
caracteristicas organolépticas dos alimentos, algumas combinagdes de métodos sio
avaliadas com o intuito de aumentar a eficicia do processamento térmico na industria.
Dessa forma, a combinagdo de calor e baixo pH tem sido tradicionalmente utilizada na
industria de alimentos, visando a reducdo da resisténcia térmica e impedindo a
germinagdo de endésporos (Palop et al., 1996).

Sabe-se que altas temperatura e baixos valores de pH isoladamente sdo eficientes
na inativagdo de enddsporos de A. acidoterrestris. A avaliacdo conjunta desses dois
fatores contra enddsporos de A. acidoterrestris em sucos de frutas pode ser util para a
obtencdo de modelos matemdticos utilizados no controle, monitoramento e otimizagao
dos processos térmicos realizados industrialmente (Silva et al.,1999; Bahgeci e Acar,
2007).

Os objetivos desse trabalho foram avaliar o efeito de diferentes combinacdes de
pH e temperatura sobre parametros de inativacdo térmica (valores D e z) de enddsporos
de A. acidoterrestris em diferentes sucos de frutas tropicais, bem como obter modelos
matematicos de inativacdo térmica utilizando a andlise de regressd@o polinomial para

avaliar os efeitos do pH e da temperatura sobre a varidvel resposta, valor D.

2.4. Material e métodos

2.4.1. Sucos de frutas tropicais
Sucos industriais de abacaxi, goiaba, laranja, mamao, manga e maracujd,
pertencentes a0 mesmo lote, foram obtidos no comércio local da cidade de Vigosa,
Minas Gerais. A caracterizacdo inicial dos sucos foi realizada por meio de andlises
fisico-quimicas de pH, acidez tituldvel, s6lidos soluveis (°Brix), atividade de 4gua
(Aw), acucares redutores, minerais (K, Na, Ca, Mg, P e S), seguindo os métodos

recomendadas pelo Instituto Adolfo Lutz (1985) e AOAC (1995).
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2.4.2. Micro-organismo e condicoes de cultivo

Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498, isolado de amostras de suco, foi
obtido da Fundacdo André Tosello (Campinas, SP). As culturas foram cultivadas
rotineiramente em caldo BAM (Bacillus acidocaldarius medium) (Silva et al., 1999),
em aerobiose, sob agitacdo orbital de 180 rpm, a 43 °C, por até 12 horas. Culturas

estoque foram mantidas a -4 °C, em meio BAM contendo 10% de glicerol.

2.4.3. Preparo de suspensao de endésporos de A. acidoterrestris

A suspensdo de enddsporo foi obtida a partir de culturas de A. acidoterrestris
DSM 2498 cultivadas nas condicdes descritas acima. Culturas em fase estaciondria
(inéculo de 3%) foram transferidas para caldo BAM e mantidas por 120 h a 45 °C em
aerobiose (120 rpm); posteriormente a cultura foi mantida a 4 °C por 48 h
(Silva et al., 1999). Amostras da cultura foram coletadas e a presenca de células
esporuladas foi determinada por meio de coloracdo com corante verde malaquita
(Brasil, 2003). Apds a cultura apresentar cerca de 80-90% de enddsporos, a cultura foi
centrifugada (3700 g, 20 min, 5 °C) e o pellet foi ressuspendido em 20 mL de solugdo
fosfato de sodio (5 mM, pH 4,0).

Para eliminagdo das células vegetativas remanescentes e ativacdo dos enddsporos,
a suspensao obtida foi tratada termicamente (80 °C, por 10 min), centrifugada trés vezes
(3700 g, 20 min, 5 °C) e ressuspendida em 10 mL de solu¢do fosfato de sédio (5 mM,
pH 4,0). Os enddésporos foram enumerados por plaqueamento em dgar BAM e a
suspensdo foi mantida a 4 °C até o momento da utilizacdo. Antes do inicio de cada

experimento, a etapa de ativagdao dos enddsporos foi novamente realizada.

2.4.4. Tratamento térmico e determinacao dos valores D e z

Endésporos de A. acidoterrestris inoculados em diferentes sucos de frutas foram
submetidos a tratamento térmico realizado as temperaturas de 90 e 95 °C. A resisténcia
térmica desses micro-organismos foi avaliada em diferentes valores de pH nos
respectivos sucos de frutas. Tubos de aco inoxiddvel (AISI 304 — 7,4 x 127 mm e 25
mm de espessura) contendo 5 mL de cada um dos sucos avaliados, em diferentes
valores de pH (2,5; 3.,0; 3,3; 3,6; 4,0 e 4,5 ajustados com solu¢do de HCI ou NaOH a
IM), foram aquecidos até a temperatura de 90 °C ou 95 °C. Apds atingirem a
temperatura desejada, a solu¢do de enddsporos foi adicionada na concentracao final de

10°-10° endésporos/mL e aliquotas (500 uL) foram coletadas em diferentes tempos de
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tratamento térmico (0, 5, 10, 15, 20 e 25 min). As amostras coletadas foram mantidas
em banho de gelo e, em seguida, plaqueadas pela técnica de microgotas (Morton, 2001).

A curva de sobrevivéncia foi obtida a partir da contagem de enddsporos vidveis
nos respectivos tempos de aquecimento, para cada suco e valor de pH avaliados. A taxa
de sobrevivéncia (Logio UFC mL™) foi determinada de acordo com a equacdo log N/Nj,
em que N corresponde ao nimero de unidades formadoras de colonia (UFC mL") apés
25 min de tratamento térmico e Ny ao ndmero incial de endésporos (UFC mL™)
(Wang et al., 2010). Os grificos apresentados representam as médias dos valores
obtidos e seus respectivos desvios padrao.

O tempo de reducdo decimal (valor D), ou tempo necessdrio para a reducdo de
90% da populacao inicial de endésporos a uma dada temperatura, foi calculado como o
reciproco negativo do coeficiente angular da equacdo de regressdo linear obtida da
curva de sobrevivéncia. O valor z, ou intervalo de temperatura que ocasiona uma
reducdo de 10 vezes no valor D, foi calculado a partir das linhas de regressdo dos
logaritmos dos valores D plotados contra os valores de temperatura correspondentes.
Todos os experimentos foram realizados em duplicatas e com duas repeti¢des

bioldgicas.

2.4.5. Modelo de regressao

Para a determina¢do do modelo matematico, utilizando o método de regressdo
foram utilizados como varidveis independentes o pH e a temperatura e como varidvel
resposta o valor D. O ensaio foi realizado em seis diferentes tipos de sucos inoculados
com endésporos de A.acidoterrestris DSM 2498. Dois tubos foram analisados para cada
valor de pH, temperatura e matriz e os resultados de redu¢do térmica foram calculados
de acordo com o procedimento descrito acima (item 2.3.4). Os dados experimentais
foram analisados por metodologia de regressdao utilizando um pacote comercial
estatistico (Software SAS System 9.0) e o modelo de regressdo polinomial. Quando
necessario, as varidveis ndo significativas foram gradualmente excluidas do modelo

para melhorar o ajuste da equacao.

EQUACAO

Erro! Vinculo nao valido. (1)

em que Po, B1 € P2 representam os coeficientes de regressao estimados, com Po sendo o

termo constante; 1 ¢ P2 representam os efeitos lineares de pH e temperatura; Bi2
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representa o efeito de interacdo e P11 e P22 o efeito quadratico. Os experimentos foram
realizados em duplicatas e os valores médios foram apresentados.

Andlises de variancia da regressdo foram realizadas para ajustar o modelo
representado pela equacio acima e para avaliar a significancia estatistica dos termos do
modelo.

Para representacdo grafica foram usados os coeficientes estimados obtidos da
equacdo de regressdo (representados por barras) e as porcentagens acumuladas
(representadas por linhas). Os efeitos de todos os parametros e suas interacdes foram
padronizados considerando a razdo entre efeito e erro padrdo. As barras foram
representadas em ordem decrescente dos valores da soma de quadrados, indicando o
tamanho dos efeitos, proporcionando uma identificacdo da influéncia destes efeitos
sobre os valores D. Barras escuras representam os efeitos e as interacdes que foram
significativos e as barras claras representam os efeitos que ndo foram significativos (p >
0,05). As interagdes que nao foram significativas foram retiradas com o objetivo de

melhorar o ajuste do modelo.

2.5. Resultados e discussao

As andlises fisico-quimicas dos sucos de frutas tropicais analisados neste trabalho
estdo apresentadas na Tabela 1. O pH dos sucos comerciais de frutas tropicais variou de
3,16 (suco de maracujd) a 3,90 (suco de mamao), sendo que os sucos de mamao e
goiaba foram os que apresentaram os menores valores de acidez tituldvel e de s6lidos
soliveis (Tabela 1). Observou-se correlaciio linear inversa (R?=0,8998) entre o pH e
acidez tituldvel, sendo o maior valor de acidez tituldvel determinada para o suco de
maracuja (0,57). A concentragdo de agucares redutores variou até 2,4 vezes entre os
sucos de frutas avaliados, sendo de 33,7 mg/mL no suco de goiaba e de 81,73 mg/mL
no suco de abacaxi. A concentracdo de sais minerais também diferiu entre as amostras
analisadas, sendo que a concentragdo total de minerais foi maior no suco de mamao
(464,41 mg/L) e menor no suco de maracuja (194,26 mg/L). Em relagdo a concentragdo
média obtida para os minerais analisados, os teores de potdssio, magnésio, célcio e
enxofre no suco de mamao foram, respectivamente, 48%, 52%, 54% e 101% superiores
aos encontrados nos demais sucos de frutas utilizados neste trabalho.

Com o intuito de determinar a composicdo mineral de sucos concentrados de
frutas brasileiras, Soares e colaboradores (2004) examinaram a presenca de oito
elementos minerais (K, Na, Ca, Mg, Fe, Zn, Cu e Mn) em sucos de abacaxi, goiaba,

manga, maracujd, acerola, caju e pitanga. Dentre os oito elementos analisados, o
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potdssio foi o mineral encontrado em maior concentra¢do em todos os sucos, variando

os valores entre as marcas analisadas. Os valores dos minerais obtidos neste estudo

apresentaram valores proximos aos apresentados por Soares e colaborados (2004).

Tabela 1 — Anadlises fisico-quimicas dos diferentes sucos de frutas tropicais.

