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RESUMO

KAWASE, Katia Yuri Fausta. Efeito do conservador acido benzéico micronizado no
controle do crescimento de Alicyclobacillus spp. em suco de laranja. 2008. 49p.
Dissertagcdo (Mestrado em Ciéncia e tecnologia de alimentos). Instituto de Tecnologia,
Departamento de Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2008.

As espécies de Alicyclobacillus sdo acidotermofilas, esporogéneas, capazes de resistir ao
processo de pasteurizacdo; deteriorando suco de frutas produzindo “off flavours”. No Brasil, o
suco de laranja é o de maior incidéncia, correndo sérios riscos de ser eliminado da pauta de
importacdes da comunidade européia desde a década de 1990. Isso ocorre devido ao pH do
suco inferior a 4,0 e a exposi¢do do suco a temperaturas superiores a 45°C, durante o
manuseio ou estocagem do produto reconstituido. Acido benzéico é um conservador
amplamente utilizado, principalmente em bebidas &cidas, atuando na parede celular do
microorganismo e sobre diversas enzimas importantes do metabolismo da célula microbiana.
A concentracdo maxima permitida pela legislacdo brasileira, para bebidas ndo alcodlicas
gaseificadas e ndo gaseificadas é de 0,05g/100mL. O processo de micronizagdo por Expansio
Répida de Solucdo Supercritica, oferece ao produto micronizado uma maior
biodisponibilidade devido a uma reducdo do tamanho das particulas, para escala micro. Além
disso, € um processo que ao utilizar como solvente o diéxido de carbono, ndo gera residuos
como outros solventes convencionalmente utilizados em extracdo. Este trabalho objetivou
avaliar a atuagdo de acido benzdico micronizado, visando maximizar o efeito do conservador
em sucos de laranja, de modo a permitir a sua utilizacdo em concentragdes menores que as
usuais. Comparou-se a atuacio do dcido benzdico micronizado (0,0025 e 0,005g/100mL) em
relacdo a atuacdo dos conservadores benzoato de sédio e 4cido benzdico comerciais (0,005 e
0,01g/100mL), contra Alicyclobacillus sp e A. acidoterrestris DSM 2498, inoculados em suco
de laranja, por até 28 dias a 45°C e determinou-se a influéncia da composi¢ao de diferentes
sucos de laranja, na atuacdo dos conservadores benzoato de sédio e 4cido benzdico
comerciais, contra Alicyclobacillus sp e Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498. Em
adi¢do, o tamanho das particulas do 4cido benzdico micronizado foi determinado por
microscopia eletronica de varredura, cujo diametro foi de ca 10um enquanto o comprimento
de algumas particulas atingiu 200 pum. Por outro lado, na amostra ndo tratada observou-se
uma estrutura irregular com comprimento e largura de até 500 pm. Os conservadores
comerciais foram eficientes no controle de Alicyclobacillus acidoterrestris em suco de laranja
adocado, atuando como bacteriocidas nas concentragdes de 0,005 e 0,01g/100mL. Em suco de
laranja ndo adogado, este mesmo efeito foi obtido em Alicyclobacillus sp. apenas na
concentragdo de 0,01g/100mL; diferentemente da atuacdo em Alicyclobacillus acidoterrestris,
sendo a atuagfo apenas de bacteriostatica. Quando micronizado, a concentracio necessiria de
dcido benzdico para produzir efeito bacteriocida, na bebida adocada, foi de apenas
0,005g/mL, sendo uma alternativa eficiente para reducdo da concentracdo necessdria para
conservagao de suco, atuando, inclusive como esporicida.

Palavras-chave: Conservador. Micronizagdo. Alicyclobacillus, Suco de Laranja.



ABSTRACT

KAWASE, Katia Yuri Fausta. Effect of the micronizad benzoic acid preservative to
control of the growth of Alicyclobacillus spp. in orange juice. 2008. 49p. Dissertacio
(Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos). Instituto de Tecnologia, Departamento de
Tecnologia de Alimentos, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ,
2008.

Species of Alicyclobacillus are acidotermophilics, sporoforming, able to resist the process of
pasteurization; deteriorating producing fruit juice "off flavours." In Brazil, the orange juice is
the higher incidence, at serious risk of being removed from the list of imports from the
European Community since the 1990. This occurs because the juice pH of less than 4.0 and
exposure of the juice to high temperatures, exceeding 45 ° C, during handling or storage of
the reconstituted product. Benzoic acid is a conservative widely used, especially in soft
drinks, acting on the cell wall of the microorganism and several important enzymes of
microbial metabolism of the cell. The maximum concentration allowed by the Brazilian
legislation for non-alcoholic drinks and non sodavice sodavice is of 0.05 g/100mL. The
process of micronization by Rapid Expansion of Supercritical Solution, offers to the
micronizad product greater bioavailability due to a reduction in the size of particles to micro
scale. Furthermore, a process that is used as a solvent to carbon dioxide, does not generate
waste as other solvents used in conventional extraction. The objective of this work is to
evaluete the performance of micronizad benzoic acid, aiming to maximize the effect of
preservative in orange juice, in order to allow its use in concentrations lower than the usual.
We compared the performance of micronizad benzoic acid (0.0025 and 0.005g/100mL)
compared the performance of the comercial preservatives sodium benzoate and benzoic acid
(0.005 and 0.01 g/100mL), and against Alicyclobacillus sp. and Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM 2498, inoculated in orange juice, for up to 28 days at 45° C and it was
determined the influence of the composition of different orange juices, in the presence of
comercial preservatives sodium benzoate and benzoic acid, against Alicyclobacillus sp and
Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498. In addition, the size of the particles of micronizad
benzoic acid was determined by scanning electron microscopy, whose diameter was ca 10 um
while the length of some particles reached 200 p m. Moreover, the sample untreated there was
a structure with irregular length and width of up to 500 p m. Preservatives trade were efficient
in control of Alicyclobacillus acidoterrestris in sweeted orange juice, acting as bactericidal at
concentrations of 0.005 and 0.01 g/100mL. In orange juice without sugar, the same effect was
obtained in Alicyclobacillus sp. Only in the concentration of 0.01 g/100mL; unlike the
performance in Alicyclobacillus acidoterrestris, and the performance just bacteriostatic.
When micronizaded, the concentration of benzoic acid needed to produce effect bactericidal
in sweeted beverage was only 0.005g/mL, being an efficient alternative for reducing the
concentration necessary for conservation of juice, acting, even as sporicid.

Keywords: Preservative. Micronization. Alicyclobacillus. Orange Juice.
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1 INTRODUCAO

No inicio dos anos 90, o suco de laranja brasileiro correu sérios riscos de ser
eliminado da pauta de importacdes da comunidade européia, devido ao surgimento de
Alicyclobacillus, que adulteraram o sabor do produto, algo parecido com bacon ou
desinfetante. O pH do suco, inferior a 4,0 e a exposi¢do do suco a altas temperaturas,
superiores a 45°C, durante o manuseio ou estocagem do produto reconstituido, propiciam o
crescimento desta bactéria (EIROA et al., 1998).

Alicyclobacillus acidoterrestris sdo bactérias isoladas do solo, Gram positivas,
formadoras de esporos (centrais, subterminais e centrais), dcido-termdfilas, com crescimento
numa faixa de temperatura de 20 a 60°C e de pH de 2,5 a 6,0. Apresentam resisténcia ao
processo de pasteurizacdo, sendo capazes de promover a deterioracdo de sucos frescos nio
tratados e/ou pasteurizados estocados em ambientes sem controle de temperatura. Sdo assim
chamados devido & presenca de 4cidos graxos alfa-aliciclicos nas duas membranas que
contribuem para a resisténcia térmica de seus esporos, uma vez que reduzem a permeabilidade
da membrana (JENSEN, 1999).

A detecgao visual da deterioragdo dos alimentos (sucos) por Alicyclobacillus
acidoterrestris ¢ muito dificil porque este microrganismo ndo produz gis durante o
crescimento e ndo ocorre dilatagdo dos “containers”, mesmo que incipiente. Devido a esses
fatos, a deterioracdo durante estocagem dos produtos no mercado, pode ocorrer sem
mudangas perceptiveis (WALLS, 1997).

Bioensaios com camundongos e cobaias mostraram que A. acidoterrestris ndo é
patogénico, porém nos Estados Unidos tem sido o principal responsavel pela deterioragdo de
sucos de macd, laranja e tomate enlatados. Em condi¢des ideais, baixos niveis de esporos
(aproximadamente 1 esporo por 10 mL de suco) sdo suficientes para causar deterioragdo em
sucos de maca e uva verde (WALLS & CHUYATE, 2000). A presenca de Alicyclobacillus
em grandes variedades de sucos industrializados do Brasil e outros paises revela uma
distribuicdo cosmopolita, no entanto sua presenca tem sido pouco relatada ou subestimada
(PINHATTIL, 1999).

O Brasil é um dos maiores produtores e exportadores do suco de laranja e a
Comunidade Econdmica Européia, adquiriu na safra de 94/95, 62% das exportagdes
brasileiras (LIMA et al., 2000). No Estado de Sdo Paulo existem 11 industrias processadoras
de suco, sendo responsdveis pela geracdo de mil empregos diretos e 420 mil empregos no
campo (DELLA TORRE et al., 2003).

A partir da década de 1990, muitas mudangas aconteceram, como novas formas de
comercializacdo do produto para sua auto-suficiéncia no mercado. Os novos habitos,
induzindo ao consumo de produtos naturais; entre outros, ocasionou o aumento do consumo
nacional do suco de laranja (CORREA NETO & FARIA, 1999).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS), 20% da producdo mundial de
alimentos sdo perdidos por contaminagdo com agentes deteriorantes. Diante desse quadro, sdo
utilizados vérios métodos de conservacdo, entre os quais os aditivos conservadores, que sao
substancias que retardam os processos de deterioragdo de produtos alimenticios, protegendo-
os contra a acdo microbiana ou de enzimas e, desta forma, proporcionam aumento do periodo
de vida qtil dos alimentos (EVANGELISTA, 2000).

Os conservadores mais utilizados em alimentos sdo classificados como
bacteriostiticos e fungistdticos que atuam inibindo o crescimento do microrganismo nos
alimentos mantendo a sua caracteristica inicial por um tempo maior. O benzoato de sédio foi



o primeiro conservador permitido na utilizagdo em alimentos, e assim como o dcido benzdico,
¢é permitido pela legislag@o brasileira, ANVISA, RDC n°05 de 15/01/2007, para bebidas nao
alcodlicas gaseificadas e ndo gaseificadas, na concentracdo maxima de 0,05g/100mL.

O 4cido benzdico é menos utilizado que seu sal por apresentar menor solubilidade em
meio aquoso. Em bebidas acidas, o benzoato de sddio atua na forma de acido benzédico, que é
um 4acido orginico fraco que ndo apresenta implicagdes toxicas na concentracio
recomendada, sendo considerado substincia GRAS (Geralmente Reconhecida como Segura)
(CHIPLEY, 1993).

Entretanto, em concentragdes geralmente utilizadas pelas inddstrias de bebidas, este
conservador propicia um sabor desagraddvel ao produto. Neste caso, o processo de
micronizagdo representa uma alternativa para a reducdo da concentracio do conservador a ser
utilizada, com conseqiiente diminui¢do do “off flavour”. Além disso, seria também uma
alternativa para atender as exigé€ncias dos consumidores, que nos ultimos anos tem se
preocupado em consumir alimentos com menor concentragdo de aditivos e, uma alternativa de
melhorar a solubilidade do 4cido benzdico em meio aquoso.

Nos tltimos anos, vém crescendo o interesse na producdo de particulas finas
(micronizadas) a partir de sélidos soldveis em fluidos supercriticos. Existem diferentes
técnicas disponiveis. Uma das pioneiras é a Expansdo Rédpida de Solucdes Supercriticas,
conhecido como Processo RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solutions) (MATSON et
al., 1989).

Esta é uma alternativa atrativa devido ao nao uso dos solventes toxicos (cloroférmio,
diclorometano, acetato de etila, acetona e metano) largamente utilizado na preparagdo de
nanoparticulados pelos métodos convencionais.

Uma das propriedades fundamentais em tais processos € a solubilidade do sélido no
fluido supercritico. No caso do Processo RESS uma solubilidade insuficiente limita a
aplicabilidade pratica. A solucdo € expandida através de um ejetor, formando um jato,
provocando uma mudanca abrupta da densidade em funcdo da alteragdo da relacdo de
solubilidade soluto/solvente devido a variagdo de pressdo e de temperatura. Os produtos em
forma de particulados ou de filmes s@o coletados em um recipiente para posterior andlise.

