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Il Resumo

Alicyclobacillus acidoterrestris séo bactérias isoladas do solo, Gram
positivas, formadoras de esporos, acido-termofilas; apresentando assim
resisténcia ao processo de pasteurizacdo, sendo capazes de promover a
deterioragéo de sucos frescos néo tratados e/ou pasteurizados. Acido benzoico
€ um conservador amplamente utilizado em bebidas acidas, atuando na parede
celular do microorganismo e sobre enzimas importantes ao seu metabolismo. O
processo de micronizagdo por RESS (Rapid Expansion of Supercritical Solution)
resulta em maior biodisponibilidade devido a uma reducédo do tamanho das
particulas, para escala micro. O trabalho objetivou maximizar o efeito do acido
benzoico através do processo de micronizacao visando a reducéo na concentracao
necessaria para obtencao de efeito esporicida. Para tanto, avaliou-se a atuacéo de
diferentes concentracdes de acido benzoico micronizado contra Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM 2498, em comparacao a atuagdo dos conservadores benzoato
de sodio e &cido benzoico comerciais, por até 28 dias a 45 °C em suco de laranja.
O acido benzoico micronizado na concentragdo de 0,005 g.100 mL-" apresentou
eficiéncia como bactericida no controle deste microrganismo, apresentando
resultado melhor que o obtido pelo conservador comercial que em concentracao
maior (0,01 g.100 mL") mostrou apenas efeito bacteriostatico contra esta
linhagem. Conclui-se que a utilizagdo de acido benzoico micronizado é uma
alternativa eficiente para reducéo da concentrac&o necessaria para conservacao
de suco, atuando contra os esporos da bactéria.

Palavras-chave: Conservador; Fluido supercritico,
Alicyclobacillus acidoterrestris.

B Summary

Alicyclobacillus spp. are Gram-positive spore forming and thermo acidophilic
bacteria isolated from ground. As a result of its resistance to pasteurization process;
they represent the main spoiling bacteria of fresh and pasteurized fruit juices.
Benzoic acid is a widely used preservative of acid drinks, acting in the cell wall
and on important metabolic enzymes of the microorganisms. The RESS (Rapid
Expansion of Supercritical Solution), micronization process causes an increase in
the bioavailability of the product as a result of a reduction in the size of particles,
to a micro scale. The objective of the work maximize the effect of benzoic acid
due to micronization process aiming to reduce the concentration necessary to
act as sporicide against Alicyclobacillus acidoterrestris. In such way, different
micronized benzoic acid concentrations were evaluate against A. acidoterrestris
DSM 2498, in comparison to commercial benzoic acid and sodium benzoate for up
to 28 days to 45 °C in orange juice. Micronized benzoic acid at 0,005 g.100 mL",
was bactericide to this microorganism, showing a better resulted than the gotten
with the commercial preservative at higher concentration (0,01 g.100 mL-") which
was only bacteriostatic against this strain. It is concluded that micronized benzoic
acid is an efficient alternative to reduce the concentration necessary to preserve
juice, acting against the bacterium spores.

Key words: Preservatives; Supercritical fluid; Alicyclobacillus acidoterrestris.
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Il 1 Introducao

Normalmente, a alta acidez em alimentos é o
suficiente para evitar a proliferacdo de bactérias néao
esporogéneas como as bactérias lacticas, de bolores
e de leveduras, sendo a grande maioria eliminada por
pasteurizagdo. Porém, este conceito de deterioracéo
de produtos acidos apresentou modificacbes com os
relatos de deterioracdo 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 sdo bactérias
acido-dependentes, com crescimento numa faixa de
temperatura de 20 a 60 °C e de pH de 2,5 a 6,0. Sao
assim chamadas devido a presenca de acidos graxos
alfa-aliciclicos na membrana dessas bactérias (JENSEN,
1999). Sao esporogéneas formando esporos centrais,
subterminais e terminais. S&o Gram-positivas ou variaveis.
A maioria das linhagens é aerdbia, mas Evancho e Walls
(2001) encontraram linhagens anaerébias facultativas.

O género Alicyclobacillus foi inicialmente classifi-
cadoemtrés espécies: A. acidoterrestris, A. acidocaldarius
e A. cycloheptanicus. Recentemente, foram incluidas
outras quatro, A. hesperidum (ALBUQUERQUE et al.,
2000), A. mali e A. acidocaldarius subsp. rittmani
(NICOLAUS et al., 1998) e A. herbarium (GOTO et al.,
2002).

Em 1984, Cerny et al. isolaram bactéria acido
termofila de deterioracdo de suco de maga (mais tarde
reconhecida como A. acidoterrestris). No Japdo e nos
EUA, estiveram relacionadas com “off flavour” e deterio-
racdo de suco (JENSEN, 1999; PETTIPHER et al., 1997;
SPLITTSTOESSER et al., 1998; YAMAZAKI et al., 1996).

No verdo de 1994, na Europa, essa bactéria foi
detectada no suco de fruta exportado pelo Brasil, sendo
constatado que essa bactéria esta distribuida nos laran-
jais e solo brasileiro. Eguchi et al. (1999) relatam que
0 nicho primario desses microrganismos parece ser o
solo.