Analises Abacaxi Goiaba Laranja Mamao Manga Maracuja
pH 3,65 3,78 3,51 3,90 3,55 3,16
Acidez tituldvel - g* 0,35 0,24 0,47 0,23 0,33 0,57
Sélidos soliveis (° Brix) - % 11,85 10,3 11,8 11,7 12,4 11,8
Brix/acidez tituldvel 33,14 43,17 24,81 51,01 36,54 20,65
Aw 0,993 0,995 0,993 0,995 0,991 0,993
Aciicares redutores — mg/mL 81,73 33,70 48,73 40,94 43,70 53,16
Sédio — mg.L! 32,99 24,96 35,23 36,34 21,33 21,43
Potéssio — mg.L"! 1925 279,1 215,5 346,3 220,1 150,9
Magnésio — mg.L"! 10,59 5,89 8,53 13,64 10,43 4,72
Célcio — mg.L"! 36,92 20,96 16,33 38,11 25,53 10,57
Fésforo — mg.L! 7,64 7,11 12,88 10,54 8,57 5,12
Enxofre — mg.L"! 5,46 18,62 4,26 19,48 8,77 1,52

* g dcido citrico em 100 mL de suco.

2.5.1. Indice de sobrevivéncia logaritmica

Quando a sobrevivéncia de enddsporos de A. acidoterrestris DSM 2498 foi

avaliada em sucos de frutas submetidos a tratamento térmico, observou-se diferenca na

sensibilidade térmica dos enddsporos nas diferentes temperaturas e valores de pH

testados (Figura 1). Nos sucos de abacaxi, laranja, manga e maracujd, em ambos os

tratamentos térmicos (90 e 95 °C), as condic¢des acidas apresentaram maior efeito sobre

a 1nativacdo dos enddsporos, resultando em menores indices de sobrevivéncia

logaritmica em pH 2,5 quando comparados as condi¢des de pH mais elevado (4,0 e 4,5)

(Figura 1). Entretanto, nos sucos de goiaba e mamao, esse perfil de maior reducdo da

sobrevivéncia dos enddsporos em condi¢Oes acidicas foi observado somente a 90 °C,

uma vez que a 95 °C os indices de sobrevivéncia logaritmica obtidos em pH 2,5 e pH

4,5 foram muito préximos (-5,0 e -4,9 para o suco de goiaba, e —6,0 e —5,6 para o suco

de mamao, respectivamente) (Figura 1).
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Figura 1. Sobrevivéncia de enddsporos de Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498

(No=10°-10° UFC mL") inoculado em diferentes sucos de frutas tropicais com

diferentes valores de pH. Os sucos de frutas foram submetidos a duas temperaturas de

processamento 90 °C (e ) e 95 °C ( m ) e o niimero de enddsporos vidveis (UFC mL™)

foi determinado apds o tratamento térmico (N). A sobrevivéncia de enddsporos foi

calculada por meio da relagdo log N/Np.



A influéncia do pH do meio sobre a resisténcia térmica de micro-organismos tem
sido reportada na literatura. Vdérios estudos indicam que o0s micro-organismos
apresentam maior resisténcia ao calor em valores de pH préximos da neutralidade,
sendo que a resisténcia térmica diminui com a acidificagdo do meio (Brown e Thorpe,
1978; Cameron at al., 1980). Nas industrias de sucos de frutas essa combinacdo de
temperatura e pH é muito utilizada para a manuten¢do da qualidade desses produtos. A
acidificacdo ¢ feita pela adicdo de dcidos organicos, muitos deles presentes na propria
fruta. Os dcidos organicos fracos presentes nos sucos de frutas possuem efeito inibitério
no crescimento de células vegetativas e de enddsporos e sua atividade antimicrobiana é
explicada pela forma ndo dissociada desses dcidos que possuem a capacidade de
atravessar a membrana citoplasmatica e dissociar-se no citoplasma, liberando anions e
prétons que podem interferir com a homeostasia celular (Blocher e Busta, 1983). Os
possiveis sitios de acdo de alguns acidos, como acido sorbico, sdo a parede celular,
membrana citoplasmética, mecanismos de sistemas de transporte necessdrios para
manuten¢do celular, enzimas necessdrias em vias metabdlicas e materiais genético tais
como DNA, RNA e ribossomos (Sofos at al., 1986).

Em todos os sucos analisados, a eficdcia de inativacdo dos enddsporos de A.
acidoterrestris DSM 2498 foi aumentada quando o tratamento térmico foi realizado a
-4,42;
-5,37)

95 °C, sendo obtidos menores indices de sobrevivéncia logaritmica (abacaxi

goiaba = -5,24; laranja = -4,71; mamao = -5,84; manga = -5,05 e maracuji
quando comparados aos valores obtidos a 90 °C (Figura 1). O calor pode danificar
diferentes estruturas do enddsporo e os danos causados dependem da intensidade do
tratamento térmico (Palop at al., 1997). Essa maior inativacdo observada na temperatura
mais elevada pode ocorrer devido aos danos ocorridos no DNA do enddsporo, que sao
maiores do que em temperaturas mais baixas. Quando os endésporos sdo submetidos a
temperaturas mais baixas, as pequenas proteinas dcido soldveis (SASP) protegem o
DNA contra a desnaturacdo. Dependendo das condi¢des a que os enddsporos estdo
submetidos (composi¢do do meio, temperatura de incubacao e pH), os danos podem ser
reparados apds a germinagao (Setlow, 1995; Palop at al., 1997).

Dentre os sucos avaliados, os sucos de maracujd e laranja foram os que
apresentaram maiores valores de sobrevivéncia logaritmica a 90 °C (valor médio de -1,9
+ 0,5 e -2.0 £ 0,4, respectivamente), seguido pelo suco de goiaba (-2,10 £ 0,6) (Figura
). Nos tratamentos a 95 °C, os sucos de abacaxi e laranja foram os que apresentaram
maiores valores médios de sobrevivéncia (-4,42 + 0,8 e -4,71 = 0,9, respectivamente),

demonstrando menor efeito na reducdo dos enddsporos de A.acidoterrestris.
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Essa influéncia da matriz sobre a resisténcia térmica foi reportada por Bahgeci e
Acar (2007), verificando que a temperatura necessdria para inativacdo térmica de A.
acidoterrestris em sucos de frutas é mais elevada quando comparada a temperatura
necessdria para inativagdo em tampao. Segundo os autores, essa varia¢do na eficdcia do
tratamento foi decorrente dos préprios ingredientes do suco, que seriam capazes de
proteger os endosporos da acdo do calor. De modo semelhante, as matrizes dos sucos
avaliados neste trabalho podem conter ingredientes que influenciam a resisténcia
térmica dos enddsporos nas condicdes testadas, sendo as diferengas de concentracdo de
minerais um indicio do efeito de componentes do meio sobre a resisténcia térmica de
Alicyclobacillus.

O suco de mamaiao apresentou resultado dispar em relacio aos demais sucos
avaliados neste trabalho. Embora esse suco tenha apresentado a maior redu¢do no
numero de enddsporos, ndo houve diferenca significativa (p<0,05) entre os valores
médios dos indices de sobrevivéncia logaritmica obtidos nas temperaturas de 90 e 95 °C
(-5.16 e -5.84 log, respectivamente). Os sucos que apresentaram maior diferenga entre
os indices de sobrevivéncia obtidos nas temperaturas de 90 e 95 °C foram os de
maracuja (-2.10 e -5.24, respectivamente) e goiaba (-1.90 e -5.37, respectivamente).
Esse perfil de maior sensibilidade no suco de mamao e de maior resisténcia no suco de
maracujid pode ser explicado pela diferenca na concentragdo de minerais. O suco de
mamao foi o que apresentou a maior concentracdo total de minerais entre os sucos de
frutas analisados, enquanto o suco de maracuja a menor concentragao.

Esses resultados indicam que o aumento da temperatura de processamento
melhora a eficdcia de inativacdo de endésporos de A. acidoterrestris € que o aumento da
acidez dos sucos de frutas diminui a resisténcia térmica dos enddsporos. A acidificagdao
dos sucos de frutas deve ser levada em consideracdo ao limite de aceitagdo do produto
pelo consumidor. No entanto, € importante destacar a influéncia da matriz do suco na

resisténcia térmica dos enddsporos desse micro-organismo.

2.5.2. Sensibilidade térmica
Anteriormente, divulgava-se a idéia de que os enddsporos bacterianos ndo tinham
a capacidade de germinar e crescer vegetativamente em alimentos dcidos, como sucos
de frutas (Splittstoesser et al., 1994), sendo as leveduras e as bactérias nao formadoras
de enddésporos os micro-organismos responsdveis pela deterioragdo destes produtos
(Vieira et al., 2002). O controle desses micro-organismos por meio de pasteurizacdo foi

eficiente durante anos e o processamento de sucos de frutas acidas utilizando o “hot-fill”
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era suficiente para o controle da deterioracdo, uma vez que o produto seria aquecido a
90-95 °C durante 15-20 s (Vieira et al., 2002). Porém, tratamentos térmicos utilizando
altas temperaturas podem alterar as caracteristicas sensoriais dos alimentos. Assim, a
combinacdo de calor e baixo pH tem sido tradicionalmente utilizada na inddstria de
alimentos com o objetivo de reduzir a intensidade dos tratamentos térmicos de alguns
produtos. Essa combinagdo reduz a resisténcia ao calor de alguns micro-organismos e
impede a germinacdo de enddsporos (Palop et al., 1996).

Neste trabalho, a associacdo entre pH e temperatura foi utilizada para avaliar a
resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris inoculados em diferentes sucos
de frutas tropicais (Tabela 2). Os valores D variaram entre os diferentes sucos avaliados,
sendo influenciados pelas varidveis pH e temperatura. Dentre as duas temperaturas
analisadas, 90 °C e 95 °C, a inativacdo térmica dos enddsporos foi mais pronunciada na
maior temperatura em valores de pH mais dcido. O maior valor D (24,6 min) foi
determinado no suco de maracujid (90°C, pH 4.,5) e a condi¢do que ofereceu menor
resisténcia térmica (Valor D=1,65) dos enddsporos de A.acidoterrestris foi obtida em
suco de mamao (95 °C, pH 2,5).

