26° Encontro Anual d.e.lnichiogé.o Cignﬁﬁc’o. e lTesenbeds 20T
6° Encontro Anual de Iniciacdo Cientifica Junior

AVALIACAO DA ESPORULACAO DE Alicyclobacillus acidoterrestris EM
DIFERENTES MEIOS DE CULTURA

Cecilia Pellacani Gardiolo (PIBIC/CNPg/FA/UEM), Benicio Alves de Abreu
Filho (Orientador), e-mail: baafilho@uem.br.

Universidade Estadual de Maringa / Centro de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude /Maringa, PR.

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Microbiologia de Alimentos
Palavras-chave: esporos, Alicyclobacillus acidoterrestris, suco de laranja.

Resumo:

O Alicyclobacillus spp. € uma bactéria esporulada, que sobrevive a meios
acidos e temperaturas altas, e que frequentemente esta associada a
deterioracdo de sucos de laranja reconstituidos, causando sabor e odor
desagradavel no produto. Acredita-se que a maior fonte de contaminacao
deste microrganismo em sucos ocorra a partir da colheita da fruta, de modo
que a fruta inevitavelmente carregue células vegetativas e esporos até o
ambiente de processamento. Em condicbes favoraveis, 0s esporos
germinam, aumentando a concentracao suficiente desse microrganismo no
produto para produzir compostos aromaticos desagradaveis. Diante do
exposto, o objetivo deste trabalho é avaliar o processo de esporulacdo de A.
acidoterrestris em diferentes meios de cultivo, incluindo o suco de laranja
reconstituido. Para isso a cepa Alicyclobacillus acidoterrestris CBMAI 0244
foi inoculada em diferentes meios de cultivo com pH 4,0 (BAT, K agar, YSG
e suco de laranja reconstituido) a 45 °C por até 120 h. Nos tempos de 24 h,
48 h, 72 h, 96 h e 120 h. Os meios de cultivo foram submetidos a choque
térmico para germinagdo (80 °C por 10 minutos), realizadas diluicbes
seriadas, plagueamento em agar BAT e incubacéo a 45 °C por 24 h com o
intuito de quantificar os esporos em cada tempo avaliado. Em 24h, houve
crescimento significativo de esporos em todos 0os meios de cultivo, e 0 meio
BAT apresentou um ambiente mais favoravel para esporulacdo do mesmo.

Introducao

Alicyclobacillus spp. € uma bactéria que tem causado grande preocupacao e
prejuizos no setor de suco de laranja concentrado e congelado, devido a sua
capacidade de formar esporos, permanecendo ao longo das etapas de
processamento do suco de laranja, além da sua caracteristica deteriorante,
causando sabor e odor desagradavel ao produto.

Alicyclobacillus spp. sédo bactérias Gram-positivas que contém acidos graxos
ciclicos como principal componente da membrana celular, sdo aerébicas ou
anaerobicas facultativas, se multiplicam na faixa de pH entre 2,0 a 6,0 e na
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faixa de temperatura de 20 a 70 °C (Lee et al., 2010). Formador de esporos,
0S mesmos sdo metabolicamente inativos e podem permanecer sob a forma
dormente, onde em condi¢cdes favoraveis, o0s mesmos sdo capazes de
germinar e se tornarem células vegetativas novamente.

A destruicdo ou prevencdo da germinacdo de esporos é de extrema
importancia durante o processamento de alimentos, uma vez que esporos
nao germinados ndo causam a destruicao dos alimentos (Ray, 2003).

O tratamento térmico aplicado no processamento de sucos é capaz de
eliminar células vegetativas, entretanto, os esporos sdo capazes de
sobreviver a pasteurizacdo. Devido a deterioracao causada A. acidoterrestris
em produtos acidos, se faz necessario estudos sobre o seu comportamento
bem como seu processo de esporulacdo em alimentos.

Materiais e métodos

1.Cepa

A cepa de Alicyclobacillus acidoterrestris CBMAI 0244 utilizada, foi obtida no
Laboratério de Microbiologia de Agua, Ambiente e Alimentos da
Universidade Estadual de Maringa, foi adquirida da Colecéo Brasileira de
Micro-organismo de Ambiente e Industria (CBMAI) localizada no Centro
Pluridisciplinar de Pesquisa Quimicas, Biologicas e Agricolas — CPQBA /
UNICAMP.