Este processo fornece particulas em escala micro, que tém a sua biodisponibilidade
aumentada devido a uma maior capacidade de penetragdo através da membrana celular
(GIESE, 1994), podendo aumentar a atuagcdo do dcido benzdico sobre diversas enzimas
importantes do metabolismo da célula microbiana e, na parede celular do microorganismo.

Sendo assim, a presente dissertacdo objetivou:

a) Maximizar o efeito do 4cido benzdico como conservaodr pelo processo de
micronizagdo, em suco de laranja, possibilitando a sua utilizacdo em
concentragdes menores que as usuais.

b) Avaliar a atuagdo dos conservadores benzoato de sdédio e dcido benzdico
comerciais, sobre Alicyclobacillus sp. (isolado de suco de laranja comercial)
e A. acidoterrestris DSM2498 em nos diferentes sucos de laranja.

c) Comparar a atuag@o dos conservadores benzoato de sédio e dcido benzdico
comerciais em Alicyclobacillus sp (isolado de suco de laranja comercial) e
em Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498 nos diferentes sucos de
laranja.

d) Finalmente, comparar a atuacdo do dcido benzéico micronizado (0,0025 e
0,005g/100mL) em relagdo a atuacdo dos conservadores benzoato de sédio
e dcido benzdico comerciais (0,005 e 0,01g/100mL), contra Alicyclobacillus
sp e A. acidoterrestris DSM 2498, inoculados em suco de laranja.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Conservacao dos Alimentos

Para a conservacdo de alimentos podem ser utilizados métodos quimicos e/ou fisicos,
ambos atuam contra o desenvolvimento microbiano. Nos métodos fisicos estdo incluidos as
altas temperaturas (cozimentos, pasteurizacdo, esterilizagcdo), radiacdo e remocdo de dgua
(evaporagdo, secagem). Os métodos quimicos estdo incluidos a adicdo de conservadores
(agentes antimicrobianos), de cloreto de sddio, antioxidantes, fosfatos e agentes de cura
(TFOUNI & TOLEDO, 2001).

A combinacdo de vdrios fatores para conservar o alimento no efeito barreira foi
desenvolvido por Leistner (1995), onde cada fator € uma barreira que o microrganismo deve
ultrapassar. A tecnologia das barreiras, na qual o entendimento das interagdes complexas
entre temperatura, atividade de dgua, pH, conservadores quimicos, etc é utilizado para criar
uma série de barreiras que garantam a seguranga microbioldgica do alimento processado. As
barreiras utilizadas devem ser “altas o suficiente” para que o nimero de microrganismos nao
possa ultrapassa-las. Entretanto, as mesmas barreiras que conservam de forma satisfatéria um
alimento quando preparado adequadamente (Figura la), podem ser superadas por uma
elevada carga microbiana inicial (Figura 1b) quando, por exemplo, as matérias-primas nao sao
higienizadas adequadamente. Se, as mesmas barreiras forem utilizadas com um produto
diferente, mais rico em nutrientes que possam promover O crescimento microbiano, elas
podem ser inadequadas para conserva-lo (Figura 1c), e uma combinacio diferente pode se
necessaria ou sua altura deve ser aumentada (FELLOWS, 2006).

Figura 1 — Exemplos de barreiras no processamento de alimentos (t = resfriamento, a, =
baixa atividade de &4gua, pH acidificacdo, Eh = baixo potencial redox, pres. =
conservadores, V = vitaminas, N = nutrientes). (Adaptada de Leistner e Gorris,1995; citados
por Fellows, 2006).



2.1.1 - Conservadores

Os aditivos conservadores sdo substincias que retardam os processos de deterioracio
de produtos alimenticios, protegendo-os contra a acdo microbiana ou de enzimas e, desta
forma, proporciona aumento do periodo de vida qtil dos alimentos (EVANGELISTA, 2000).

O primeiro conservador utilizado foi o SO, em torno de 1813. Provavelmente utilizado
na conservacdo de carnes em época proxima a utilizacdo de enlatamentos (1810). Porém, o
benzoato de sddio foi o primeiro conservador quimico que recebeu nos EUA a permissdo do
Food Drug Administration (FDA) (1908) na conservagdo de certos alimentos. O &acido
sorbico, somente em 1955 foi aprovado como conservador de alimentos (JAY, 2005).

Existe um programa para o uso de aditivos em alimentos que tem como objetivo
avalid-los sistematicamente e apresentar subsidios para que os paises membros destas
organizagdes possam controlar o emprego desses aditivos em alimentos, levando em
consideracdo os aspectos relacionados com a saide humana, que estd no ambito da
Organizagdo para a Agricultura e Alimentacdo (FAO)/Organiza¢do Mundial da Saide (OMS).
Os grupos responsdveis pela implementacdo do programa sdo o JECFA (Comité Conjunto
FAO/OMS de Peritos Alimentares) e o Comité do Codex sobre Aditivos Alimentares e
contaminantes (CCFAC). O JECFA, o6rgdo acessor do Codex Alimentarius, avalia
toxicologicamente os aditivos alimentares e estabelece valores de ingestdo didria aceitdvel
(IDA) para as substanicas avaliadas (WHO, 1987; citado por TFOUNI & TOLEDO, 2001).
Os valores de IDA sdo utilizados por agé€ncias nacionais e internacionais para estabelecer
quantidades aceitdveis de aditivos alimentares a serem utilizados em diferentes alimentos, de
modo que o consumo ndo exceda a IDA (TOLEDO, 1996).

Os conservadores mais utilizados em alimentos sdo classificados como
bacteriostiticos e fungistiticos que atuam inibindo o crescimento do microrganismo nos
alimentos mantendo a sua caracteristica inicial por um tempo maior. Os mais utilizados e
permitidos pela legislacdo brasileira para bebidas ndo alcodlicas como os sucos de frutas, sdo:
dcido benzodico e seus sais de sddio, cdlcio e potdssio, com concentragdo méaxima permitida de
0,05g/100mL; acido sérbico e seus sais de sédio, potdssio e cdlcio, com concentragdo maxima
permitida de 0,08g/100mL para bebidas sem gis e 0,03g/100mL para bebidas com gés e;
diéxido de enxofre, com concentragdo maxima permitida de 0,004g/100mL (BRASIL, 2007).

Na Unido Européia, a concentragdo de benzoato e sorbato de sédio em bebidas é de no
maximo 1500 mg/L (0,15g/100mL) (WALKER & PHILLIPS, 2007).

De acordo com Luck & Piperno (1989), os conservadores devem apresentar as
seguintes caracteristicas: baixa toxidade, ser estdvel nos alimentos, ndo alterar as
caracteristicas sensoriais dos alimentos, de uso ficil, efetivo contra os microrganismos
previsiveis nas condigdes existentes (pH, atividade de 4gua, etc) e de baixo custo.

Para escolha do antimicrobiano, deve ser considerado o tipo de alimento,
processamento, armazenamento e microrganismo envolvido, bem como outras propriedades,
como a solubilidade, pKa (constante de dissociacdo), niveis toxicos e reatividade quimica do
composto antimicrobiano (JAY, 1994).

Os 4cidos orgénicos apresentam caracteristicas importantes, como a baixa
interferéncia no sabor e baixo nivel de toxicidade nas concentragcdes recomendadas. Assim, os
dcidos organicos de cadeia curta como o acético, citrico, propionico, benzdico e o sérbico, sdo
muito utilizados como conservadores ou acidulantes (BAIRD-PARKER, 1980), sendo
consideradas substancias GRAS (CHIPLEY, 1994); porém, atualmente, ocorre um aumento
na preocupagdo da populacdo em consumir alimentos com menor concentracdo de aditivos
(OLIVEIRA, 2004).

O é4cido benzdico (Figura 2) nao se acumula no organismo. Combina-se com a
glicina e transforma-se em 4cido hipurico, que € facilmente excretado por via renal, sendo
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este um dos motivos da auséncia de efeitos téxicos (FRIAS er al., 1996). Mesmo sendo a
formacao de 4cido hipudrico a partir de dcido benzdico um processo saturdvel, tendo a
disponibilidade da glicina como fator limitante, a eliminacdo do &4cido benzdico ¢é
relativamente rdpida (TFOUNI & TOLEDOQO, 2001). Alguns dados sobre a toxicidade do 4cido
benzdico e seus sais estdo apresentados na Tabela 1.

S
S

Figura 2 — Estrutura do acido benzdico

Tabela 1 — Toxicidade do acido benzodico e do benzoato de sddio.

Espécies testadas Periodo Dose ou Efeitos observados
Concentracio
Rato Nr’ 1,7-4,0g/kg peso 50% mortalidade
corpdreo
Porquinho da India, Nr’ 1,7-2,0g/100kg peso ~ 100% mortalidade
coelho, gato, cachorro corpéreo
Camundongo 3 meses 80mg/kg peso Aumento na taxa de
corpdreo mortalidade
Camundongo 5 dias 3% da dieta 50% de mortalidade
Camundongo 3 meses 4% da dieta (benzoato Sem efeito
de sédio)
Homem 3 meses 1g/dia Sem efeito
Homem 14 dias 12g/dia Sem efeito
Homem 60-100 dias 0,3-0,4g/dia Sem efeito
Homem Virios dias 5-10g/dia (benzoato de Sem efeito
s6dio)
Camundongo 17 meses 40mg/kg peso Distidrbio de
corpdéreo por dia crescimento
Rato 18 meses 40mg/kg peso Distidrbio de
corpéreo por dia crescimento
Rato 2 semanas 5% da dieta (benzoato  100% mortalidade
de s6dio)
Rato Nr 1,5% da dieta Decréscimo na taxa de
crescimento
Rato 2 semanas 1% da dieta (benzoato Sem efeito
de sédio)
nr

Fonte: Chipley (1993), citado por Tfouni & Toledo (2001)



Entretanto, o 4acido benzdico e seus sais oferecem sabor desagradavel nas bebidas
descrito como “picante” ou “de queimacgdo”, devendo ser utilizadas menores concentragdes
possiveis. Além disso, dcido benzdico ndo deve ser usado em produtos que apresentem na
formulagdo gelatina, metilcelulose ou outros agentes espessantes; devido sua
incompatibilidade com estes componentes (GAVA, 1984; ARAUJO, 1990).

A forma ndo dissociada dos acidos fracos confere a sua atividade antimicrobiana,
portanto o pKa é utilizado para saber sua eficiéncia no alimentos em determinado pH. Os
valores de pKa (pH no qual 50% da molécula se encontra na forma dissociada) na maioria dos
acidos encontra-se na faixa de pH entre 3,0 e 5,0; ou seja, a concentragdo da forma ndo
dissociada aumenta com a elevagdo da acidez do alimento (ARAUJO, 1999). O pKa do 4cido
benzdico € de 4,2 (McDONALD et al., 1991).

Segundo Jay (2005), em pH 4,0; 60% do &acido benzdico estdo na forma ndo
dissociados e, em pH 6,0, apenas 1,5%, restringindo a atuacdo em produtos de elevada acidez,
como suco de maci, refrigerantes, extrato de tomate, entre outros alimentos acidos.

Ao entrar na célula viva por transporte passivo devido a permeabilidade da membrana
dos microrganismos ao conservador, o dcido ndo-dissociado se dissocia (RCOO™ + H") por ser
o pH interno (ca de 7,0) da célula mais elevado que o pKa do dcido. A diminui¢do do pH
intracelular resulta no enfraquecimento do gradiente da membrana, que representa o potencial
eletroquimico empregado pela célula para transporte ativo de certos compostos como
aminoécido, afetando o transporte de nutrientes (BRUL & COOTE, 1999). E, o citoplasma
assim acidificado, inibe o metabolismo, particularmente das enzimas da gliclise
(STRATFORD & ANSLOW, 1998). O transporte compensatdrio de prétons para o exterior
da célula afeta tanto o transporte ativos de nutrientes como diminui a energia celular,
interferindo no metabolismo energético (BARBOSA—CANOVAS et al., 1999; McDONALD
etal., 1991).

Freese et al. (1973) demonstraram que os benzoatos agem contra os microrganismos
inibindo a absor¢do de moléculas de substratos pelas células.

Stratford & Anslow (1998), relataram que o dcido benzdico e o sérbico liberam menor
nimero de prétons em relagdo a outros dcidos fracos, evidenciando outros mecanismos de
inibi¢do simultinea desses conservadores, como por exemplo, a atuacdo direta na membrana
celular ou atuagdo como inibidor especifico do metabolismo.