Os enddsporos sdo considerados a estrutura microbiana mais resistente
(Nicholson et al., 2000; Driks, 2002; Moir, 2003; Durre e Hollergschwandner, 2004)
sendo tipicamente formados quando as células vegetativas sao submetidas a condi¢des
de estresse (Driks, 1999; Nicholson et al.,, 2000). Sua estrutura complexa assegura a
manuten¢cdo do estado dormente, protegendo o seu interior de condi¢cdes ambientais
severas para as células vegetativas (Nicholson et al., 2000). No entanto, a exposicao dos
enddsporos a condi¢des extremas de pH, temperatura e outros fatores ambientais pode
resultar em danos irreversiveis para sua sobrevivéncia.

Em geral, o suco de mamao foi aquele em que houve maior eficicia da
temperatura sobre a inativacao térmica dos enddsporos de A.acidoterrestris, evidenciada
pela maior reducdo decimal dos endésporos, quando comparado aos demais sucos de
frutas analisados. Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) na inativag¢ao
térmica realizada a 90 e 95 °C em suco de mamao (Tabela 2). Os resultados obtidos
nesse trabalho sugerem que a composicao e as caracteristicas fisico-quimicas do suco de
mamao podem aumentar a sensibilidade dos enddésporos de A. acidoterrestris ao
tratamento térmico, tornando o processamento desse suco de fruta mais eficaz e
melhorando a qualidade microbioldgica do produto final. A elevada concentracdo de
minerais encontrados no suco de mamao pode ser um fator que reduz a sensibilidade

térmica de A. acidoterrestris (Tabela 1).
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Tabela 2 — Valores D e z de endésporos de Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498 inoculados em sucos de frutas tropicais com diferentes valores

de pH.
Abacaxi Goiaba Laranja Mamado Manga Maracuja
pH Valor D (min)* Valor D (min)* Valor D (min)* Valor D (min)* Valor D (min)* Valor D (min)*
90°C 95°C z 90°C 95°C z 90 °C 95°C z 90 °C 95°C z 90 °C 95°C z 90°C 95°C z

2,5 5,54+0,0 436+1,1 64,9 9,21+0,5 4,83+0,6 17,8 9,94+2,2 3,87+0,7 12,2 3,52+0,8 1,65+0,1 15,7 7,45+0,8 4,67+0,8 24,6 10,4+2,0 3,74+0,2 11,9
3,0 7,63+0,8 4,74+0,1 24,1 10,2+1,3 4,22+0,4 13,0 10,8+1,0 4,37+0,8 12,6 3,22+0,3 2,03+0,3 24,9 10,1+0,7 3,76 +0,9 11,6 11,6+2,4 4,52 +1,7 12,2
3,3 8,32+0,8 578+1,3 31,6 11,1+0,4 4,85+0,1 13,9 11,7+0,7 5,26+0,3 14,2 3,32+0,3 2,02+0,2 23,1 9,52+1,1 4,94 +0,0 17,5 11,6 £0,2 4,09+1,5 11,0
36 8,43+10 6,23+0,2 38,0 15,9+0,3 3,32+0,8 7,30 13,6 +1,7 4,73+0,3 10,8 4,14+0,1 1,94+0,2 15,1 14,1+0,6 5,11+0,2 11,3 12,1+1,4 4,33+1,2 11,2
40 997+1,0 6,87+1,1 22,2 13,4+0,0 544+0,7 12,7 12,5+0,0 6,92+1,2 19,4 4,75+09 2,32+0,8 16,0 14,2+0,5 4,53+0,2 10,0 15,4+2,5 4,42+0,1 9,22
45 159+1,1 7,65+0,3 15,6 14,5+2,0 4,49+0,8 9,87 23,2+0,3 7,67+0,6 10,3 6,30+2,8 1,76+0,0 9,02 14,3+1,5 5,33+0,7 11,6 24,6+2,8 4,85+0,6 7,09

* valores médios + desvio padrdo (n=4)
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Foi verificado que em alguns casos a presenc¢a de minerais pode induzir a
germinagdo de enddsporos utilizando de varios componentes da via de germinacdo de
nutrientes (Setlow, 2003) e, nos primeiros estdgios da germinacao, o enddsporo perde a
sua caracteristica de resisténcia ao calor (Moir, 2003).

Estudos visando determinar a resisténcia térmica de enddsporos de A.
acidoterrestris em diferentes sucos de frutas tropicais ainda sdo limitados. No entanto,
quando Eiroa et al. (1999) avaliaram a resisténcia térmica de A. acidoterrestris DSM
2498 em suco de laranja (pH 3,1), valores D de 16,9 min a 90 °C e de 2,7 min a 95 °C
foram obtidos. Ainda em sucos de laranja, foram determinados valores D de 5,3 min a
95 °C, em pH 4,1 (Baumgart et al., 1997) e de 3,59 min em pH 3,9 (Komitopoulou et
al., 1999). Em estudos realizados com polpa de manga, de Carvalho et al. (2008)
verificaram a reducdo da resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris DSM
2498 com o aumento da temperatura, sendo que o valor D em pH 4,0 foi de 11,6 min a
90 °C e de 8,3 min a 95 °C. Os valores D encontrados em sucos de maracuji (pH 3,5)
foram 4,92 90 °C e 1,5 a 95 °C (Mcknight et al., 2010).

O valor D pode ser influenciado por diversos fatores, tais como pH, composi¢ao
nutricional do meio, temperatura de esporulacdo, micro-organismo alvo, atividade de
dgua, a presenca de compostos antimicrobianos, além da presenca ou auséncia de
cations bivalentes (Parish, 2006). Nesse sentido, a comparagdo direta dos valores de
resisténcia térmica obtidos nas condi¢cdes avaliadas neste trabalho com resultados
reportados na literatura deve ser realizada com cautela. Apesar disso, os resultados
obtidos neste trabalho podem auxiliar na implementacdo de estratégias mais eficazes
para o controle de A. acidoterrestris durante o processamento térmico industrial de
sucos de frutas.

Em pH 2,5, independente da temperatura, foram observados os menores valores
D, indicando que a acidez aumenta a sensibilidade térmica dos enddsporos de A.
acidoterrestris (Tabela 2). Esse fato pode ser explicado pela manipulagdo da carga de
cations que altera a resisténcia do endosporo. O baixo pH faz com que os cations sejam
liberados progressivamente do endésporo (Gombas, 1987), levando ao processo de
desmineralizacdo e resultando em menor resisténcia térmica do enddsporo (Aldenon et
al., 1964). Em pH 4,5, os maiores valores D foram encontrados nos sucos de maracuja,
laranja e abacaxi a 90 °C (24,6, 23,2 e 15,9 min, respectivamente) € nos sucos de
laranja, abacaxi e manga a 95 °C (7,67, 7,65 e 5,33 min, respectivamente), confirmando
que os enddsporos de A. acidoterrestris DSM 2498 apresentam maior resisténcia

térmica em valores de pH mais bdasicos.
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Resultados semelhantes foram obtidos por Maldonado e colaboradores (2008) em
suco de limdo concentrado ndo clarificado, havendo maior redu¢do no ndmero de
enddsporos de A. acidoterrestris com a reducdo dos valores de pH, sendo o valor
maximo obtido 23,3 min em pH 4,0 e minimo de 8,55 min em pH 2,28. Estes resultados
diferem das observagdes relatadas por Murakami e colaboradores (1998), que nio
verificaram influéncia do pH na resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris
AB-1 em tampao Mcllvaine em valores de pH entre 3,0 e 8,0 nas temperaturas de 88,
90, 92 e 95 °C.

Para os sucos de mamao nas duas temperaturas e goiaba na temperatura de 95 °C
ndo foram demonstradas diferencas de resisténcia térmica nos diferentes valores de pH
(p>0,05). Trabalhos anteriores relataram que o efeito do pH foi mais pronunciado em
baixas temperaturas de processamento, como 80 °C e 90 °C, nos sucos de laranja, uva e
maca (Komitopoulou et al., 1999).

Bahgeci e Acar (2007) verificaram que a influéncia do efeito pH nao foi
observado em temperaturas mais altas em suco e néctar de macd, sendo de maior
magnitude em temperaturas mais baixas. Pontius ez al. (1998) verificaram diferencas da
influéncia do pH entre as temperaturas de 91 e 97 °C e Komitopoulou e? al. (1999) entre
80 e 95 °C. Maldonado e colaboradores (2008) obtiveram, em suco de limdo
concentrado e clarificado, valores D de 6,2 min em pH 2,28, 11,32 min em pH 2,8, 12,6
min em pH 3,5 ¢ 9,7 min em pH 4,0 a 95°C, ndo sendo evidenciadas diferengas de
resisténcia térmica entre os valores de pH mais dcidos e os mais bdsicos. Apesar destes
resultados, alguns autores afirmam que os enddsporos de Alicyclobacillus nao sio
significativamente influenciados pela diminui¢do do pH do meio de aquecimento (Palop
et al., 2000; Murakami et al., 1998) ou pelo tipo de dcido organico presente (Pontius ef
al., 1998).

A presenca de conservantes quimicos utilizados em sucos industrializados pode
influenciar a resisténcia térmica de endésporos de micro-organismos. Os conservantes
mais utilizados sdo acidulantes e antioxidantes. Geralmente esses conservantes sdo de
origem natural, substancias ja presentes nas frutas, com o intuito de ndo modificar as
caracteristicas sensoriais iniciais do produto. O uso de acidulantes como coadjuvantes
tecnoldgicos pode aumentar a conservagdo de produtos de frutas tratados termicamente
e reduzir a termorresisténcia microbiana (Leguerinel et al.,2005).

Os valores z de A.acidoterrestris DSM 2498 estdo apresentados na Tabela 2. O
valor z dos sucos de frutas tropicais avaliados aumentou com reducao do pH do suco,

sendo o maior valor obtido no suco de abacaxi em pH 2,5 (64,90 °C) e o menor valor
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no suco de maracuja em pH 4,5 (7,09 °C). A maior variagdo entre os valores z (4,16
vezes) também foi obtida no suco de abacaxi, entre o pH 2,5 e pH 4,5. Ao contrario do
que foi observado no presente trabalho, Bahceci e Acar (2007) ndo observaram
diferencas nos valores z determinados em diferentes valores de pH em tampao, suco e
néctar de maca.

O valor z é importante para as inddstrias de alimentos porque permite alterar as
condi¢des de processamento comercial, seja visando diminuir o tempo necessdrio para
alcancar a seguranga e estabilidade do produto ou para diminuir a temperatura e
melhorar a qualidade e caracteristicas organolépticas do produto final (Parish, 2006).