A cepa foi cultivada em caldo BAT por um periodo de 24 h a 45 °C, em pH
4,0 sendo posteriormente plaqueada em agar BAT e incubadas por 24 h.
Apds, as placas contendo as colénias de A. acidoterrestris foram estocadas
a 4 °C para serem utilizadas no preparo do inoculo nos ensaios posteriores.

2.Meios de cultivo para esporulacéo

Para avaliar a esporulacdo, os meios de culturas foram preparados de
acordo com o procedimento indicado pela Associacdo Brasileira de
Citricultores, com padronizacéo do pH para 4,0, (Farrand et al., 1983).

A esporulacédo de A. acidoterrestris foi avaliada também no suco de laranja,
o qual obtido comercialmente na concentracdo de 65 °Brix e reconstituido
para 11 °Brix, para avaliar e constatar a auséncia de Alicyclobacillus spp.

3.Avaliacdo da esporulacdo através dos diferentes meios de cultivo

A cepa foi ativada em caldo BAT a 45 °C por 24 h, em seguida plagueada
através do método de tapete para cada um dos meios de cultivo avaliados
(BAT, K agar, YSG) e inoculada também no suco de laranja reconstituido. O
suco e as placas contendo o microrganismo foram incubados a 45 °C por até
120 h. Nos tempos de 24, 48, 72, 96 e 120 h, o cultivo foi coletado das
placas através de raspagem, colocados em tubos contendo agua estéril e
homogeneizados. Em seguida foi realizada uma diluicdo seriada e
plagueamento em agar BAT, para a quantificacdo de células vegetativas
presentes. Posteriormente o material coletado foi centrifugado a 10.000 rpm
por 3 minutos e lavado trés vezes com agua destilada esterilizada, para
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remocao de matéria organica e células viaveis, restando apenas 0s esporos.
Estes meios foram submetidos a choque térmico (80 °C por 10 minutos),
realizadas as diluicbes seriadas, plagueamento em agar BAT e incubacéo a
45 °C por 24 h para quantificar os esporos em cada tempo avaliado.

Resultados e Discussao

A Figura 1 demonstra os resultados da esporulacédo do A. acidoterrestris nos
meios avaliados (BAT, K agar, YSG e suco reconstituido), no tempo de
incubagéo de 24, 48, 72, 96 e 120 horas
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Figura 1. Esporulacao do Alicyclobacillus acidoterrestris 0244 nos meios BAT, K &gar, YSG
€ no suco de laranja.

A Figura 2 demonstra o resultado da célula vegetativa do A. acidoterrestris
para os meios avaliados.
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Figura 2. Crescimento da célula vegetativa do Alicyclobacillus acidoterrestris 0244 nos
meios BAT, K agar, YSG e suco de laranja.

Os resultados demonstraram que com apenas 24 horas de cultivo o
crescimento bacteriano atingiu nivel de esporulacao superior a 50% nos
guatro meio de cultura avaliados.

No suco de laranja recontituido, a esporulacdo atingiu um nivel de 50%, ou
seja o0 suco favoreceu a esporulagdo do microgranismo. Ao longo das 120 h
avaliadas observou-se que o nivel de esporulacédo para os meios YSG e K
dgar manteve-se na mesma concentragdo. No meio BAT houve um
favorecimento da esporulacédo com o aumento do tempo de incubacéao.

Conclusodes

Este resultado destaca a importancia de se avaliar o comportamento de
esporulacéo e buscar alternativas para enumerar e controlar a contaminagéo
do processo industrial de suco de laranja por Alicyclobacillus acidoterrestris.
Uma vez presente no processamento, a célula consegue chegar a um alto
nivel de esporulacédo em apenas 24 h, estes esporos podem resistir a todas
as etapas de processamento aplicados ao suco concentrado, e germinar no
suco de laranja reconstituido, causando deterioracdo no produto final e
perdas econdmicas pelas industrias.
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