Estes dcidos lipofilicos possivelmente passam a inibir ou até mesmo matar
microorganismos através da modificacdo e permeabilidade das membranas celulares e pela
ocorréncia ou ndo de reagdes metabdlicas primordiais para o desenvolvimento da atividade
celular.

A acdo inibitdria do acido benzdico na multiplicacdo da levedura pode ser explicada
pela competicdo com o acetil pela coenzima-A, reduzindo assim a formacgdo de acetil-
coenzima-A e bloqueando a atividade da carboxilase pirdvica. Dessa forma, os processos que
envolvem a utilizacdo da acetil-coenzima-A ficam prejudicados e ocorre redugdo na sintese de
compostos como 0s acidos alfacetoisocaprocio, succinico, oxaloacético, aspartico, da leucina
e treonina e dos dlcoois isoamilico n-propilico (GRIFFITH, 1989; GUTIERREZ, 1997).

Outro fator a ser considerado na utilizagdo do conservador, além do pH, ¢é a
solubilidade. O benzoato de sédio (C¢HsCOONa) é um granulado em pd, mais comercializado
que o 4cido benzdico (C¢HsCOOH) devido o sédio possuir elevada solubilidade em dgua
(500g/L), enquanto o 4cido apresenta ca 3,4g/L. (POLONEM, 2000).

Segundo Dias ef al. (2007), a solubilidade do dcido benzdico apresenta-se elevada em
solugdes com um pardmetro de solubilidade na regido de 11 — 13 (cal/em®)'”. O 4cido

benzdico teve o seu pardmetro de solubilidade () calculado em 11,2 (cal/cm3 2
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A teoria do parametro de solubilidade foi proposta por Hildebrand e Scott (1950) e é
conhecida como teoria das solugdes regulares, isto €, solugdes para as quais o volume de
excesso da mistura (V') é igual 2 entropia de excesso da mistura (S"y) que é igual a zero, ou
seja VEM = SEM = 0. As fungdes de excesso sao utilizadas para medir afastamentos do
comportamento ideal das solugdes.

O objetivo de qualquer teoria de solu¢des € exprimir as propriedades de uma mistura
liquida resultante da mistura de dois (ou mais) liquidos em termos de for¢as intermoleculares
e propriedades estruturais dos liquidos. Por conveniéncia de ordem pritica é desejavel que se
obtenham as propriedades de uma solug@o dispondo apenas de informagdo experimental dos
liquidos puros que a formam.

O parametro de solubilidade € a energia de vaporizagdo por unidade de volume. Esse
parametro pode explicar alguns elevados valores de solubilidade do 4cido benzdico em
algumas solugdes, como em O6leo mineral, acetato butirico e &4cido oléico e sua baixa
solubilidade em dgua (Tabela 2).

Tabela 2 — Parametro de solubilidade dos solutos e solubilidade do acido benzodico na
solugﬁo*

Solutos S (cal/em®)'? Solubilidade do 4cido benzédico
(mg/mL)

Oleo mineral 7,0 163,90%15,0

Acetato butirico 8,5 197,80+32,6

Acido oléico 8,67 245,50+20,0

Butanol 10,6 183,0049,90

Etanol 12,1 340,10+16,10

Agua 23,4 2,60£0,10

“Adaptada de Dias er al. (2007)

Alguns conservadores utilizados na industria de alimentos t€m sido testados também
em racgoes, na intenc¢do de diminuir as perdas de nutrientes durante a exposicao das silagens ao
oxigénio (SCHMIDT et al., 2007; BERNARDES et al., 2007).

2.2 — Processo de Expansao Rapida de Solucao Supercritica (RESS)

Um fluido supercritico (SF) pode ser definido como aquele que se encontra acima de
sua temperatura critica e pressdo critica, apresentando propriedades fisico-quimicas
intermedidrias entre um estado liquido e o estado gasoso (Figura 3). A condugdo de um
processo de separagdo usando uma planta de extra¢do supercritica requer a exploragcdo das
propriedades do solvente que o fluido possui no estado supercritico (COELHO, 1994).

No ponto critico existe apenas uma fase com propriedades tipicas de liquidos
(densidade) e de gases (viscosidade, compressibilidade e coeficiente de difusa madssica).
Sendo assim, um SF pode ter o poder de solvéncia, a difusividade e propriedades de
transporte aumentadas. (BRUNNER,1994).
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Figura 3 - Diagrama pressao x temperatura para um componente puro.

Nas condi¢des supercriticas, o gas comprimido apresenta baixa viscosidade (préxima
ao do gas) que permite uma rdpida penetracdo nas cavidades dos poros do material, além da
elevada densidade (préxima a de liquidos) que aumenta o processo de penetracdo, elevando a
capacidade de solvéncia. Estas caracteristicas permitem que os fluidos supercriticos tenham
boas condicoes de ser utilizados em processos de extracdo de solutos a partir de matrizes
sélidas (DOMINGO et al., 1998).

Todas as substancias (solventes) podem estar em condi¢des supercriticas desde que a
pressdo e a temperatura estejam acima do ponto critico (P, T.), mas em muitos casos, a
transicdo para o estado supercritico ocorre a elevadas temperaturas ndo compativeis com os
solutos, principalmente os farmacéuticos (Tabela 2). Os valores criticos de P e T aumentam
com o peso molecular e/ou a polaridade (VASUKUMAR & BANSAL, 2003). Na escolha do
fluido supercritico devem ser considerados nio apenas os valores favordveis das propriedades
criticas, mas também a viabilidade econdémica e a seguranca. Por exemplo, Xe e SFg
apresentam valores criticos baixos, mas sdo comercialmente caros. NO, e etano tém baixos
valores criticos, mas podem gerar misturas explosivas (SAKO et al., 1989).

A tecnologia de fluidos supercriticos estd rapidamente tornando-se importante para
aplicagdes industriais, principalmente na extracdo de materiais sélidos para producdo de
alimentos (café e chd), ingredientes alimenticios (aromas, agentes de cor, vitaminas e dcidos
insaturados) e nutracéuticos/fitofarmacéuticos (PERRUT et al, 2005; PASQUALI et
al.,20006).

A extragdo com fluido supercritico (SCF — Supercritical Fluid) é geralmente mais
rdpida que a extracdo liquida, e mais ecoldgica quando feita com diéxido de carbono como
solvente, pois ndo deixa residuo no extrato obtido. A SCF tornou-se uma alternativa
importante na extracdo de materiais de plantas em escala industrial, devido a necessidade de
substituir os solventes organicos (MAUL,1999).



A aplicacdo das tecnologias de precipitacdo por SCF requer previsiveis e consistentes
caracteristicas do produto. Um entendimento detalhado da influéncia de todo os pardmetros
relevantes do processo é necessario. Muitos parametros apresentam simultineas influéncias
nos diferente passos, como o mecanismo do fluido, transferéncia de massa, e formacdo e
crescimento das particulas.

O didéxido de carbono (CO,) € utilizado em extragdo supercritica em mais de 98% das
aplicagdes (PASQUALI et al., 2007). Apresenta condi¢des criticas moderadas, ja
apresentadas (Tc 31°C e Pc 73bar) além de ser um géis nfo t6xico, o que poderia simplificar
os problemas com residuos de solventes (FAGES et al., 2004).

As propriedades criticas de alguns solventes comumente utilizados como fluido
supercritico s@o listadas na Tabela 3. A mudancga de solubilidade dos diferentes solutos no
mesmo solvente é um ponto positivo no processo RESS (TURK, 1999).

Tabela 3 — Condigdes criticas de alguns solventes

Solvente Tc (K) Pc (MPa)
Dioéxido de carbono 304,2 7,38
Trifluorometano 299,0 4,8
Propano 369,8 4,24
Agua 647,2 22,12
Xenodnio 289.6 5,9

SF¢ 318,5 3,8

N,O 309,5 4,1

Pc — pressdo critica, Tc — temperatura critica

A produgdo de particulas através da descompressdo das solugdes com fluido
supercritico, foi primeiramente relatado por Hannay e Hogarth (1879) que afirmaram: “Nos
temos o fendmeno de um soélido dissolvido em um fluido, e quando o sélido é precipitado pela
reducdo da pressdo, este cai como uma “neve” no gas”.

Krukonis foi o primeiro cientista que tentou aplicar o fluido supercritico para produgao
de particulas finas com pequena distribuicdo de tamanho (KRUKONIS, 1984). Esta técnica
foi depois chamada de “rapid expansion of supercritical solutions (RESS)” e pode ser vista na
Figura 4. A precipitacio ou recristalizacdo do material é resultado de uma rdpida
descompressdo do fluido supercritico que passa por um ejetor e, consequentemente um
elevado grau de supersaturacdo € atingido instantaneamente (DOMINGO et al., 1996). O
solvente pode ser recuperado durante o processo continuo.
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Figura 4 - Representacio do processo RESS.

Apesar de o processo RESS ser um método simples e efetivo de produgdo de
particulas com uma distribui¢do relativamente reduzida de tamanhos, a maior limitagdo de
processo € a baixa solubilidade de alguns materiais no CO, supercritico. Uma quantidade
elevada de fluido, muitas vezes € necessaria para obter uma pequena quantidade de particulas,
além de ser uma tecnologia cara por ser em alta pressdo Para resolver este problema, co-
solventes sdo usados para aumentar a solubilidade das substancias (HU et al., 2003), o que
ndo € necessdrio para o dcido benzdico.

Este processo permite a obtencdo de micro ou até mesmo nanoparticulas que além de
uma estreita distribuicdo de tamanho, pode ser usada para microencapsulagio e elevacdo da
superficie de contato de substincias ativas. Outras vantagens podem ser alcangadas
dependendo da configuragdo do processo escolhido, como: produtos com elevada pureza,
controle do polimorfismo do cristal (FAGES er al., 2004), possibilidade de processar
moléculas termossensiveis (como compostos de atividade bioldgica), processos com uma
Unica etapa e, de ser uma tecnologia que ndo afeta o ambiente devido ao solvente ser
eliminado da matriz com uma simples redu¢do da pressdao (DOMINGO et al., 2002).

Virios processos de formacdo de particulas sélidas que usam gases densos para
micronizagdo t€m sido estudados intensamente. As propriedades termodinidmicas e
fluidodinamicas tdnicas dos fluidos supercriticos podem ser usadas para a formagdo de
compositos, impregnacdo de solidos, formagdo de emulsdes e formagdo de particulas
pequenas para diferentes aplicacdes (KNEZ & WEIDNER, 2003).

Na Figura 5 sdo apresentadas as curvas de solubilidade de acido benzdico em CO,,
importantes para o cdlculo da massa de acido benzdico solivel nas temperaturas e pressdes
usadas nos experimentos. Para uma dada pressdo e temperatura tem-se a fracdo molar e
consequentemente a massa solivel nesta condi¢do. Qualquer ponto localizado nas is6baras da
figura representa a condicdo no extrator onde a massa do soluto estd totalmente solivel no
CO, (DOMINGO et al., 1997).
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Figura § - Solubilidade do dcido benzdico em CO, (DOMINGO et al., 1996)

As variagdes no processo RESS como as dimensdes do bocal de expansdo a
temperatura e a pressdo da solucdo influenciam as caracteristicas da expansdo e afetam a
natureza do produto. Embora as propriedades fisico-quimicas e a concentracio do soluto na
solugdo supercritica, antes da expansao influenciem nas caracteristicas do produto, estas ndo
sdao diretamente relacionadas as propriedades da expansdo, a qual é governada pelo fluido
(MATSON et al., 1989).

De acordo com TURK et al. (2002), o processo RESS, ou micronizagdo, ¢ um método
promissor no aumento da solubilidade de alguns compostos pouco soliveis em meio aquoso.
Este processo aumenta a superficie de contato, com um conseqiiente aumento na solubilidade
e biodisponibilidade dos produtos sdélidos, promovendo uma maior solubilidade na
formulagdo além de maximizar a eficiéncia diminuindo a dosagem requerida (PERRUT et al.,
2005).

A principal aplicacdo das técnicas de cristalizacdo por fluido supercritico estd nas
dreas de purificacdo e reducdo de tamanho de particulas. As caracteristicas das particulas
(tamanho, forma, superficie, estrutura e morfologia do cristal) sdo fatores importantes para o
controle das propriedades dos produtos, principalmente os firmacos. Em geral, a morfologia
influencia na estabilidade quimica do sdlido e, a estreita distribui¢do no tamanho é importante
para a uniformidade de atuacdo (PASQUALI et al., 2006).