Considerando os resultados obtidos neste trabalho, pode-se concluir que a
resisténcia térmica dos enddésporos de A. acidoterrestris DSM 2498 foi influenciada
pelo pH, sendo menor a sobrevivéncia em valores de pH acidos. Além disso, a
temperatura € a matriz dos sucos de frutas também afetaram a reducdo decimal de

enddsporos de A. acidoterrestris a 95 °C.

2.5.3. Modelos matematicos

O tratamento térmico é o método de processamento mais utilizado para a
conservacdo de sucos de frutas tropicais. No entanto, temperaturas utilizadas na
inddstria nem sempre sdo suficientes para inativar os endésporos de micro-organismos
termorresistentes, como os de A. acidoterrestris. Em razdo das caracteristicas de
qualidade do produto (cor, sabor, textura e nutrientes) ser mais termossensiveis do que
0s proprios micro-organismos, a utilizacdo de métodos de processamento térmico mais
drastico torna-se limitada. Diante disso, faz-se necessario aliar outros fatores ao
tratamento térmico (por exemplo, o pH), visando manter as caracteristicas
organolépticas e garantir a qualidade microbioldgica do produto (Wang et al., 2010).
Neste trabalho, modelos matemdticos por andlise de varidncia de regressdo foram
utilizados com o objetivo de definir os fatores mais importantes na inativacio térmica
de enddsporos de A. acidoterrestris (Tabela 3).

Em todos os modelos avaliados, o fator pH e a interagdo pH e temperatura foram
significativas (p<0,05) para a inativagdo térmica de enddsporos de A. acidoterrestris.
Nos sucos de abacaxi e maracujd o fator temperatura isoladamente também foi
significativo. O fator quadratico temperatura ndo apresentou significancia em nenhum
dos modelos. Dentre os sucos avaliados, somente os sucos abacaxi, laranja e maracuja
tiveram significancia no termo quadratico da varidvel pH. Os sucos de goiaba, mamao e

manga foram ajustados no modelo linear (Tabela 3).
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Tabela 3 — Parametros estatisticos utilizados para avaliar a adequacdo dos efeitos pH e temperatura, e equacdes dos modelos de interacdo para
diferentes sucos de frutas tropicais.

Valor D médio

Sucos R? Cv* F valor P>F MSE . Equagdo
(min)
Abacaxi 0,89 14,6 39,3 <0,0001 1,11 7,63 Erro! Vinculo nio valido.
Goiaba 0,91 16,5 70,7 <0,0001 1,40 8,47 Erro! Vinculo nio valido.
Laranja 0,90 18,8 47,1 <0,0001 1,80 9,57 Erro! Vinculo nio valido.
Mamio 0,74 27,3 19,3 <0,0001 0,84 3,08 Erro! Vinculo nio valido.
Manga 0,93 14,1 90,0 <0,0001 1,15 8,18 Erro! Vinculo nao valido.
Maracuja 0,90 234 47,9 <0,0001 2,15 9,17 Erro! Vinculo nao valido.

CV — coeficiente de variagdo. MSE — erro dos quadrados dos residuos predito. *valores expressos em %.
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Dentre os sucos analisados, o ajuste dos valores D no modelo de regressao testado
apresentaram variacdes dos coeficientes de determinagcdo (R?) entre 0,74 (suco de
mamio) e 0,93 (suco de manga). O R? que indica a razdo entre a variacdo explicada
pela variacdo total, representa uma medida do grau de ajuste (Bahgeci e Acar, 2007).

Os coeficientes de variacdo (CV) dos dados apresentaram valores entre 14,1 (suco
de manga) e 27,3 (suco de mamao). O CV representa a dispersdo relativa dos pontos
experimentais a partir da previsdo do modelo e como regra geral ndo deve ser superior a
10% (Nath e Chattopadhyay, 2007). Os coeficientes de variagdo dos modelos analisados
neste trabalho foram sempre superiores a 10%. Apesar do CV ter sido maior do que o
esperado, os ajustes dos pontos apresentaram valores elevados nos coeficientes de
determinac¢do. Os valores de probabilidade foram menores do que 0,05, indicando que
os termos dos modelos possuem efeitos significativos sobre a varidvel resposta (valor
D), ou seja, o modelo é adequado no nivel de confianca de 95% (Tabela 3).

Os efeitos individuais das varidveis e as suas interagdes com a varidvel resposta
(valor D) estdo representados no grafico de Pareto (Figura 2). Em todos os sucos
analisados, o efeito mais significativo sobre o valor D foi a interacao pH e temperatura
(Figura 2). Em dois sucos, mamao e manga, o efeito temperatura apresentou resultados
semelhantes a interacdo pH e temperatura. No entanto, durante a andlise de regressao
ndo houve significincia quando a temperatura foi analisada individualmente para esses
dois sucos de frutas (Figura 2). O efeito temperatura no suco de laranja também nao foi
significativo, mesmo apresentando efeito considerdvel sobre o valor D (Figura 2).

Para todos os sucos analisados, a interacdo pH e temperatura foi o fator que
apresentou maior influéncia sobre a resisténcia térmica de enddsporos de A.
acidoterrestris (Figura 2). O fator pH foi o que apresentou menor influéncia sobre a
inativacdo térmica de endosporos de A. acidoterrestris, exceto no suco de abacaxi, onde
o efeito quadrético do pH influenciou menos na varidvel resposta. O segundo fator mais
importante variou com o tipo de suco analisado. Isso nos permite afirmar que a maior
eficiéncia para o controle da deterioracdo dos sucos se dd com a combinagdo de
varidveis, neste caso pH e temperatura, corroborando a validade da teoria de barreiras.
Diante dos resultados obtidos neste estudo, a redu¢do do pH permite uma vantagem
para as inddstrias, uma vez que nos processamentos térmicos de alimentos mais acidos

menos calor deve ser aplicado para alcangar a esterilizagao.
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Figura 2. Gréfico de Pareto representando o efeito dos pardmetros avaliados sobre o

valor D de enddsporos de Alicyclobacillus acidoterrestris em diferentes sucos de frutas.
Os coeficientes estimados das equagOes estdo representados pelas barras e as

porcentagens acumuladas representadas por linhas. Os efeitos, as interacdes € os termos

quadraticos foram padronizados (razao entre efeito e erro padrdo). Barras escuras sao os
efeitos e as interagOes significativas e barras claras os efeitos ndo significativos

(p>0,05).
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Em um estudo realizado com tratamento de micro-ondas, a combinacdo dos
efeitos, tempo e energia, apresentaram maior influéncia sobre o valor D, seguido dos
efeitos isolados (Giuliani et al., 2010). Quando Bahgaci e Acar (2007) avaliaram o valor
D de endésporos de A. acidoterrestris em tampao Mcllvaine, os efeitos isolados
temperatura e pH apresentaram maior influéncia sobre o valor D do que as interacdes,
sugerindo que a matriz alimentar influencia a resisténcia térmica dos enddsporos de A.
acidoterrestris.

A interacdo entre temperatura e pH se torna ainda mais importante para inativa¢ao
ou controle da germinac¢do dos enddsporos de A. acidoterrestris frente a capacidade
deste micro-organismo de crescer em valores de pH abaixo de 4,5, e de seus enddsporos
apresentarem resisténcia térmica elevada em bebidas 4cidas (Lee et al., 2004). Tais
fatos evidenciam a necessidade de melhor ajuste no bindmio pH e temperatura. Em
adicdo, a diminuicdo do tempo e da temperatura de pasteurizagdo, permitida pela
interacdo pH/temperatura, implica redu¢do do consumo de energia e da necessidade de
utilizar conservantes quimicos. Este fato € relevante para reduzir custos na industria e
melhorar a qualidade do produto final para os consumidores.

Outro fator favordvel a utilizagdo do pH como varidvel de controle na producao de
sucos, refere-se ao uso de 4cidos orgéanicos naturalmente encontrados nas frutas como
agente acidulante. Assim € possivel aproximar as qualidades organolépticas dos sucos
industrializados aos sucos in natura.

A modelagem matematica tem proporcionado melhorias das condi¢gdes ideais de
processamento (Peleg e Cole, 1998). As equacOes matemadticas representam uma
ferramenta importante para o controle e monitoramento dos processos térmicos
realizados industrialmente, sendo uma estratégia para corrigir falhas ocorridas durante o
processamento, garantindo a seguran¢a microbioldgica do alimento.

A construcdo de modelos baseados na inativacio de enddsporos de A.
acidoterrestris em sucos de frutas permite a sua extrapolacdo para inativa¢do de outros
micro-organismos patogénicos e/ou deterioradores. A. acidoterrestris tem sido
considerado um micro-organismo indicador para sucos de frutas e a sua elevada
resisténcia ao calor indica que estes representam riscos para a deterioragao de sucos
pasteurizados, envasados a quente e UHT (Ultra High Temperature).

Diante dos resultados obtidos conclui-se que valores de pH mais baixos e elevadas
temperaturas reduziram a resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris DSM
2498 inoculados em diferentes sucos de frutas, embora o efeito do pH sobre a

resisténcia térmica dos referidos enddsporos tratados a 95 °C tenha sido pouco
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evidenciado. A resisténcia térmica de A. acidoterrestris DSM 2498 foi afetada pela
composi¢cdo dos sucos de frutas e, com base na modelagem matemadtica de inativacdo
térmica, a interacdo pH e temperatura foi o efeito que obteve maior influéncia sobre a

variavel resposta Valor D.
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Capitulo 3



Efeito das bacteriocinas bovicina HCS e nisina sobre endésporos de
Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498 em diferentes sucos de frutas tropicais.

3.1. Resumo

Alicyclobacillus acidoterrestris destaca-se entre 0os micro-organismos deterioradores de
sucos e bebidas a base de frutas por ser uma bactéria termoacidoéfila esporulante e por
causar sérios problemas para as industrias de sucos de frutas. Métodos vém sendo
estudados com o objetivo de inativar enddsporos de Alicyclobacillus em sucos de frutas.
Dentre as estratégias estudadas, as bacteriocianas tem se destacado devido aos
resultados satisfatdrios de inibicao de endosporos de micro-organismos deterioradores e
por ser um bioconservante. Neste trabalho, a resisténcia térmica de A. acidoterrestris foi
avaliada em sucos de frutas tropicais contendo as bacteriocinas bovicina HCS e nisina.
Os sucos industrializados utilizados foram abacaxi, goiaba, laranja, mamao, manga e
maracujd com pH de 3,3 (HCI 1M). Suspensao de enddsporos previamente preparada e
ativada foi inoculada nos diferentes sucos (10°-10° UFC mL') e submetidos ao
tratamento térmico a 90 °C nos tempos de 0-25 min e a 95 °C nos tempos de 0-2,5 min.
As contagens de células vidveis foram determinadas e os valores D calculados a partir
da inclinacdo obtida da representacdo grafica entre nimero de enddsporos vidveis por
tempo de aquecimento. A adi¢do de bovicina HCS reduziu a resisténcia térmica de
enddsporos de A. acidoterrestris em todos os sucos e nas duas temperaturas, sendo
verificados os menores valore de D de todos os tratamentos anélisados. No tratamento a
90 °C o maior valor D encontrado foi 8,4 min no suco de abacaxi (controle) e 0 menor
no suco de mamao, Dooec = 2,3, no tratamento com bovicina HC5. H4 95 °C o maior
valor encontrado foi no suco de abacaxi (Dos.c = 4,5 min) no tratamento controle e o
menor no tratamento com bovicina HC5 nos sucos de mamao e maracuja (Dosec = 1,2
min). Verificou-se variacdo entre os valores z nos diferentes tratamentos realizados,
sendo o maior valor z de 26,4 °C no suco de laranja (bovicina HCS) e o menor de 9,5 °C
no suco de manga (controle). Nao foi observado efeito inibitério de enddsporos de A.
acidoterrestris do tratamento realizado com nisina nos sucos de mamao e manga. Esses
resultados demonstram que o uso de bacteriocina no controle e diminui¢do da
resisténcia térmica de A. acidoterrestris é promissor, apresentando varios beneficios

para as industrias de sucos e bebidas a base de frutas.

Palavras-chave: bactéria termoacidofila, resisténcia térmica, sucos deteriorados, valor

D e valor z
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3.2. Abstract

Alicyclobacillus acidoterrestris stands out among the spoilage microorganisms of fruit
juices and beverages because it is a spore-forming thermoacidophilic bacterium that
causes serious problems for the fruit juice industry. Methods are being studied in order
to inactivate endospores of Alicyclobacillus in fruit juices. Among the strategies
investigated, the use of bacteriocins stands out due to the satisfactory results obtained
on the inhibition of spoilage microorganism endospores. In this work, the thermal
resistance of A. acidoterrestris was assessed in tropical fruit juices containing the
bacteriocins bovicin HC5 and nisin. The pineapple, guava, orange, papaya, mango and
passion fruit juices were used, at a pH of 3.3 (HCl 1M). Endospores suspension
previously prepared and activated was inoculated in different juices (10°-10° CFU ml™)
and subjected to heat treatment at 90 °C for 0-25 min and at 95 °C for 0-2.5 min . The
viable cell counts were determined and the D values were calculated from the slope
obtained from the graphical representation of the number of viable endospores plotted
against heating times. The addition of bovicin HCS reduced the thermal resistance of A.
acidoterrestris endospores in all the juices tested and at the two temperatures, and the
lowest D values were observed. In the treatment at 90 °C, the highest D value was 8.4
min in the pineapple juice (control treatment) and the lowest in papaya juice in the
presence of bovicin HC5 (Dygo «c = 2.3). At 95 °C, the highest D value was found in
pineapple juice (Dys «c = 4.5 min) in control treatment and the lowest in the treatment
with bovicin HCS in papaya and passion fruit juices (Dos .c = 1.2 min). There was a
variation among the z values in the different treatments evaluated, being the largest z
value obtained in the orange juice in the presence of bovicin HCS (26.4 °C), and the
lowest obtained in the mango juice (9.5 °C) in mango juice (control). There was no
inhibitory effect of A. acidoterrestris endospores at the treatment with nisin in papaya
and mango juices. The results demonstrate that the use of bacteriocins in the control and
reduction of thermal resistance of A. acidoterrestris is promising, with several benefits

for the indutries of fruit juices and beverages.

Keywords: thermoacidophilic bacterium, thermal resistance, deteriorated juices, D

value, z value.
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3.3. Introducao

A deterioracdo de sucos de frutas por leveduras, bolores e bactérias lacticas € um
fato amplamente reportado na literatura (Parish e Higgins, 1988; Kusano et al., 1997;
Eguchi et al., 1999). Entre as espécies de bactérias que estdo frequentemente associadas
a deterioracdo de sucos de frutas processados, com valores de pH menores que 4,5,
incluem-se as do género Bacillus, Clostridium, Lactobacillus, Leuconostoc,
Alicyclobacillus e bactérias acetogénicas (Kusano et al., 1997; Chang e Kang, 2004).
Essas bactérias representam um problema para as industrias de alimentos por reduzir a
vida de prateleira dos produtos, gerando prejuizos econdmicos (Bianchi et al., 2010).

Dentre as espécies bacterianas associadas com o processo de deterioracdo de
sucos de frutas, aquelas pertencentes ao género Alicyclobacillus sao apontadas como os
principais agentes deterioradores (Yamazaki et al., 1996). Das 18 espécies
representantes deste género, cinco estdao associadas a deterioracdo de sucos e bebidas de
frutas (Pena e De Massaguer, 2006). A espécie A. acidoterrestris tem se destacado pela
alta frequéncia com que tem sido isolada em episddios relacionados a degradacdo desses
produtos, sendo considerada a espécie de maior importincia deste género (Chang e
Kang, 2004).

A deteriorac@o causada por A. acidoterrestris € de dificil deteccdo e ndo provoca
modificagdes facilmente perceptiveis no produto. Essa degradacdo estd associada a
presenca de compostos fenolicos, como guaiacol, 2-6 dibromofenol e 2-6 diclorofenol
que, em concentragdes elevadas, produzem “off-flavor”, mudanca de sabor que pode ser
percebida pelos consumidores, gerando menor aceitagcdo do produto (Splittstoesser et
al., 1998).

Com a finalidade de reduzir os prejuizos decorrentes da contaminagdo dos sucos
por micro-organismos deterioradores, varios métodos de controle tém sido aplicados na
inddstria de alimentos para prevenir a deterioracdo causada por A. acidoterrestris.
Dentre os principais métodos de processamento destacam-se o tratamento térmico, o
controle de pH, a utilizacdo de micro-ondas, atmosfera modificada e 4cidos organicos.
Estudos recentes também tém sugerido o uso de bacteriocinas na tecnologia de
barreiras, visando prevenir o dano de alimentos por A. acidoterrestris (Cotter et al.,
2005; Grande et al., 2005; de Carvalho et al., 2008; Souza 2008).

As bacteriocinas produzidas por bactérias do 4cido l4ctico apresentam efeito
bactericida ou bacteriostdtico, principalmente contra bactérias Gram-positivas e
constituem um amplo e diverso grupo de peptideos antimicrobianos sintetizados

ribossomicamente (Liicke, 2000; Cleveland et al., 2001). Uma bacteriocina muito
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utilizada nas inddstrias de alimentos como conservante € a nisina, um peptideo
produzido por Lactococcus lactis subsp. lactis que possui atividade antimicrobiana
contra varias bactérias Gram-positivas, incluindo as bactérias formadoras de enddsporos
(Delves-Broughton, 1990). O principal mecanismo de acdo da nisina em células
vegetativas baseia-se na interacdo com o lipideo II na membrana citoplasmadtica da
célula alvo (Breukink et al., 1999). Em enddésporos, sua atividade também estd
relacionada a interacdo com o lipideo II durante o processo germinativo, impedindo o
estabelecimento do metabolismo oxidativo e do potencial de membrana, inibindo o
crescimento dos endésporos germinados (Gut et al., 2008; Gut et al., 2011).

Além da nisina, a bovicina HC5, uma bacteriocina produzida por Streptococcus
bovis HCS5 (Mantovani et al., 2002), também apresenta grande potencial de aplicacdo
contra A. acidoterrestris. O efeito desta bacteriocina ja foi demonstrado contra varios
micro-organimos de origem alimentar, como Listeria monocytogenes, Clostridium
aminophilum, Clostridium sporogenes, Bacillus cereus, Bacillus thuringiensis,
Clostridium ssp. e Alicyclobacillus acidoterrestris (Mantovani e Russell, 2002;
Mantovani et al., 2002; Flythe e Russell, 2004; de Carvalho et al., 2007b). Bovicina
HCS € um lantibiético com elevada resisténcia térmica e estabilidade em ampla faixa de
pH (Mantovani et al., 2002; Houlihan et al., 2004).

Devido ao amplo espectro de acdo e atividade persistente contra bactérias
patogénicas e deterioradoras de alimentos, a bovicina HCS tem sido sugerida como uma
bacteriocina com potencial aplicacdo na conservacdo de alimentos (Mantovani e
Russell, 2003). Estudos anteriores demonstraram que A. acidoterrestris apresenta
grande sensibilidade a bovicina HCS5. Quando 1 UA/mL de bovicina HCS5 foi
adicionada ao meio de cultura de A. acidoterrestris foi verificado aumento da fase lag e
reducdo da velocidade especifica de crescimento, enquanto concentragdes de 10 e 20
UA/mL inibiram completamente o crescimento deste micro-organismo (Souza, 2008).
Na presenca de bovicina HCS, a resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris
foi reduzida em 77% (de Carvalho, 2006).

Diante da sensibilidade apresentada por enddsporos de Alicyclobacillus aos
lantibidticos, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito das bacteriocinas bovicina HC5
e nisina sobre a resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris em diferentes

sucos de frutas tropicais.
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3.4. Material e Métodos

3.4.1. Sucos de frutas tropicais

Sucos comerciais de abacaxi (pH 3,65 e 11,9 °Brix), goiaba (pH 3,78 e 10,3
°Brix), laranja (pH 3,51 e 11,8 °Brix), mamao (pH 3,90 e 11,7 °Brix), manga (pH 3,55 e
12,4 °Brix) e maracuja (pH 3,16 e 11,8 °Brix) foram utilizados nesse trabalho. Os sucos
foram adquiridos em um estabelecimento comercial da cidade de Vigosa (MG) e

pertenciam ao mesmo lote de fabricacao.