A pureza polimédrfica é um importante pardmetro a ser considerado em produtos
farmacé€uticos, pois a presenca de fases diferentes do cristal pode acelerar o processo de
conversdo por diminuir a relevante barreira de energia de ativacdo. A fase de transformacio
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por levar a diferentes polimorfismos com propriedades quimicas e fisicas ndo desejadas. Por
esta razdo, alguns regulamentos sdo necessdrios para limitar as impurezas polimérficas em
produtos farmacéuticos (YORK, 2001).

O pocesso RESS pode também influenciar no fluxo do soluto nas membranas em
qualquer veiculo dos farmacos, que deve ser constante. Isso porque que além do solvente, o
tamanho e a distribui¢do das particulas s@o pardmetros que influenciam neste fluxo, e que
podem ser modificados, como visto, por este processo (DIAS et al.,2007).

A micronizac@o possui uma vasta aplicacdo. Além dos experimentos com compostos
farmacé€uticos, outros tipos de materiais estdo sendo utilizados, tais como polimeros e
substancias inorganicas (FRANCA et al., 2004).

Domingo et al. (1997) obtiveram cristais de acido benzédico (a 403K, ca 130°C)
alongados com comprimentos de 2-8um e didmetro de 2-5 um, em condi¢gdes de pré-expansio
de 16-20MPa (160-200Bar) e 318K (ca 45°C), usando um ejetor capilar. Os autores relatam
que operagdes que permitem maior tempo para conseqiiente crescimento durante a expansao,
ird aumentar o tamanho do cristal.

Outros fatores podem contribuir para a obtengéo de cristais maiores, como o tempo de
expansio (LELE & SHINE, 1994), que deve estar entre 10* - 10% (TOM &
DEBENEDETTI, 1991); o didmetro do ejetor, que a temperatura constante, quanto maior,
maiores serdo os cristais formados (Tabela 4) (TURK, 1999); a baixa temperatura de pré-
expansdo propiciam a formacdo de cristais mais alongados devido a solugdo ficar abaixo da
saturagdo; a temperatura do ejetor que deve ser eleva para ndo haver deplecdo do soluto na
entrada e formar cristais maiores; tipo de ejetor, capillary nozzle formam cristais maiores que
porous plate capillary (DOMINGO et al.,1996).

Esses autores concluiram que o cristal de dcido benzdico obtido por “porous plate
nozzle” apresentou menor tamanho que os obtidos por “capillary nozzle”, devido taxa de
fluxo, que € menor no primeiro caso que no segundo, possibilitando uma compensagdo na
diminui¢do de temperatura na descompressdo, feita pela transferéncia de calor no ejetor,
sendo a expansao realizada a elevada temperatura. Diferentemente no segundo caso, a pressiao
e a temperatura sdo diminuidas antes da entrada do ejetor provocando uma provavel
nucleacdo e aumento dos cristais nesta secdo, estes cristais terdo tempo para crescer ao longo
da expansao.

Tabela 4 — Diferenciacdo do tamanho de 4cido benzdico micronizado obtido RESS em
diéxido de carbono, em relagio ao didmetro do ejetor e sua temperatura’.

P (MPa) "~ TK) " X (um) "
13,8° 350 0,309
13,40 350 0,512
13,3 350 0,434
13,2° 380 0,526

“Adaptada de Tiirk (1999)
- pressdo de pré-expansdo, T — temperatura de pré-expansdo, x — tamanho do cristal
micronizado
ZTejetor: 448 K, Dejetor = 140um
Tejetor= 373 K, Dejetor =45um
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Domingos et al. relatam também que a distribui¢do de tamanho do cristal estd
relacionada com a variacdo da temperatura do ejetor, assim como a temperatura do coletor
que deve ser baixa para obter uma estreita distribuicdo dos tamanhos dos cristais, além disso,
uma maior taxa de fluxo diminui a quantidade de cristais diferentes da maioria, pois o residual
do soluto deixado no ejetor é menor.

Como os conservadores (antimicrobianos) atuam nas membranas dos microrganismos
seu potencial antimicrobiano pode ser aumentado, quando micronizado, penetrando com mais
facilidade em seu interior proporcionando assim um melhor efeito na conservagéo.

2.3 Qualidade do Suco de Laranja

A industria de suco de fruta é uma das maiores em todo o mundo no setor
agroindustrial, tendo como produto de maior destaque o suco de laranja. Esse mercado possui
duas regides altamente significativas: Florida (EUA) e Sao Paulo (Brasil). Sendo o Brasil o
maior produtor e exportador desse produto (GIL-IZQUIERDO et al., 2002).

De acordo com Corréa Neto & Faria (1999), o suco de laranja é definido como o
liquido limpido ou turvo extraido de laranja (Citrus sinensis) através de processo tecnoldgico
adequado, ndo fermentado, de cor, aroma e sabor caracteristicos, submetido a tratamento que
assegure a sua apresentacio e conservacao até o momento do consumo.

O suco de laranja refrigerado pronto para beber e encontrado no mercado
principalmente em embalagens cartonadas, que pode ser natural fresco, natural pasteurizado,
ou ainda reconstituido do concentrado. E possivel encontrar ainda suco processado
termicamente, em embalagens cartonadas, armazenado a temperatura ambiente (SUGAI et al.,
2002).

O suco de frutas industrializado sofre transformacdes no processamento € no
armazenamento, que podem ocasionar perdas no sabor e/ou aparecimento de sabor
desagraddavel (“off flavor”), devido a vdrias reagGes bioquimicas complexas entre seus
constituintes (LIMA et al., 2000). Esse processamento deve ser feito de forma a minimizar ao
mdaximo as reacdes que ocorrem para diminui¢do do valor nutritivo e de outros atributos de
qualidade do produto. Esse controle é fundamental para o processamento do suco de laranja.

O Ministério da Agricultura (2000) estabelece um minimo de 25mg% de 4acido
ascorbico nesse produto; outras caracteristicas podem ser citadas como os s6lidos soldveis
totais (SST), que deve ser de no minimo 10,5°Brix, e a relacao SST/acidez total tituldvel
(ATT), em g/100g de 4cido citrico anidro, minima de 7,0.

A Tabela 5 apresenta alguma terminologia utilizada na industria de producdo de sucos
citricos.

Tabela 5 — Terminologia utilizada na indstria citrica ~

Caixa de fruta ~ Unidade de peso equivalente a 40,8 quilos ou 90 libras

Brix Refere-se a percentagem de sélidos soliveis ou acucares e 4cidos, sendo
quantificado em graus brix através de refratometro.
Acidez Depois dos agucares, os dcidos sdo os sodidos soliveis presentes em maior
quantidade no suco.
Ratio E a relacgao brix/acidez e fornece o grau de maturagdo e qualidade do suco
" Munhoz (2000)
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A cor do suco de laranja é um atributo importante na preferéncia dos consumidores e
tem sido fator de controle de qualidade de alimentos industrializados na Unido Européia
(AIIN, 1996). Na USA, a cor dos sucos citricos € um dos pardmetros avaliados para
classificagdo comercial de produtos na sua qualidade.

Alguns estudos demonstram que a cor de bebidas citricas em geral, estdo relacionadas
com a percep¢ao do consumidor do flavour, dogura e outras caracteristicas em relacdo a
qualidade desses produtos (TEPPER, 1993).

Os fatores que influenciam a qualidade do suco de laranja sdo: microbiolégicos,
enziméticos, quimicos e fisicos, que comprometem suas caracteristicas sensoriais sabor
(aroma e gosto) , cor, consisténcia, estabilidade da turbidez, separagédo de fases solido/liquido)
e nutricionais (vitaminas). Esses fatores juntamente com o acondicionamento, a distribuicio e
a estocagem irdo influenciar a vida-de-prateleira do produto (GRAUMLICH et al., 1986).

As etapas de produgdo primadria da fruta até o preparo de seu suco para consumo final,
sdo responsaveis pela populacdo microbiana do suco de laranja (BRACKETT, 1992). As
condicdes higiénicas, bem como a estocagem e a etapa de extragdo, comprometem a
seguranca microbiolégica do suco (OLIVEIRA et al., 2006).

A deterioragdo microbiana do suco de laranja € ocasionada por microrganismos
tolerantes ao meio dcido, com predominio de bactérias laticas, leveduras e fungos. As
bactérias produtoras do dcido litico, como os Lactobacillus e Leuconostoc, apresentam baixa
resisténcia térmica, sendo geralmente destruidas quando submetidas ao tratamento térmico,
sao microaerdfilas e toleram pH baixos (VITALI & RAO, 1984). Os produtos de degradagdo
pelas bactérias sdo o diacetil, que induz odor forte e sabor desagraddvel ao suco, o0 CO; e o
dcido latico. A causa mais comum de deterioragdo de sucos de frutas € a por leveduras devido
a elevada tolerancia a acidez e mais resistentes a tratamentos térmicos que muitas bactérias e
fungos (SALZBERG & PEREIRA, 1985).

Cortés et al. (2008) relataram que a estocagem de suco de laranja a 2°C e 10°C por até
7 semanas, aumentam os valores de pH, podendo estar relacionado com deterioracio
microbiana. Os autores relataram ainda que o suco pasteurizado apresenta um aumento no
indice de escurecimento ndo enzimdtico (0,093+0,001) em relacdo ao ndo tratado
termicamente (0,086+0,001).

Na Flérida (EUA), foram relatados dois casos de surto causado por Salmonella sp. Os
resultados indicaram mds condi¢des sanitdrias da industria local de processamento de citricos
como a principal causa (PARISH, 1998). Em 1998, na Africa do Sul, um surto causado por
Shigella flexneri foi atribuido ao consumo de suco de laranja fresco (THURSTON et al.,
1998). No ano seguinte, 15 estados norte-americanos e duas provincias canadenses
reportaram surto de salmonelose, também associado ao consumo de suco ndo pasteurizado
(CENTERS FOR DISEASE CONTROL, 1999).

No Brasil, ndo hd surtos epidemiolégicos que associem o consumo de suco de laranja
a doencgas de origem alimentar (ALMEIDA et al., 2003).

TOCCHINI, et al. (1995) relataram que a vida-de-prateleira do suco de laranja
pasteurizado refrigerado, segundo uma tecnologia que se baseia na inativagdo enzimatica,
seguida de imediato resfriamento até a temperatura em que o produto é armazenado, €
encerrada quando a contagem de mesdfilos totais alcanca niveis préximos a 10* UFC/mL,
quando em embalagens de polietileno de alta densidade (PEAD) ou cartonadas do tipo Tetra-
Rex (sem aluminio) sao utilizadas.

No inicio dos anos 90, o suco de laranja brasileiro correu sérios riscos de ser eliminado
da pauta de importacdes da comunidade européia, devido ao surgimento de Alicyclobacillus,
que adulteraram o sabor do produto, algo parecido com bacon ou desinfetante. Isso devido ao
pH do suco inferior a 4 e a exposicdo do suco a altas temperaturas, superiores a 45°C, durante
0 manuseio ou estocagem do produto reconstituido (EIROA et al., 1998).
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2.4 Alicyclobacillus spp.

Normalmente, a alta acidez em alimentos é o suficiente para evitar a proliferacdao de
bactérias ndo esporogéneas como as bactérias lacticas, de bolores e de leveduras (BROWN,
1985), sendo a grande maioria eliminada por pasteurizagdo. Porém, este conceito de
deteriora¢do de produtos dcidos apresentou modificagdes com os relatos de deterioragdo de
suco de maga pasteurizado por bactérias tolerantes a acidez e temperatura, que mais tarde
foram classificadas no género Alicyclobacillus (CERNY et al., 1984).

Alicyclobacillus acidoterrestris s@o bactérias 4cido-dependentes, com crescimento
numa faixa de temperatura de 20 a 60°C e de pH de 2.5 a 6.0. Sdo assim chamadas devido a
presenga de dcidos graxos alfa-aliciclicos na membrana dessas bactérias (JENSEN, 1999).
Foram classificadas trés espécies de Alicyclobacillus: A. acidoterrestris, A. acidocaldarius e
A. cycloheptanicus. Recentemente, foram classificadas outras quatro, Alicyclobacillus
hesperidum (ALBUQUERQUE et al.,, 2000), Alicyclobacillus mali e Alicyclobacillus
acidocaldarius subsp. rittmani (NICOLAUS et al., 1998) e Alicyclobacillus herbarium
(GOTO et al., 2002).

Sdo esporogéneas formando esporos centrais, subterminais e terminais. SAo Gram-
positivas ou varidveis. A maioria das linhagens € aerébia, mas Evancho e Walls (2001),
encontraram linhagens anaerdbias facultativas.

Em 1884, Cerny et al. isolaram uma bactéria 4cido termdfila em suco de maca
deteriorado (mais tarde reconhecida como A. acidoterrestris). No Japao e na USA, estiveram
relacionadas com “off” flavour e deterioracdo de suco (JENSEN, 1999; PETTIPHER et al.,
1997; SPLITTSTOESSER et al., 1998; YAMAZAKI et al., 1996).

No verdo de 1994, na Europa, foi detectado essa bactéria no suco de fruta exportado
pelo Brasil, sendo constatado que a mesma vive em laranjais e solo brasileiro. Eguchi ef al.
(1999) relataram que o nicho primdrio desses microrganismos parece ser o solo.

Got et al. (2004) isolaram 60 linhagens de bacterias termoaciduricas de solo e dgua do
Japao, sendo identificadas como Alicyclobacillus.

Algumas caracteristicas de Alicyclobacillus acidoterrestris, Alicyclobacillus
hesperidum, Alicyclobacillus mali e Alicyclobacillus acidocaldarius sao apresentadas na
Tabela 6.
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Tabela 6 — Caracteristicas de espécies do género Allicyclobacillus

Linhagens: 1 — A. acidocaldarius ATCC 27009 *; 2 — A. acidoterrestris DSM 3923; 3 — A.
hesperidum DSM 12489 T 4 — A. mali TA-3. +, resultado positivo; W, resultado fpouco
positivo; -, resultado negativo; ND, ndo avaliado. Os seguintes componentes formam &4cidos
por todas as linhagens citadas: L-arabinose, celobiose, D-frutose, galactose, D-glucose,
maltose, D-manose, D-xilose.

Caracteristicas 1 2" 3 4
Catalase + + - Y
Teste Voges-Proskauer - - ND -
Hidrdlise de Amido + - + +
Crescimento em 5% NaCl - + - -
Crescimento com presenga de lisozima - - ND -

Producdo de acido a partir de:
D-Arabinose

Eritritol

B-Gentiobiose

Glicogénio

Inositol

Lactose

Manitol

Melezitose

Melibiose
Methil-a-D-glucosideo
Methil-a-D-manosideo
D-Rafinose

Ramnose

Ribose

Salicin

Sorbitol -
L-Sorbose
Amido + - - +
D-Turanose -
Xilitol - + - -

'+ o+
O

+ +
I S - R
1

s T T S
i T L T L e i =
1 + 1
1 1 1

+
+
1

" Tabela modificada de Matsubara et al. (2002).
** Tabela modificada de Albuquerque et al. (2000).

Apesar das industrias estarem apelando pela retirada de conservadores dos produtos
pasteurizados, esse tratamento ndo elimina esporos de A. acidoterrestris (WALKER &
PHILLIPS, 2007), sendo capazes de promover a deterioragdo de sucos frescos nao tratados
e/ou pasteurizados estocados em ambientes sem controle de temperatura. Valores de Dggec,
Dgsec € Dggec foram encontrados em suco de laranja por SILVA e GIBBS (2001), com 37.9,
10.3 e 3.59 minutos, respectivamente. Outros autores, Splittstoesser et al. (1998); Pettipher &
Osmundson, 2000, relatam que o valor D a 90°C dos esporos de A. acidoterrestris fica entre
16 — 23 minutos, o que significa que pode sobreviver a pasteurizacdo usada em suco de
laranja. Um pequeno niimero € requerido para contaminar um elevado volume de suco.

Acredita-se que essa resisténcia térmica dos esporos de A. acidoterrestris tenha
relacdo com a presenca dos 4cidos graxos alfaciclicos na membrana desse microrganismo,
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uma vez que reduzem a permeabilidade da membrana (JENSEN, 1999). Na Tabela 7 ¢
apresentada a composicdo de 4dcidos graxos na célula das espécies de Alicyclobacillus.

Tabela 7 — Composicdo de 4cidos graxos celular de linhagens das espécies de
Alicyclobacillus.

Linhagens: 1 — A. acidocaldarius ATCC 27009T; 2 — A. acidoterrestris DSM 3923; 3 — A.
hesperidum DSM 12489 T; 4 — A. mali TA-3. TR, tragos.

Acidos graxos 1 2 3 4
15:0 isso 1,4 TR 5,4 1,1
15:0 anteiso - TR 6,6 1,3
16:0 isso 1,4 - 0,9 1,4
16:0 - 2,5 2,1 1,7
17:0 isso 1,9 1,2 4,9 2,9
17:0 anteiso 2.3 4,1 10,3 5.8
o-Ciclohexano C17:0 78,0 65,8 56,8 61,2
o-Ciclohexano C19:0 16,0 24,0 13,3 23,5

" Tabela modificada de Matsubara et al. (2002).
** Tabela modificada de Albuquerque et al. (2000).

Estes microrganismos deterioram suco de frutas produzindo “off flavours”, devido a
producdo de guaiacol e halofenéis (CHANG & KANG, 2004). A ocorréncia desses halofenéis
tem sido atribuida a interacdo dos componentes dos alimentos com alguma origem externa de
cloro ou bromo provenientes de residuos sanificantes (JENSEN, 1999). Segundo
PETTIPHER et al. (1997) valores de 10°-10° células/mL em suco de laranja e maca formam
guaiacol suficiente para produzir “off odour” sensorialmente perceptivel.

Estudos revelam que baixo numero de esporos de Alicyclobacillus pode germinar e
chegar a populagdo de log 5-7 UFC/mL com apenas 3 dias a 30°C ou a 42°C, em algumas
bebidas como suco de magd, tomate e bebidas isotonicas. Entetanto, em outras bebidas nas
mesmas condicdes, essa populacdo de bactéria pode levar ate 28 dias para ser atingida. Além
disso, outras bebidas como chd, apresentam baixa suscetibilidade ao desenvolvimento de
Alicyclobacillus (MURRAY et al., 2007). As diferentes habilidades de crescimento das
espécies de Alicyclobacillus em bebidas esta relacionado com as diferentes composi¢cdes e
caracteristicas quimicas que podem afetar seu desenvolvimento, como pH, actcar e outros
nutirentes (CHANG KANG, 2004; SILVA & GIBBS, 2001; WALKER & PHILLIPS, 2005)
As diferentes suscetibilidas das diferentes bebidas em relacao a A. acidoterrestris (N-1100), a
30°C e 45°C s@o apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Populacdo de Alicyclobacillus acidoterrestrsis (N-1100) em bebidas com
populacao inicial de 0,3-4,2 UFC/mL a 30 ou 43°C (MURRAY et al., 2007).

Bebida Temperatura °C Log UFC/mL
3°dia  7°dia 14°dia  28°dia

Suco de macga 30 5,27 6,86 7,31 -

43 6,62 7,00 4,89 Nd
Suco de tomate 30 4,31 7,07 - -

43 6,18 - Nd 6,62
Bebida isotonica sabor cereja 30 3,74 5,12 6,09 5,92

43 5,56 6,23 6,53 6,56
Bebida isotdnica sabor uva 30 2,52 5,88 4,37 6,72

43 4,63 4,02 4,13 4,18
Cha com limao 30 nd Nd Nd Nd

43 nd Nd Nd Nd

Walker & Phillips (2007) utilizaram benzoato de sdédio para controle de A.
acidoterrestris. Concentragdes de 0,1-0,5mg/mL (0,01 — 0,05g/100mL) foram suficientes no
controle de uma contagem inicial baixa de 10/mL em suco de maca, incubado a 30°C por 12
dias; sugerindo que baixas concentracdes de A. acidoterrestris podem sobreviver, mas nao
multiplicar nestas concentracdes de benzoato de sddio. E, usando uma elevada contagem
inicial de 10*/mL com uma concentracdo de benzoato de 0,5-1,5mg/mL (0,05 — 0,15g/100mL)
nenhum crescimento de células vegetativas ocorreu e esporos podem se recuperar € causar
deterioracdo em condi¢des favordveis de crescimento.

Walker & Phillips (2005) relatam que o “headspace” apresenta um significativo efeito
no crescimento de A. aciodterrestris a 35°C e que a agitacdo antes da amostragem aumenta o
crescimento da bactéria, facilitando sua detecc@o em temperaturas proximas a 30°C.

Takahashi et al. (2004) investigaram a atividade antimicrobiana de extrato de
eucalipto e flavonoides de Eucalyptus maculata sobre Alicyclobacillus acidoterrestris. De
acordo com outros autores, estes compostos apresentaram significante inibi¢do de bactérias
Gram positivas, incluindo A. acidoterrestris.

Orr & Beuchat (2000), relatam que o tratamento com 500ppm de cloro ou 1200ppm de
cloreto de sddio acidificado por 1 minuto reduz o numero de esporos de A.acidoterrestris,
mas a redugdo é menor que 1 ciclo log. J4 o peréxido de hidrogencio (2%) € ineficiente na
morte de esporos de superficie de macd. Entretanto Lee er al.(2003), obtiveram redugdes
maiores que log4,8UFC/mL com 120 ppm de se cloro livre em apenas 1 minuto de tratamento
nas superficies de maca em suspensdes aquosas. No entanto, um controle nos sucos de fruta
deve também ser feito, pois em baixos niveis de esporos, ca de 1 esporo por 10 mL de suco,
pode em condicOes ideais causar deterioragdo em sucos de macgd e uva verde (WALLS &
CHUYTE, 2000).

Grande et al. (2005) avaliaram a atuacdo das enterocina AS-48 de Enterococcus
faecalis no controle de A. acidoterrestris em suco de fruta comercial. Em concentracdes de
2,5 pg/mL, a bacteriocina apresentou protecdo eficiente por 60 dias a 37°C em células
vegetativas.

Pettipher et al. (1997), relataram que OSA (Orange Serum Agar), comparado
com PDA (Agar Potato Dextrose), recuperam maiores nimeros de A. acidoterrestris a partir
de suco de fruta e bebidas com suco de fruta. The American Public Health Association
recomenda o uso de K agar (pH 3,7) com plaqueamento direto no meio, com incubagio em
placas a 43°C £1°C por 3 dias (EVANCHO & WALLS, 2001). Bacillus acidoterrestris
thermophilic (BAT) agar (pH 4,0) é recomendado pela International Federation of Fruit Juice
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Producers (Internationale Fruchtsaft- Union, 2004), onde as placas sao incubadas a 45°C+1°C
por 3-5 dias. Baumgart (2003), no Handbook of Culture Media for Food Microbiology,
recomenda PDA acidificado a pH 3,5 por 2 dias a 46°C.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Conservadores

Os conservadores utilizados foram o acido benzdico (VETEC) e benzoato de sédio
(VETECQ).

3.2 Producao de Conservadores Micronizados

A unidade de extragéo supercritica é vista na Figura 5. O soluto (dcido benzdico) foi
colocado dentro de um vaso de pressdo (reator marca ROTH), com volume de 300 mL. A
quantidade de soluto foi calculada de acordo com a Figura 4 onde estio as curvas de
solubilidade. Posteriormente, foi adicionado CO, no vaso de pressdo até ndo haver mais
variagdo na pressdo interna. Apds o resfriamento do vaso de pressio por 1 hora, em
congelador com temperatura em torno de -10°C, outra injecdo de CO, foi realizada. Um
banho termostiatico foi usado para controlar apds atingir a temperatura desejada. O
experimento foi conduzido em uma temperatura de aproximadamente 40°C, pressdo de
160bar e a massa de 4cido benzdico de 0,35g. A tomada de amostra apds a abertura da
valvula, ocorreu através de um ejetor de 1/16 polegadas de didmetro, revestido com uma
manta para controle da temperatura. O material foi coletado em um recipiente especifico apds
a mudanca brusca de solubilidade. O material s6lido fica depositado nas paredes do recipiente
separando do fluido.

Figura 5 - Unidade de extracgdo supercritica. BT — banho termostatico, CG — cilindro de

CO,, EJ - ejetor, ES — reator.
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3.3 Caracterizacio do Material Micronizado

A caracterizacdo do material micronizado foi realizada por:

3.3.1 — Microscopia eletronica de varredura (MEV):

Ap6s o processo de micronizacdo, o material foi fixado em tape adesivo de carbono no
suporte metalico (stub) e colocado em dessecador contendo silica gel e submetido a vacuo por
5 minutos, seguida da imediata metalizagdo. Esta foi realizada por 180 segundos, 40 mA, com
cobertura de ouro, no metalizador modelo BAL-TEC SCD 0150. Em seguida, foi feita a
observacdo no microscépio eletronico de varredura modelo STEREOSCAN CAMBRIGE
200.