3.4.2. Cultura e suspensao de enddésporos

A estirpe de Alicyclobacillus acidoterrestris DSMZ 2498 foi obtida da colecdo
de culturas da Fundacao André Tosello (Campinas, SP). A suspensdo de enddsporos foi
preparada apds o cultivo do micro-organismo em caldo BAM, modificado por Silva e
colaboradores (1999). A cultura foi incubada por 120 h a 45 °C sob agitacdo orbital de
120 rpm, sendo posteriormente mantida sob refrigeracdo por 48 h a 4 °C (Silva et al.,
1999). Amostras da cultura foram coletadas (50 pL) e a ocorréncia de enddsporos foi
determinada por meio de coloracdo especial com corante verde malaquita (Brasil,
2003). Quando verificada a presenca de 80 a 90% de enddsporos, a cultura foi
centrifugada (3700 g, 20 min, 5 °C) e o sedimento foi ressuspendido em 20 mL de
solucdo fosfato de sédio 5 mM, pH 4,0.

Para eliminar as células vegetativas e ativar os enddsporos, a suspensdo obtida
foi incubada em banho-maria a 80 °C, por 10 min. Em seguida, a suspensdo foi
centrifugada trés vezes (3700 g/ 20 min/ 5 °C) e o sedimento foi ressuspendido em
10 mL de solagdo fosfato de sédio (pH 4,0 / 5 mM) e mantido refrigerado a 4°C. Os
enddsporos foram enumerados por plaqueamento em meio 4gar BAM. A suspensado de
endosporo foi tratada termicamente (80 °C/10min) antes de cada experimento, visando

eliminar as células vegetativas.

3.4.3. Preparo das solucoes contendo bovicina HCS e nisina purificadas

Para a obtencdo do extrato de bovicina HCS foi utilizado o procedimento de
extragdo descrito por Mantovani e colaboradores (2002). Streptococcus bovis HC5 em
fase estaciondria foi incubado a 70 °C por 30 min e em seguida centrifugado (9000 g/
15 min/ 4°C). O centrifugado foi lavado com solucdo de fosfato de sédio (5 mM, pH

6,5), ressuspendido em cloreto de sédio (pH 2,0) e mantido sob agitacdo por 2 h em
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temperatura ambiente. O sobrenadante posteriormente foi liofilizado € no momento da
utilizagdo ressuspendido em solugdo de fosfato de sédio (5 mM, pH 6,5).

O extrato da bovicina HCS foi purificado em HPLC, utilizando-se a coluna de
fase reversa (semipreparativa — Shimadzu C18; 5 um; 150 por 6 mm de didmetro
interior). A coluna foi equilibrada com 0,1% é&cido trifluoracetico (TFA) em dgua e o
peptideo eluido com gradiente de 35 para 50% de tampao contendo 80% de acetonitrila,
0,1% TFA em dgua. Foi utilizado fluxo de 1 mL min’!, temperatura de 22 °C e a
absorvancia foi monitorada a 214 e 280 nm. Apés a purificacdo, a bovicina HCS foi
liofilizada e a solugdo estoque foi preparada em solugdo fosfato de sédio (5 mM, pH
6,5) e estocada sob refrigeracao (4 °C) (Paiva, 2011b). Para determinar a concentracdao
de proteina na solug¢do de bacteriocina foi utilizado o método do 4cido bicinconinico
(Pierce Chemical Corp., Bonn, Germany), utilizando albumina sérica bovina (BSA)
como padrdo.

Nisina purificada foi obtida de Aplin & Barrett Ltd. (Trowbridge, United
kingdom) e ressuspendida em solucao fosfato de sédio (5 mM, pH 6,5).

3.4.4. Tratamento térmico

Tubos de aco inoxidavel (AISI 304 — 7,4 x 127 mm e 25 mm de espessura)
contendo 3 mL de cada suco com o pH ajustado para 3,3 foram inicialmente aquecidos
até 90 ou 95 °C. Apds a estabilizagcdo da temperatura, adicionou-se 23,4 pL do extrato
purificado de bovicina HC5 cencentrada e 19,0 pL de nisina (final de 2,14 pM em

> — 10° endésporos/mL foram

ambas as bacteriocinas). Imediatamente apds, 10
adicionados aos tubos. Aliquotas foram coletadas (200 pL) nos tempos 0-25 min no
tratamento térmico de 90 °C e de 0, 2,5 min a 95 °C e mantidas em banho de gelo até
serem plaqueadas pela técnica de microgotas (Morton, 2001). No tratamento realizado a
90 °C foi adicionado somente a bovicina HCS.

Os valores D foram determinados a partir da representacido grafica do nimero
de enddsporos vidveis em funcido do tempo de aquecimento e do cdlculo do coeficiente
angular obtido da linha de regressdo da curva de sobrevivencia. O valor D foi definido
como o tempo (min) a uma dada temperatura, capaz de reduzir em 90% o nimero de
enddsporos vidveis. A partir dos valores D foi calculado o valor z, definido como a

variacdo da temperatura requerida para reduzir 10 vezes o valor D (reducdo em ciclo

log), obtido a partir das linhas de regressao do logio-D vs valores de temperaturas
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correspondentes. Teste de andlise de Variancia foi utilizado para avaliar os efeitos do

tipo de suco, de bacteriocinas e da temperatura sobre o valor D.

3.5. Resultados

3.5.1. Perfil cinético de reducao térmica de enddésporos de A. acidoterrestris na
presenca das bacteriocinas bovicina HCS e nisina

A maior reducdo térmica a 95 °C dos enddsporos de A. acidoterrestris foi
observada em suco de mamaio, cujos coeficientes angulares das curvas de inativagdo
térmica foram 0,85, 0,72 e 0,63 nos tratamentos com bovicina HC5, controle e nisina,
respectivamente. Os menores valores de reducdo térmica ocorreram nos sucos de
abacaxi e laranja, com os coeficientes angulares no tratamento controle de 0,23 e 0,26,

respectivamente (Figuras 1 e Tabela 1).

Tabela 1- Pardmetros cinéticos de reducdo térmica a 95 °C de enddésporos de A.
acidoterrestris DSM 2498 em diferentes sucos de frutas a pH 3,3 contendo bovicina
HCS5 ou nisina.

Sucos de Controle Bovicina HC5 Nisina
frutas CA* R>  LogN/NO CA* R>  LogN/NO CA* R>  LogN/NO
Abacaxi 0,23 0,95 -0,53 0,64 0,80 -1,38 0,36 0,93 -0,92
Goiaba 0,41 0,88 -1,19 0,52 0,94 -1,51 0,42 0,94 -1,07
Laranja 0,26 0,92 -0,67 0,47 0,80 -1,19 0,34 0,83 -1,14
Mamao 0,72 0,68 -2,35 0,84 098 -2,00 0,63 0,88 -1,65
Manga 0,50 0,98 -1,28 0,74 0,92 -2,24 0,36 0,89 -0,87
Maracuja 0,52 0,92 -1,21 0,82 094 -2,00 0,54 0,95 -1,48

* CA= Coeficiente angular

Quando endésporos de A. acidoterrestris foram inoculados em sucos de frutas
tropicais com pH 3,3 e tratados termicamente a 95 °C, observou-se redugdo de
enddsporos vidveis em todos os tratamentos avaliados. A inativagdo térmica dos
enddsporos de A. acidoterrestris no tratamento controle variou entre os diferentes sucos
de frutas, sendo a maior redugdo de enddsporos verificada no suco de mamao e a menor
no suco de abacaxi (Figura 1 e Tabela 1).

A adicd@o de bacteriocinas (bovicina HCS e nisina) nos sucos de frutas interferiu
na inativacao térmica dos enddsporos, porém o efeito foi varidvel de acordo com o tipo
de suco avaliado. Em geral, a bovicina HCS5 apresentou maior efeito inibitério contra
A. acidoterrestris quando comparado ao tratamento com nisina (Figura 1 e Tabela 1).

57



Dentre os sucos de frutas tratados com bacteriocinas, o suco de manga, com
adicao de bovicina HCS, foi o que apresentou maior efeito de inativacdo térmica sobre
os endosporos de A. acidoterrestris, com o indice sobrevivéncia logaritmica de -2,24
(Tabela 1). Entretanto, o menor efeito da nisina também foi obtido neste suco.

Foram ajustados modelos lineares para todos os tratamentos e os valores de R?

obtidos foram préximos ou maiores que 90%, exceto para o suco de maméo, com R? de

68% (Tabela 1).
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Figura 1. Efeito das bacteriocinas bovicina HCS e nisina sobre a inativacdo térmica de
endésporos de Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498 inoculado (No=10°-10° UFC
mL!) em diferentes sucos de frutas tropicais (pH 3,3) submetidos a tratamento térmico
a 95 °C. Adicao de bovicina HC5 ( m ) e nisina ( A ) na concentragdo final de 2,14 uM e
tratamentos controle ( o ) sem adi¢do das bacteriocinas. O nimero de enddsporos
vidveis (UFC mL™') foi determinado por plaqueamento durante 2,5 minutos de
tratamento térmico (N).

59



3.5.2. Sensibilidade térmica

Os menores valores D foram obtidos nos tratamentos com bovicina HC5 em
ambas as temperaturas analisadas (90 e 95 °C) (Figura 2 e Tabela 2). Para o tratamento
controle os menores valores Dogec € Dysec foram verificados no suco de mamao com 3,5
min e 1,3 min, respectivamente. No tratamento térmico realizado a 95 °C os menores
valores D encontrados, dentre os sucos analisados, foram nos sucos de mamao, manga e
maracuja com adi¢cdo de bovicina HCS (aproximadamente Dos.c = 1,2 min), no entanto,
esses valores nao apresentaram diferenga quando comparado ao tratamento controle
(p >0,05). J4 para nisina, nesta mesma temperatura, os menores valores D foram
verificados no suco de mamao (Dosec = 1,3 min) e maracujd (Dosec = 1,6 min). O melhor
efeito de inativagc@o térmica com adi¢do de nisina foi observado no suco de abacaxi,
cujo valor Dosec foi 41% menor do que o tratamento controle (Figura 2).