3.3.2 Microscopia Otica:

As amostras micronizadas foram colocadas em laminas de vidro e observadas ao
microscopio LD ACHROPLAN 40x/0,60 Korr, e fotografadas com MC Camera Motic.
3.4 Microrganismos

Os microrganismos usados neste estudo foram: A. acidoterrestris CCT 4384
(equivalente a DSM 2498), obtida da colecdo de culturas tropicais (Fundagdo André Tosello,
Campinas, SP). A linhagem de Alicyclobacillus sp € um isolado de suco de laranja deteriorado

(no Laboratério de Microbiologia de Alimentos da UFRRIJ). As culturas de trabalho foram
mantidas em Agar OSA inclinados a 4°C.

3.5 Bebidas utilizadas como matrizes para o crescimento dos esporos de Alicyclobacillus
(Tabela 9)

Tabela 9 - Bebidas utilizadas com matrizes e seus ingredientes

Bebida Ingredientes

Suco de laranja reconstituido de Suco de laranja concentrado, 6leo essencial de laranja,

suco concentrado (1:10) aroma natural de laranja e agua.

Suco de laranja pasteurizado Agua, aciicar, suco de laranja concentrado, acidulante
dcido citrico, aroma natural de laranja e 4cido
ascorbico.

Suco de laranja esterilizado Agua, suco concentrado de laranja (min. 15%),

acucar, acidulante 4cido citrico e aroma idéntico ao
natural de laranja.

“Ingredientes declarados nas embalagens dos produtos.
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3.6 Preparo do Inéculo.

A cultura estoque em Agar OSA (Orange Serum Agar) foi ativada fazendo-se 4
transferéncias em caldo BAM com incubagdo a 45°C por 24 horas, seguida de incubacio da
cultura ativa em frascos contendo caldo BAM. Apds incubagéo a 45°C por 6 dias, o caldo foi
centrifugado a 3000 x g, durante 10 minutos, a temperatura de 10°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspenso em caldo BAM e glicerol (15%), agitando-se
vigorosamente e distribuidos em pequenos tubos de ensaio. Os tubos foram mantidos em
freezer a -18°C até o momento do uso.

3.7 Inibicao de A. acidoterrestris e Alicyclobacillus sp. pelos Conservadores.

As matrizes foram adicionados de benzoato de sédio a 0,005 e 0,01g/100mL, 4cido
benzdico comerciais a 0,005 e 0,01g/100mL e &4cido benzdico micronizado a 0,0025 e
0,005g/100mL. Posteriormente, foram inoculadas com uma suspensio de esporos de modo a
conter uma concentracao final de 10° a 10* esporos/mL e incubadas a 45°C por até 28 dias,
fazendo-se a contagem inicial e coleta das amostras em intervalos de 7 dias para enumeracao
das culturas de Alicyclobacillus. A contagem das células foi feita em OSA, com
plaqueamento em superficie, a 45°C por 36 horas.

3.8 Visualizacao da atuacao do acido benzéico em Alicyclobacillus acidoterrestris.

A atuagdo do dcido benzdico em A. acidoterrestris foi visualizada através da
Microscopia Eletronica de Transmissdo realizada na cultura-estoque descongelada (2mL),
adicionada de 1g de dcido benzdico e incubada a 45°C por 4 horas. Foram coletadas 1,5mL da
amostra em tubos de ependorf e centrifugados a 12.000g por 10 minutos e fixadas
quimicamente em tampao fosfato 0,01M com glutaraldeido 2,5%. A desidratacao foi realizada
com uma série etandlica crescente (30%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%) com intervalo
de 1 minuto. A inclusdo foi feita com resina “LR white” durante 7 dias, e depirs foram
individualizadas em cédpsulas de gelatina com nova resina e polimerizadas em estufa a 55°C
durante 18 horas (emblocamento). As amostras foram cortadas na espessura de 70nm,
contrastadas com acetato de uranila. Apds a etapa de microtomia, os cortes foram coletados
em telas de cobre e contrastados com acetato de uranila (por 20 minutos) e citrato de chumbo
(por 2 minutos), para visualizacdo no Microscépio Eletronico de Transmissdo (TEM) Zeiss
modelo 900.

3.9 Caracterizacao Fisico-quimica das Matrizes

Para diferenciacdo das matrizes incubadas foram realizadas as seguintes andlises:

3.9.1 — Leitura do pH:

O pH das amostras foi medido em potencidmetro Analyser pH 300M.
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3.9.2 Indice de escurecimento nio enzimatico:

Um volume de 10mL da amostra foi centrifugado a 800g (2000rpm) por 20 minutos.
O sobrenadante foi diluido em 1:1 com etanol 95% e filtrada em filtro de papel Whatman n°
43. A leitura da absorvincia da amostra filtrada foi realizada em espectrofotometro BEL
Photonics SP 1105, a 420nm para determinacio do escurecimento ndo enzimatico (adaptado
de MEYDAV et al., 1977).

3.9.3 Analise espectrofotométrica da cor (matiz):

As amostras foram diluidas em 1:10 em dgua destilada e, foi feita a leitura da
absorvancia das amostras a 420 e 520nm em espectrofotdmetro BEL Photonics SP 1105. A
matiz foi calculada pela divisdo da absorvancia de 420nm pela de 520nm (adaptado de
GLORIES, 1984).

3.10 Analise estatistica
Foram conduzidas trés replicatas independentes e, a separacdo significativa dos

valores foi determinada pelo teste de Tukey usando o programa estatistico XLSTAT 2006,
para determinag¢do de diferenca significativa (P<0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao e Caracterizacao de Acido Benzéico Micronizado

Os cristais de 4cido benzdico obtidos através do processo RESS usando um tubo ejetor
capilar (capilary nozzle), nas condicdes utilizadas de pré-expansdo de ca 40°C e 160 bar,
podem ser vistos nas Figuras 6 e 7. Para efeito de comparagdo temos nas Figuras 8 e 9 0 acido
benzdico comercial.

As particulas de 4dcido benzbdico micronizado apresentaram didmetro de ca 10um como
pode ser visto na Figura 6a, onde o cristal de 4cido benzdico micronizado estd isolado,
visualizagdo feita em aumento de 1,17kx e 15kv por MEV. Nas Figuras 6b, 6¢, e 6d, podem
ser vistas as particulas micronizadas (102x, 218x e 175x e, ambas em 15kv, por MEV),
mostrando cristais alongados com distribuicao irregular de tamanho.

Figura 6 - Fotomicrografias obtidas por MEV do acido benzéico micronizado. a) cristal de
acido benzoéico isolado com didmetro de ca 10um, visualizagdo feita em 1,17 k e 15kv por
MEV. b)) cristais alongados com distribui¢éo irregular de tamanho (102x e 15kv). c) cristais
alongados com distribuicdo irregular de tamanho (218x e 15kv). d ) cristais alongados com
distribuicdo irregular de tamanho (175x e 15kv).
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Na Figura 7, as fotomicrografias mostram a distribuicao irregular do comprimento das
particulas de até 200um (por microscopia Otica). Esses diferentes campos confirmam a
estrutura alongada dos cristais micronizados, como vistos também na Figura 6. Entretanto,
diferem da amostra original que apresentou uma estrutura irregular com comprimento e
largura de até 500pum (Figuras 8 e 9). Sendo que as Figuras 8a, 8b, 8c, 8d foram visualizadas
em diferentes condicdes (146x, 90,4x, 111x, 73,6x e, ambas em 15kv), mostrando diferentes
campos e confirmando a irregularidade e diversidade de estrutura do acido benzdico
comercial. A Figura 9 mostra as fotomicrogarafias de diferentes campos por microscopia
Otica, conformando com as estruturas de acido benzdico comercial obtidas por MEV da
Figura 8.

Figura 7 - Fotomicrografias obtidas por microscopia 6tica do dcido benzdico micronizado.
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Figura 8 - Fotomicrografias obtidas por MEV do 4cido benzdico comercial. a) aumento de 146x e
15kv. b) aumento de 90,4x e 15kv. ¢ ) aumento de 111x e 15kv. d) aumeto de 73,6x e 15kv.

WML & 5 Mo L 9
Comprimenta 2 100.0un Compriments : 100.0ur |

KL
Compriments -

Figura 9 - Fotomicrografias obtidas por microscopia 6tica do dcido benzéico comercial.
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Tiirk (1999) afirmou que, em temperaturas constantes, o ejetor com didmetro maior
forma particulas menores. Porém, Domingo et al. (1996) mesmo usando didmetros menores
obtiveram cristais de 4cido benzdico menores (entre 3 a 6 um) do que os obtidos neste
trabalho. Eles utilizaram condi¢gdes proximas as empregadas neste trabalho, diferenciando em
relacdo ao didmetro do ejetor que foi de 62pum, enquanto que neste trabalho foi de 1/16
polegadas (1587,5 um), maior que dos autores citados. Porém os cristais de acido benzdico
micronizados formados apresentaram tamanhos maiores do que os relatados pelos autores.
Neste trabalho néo foi levada em consideragéo a relagio entre o comprimento e o didmetro do
ejetor (relagdo L/D).

Lele & Shin (1994), afirmam que pequenas mudancas no ejetor podem interromper o
processo RESS, ou seja, pode provocar a obstrugcdo do fluxo de particulas. A precipitagdo é
considerada rdpida a 10% e devagar a 10's. Esse é um fator importante para o crescimento do
cristal que deve ter o tempo de 10*-10° (TOM & DEBENEDETTI, 1991).

O tempo de expansdo pode ter sido um fator importante no crescimento das particulas
e consequentemente no tamanho, ji que a operagdo de abrir-fechar a valvula foi feito
manualmente e em tempo maior que um segundo. Além disso, a reducdo da temperatura
devido ao fluxo na expansido pode ndo ter sido compensada pela transferéncia de calor no
ejetor, que ¢é revestido por manta de aquecimento com temperatura menor (40-55°C) do que a
utilizada pelos autores (ca 130°C) (DOMINGO et al., 1996), ndo fornecendo a temperatura
interna ideal; sendo assim, a deplecio do soluto ocorreu relativamente cedo durante a
expansdo levando a um crescimento prematuro das particulas.

Domingo et al. (1997) em condigdes de trabalho proximas de 318 K e 16 MPa com
ejetor capilar de 200 pm de comprimento e 40um de largura, obtiveram predominantemente
cristais de 2 — 8§ um de tamanho mas também cristais de 5 a 40um. A distribui¢do de tamanho
do cristal esté relacionada com a variacdo da temperatura no ejetor, assim como a temperatura
no coletor que deve ser baixa para obter uma estreita distribuicdo dos tamanhos dos cristais.
Isso explica a obtencdo neste trabalho de uma distribuicdo de tamanhos dos cristais de acido
benzdico micronizado bastante ampla, ja que ndo foi feito um perfeito controle da temperatura
no ejetor, ou seja, a temperatura na manta oscilou entre 40 a 55°C e, o coletor utilizado nao foi
resfriado, ficando na temperatura ambiente.

As microfotografias obtidas em uma dimensdo por microscopia 6tica, vista nas Figuras
7e 9 oferecem uma melhor visualizag¢do do 4cido benzdico micronizado e comercial do que os
obtidos por microscopia eletronica de varredura (MEV) (Figuras 6 e 8). J4, as
microfotografias obtidas por MEV mostram uma imagem com aparéncia tridimensional,
apesar de nao apresentar com clareza os detalhes da superficie do material, em tons de cinza;
essa aparéncia tridimensional é melhor visualizada na Figura 6a de um cristal micronizado
isolado.

Segundo Duarte et al. (2003), a imagem de BSE (bakslattering eletrons) que é gerada
pela emissdo de elétrons retro-espalhados, € responsdvel por demonstrar diferencas
posicionais do material, ou seja, pela aparéncia tridimensional. Os autores esclarecem ainda
que os detalhes da superficie por MEV ¢é devido a imagem de elétrons secundarios. Dos sinais
que podem ser usados para andlise de amostras no MEV o sinal de elétrons secundérios € o
mais usado, que apresenta baixa profundidade de escape e sdo produzidos durante todo o
caminho do elétron primério, que é o emitido pelo equipamento. Mas somente aqueles que se
encontram proximos a superficie € que tem energia suficiente para escapar da amostra.

As microestruturas dos materiais avaliados s@o cristalinos com defeitos puntiformes,
vazios, contornos e de constituintes microestruturais como fases e inclusées (PADILHA,
1997). Logo, uma possivel explicacdo para as microfotografias retiradas por MEV pode estar
na penetracdo de energia primdria nesses canais, sem muita perda de energia, aumentando a
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profundidade de penetracdo e diminuindo os sinais que deveriam ser formados pelos elétrons
secundarios, comprometendo a imagem formada.

4.2 Atuacio dos Conservadores sobre Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498
A atuac@o do acido benzdico nas células de A. acidoterrestris € visualizada nas

Figuras 10, 11 e 12, sendo observada a lise da membrana e parede celular da célula
bacteriana, acarretando na exposicao do contetdo intracelular e morte do microrganismo.

Figura 10 - Visualizacdo do inicio da degradacdo da célula de Alicyclobacillus
acidoterrestris tratados com dacido benzdico (0,5g/mL) por Microscopia Eletrdnica de
Transmissao, apds 4horas, a 45°C, indicada por setas.
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Figura 11 — Visualizacdo da degradacgio da célula de Alicyclobacillus acidoterrestris tratados
com acido benzdico (0,5g/mL) por Microscopia Eletronica de Transmissdo, apés 4horas, a
45°C, indicada por setas.

Figura 12 — Visualizacdo da degradacfo total da célula de Alicyclobacillus acidoterrestris
tratados com 4acido benzéico (0,5g/mL) por Microscopia Eletronica de Transmissdo, apds
4horas, a 45°C, indicada por setas.
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Os resultados do crescimento de A. acidoterestris frente aos diferentes conservadores
estdo apresentados na Tabela 10. As contagens nas amostras inoculadas sem adicdo de
conservador (controle positivo) aumentaram ca de 3 ciclos log ao longo dos 28 dias de
incubacdo comparado a contagem inicial de log 3,53+0,05 (Figura 13). Quando o suco foi
adicionado de benzoato 0,01g/100mL ou de &4cido benzéico 0,005 e 0,01g/100mL ndo
observou-se aumento no nimero de células que néo diferiram significativamente (P>0,05) da
contagem inicial, atuando portanto, como bacteriostaticos.

Tabela 10 — Contagem de A. acidoterrestris (UFC/mL) em suco de laranja reconstituido do
suco concentrado, na presenca dos conservadores: benzoato de sédio e acido benzdico
comercial e, dcido benzbico micronizado (inoculo inicial de 1og3,53+0,05).

Dias

Conservador 7 14 21 28
Nenhum 5,4620,01% 6,6620,64%  6,60£0,77° 6,59+0,20%
Benzoato de Sodio|  2,85+0,64° 2,66+0,92°  431+0,73° 4,48+0,08"
(0,005g/100mL)

Benzoato de Sodio|  2,51+0,48% 2,82+40,14°  3,36+0,92° 3,13+0,37>
(0,01g/100mL)

Ac. Benzéico (0,005g/100mL) 3,38+0,20" 2,63+0,04"  2,68+0,60° 3,41+0,44"
Ac. Benzéico (0,01g/100mL) 3,01+0,46" 2,6420,17" 2,94+0,78" 3,17+0,24™
Ac. Benzéico micronizado  3,32+0,52° 3,0620,41°  3,79+0,75° 5,5620,16™
(0,0025¢/100mL)

Ac. Benzéico  micronizado  2,54+0,07% 2,61+0,14® 2.9310,61° 2,15+0,22%
(0,005g/100mL)

*Diferenga significativa comparado a concentragio inicial.
bDiferenga significativa comparado ao controle sem conservador no mesmo tempo.
‘Diferenga significativa comparado a amostra com &cido benzéico micronizado a

0,005g/100mL no mesmo tempo.

Atuacio dos conservadores contra A. acidoterrestris

Log UFC/mL

Tempo (dias)

B Benzoato de s6dio

0,005¢/100m1L
Benzoato de s6dio

Q,Olél(nm]_‘
B Ac. benzéico 0,005¢/100mL
0 Ac. benzéico 0,01¢/100mL

B Ac benzdico micronizado
0,0025¢/100mL
Ac benzdico micronizado

0,005g/100mL
B Controle positivo

Figura 13 — Comportamento de A. acidoterrestris frente aos conservadores em suco de
laranja reconstituido mantido a a 45°C, por até 28 dias descontado do numero de células

inicialmente inoculado.
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Nas amostras adicionadas de 4dcido benzdico micronizado 0,0025g/100mL observou-se
acdo bacteriostitica por apenas por 21 dias, sendo que a partir do 28° dia as contagens
aumentarem em ca 2 ciclos log (Figura 13). Aparentemente houve uma adaptagdo do
microrganismo ao conservador ao longo do periodo de incubag@o relacionado a capacidade de
reparo.

Diferentemente quando as amostras continham 0,005g/100mL de &cido benzdico
micronizado houve diferenca significativa (P<0,05) da contagem inicial, com reducdo de mais
de 1 ciclo log ao longo de todo o periodo avaliado (28dias), atuando como bactericida (Figura
11). Essa atuacdo foi significativamente diferente (P<0,05) quando comparada a atuacio de
outros conservadores no 28° dia, tendo sido letal, ao contrario dos outros conservadores onde
o efeito foi de inibicdo apenas.

De acordo com Yeh er al. (2004), mesmo ndo havendo crescimento de A.
acidoterrestris apesar de elevadas concentragdes de conservador, células vidveis e esporos
podem se recuperar, por exemplo, em temperatura abusiva, podendo haver multiplicacio das
bactérias e consequentemente deterioracdo ao longo do armazenamento.

Além da possibilidade de ativagdo de mecanismo de reparo a melhor atuacdo dos
conservadores nas duas primeiras semanas pode ser explicada pela curva de crescimento
bacteriano. As células s@o mais sensiveis quando estdo metabolicamente ativas (EMIN, 1992),
ou seja, na fase exponencial a atuagdo dos conservadores € melhor que na fase estacionaria
conforme pode ser observado na Figura 14.

Comportamento de A. acidoterrestris a 45°C frente aos
diferentes conservadores

Fase estacionaria

7 — —— Controle positivo
: - = =]
TS5
O 4. —&— Benzoato de sédio
=
= 3 0,005g/100mL
o) .
S 2 —&— Ac. benzdico
1 0,005g/100mL
0 T T T T
0 7 14 1 28 —— Ac ben.zéico
micronizado
Tempo (dias) 0,005g/100mL

Figura 14 - Atuacdo dos conservadores na concentragdo de 0,005g/100mL contra A.
acidoterrestris mantido a 45°C, por até 28 dias.
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A partir da 2° semana, a cultura encontra-se na fase estaciondria, quando atingem
aproximadamente log de 7UFC/mL, contagem préximo a maxima encontrada por Murray et
al. (2007) para A. acidoterrestris (N-1100) em diferentes bebidas como suco de maca,
tomate, chd com limao, entre outras, inoculados com uma concentragao inicial de até log
42UFC/mL e incubados a 43°C, condicdes préoximas a deste trabalho (log
3,53+0,05UFC/mL). Estes autores evidenciaram que em algumas bebidas como suco de maca,
suco de tomate e bebidas isotOnicas as contagens atingiram entre log 5-log 7UFC/mL em
apenas 3 dias, enquanto em outras bebidas esta contagem de A. acidoterrestris podem levar
até 28 dias para ser atingida.

Moreno et al. (1999) obtiveram melhores resultados na fase exponencial que na fase
estaciondria com bacteriocinas em Listeria innocua LIN11.

Walker e Phillips (2007), inocularam concentracdes de 10*UFC/mL de A.
acidoterrestris em suco de magd e usaram altas concentracdes de benzoato de sédio 0,5-
1,5mg/mL (0,05-0,15g/100mL), ndo sendo observado crescimento de células vegetativas em
12 dias e, com esporos da cultura, observaram contagem reduzida no 29° dia de log
3,4UFC/mL. Porém, essa eficiente atuag¢do € devida a temperatura usada na incubagdo das
amostras, de 30°C, bem mais baixa que a temperatura 6tima de crescimento do microrganismo
(45°C), além das concentragdes do conservador serem até 30 vezes maiores que as utilizadas
neste trabalho (0,005 e 0,01g/100mL). Estas concentragdes sdao impraticdveis, pois excedem o
mdaximo permitido pela legislacdio de vdarios paises. Na Unido Européia, a concentracdo de
benzoato de sdédio permitida em bebidas € de no mdiximo 1500mg/L (0,15g/100mL)
(WALKER & PHILLIPS, 2007), niveis superiores ao maximo do permitido pela legislacdo
brasileira para o mesmo produto, de 0,005g/100mL (BRASIL, 2007).

O processo de micronizacdo aumenta a superficie de contato com conseqiiente
aumento da solubilidade e biodisponibilidade do composto (PERRUT et al., 2005), influi na
formulag@o de novas drogas com principio ativo, modifica seu comportamento, que pode ser
insoltdvel ou pouco solivel em meio aquoso (SHARIATI & PETERS, 2003), sendo o caso do
4cido benzéico em suco de laranja. Acido benzéico apresenta boa solubilidade principalmente
em solventes ndo polares (BEERBOWER et al., 1984).

A forma, tamanho, superficie, estrutura do cristal e morfologia das particulas sdo
caracteristicas importantes na atividade de farmacos (PASQUALI et al, 2006). A
biodisponibilidade € influenciada principalmente pelo tamanho e distribuicdo das particulas
(MARTIN & COCERO, 2007).

Sob diferentes condicdes de cristalizagdo as diferentes estruturas cristalinas
(polimorfismo), podem afetar fortemente as propriedades da substancia. A superficie e as
propriedades mecanicas, entre outros, sdo diferentes para diferentes formas fisicas
(PASQUALI et al., 2006). Essas informacdes podem explicar a atuagdo do acido benzdico
micronizado a 0,005g/100mL como bactericida até a 4* semana, diferentemente do benzoato a
0,005g/100mL e 0,01g/100mL e &4cido benzodico a 0,005g/100mL e 0,01g/100mL ndo
micronizados, que atuaram como bacteriostaticos.
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4.3 Atuacido dos Conservadores sobre Alicyclobacillus sp. Isolado do Suco de Laranja
Comercial

Na Tabela 11 estdo expressos os resultados da atuacdo dos conservadores benzoato de
sodio 0,01g/100mL, &4cido benzdico 0,005g/100mL e 0,01g/100mL comerciais e, acido
benzdico 0,005g/100mL micronizado. Nao houve diferenca significativa (P>0,05) de atuacio
dos diferentes tratamentos. Entretanto foi significativa a diferenca em relagdo a contagem
inicial (P<0,05) com reduc¢do de mais de 1 ciclo log na 4* semana, atuando como bactericidas
e apresentando melhores resultados no controle de Alicyclobacillus sp. que em A.
acidoterrestris (Figura 15). Este periodo parece corresponder a fase estaciondria, onde as
culturas atingem aproximadamente log de 7UFC/mL (MURRAY et al., 2007)

Tabela 11 — Contagem de Alicyclobacillus sp. (UFC/mL) em suco de laranja reconstituido do
suco concentrado, na presenca dos conservadores: benzoato de sédio e dcido benzdico
comerciais e, dcido benzdico micronizado (inoculo inicial de log4,02+0,16).

Dias

Conservador 7 14 21 28
Nenhum 4,88+0,70 6,0320,54° 6,08+0,71° 6,52+0,19°
Benzoato de Sédio 3,81+0,31 3,6240,30°  3,63+0,56  4,20+0,18™
(0,005¢/100mL)

Benzoato de Sédio 3,82+0,31 ?>,27iO,74b 2,89+0,62 2,6910,195lb
(0,01g/100mL)

Ac. Benzéico (0,005/100mL) 3,65+0,49 3,1840,37°  3,312029  2,77+0,30%
Ac. Benzéico (0,01g/100mL) 3,50+0,44 2,83+0,52°  3,1020,45 2,63+0,06™
Ac. Benzdico  micronizado 3,85+0,74 3,77¢0,61°  3,9240,76  4,98+0,47"
(0,0025g/100mL)

Ac. Benzéico  micronizado 3,69+0,35 3,27+0,54°  2,58+0,71% 2,42+0,19%
(0,005g/100mL)

*Diferenga significativa comparado a concentragio inicial.

bDiferenga significativa comparado ao controle sem conservador no mesmo tempo.

‘Diferenga significativa comparado a amostra com dcido benzéico micronizado a 50 no
mesmo tempo.
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Atuacio dos conservadores contra Alicyclobacillus sp.