Os valores D do tratamento controle a 95 °C dos sucos de abacaxi (Dosc = 4,5
min) e laranja (Dosec = 4,0 min) foram maiores em relacdo aos demais sucos de frutas
(Figura 2), indicando maior resisténcia térmica dos enddsporos de A. acidoterrestris
nesses sucos. Quando foi adicionado bovicina HCS5 em ambos o0s sucos, o
processamento térmico foi 64% e 48% mais eficiente no suco de abacaxi e de laranja
comparado ao controle, respectivamente. O efeito da bovicina HC5 no suco de abacaxi
também foi maior (39%) do que o da nisina (Figura 2). A nisina foi eficaz em ambos o0s
sucos, reduzindo a resisténcia térmica dos enddsporos de A. acidoterrestris no suco de
abacaxi em 59% e no suco de laranja em 40% quando comparado ao controle. Em
comparagdo com controle, os tratamentos térmicos com adi¢cdo de bacteriocinas
apresentaram diferenca na reducdo decimal de enddsporos de A. acidoterrestris
(p<0,05). No suco de abacaxi, o efeito de reducdo da bovicina HC5 foi mais acentuado

do que o da nisina, diferindo estatisticamente os seus valores (p<0,05).
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Figura 2. Resisténcia térmica (valor D) de enddsporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM 2498 inoculado (No=10°-10° UFC mL™') em diferentes sucos de
frutas tropicais (pH 3,3). Sucos de frutas submetidos a tratamento térmico a 95 °C sem
adicao de bacteriocinas (barras escuras), ou contendo 2,14 uM de bovicina HCS (barras
claras) ou nisina (barras cinza). O nimero de enddsporos vidveis (UFC mL™) foi
determinado ap6s 2,5 minutos de tratamento térmico (N).

No suco de mamao submetido ao tratamento térmico a 90 °C, os valores D
obtidos para o controle e para o tratamento com bovicina HC5 foram muito préximos,
evidenciando baixa atividade da bacteriocina nessas condi¢des. O mesmo resultado foi
verificado na temperatura de 95 °C para os tratamentos realizados com bovicina HCS
(Dgsec = 1,2 min) e nisina (Dosec = 1,4 min) em relacdo ao controle (Dgsec = 1,3 min)
(Figura 2).

Os sucos com as maiores concentracdes de minerais foram os que apresentaram as
menores atividades das bacteriocinas. Dentre os sucos analisados, o suco de mamao
apresentou os maiores valores médios de minerais (77,4 mg.L™") e de cdtions bivalentes
Mg**e Ca®* (13,6 mg.L! e 38,1 mg.L"!, respectivamente), e os menores valores D. J4 os
sucos de laranja e abacaxi, contendo os menores valores médios de minerais (48,8 mg.L”
"'e 47,7 mg.L'!) foram os que apresentaram maior atividade das bacteriocinas.

Verificando o efeito isolado da temperatura (95 °C), percebe-se que os enddsporos
de A. acidoterrestris possuem maior resisténcia térmica no suco de abacaxi e laranja.
Quando tratados termicamente nesses sucos, os enddsporos de A. acidoterrestris

apresentaram valores de Dosec de 4,5 e 4,0 min, respectivamente. Esses valores foram
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71% e 68% maiores que o valor Dosec encontrado no suco de mamao (1,3 min), no qual
se observou a maior reducdo térmica. O valor D do tratamento controle a 90 °C nos
diferentes sucos avaliados variaram de 3,5 a 8,4 min e foram maiores do que os valores
de reducgdo térmica obtidos nos tratamentos com a bovicina HCS.

De acordo com o teste de varidncia (ANOVA), o efeito da temperatura sobre os
valores D ndo € influenciado pelo tipo de suco ou adicao de bacteriocinas (p>0,05).
Esse resultado indica que o efeito da temperatura € suficiente para reduzir a populacdo
inicial de enddsporos de A. acidoterrestris em sucos de frutas. O resultado da
compara¢do de médias entre as duas temperaturas (90 °C e 95 °C) refor¢ou a hipétese
de que quanto maior a temperatura do tratamento térmico, maior a inativagao térmica e
menor valor D. A média dos valores D na temperatura de 90 °C foi de 4,5 min e a 95 °C
de 2,1 min, apresentando acréscimo de 53% na reducdo térmica.

As maiores redugdes decimais obtidas no tratamento a 90 °C com adicao de
bovicina HC5 foram observadas nos sucos de mamao e manga e a menor reducdo
ocorreu no suco de goiaba (Tabela 2). O efeito da bovicina HCS na reducao térmica a
90 °C de enddsporos de A. acidoterrestris foi 62,6% maior no suco de manga do que o
controle (p<0,05). Em relagdo ao suco de goiaba nao houve diferenca, a 90 °C, entre o

tratamento controle e aqueles contendo bovicina HCS (p>0,05).

Tabela 2 — Resisténcia térmica (valor D) de enddésporos de Alicyclobacillus
acidoterrestris DSMZ 2498 em diferentes sucos de frutas (pH 3,3) contendo 2,14 pM
de bovicina HCS.

Controle Bovicina HC5
Sucos X .
valor D (min)* valor D (min)*
90 °C 95 °C Z 90 °C 95 °C z

Abacaxi 84 £14 45+06 184 38 +£08 1,6+0,1 133
Goiaba 39+£03 24+£00 237 43+0,7 19+£00 14,1
Laranja 6,8+03 4007 21,7 3401 22+03 264
Mamao 3,5+0,1 ,3+0,1 11,6 23+00 1,2+0,1 17,7
Manga 6,7+1,7 2005 95 25+03 13+00 17,6
Maracuja  45+03 20+00 142 3,6+03 1,2+0,0 10,5

* valores médios * desvio padrdo (n=4).
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No presente trabalho, em ambas as temperaturas (90 °C e 95 °C) a adicdo de
bacteriocinas foi um método eficiente na reducdo decimal de enddsporos de A.
acidoterrestris nos sucos de abacaxi, laranja e manga (p<0,05). Nos demais sucos de
frutas analisados ndo foram observados os efeitos da bovicina HC5 e da nisina sobre a
reducdo térmica de enddsporos, indicando que alguns sucos de frutas contém
componentes que inativam ou reduzem a atividade das bacteriocinas.

Quando comparado o efeito da bovicina HCS e da nisina nos diferentes sucos de
frutas, os resultados indicam que o tipo de suco ndo interfere na atividade da
bovicina HC5 (p>0,05). Resultados contrarios foram observados para a nisina, em que o
tipo de suco influenciou a atividade desta bacteriocina (p<0,05). Diante destes
resultados podemos concluir que a bovicina HC5 pode ser utilizada em diferentes tipos
de sucos de frutas e possui maior eficiéncia de inativacdo térmica de enddsporos de A.
acidoterrestris quando comparado a nisina.

Os valores z encontrados para os diferentes sucos e tratamentos avaliados estdo
apresentados na tabela 2. Os tratamentos controle e os tratamentos bovicina HCS5
apresentaram valores z médio proximos de 16,5 = 5,77 °C e 16,6 + 55 °C,
respectivamente. O maior valor z foi encontrado no tratamento com bovicina HCS em
suco de laranja (valor z = 26,4 °C) e 0 menor no tratamento controle em suco de manga
(valor z = 9,5 °C). O valor z obtido no tratamento controle para o suco de manga foi
60% menor que o valor z obtido para o suco de goiaba. No tratamento com bovicina
HCS também ocorreu variagdo de 60 % entre o maior € o menor valor de z obtido,
sendo o menor valor encontrado no suco de maracuja e o maior no suco de laranja

(Tabela 2).

3.6. Discussao

Conservantes quimicos sdao muito utilizados na inddstria de alimentos por
inibirem o crescimento de micro-organismos contaminantes. No entanto, devido aos
potenciais riscos a satude publica associados com algumas dessas substancias, pesquisas
relacionadas a aplicagdo de bacteriocinas em alimentos tem se destacado no contexto
industrial (Abee et al., 1995; Grande et al., 2007).

Virios estudos tém demonstrado a eficdcia dessas substincias antimicrobianas
contra micro-organismos em alimentos, apesar de seu uso ser ainda limitado
(Komitopoulou et al., 1999; Yamazaki et al., 2000; Grande et al., 2005). O efeito da
bacteriocina bovicina HCS5 ja foi testado em sucos e polpas de frutas apresentando

resultados satisfatérios na inibicdo de micro-organismos patogénicos e deterioradores
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desses produtos (de Carvalho, 2006; Souza, 2008). Os resultados obtidos neste estudo
confirmam e ampliam as observagdes acerca da efetividade das bacteriocinas bovicina
HCS5 e nisina contra enddsporos de A. acidoterrestris em sucos de frutas. Deve-se
destacar que a eficdcia de inibi¢do obtida pelos tratamentos com adicdo de bovicina
HCS foi maior do que o efeito de reducdo térmica apresentado pela nisina para alguns
tipos de sucos analisados.

A efetividade das bacteriocinas em alimentos depende de diversos fatores, que na
maioria dos casos envolvem as condi¢des de processamento alimentar, temperatura de
armazenamento, instabilidade as mudancas de pH, inativacdo de enzimas alimentares,
interacdo com aditivos e/ou ingredientes, adsor¢do das bacteriocinas aos componentes
dos alimentos, baixa solubilidade, distribui¢ao desigual e outros (Gélvez et al., 2007).

A instabilidade as mudangas de pH € um fator importante para a eficicia das
bacteriocinas. Esse efeito foi observado neste estudo em que a nisina apresentou menor
atividade quando comparada a bovicina HC5 em condi¢des acidicas (pH 3,3). Sabe-se
que em células vegetativas o mecanismo de acdo da bovicina HC5 € semelhante ao da
nisina, com interacdo especifica com as moléculas de lipideo II na membrana, inibindo
a sintese da parede celular bacteriana (Paiva et al., 2011b) e induzindo o efluxo de
potassio (Mantovani et al., 2002). Estudos mostram que a bovicina HC5 consegue
manter a sua afinidade com o lipideo II em uma ampla faixa de pH (2 a 10) (Paiva et al.,
2011a), sendo a interacdo diferente em valores de pH mais acidos, enquanto a interagdo
da nisina com o lipideo II € comprometida em valores de pH abaixo de 4 (E.J.Breukink,
dados ndo publicados). Além disso, segundo Davies et al. (1998), nisina ndo ¢é
completamente estdvel em pH 2, mantendo apenas 70% da sua atividade antibacteriana
em pH 4. Dessa forma, a maior atividade de bovicina HC5 em condig¢des acidicas, como
sucos de frutas, pode ser decorrente da maior interacio com o lipideo II nessas
condicoes.