E Benzoato de sodio
0,005¢/100mL
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0 Ac. Benzéico 0,01g/100mL
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N
8 8
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o
S

B Ac. BenzGico micronizado
0,0025¢/100mL
Ac. Benzbico micronizado

0,005g/100ml
B Controle positivo
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-
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Figura 15 — Comportamento de Alicyclobacillus sp frente aos conservadores em suco de
laranja reconstituido mantido a a 45°C, por até 28 dias comparado ao nimero de células
inicialmente inoculado.

Segundo Penna & Machoshvili (1997), a fase estaciondria para as bactérias do Género
Bacillus, pode ser também a fase de esporulacdo, dependendo das condi¢des do meio.

Entdo, uma possivel explicacio para uma melhor atuacdo dos conservadores
utilizados, na 4* semana, no A. acidoterrestris em relacao ao Alicyclobacillus sp. pode estar
nos esporos desta tdltima cultura serem mais resistentes a esses conservadores.

4.4 Efeito da Composicao do Suco (Matriz) no Comportamento de A. acidoterrestris
Frente aos Conservadores Benzoato de Sédio e Acido Benzéico nio Micronizados

A atuagdo dos conservadores no controle do crescimento de A. acidoterrestris nas
amostras de suco de laranja pasteurizado e esterilizado, ambas adicionadas de agucar, foi
melhor que nas amostras inoculadas com a mesma cultura no suco de laranja reconstituido do
concentrado sem acucar (Tabelas 12 e 13 e, Figuras 16 e 17). No suco agucarado os
conservadores nao micronizados mostraram efeito bacteriostatico e bactericida enquanto no
suco sem adicdo de agucar o efeito bactericida s6 foi observado com a utilizagdo de acido
benzoéico micronizado (Tabela 10).
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Tabela 12 — Desenvolvimento da populagdo de A. acidoterrestris (Log de UFC/mL) em suco
de laranja pasteurizado adogado, ao longo de até 28 dias a temperatura de 45°C, na presenca
dos conservadores benzoato de sddio e 4acido benzdico comerciais (indculo inicial de
log3,44+0,11).

Dias

Conservador 7 14 21 28
Nenhum 5,56+0,08 ° 6,40+0,47% 5,92+0.81° 6,3620,60°
Benzoato de Sodio|  2,51%0,12° 1,87+0,15%° 2,29+0,03%® 2,20+0,03 %
(0,005g/100mL)

Benzoato de Sodio]  1,96+1,42%® 2,06+£0,25% 2.34+0,07% 1,81+0,03®
(0,01g/100mL)

Ac. Benzéico (0,005g/100mL) 2,09+0,28"  1,7040,01 ™ 2,42+0,33° 2,00£0,04*
Ac. Benzéico (0,01g/100mL) 2,47+0,84 2,3620,01% 2,18+0,24® 1,59+0,11%

"Diferenga significativa comparado a concentracdo inicial.
bDiferen(;a significativa comparado ao controle sem conservador no mesmo tempo.

Atuacao dos conservadores contra A. acidoterrestris

B Benzoato de sddio
0,005g/100mL

[ Benzoato de sédio
0,01g/100mL

O Ac. Benzbico 0,005¢/100mL

Log UFC/mlL

7 Ac. Benzoico 0,01/100miL

B Controle positivo

Tempo (dias)

Figura 16 — Comportamento de A. acidoterrestris frente aos conservadores em suco de
laranja adogado e pasteurizado mantido a a 45°C, por até 28 dias descontado do nimero de
células inicialmente inoculado.
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Tabela 13 — Desenvolvimento da populagdo de A. acidoterrestris (Log de UFC/mL) em suco
de laranja esterilizado adocado, ao longo de até 28 dias a temperatura de 45°C, na presenga
dos conservadores benzoato de sddio e 4acido benzdico comerciais (indculo inicial de
log3,44+0,11).

Dias

Conservador 7 14 21 28
Nenhum 3,95+0,62 6,60+0,36* 6,10+0,99° 6,43+0,40°
Benzoato de Sodio]  3,66+0,26 2,44+0,74°  220+0,11° 2,30+0,06%
(0,005g/100mL)

Benzoato de Sédio,  2,38+0,03%®  2,04+0,70° 2,02+0,36°® 2,1420,63 %
(0,01g/100mL)

Ac. Benzéico (0,005g/100mL) 2,79+0,44®  1,69+0,53% 1,76+0,28%® 1,89+0,26®
Ac. Benz6ico (0,01g/100mL) 2,46+0,44"  1,5620,24™ 1,60+0,01* 1,56+0,07*

*Diferenga significativa comparado a concentragio inicial.
by~ - T .
Diferenca significativa comparado ao controle sem conservador no mesmo tempo.

Atuacio dos conservadores contra A. acidoterrestris

Ffl Benzoato de sodio
0,005g/100mL

[ Benzoato de sédio
0,01g/100mL

0 Ac. Benzsico 0,005g/100mL

Log UFC/mlL

B Ac. Benzsico 0,01g/100mL

B Controle positivo

Tempo (dias)

Figura 17 — Comportamento de A. acidoterrestris frente aos conservadores em suco de
laranja adogado e esterilizado mantido a a 45°C, por até 28 dias comparado ao nimero de
células inicialmente inoculado.

Essa melhor atuacdo pode ser devido ao fato da fase exponencial ser maior nas
amostras com agucar, estendendo a atuagdo dos conservadores. Além disso, a presenca de
acticar provoca um aumento da concentragdo de s6lidos podendo ocasionar hiperosmolaridade
nas células bacterianas (COELHO et al., 2001), caracterizando a agdo sinergistica do 4cido
benzdico com a sacarose (SOFOS, 1995; citado por TFOUNI & TOLEDO, 2001).

A presenca de 4cido citrico, que assim como outros antioxidantes, dificultam a
adsorcdo de metabolitos pelas células bacterianas (COSTA et al., 2007), maximizando o
efeito antimicrobiano do conservador. Este efeito pode também estar relacionado ao pH dos
sucos pasteurizado e esterilizado, 3,30 e 3,15 respectivamente, serem menores que o pH
6timo de crescimento do A. acidoterrestris, 3,5-4,0; a 45°C (MINNEBRUGGEN, 2005).
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4.5 Efeito da aplicacao de calor nos conservadores benzoato de sédio e acido benzobico
comerciais e dcido benzéico micronizado em relacio a sua atuacao

Os conservadores utilizados em concentragdo de 0,005 e 0,01g/100mL, quando
aplicados assepticamente ao suco de laranja adocado e esterilizado, tiveram melhor atuacio
no controle desta bactéria em relagdo aos conservadores que passaram por vapor fluente por
15 minutos (Tabela 13 e Figura 17).

Em duas repeti¢des, todas as amostras inoculadas contendo conservador a 0,005 e
0,01g/100mL e incubadas a 45°C, foi <IUFC/mL por até 14 dias, enquanto que o controle
positivo neste periodo atingiu contagens de ca log 5,0. Isso mostra que os conservadores
utilizados tiveram sua eficiéncia diminuida com o calor. Entretanto, nas industrias de bebidas,
a aplicacdo dos conservadores nos sucos ¢ feita antes do tratamento térmico. Para uma
aplicagcdo do conservador apds o tratamento térmico, deve ser usado praticas assépticas nesta
etapa, oferecendo maior custo para esta produgao.

4.6 Caracterizacio da Cor do Suco de Laranja Incubado em Diferentes Condicoes

As amostras inoculadas com A. acidoterrestris nao adicionadas de conservador
(controles positivo), apresentaram coloragdo amarelo intenso, diferentemente da amostras
adicionadas de acido benzdico comercial e micronizado, todos a 0,005g/100mL e daquelas
ndo inoculadas (controle negativo), que apresentou em 4 semanas cor laranja amarronzado.

De acordo com a Tabela 14, a amostra controle positivo diferencia significativamente
das outras amostras avaliadas neste periodo, com incubagdo a 45°C, apresentando maior valor
de matiz que as outras amostras, que ndo apresentaram diferenca significativa entre si
(P>0,05). A matiz € o grau de intensidade da cor que indica amarelo quando apresenta
elevado valor e vermelho em valores baixos (MARY-MAHE et al., 2004).

Tabela 14 — Indice de escurecimento ndo enzimdtico e matiz do suco de laranja reconstituido
de suco concentrado.

Amostra Indice de escurecimento nio Matiz
enzimatico

Controle zero' 0,110+0,010° -

Controle negativo** (ndo inoculados) 0,216+0,014 1,650+0,005 b

Controle positivo** (sem conservadores) 0,292+0,010 1,792+0,060*

Inoculada com ac. benzdico 0,278+0,086 1,680+0,017 b

0,005g/100mL"~"

Inoculada com 4ac. benzdico micronizado 0,190+0,020 1,640+0,009 b

0,005g/100mL"~

“Sem incubagio, tempo zero.

“Amostra incubadas 2 45°C por 28 dias.

“Diferenga significativa comparado ao controle negativo.
bDiferen(;a significativa comparado ao controle positivo.
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Entretanto, o indice de escurecimento ndo enzimditico ndo apresentou diferenga
significativa entre as amostras controle positivo (P>0,05), inoculado com benzoato de sédio e
dcido benzdico comercial e 4cido benzdico micronizado, todos a 0,005g/100mL, a 45°C por 4
semanas, apresentando valores maiores que a amostra zero (sem incubag@o e no tempo zero),
diferentemente do esperado, onde as amostras incubadas a temperatura elevada, perdem a cor
caracteristica do suco.

O escurecimento ndo enzimatico em suco ocorre pela oxidacdo do 4cido ascorbico
produzindo pigmentos escuros, por reacio de Maillard ou pela oxidagdo de acticar (SIMAO,
1985). Ou, ainda, principalmente pela oxidag¢do de pigmentos (carotendides) (GROSS et al.,
1971).

Porém, como apresentado, as amostras de suco de laranja contaminadas com A.
acidoterrestris, apresentaram melhor coloragdo que o controle negativo. Uma possivel
explicagdo estaria na produgdo de antioxidante pelas bactérias que evitariam a degradacdo dos
pigmentos ou, na producdo de biopigmentos. Alguns microrganismos apresentam capacidade
de produzir pigmentos, como os fungos do género Monascus que produzem pigmentos
vermelhos por fermentacio (CARVALHO et al., 2005). Sendo assim, outras andlises devem
ser feitas para melhor elucidar este fato, como determinacdo de flavondides, antioxidantes,
HMF (hidroxi metil furfuraldeido) e analise colorimétrica.
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5 CONCLUSOES

Os esporos da bactéria isolada sdo mais sensiveis aos conservadores que os da
linhagem A. acidoterrestris DSM 2498.

Na concentrac¢do de 0,005g/100mL, apenas o 4dcido benzdico micronizado apresentou
eficiéncia como bactericida no controle de A. acidoterrestris DSM 2498.

O processo de micronizacdo para o conservador dcido benzdico, mostrou-se uma
alternativa eficiente para reducdo da concentracio necessaria para conservagio de suco.

O conservador micronizado também se apresentou atuante na fase estaciondria de A.
acidoterrestris, mostrando assim, uma atuacgfo eficiente na forma de esporos desta bactéria.

Uma concentracio de 0,005g/100mL de acido benzdico micronizado € suficiente para
controle A. acidoterrestris em suco de laranja. Enquanto que uma concentracdo de
0,01g/100mL de 4cido benzdico comercial € eficaz, entretanto, ndo reduz o ndmero inicial de
bactérias.

As amostras inoculadas com A. acidoterrestris sem adi¢cdo de conservadores,
apresentaram uma coloragdo mais amarelada, caracterizando uma produ¢do de componente
capaz de proteger pigmentos do suco ou mesmo produzir esses compostos.
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6 SUGESTOES

Considerando os resultados satisfatérios alcancados neste trabalho e o pionerismo
quanto ao uso de particulados micronizados como conservadores e objetivando a ampliacio
da técnica de micronizagdo e novas aplicagcdes, sdo propostas algumas sugestdes para
trabalhos futuros dentro da mesma linha de pesquisa. Sao elas:

6.1 Medidas de Solubilidade e cilculo do parametro de solubilidade em diferentes misturas
para outros conservadores como por ex. o dcido sérbico e seus sais.

6.2 Influéncia da relacdo comprimento/didmetro do ejetor no tamanho das particulas.

6.3 Explorar as diferentes condicdes de pressdo e temperatura na regido supercritica, usando
as propriedades fisico-quimicas do fluido (densidade, difusividade e viscosidade, etc.).

6.4 Avaliar e determinar os componentes responsdveis pela cor amarelada do suco de laranja,
com o crescimento de Alicyclobacillus acidoterrestris.
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