A atividade da bovicina HC5 contra enddésporos ja foi observada em outros
estudos em que os valores D diminuiram de 77 a 95% na presenca de bovicina HCS5 em
polpa de manga (80 — 95 °C) e 94% no suco de abacaxi, 96% no suco de laranja,
mamao, uva, manga ¢ mac¢a (90 °C) (de Carvalho et al., 2007a; Souza, 2008). Souza
(2008), com o intuito de avaliar o efeito de bovicina HC5 e nisina na resisténcia térmica
de endosporos de A. acidoterrestris em diferentes sucos de frutas, observou que a
concentracdo de 80 UA/mL de ambas as bacteriocinas foi suficiente para reduzir

aproximadamente 30 vezes o valor D a 90 °C.
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No presente trabalho, as bacteriocinas apresentaram maior efeito na diminui¢ao da
resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris nos sucos de abacaxi, laranja e
manga evidenciando o efeito da matriz sobre a atividade das bacteriocinas. A influéncia
da matriz alimentar sobre o mecanismo de a¢cao das bacteriocinas ja foi relatada (Souza,
2008; Schillinger et al., 1996), porém, ainda ndo foram elucidados os mecanismos que
interferem com a atividade das bacteriocinas em alimentos.

Ao observar a diferenca de atividade de bacteriocinas sobre os enddsporos de A.
acidoterrestris em diferentes sucos de frutas, Souza (2008) sugeriu que a menor agdo
poderia estar associada a atividade de enzimas proteoliticas termorresistentes, como a
papaina (presente no suco de mamao) e a acdo de antioxidantes encontrados nos sucos.
No estdgio de ligacdo especifica ou inespecifica na membrana celular de células alvo, as
bacteriocinas sdo sensiveis a acdo de enzimas proteoliticas (Ennahar et al., 2000). Fato
similar parece ter ocorrido neste estudo, uma vez que, no suco de mamao em ambas as
temperaturas ndo houve diferenca entre os valores de reducdo decimal do controle em
relacdo aos tratamentos contendo bacteriocinas.

A perda de eficiéncia da atividade das bacteriocinas também pode estar
relacionada a presenca de concentracdes elevadas de cdtions bivalentes nos sucos de
frutas. Os resultados deste trabalho indicam que a diferenca de atividade das
bacteriocinas nos sucos de frutas pode estar relacionada com as concentracdes de
cations bivalentes presentes nos diferentes sucos analisados, uma vez que os sucos com
as maiores concentracdoes de minerais foram os resultaram nas menores atividades das
bacteriocinas. A baixa atividade da bovicina HCS e nisina no suco de mamao € outra
evidéncia da interferéncia dos cdtions sobre a atividade das bacteriocinas, uma vez que
este suco continha a maior concentracio de Mg>* e Ca?*, sendo 13,6 mgL' e
38,1 mg.L'!, respectivamente.

Estudos mostram que a eficiéncia da nisina Z contra células de Listeria
monocytogenes foi reduzida na presenca de cations di e trivalente, tais como Mg>*, Ca**
ou Gd** (Abee et al., 1995). Esses cations podem interagir com os fosfolipideos
carregados negativamente e com a cardiolipina presentes na membrana citoplasmatica
(Harwood e Russel, 1984; O’Leary e Wilkinson, 1988). Estudos do efeito de Mg?*e
Ca’* na atividade de bovicina HCS e nisina indicam que a atividade da nisina foi inibida
com maior intensidade por fons célcio, enquanto para bovicina HCS, o ion magnésio
apresentou efeito duas vezes maior de neutralizagdo da atividade em relacdo ao célcio.
Diante disso, parece que os dois peptideos interagem de forma diferente com a

superficie da célula bacteriana (Houlihan e Russell, 2006). Considerando estes efeitos,
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sugere-se que as concentragdes desses minerais nos sucos de frutas avaliados podem ter
influenciado os valores D encontrados nos tratamentos com nisina e bovicina HCS.

Sendo assim, esses resultados sugerem que a matriz do suco pode influenciar
tanto na resisténcia dos enddsporos de A. acidoterrestris, quanto na atividade de
bacteriocinas, isso porque as caracteristicas intrinsecas do alimento podem interferir na
solubilidade, na distribuicdo e na ligagdo das bacteriocinas com componentes do
alimento, como por exemplo, particulas de gordura ou proteinas (Schillinger et al.,
1996). Deve-se considerar que os componentes do suco podem auxiliar de maneiras
distintas na atividade das bacteriocinas, auxiliando de maneira sinergistica no processo
de inibic¢ao ou atuar como inibidor do peptideo. As diferencas de resultados de inibi¢ao
de micro-organismos obtidos em estudos realizados em tampao, meio de cultura e
matriz alimentar indicam a grande influéncia dos componentes do alimento sobre a
resisténcia térmica de micro-organismos e a atividade de bacteriocinas (Grande et al.,
2005; de Carvalho, 2006; Bahgeci e Acar, 2007; Souza, 2008). E possivel que a energia
cinética das moléculas e as forcas de interacdo (forcas de van der Waals e interacdes
eletrostéticas) entre o peptideo e as células alvo sejam distintas no tampdo e no suco de
fruta (Souza, 2008). Entretanto, de Carvalho (2006), em estudo realizado com bovicina
HC5 em polpa de manga, concluiu que a bacteriocina ndo interagiu com os
componentes da polpa de manga.

Uma das caracteristicas importantes das bacteriocinas bovicina HCS e nisina € o
fato de se manterem estdveis em temperaturas de pasteurizagdo do suco e poderem
garantir maior seguranca ao produto, uma vez que, mesmo que o enddsporo consiga
germinar, as bacteriocinas presentes no meio podem ter efeito bactericida sobre o
crescimento das células vegetativas. Recentemente, foi verificado que a atividade da
nisina contra enddsporos bacterianos de Bacillus anthracis estd relacionada a interagdo
com o lipideo II durante o processo de germinagdo. A interacdo ocorrida entre nisina e
lipideo II resulta na formacdo de poros na membrana citoplasmatica do enddsporo,
inibindo o seu desenvolvimento em células vegetativas (Gut et al., 2011). A ruptura da
integridade da membrana causada pela nisina impede o estabelecimento do metabolismo
oxidativo e do potencial de membrana, inibindo o crescimento dos enddsporos
germinados (Gut et al., 2008). Em enddsporos dormentes nao foi verificada a
associacdo da nisina com lipideo II, indicando que o lipidio II ndo € acessivel antes do
inicio da germinagdo (Gut et al., 2011).

Ja foi relatado que a bovicina HC5 pode inibir a germinacdo de enddsporos de

Bacillus cereus e Bacillus thuringiensis em meios sintéticos e reduzir a germinagao em
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polpa de manga (de Carvalho, 2006). A germinag¢dao do enddsporo envolve 4 etapas:
ativacdo, germinacdo, desenvolvimento e crescimento (Setlow e Johnson, 2001; Moir,
2003; Setlow, 2003). Se alguma destas etapas for bloqueada, esses enddsporos nao
conseguirdo germinar, € ndo exercerdo seu efeito deteriorador no alimento (de Carvalho,
2006).

A baixa redugdo decimal de enddsporos de A. acidoterrestris em sucos de frutas
com adicdo de bovicina HCS5 e nisina tratados termicamente nio coincide com o0s
resultados obtidos por Souza (2008) e de Carvalho (2008) que apresentaram uma
dréstica reducao quando sucos e polpa de frutas foram acrescidos dessas bacteriocinas.
Esses resultados mostram a necessidade de estudos mais aprofundados dos efeitos de
bacteriocinas em enddsporos e de suas interacdes com os sucos de frutas.

Viérios autores tém investigado os parametros de resisténcia térmica de
A. acidoterrestris em diferentes sucos de frutas. Os valores de reducdo decimal obtidos
neste trabalho (Figura 2 e Tabela 2) sdo semelhantes aos valores reportados na
literatura. A eficiéncia da temperatura na eliminacdo de enddsporos de
A. acidoterrestris em sucos de frutas foi relatada na literatura e indicam valores Dosec de
3,59 min no suco de laranja (pH = 3,9), 1,8 min no suco de maracuja (pH = 3,5) e 8,33
min em polpa de manga (pH = 4,00 (Komitopoulou et al, 1999;
de Carvalho et al., 2008; Mcknight et al., 2010).

Esse resultado evidencia a capacidade dos enddsporos de A. acidoterrestris
sobreviverem a tratamentos térmicos comumente utilizados pelas industrias de sucos e
bebidas a base de frutas. A. acidoterrestris tem sido utilizado como alvo para projetar
tratamentos térmicos de sucos de frutas, justamente por ser mais resistente ao calor do
que outros micro-organismos deterioradores (Silva e Gibbs, 2004).

A atividade da bovicina HCS foi mais eficiente na temperatura de 90 °C quando
comparado a de 95 °C. Para as industrias essa caracteristica pode ser muito vantajosa,
uma vez que os problemas gerados nos produtos durante o processamento térmico,
como mudangas nas propriedades sensoriais, podem ser reduzidos na presenca da
bacteriocina, além do que, a bacteriocina pode ser utilizada como conservante, evitando
deteriorac@o dos produtos caso algum enddsporo resista as etapas de processamento.

Diante dos resultados apresentados, conclui-se que a bacteriocina bovicina HCS,
além de diminuir a resisténcia de endosporos de A. acidoterrestris, sendo mais efetiva
que a nisina nas condi¢des testadas, ndo tem sua atividade influenciada pela composi¢ao
dos diferentes tipos de suco. Tais resultados, juntamente com o fato da bovicina HCS

ser estdvel a elevadas temperaturas e a baixos valores de pH, sendo mais efetiva em
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condi¢cdes acidicas, deve ser considerado para a sua eventual aplicacio como

conservantes em bebidas e alimentos acidos a base de frutas.
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CONCLUSOES

Alta temperatura e baixo pH reduzem a resisténcia térmica de enddsporos de A.
acidoterrestris em diferentes sucos de frutas tropicais.

A inativagdo térmica de enddsporos de A. acidoterrestris € mais pronunciada em
sucos de frutas com valores de pH mais acidos.

Em temperaturas elevadas (95 °C) o pH apresenta pouco efeito sobre a
resisténcia térmica de enddsporos de A. acidoterrestris.

A associacdo dos fatores temperatura e pH € a que mais contribui para a redugdo
da resisténcia térmica de endosporos de A. acidoterrestris.

A matriz alimentar influencia a resisténcia térmica de enddsporos A.
acidoterrestris.

A atividade da bovicina HCS sobre endosporos de A. acidoterrestris nao €
influenciada pela composi¢do dos sucos de frutas avaliados neste estudo.

A bacteriocina bovicina HCS foi mais efetiva do que a nisina para a inativagao
térmica de enddsporos de A. acidoterrestris inoculados em diferentes sucos de

frutas.
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