A industria de suco de fruta € 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 S&o Paulo (Brasil). Sendo o Brasil o maior
produtor e exportador desse produto (GIL-IZQUIERDO
et al., 2002).

A deterioragcdo microbiana do suco de laranja
€ ocasionada por microrganismos tolerantes ao meio
acido, com predominio de bactérias laticas, leveduras
e fungos. As bactérias produtoras do acido latico, como
os Lactobacillus e Leuconostoc, apresentam baixa resis-
téncia térmica, sendo geralmente destruidas quando
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submetidas ao tratamento térmico, sdo microaerdfilas e
toleram pH baixo (VITALI e RAO, 1984).

Os conservadores mais utilizados em alimentos
sdo classificados como bacteriostaticos e fungistaticos
e atuam inibindo o crescimento do microrganismo nos
alimentos, mantendo a caracteristica inicial por um tempo
maior. Os mais utilizados e permitidos pela legislacéo
brasileira para bebidas ndo alcodlicas como 0s sucos
de frutas sdo: acido benzoico e seus sais de sdédio,
calcio e potassio, com concentracdo maxima permitida
de 0,05 g.100 mL™"; acido sorbico e seus sais de sodio,
potassio e célcio, com concentragdo maxima permitida de
0,08 g.100 mL-" para bebidas sem gas e 0,03 g.100 mL™"
para bebidas com gés; e didxido de enxofre, com concen-
tracdo maxima permitida de 0,004 g.100 mL-" (BRASIL,
2007).

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

De acordo com Luck (1981), os conservadores
devem apresentar as seguintes caracteristicas: baixa
toxidade, estavel nos alimentos, ndo alterar as caracteris-
ticas sensoriais dos alimentos, de uso facil, efetivo contra
0s microrganismos previsiveis nas condi¢cfes existentes
(pH, atividade de agua, etc.) e de baixo custo.

O acido benzoico foi um dos primeiros conser-
vadores utilizados em alimentos. N&do se acumula no
organismo, pois se combina com a glicina e transforma-se
em acido hipurico, que é facilmente excretado por via
renal; sendo este um dos motivos da auséncia de efeitos
toxicos (FRIAS et al., 1996). Mesmo sendo a formagao de
acido hipurico a partir de acido benzoico um processo
saturavel, tendo a disponibilidade da glicina como um
fator limitante, a eliminac&o do acido benzoico ¢é relati-
vamente rapida (TFOUNI e TOLEDO, 2001).

Acido benzoico é menos utilizado que seu sal
por apresentar menor solubilidade em meio aquoso. Em
bebidas &acidas, o benzoato de sédio atua na forma de
acido benzoico, que é um acido orgéanico fraco que ndo
apresenta implicagdes toxicas na concentracdo recomen-
dada, sendo considerado substancia GRAS (Geralmente
Reconhecida como Segura) (CHIPLEY, 1993).

Entretanto, em concentra¢cbées geralmente utili-
zadas pelas industrias de bebidas, este conservador
propicia um sabor desagradavel ao produto. Neste caso,
0 processo de micronizagao representa uma alternativa
para a reducao da concentracdo do conservador a ser
utilizada, com consequente diminui¢cdo do “off flavour’.
Além disso, seria também uma alternativa para atender
as exigéncias dos consumidores, que nos ultimos anos
tém se preocupado em consumir alimentos com menor
concentracao de aditivos, e uma alternativa de melhorar
a solubilidade do acido benzoico em meio aquoso.
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Recentemente, tem ocorrido o aumento no inte-
resse na producado de particulas finas (micronizadas) a
partir de sélidos soluveis em fluidos supercriticos. Existem
diferentes técnicas disponiveis. Uma das pioneiras € a
Expanséo Répida de Solugbes Supercriticas, conhecido
como Processo RESS (Rapid Expansion of Supercritical
Solutions) (MATSON et al., 1989).

Esta é uma alternativa atrativa devido ao n&o uso
dos solventes téxicos (cloroférmio, diclorometano, acetato
de etila, acetona e metano) largamente utilizados na
preparacéo de nanoparticulados pelos métodos conven-
cionais.

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 é expandida
através de um ejetor, formando um jato, provocando uma
mudanca abrupta da densidade em funcéo da alteracéo
da relacé&o de solubilidade soluto/solvente. Os produtos
em forma de particulados ou de filmes s&o coletados em
um recipiente para posterior analise.

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

Sendo assim, o presente trabalho objetivou avaliar
a atuacao de acido benzoico micronizado, visando a sua
utilizacdo em concentracdes menores que as usuais, bem
como comparar a atuagéo dos conservadores benzoato
de sodio e 4cido benzoico comercial em Alicyclobacillus
acidoterrestris DSM 2498 em suco de laranja.

I 2 Material e métodos

2.1 Producao de conservadores micronizados

A unidade de extracdo supercritica é vista na
Figura 1. O soluto (acido benzoico) foi colocado dentro
de um vaso de presséao (reator marca ROTH), com volume
de 300 mL. Posteriormente, foi adicionado CO, no vaso de
presséo até ndo haver mais variacdo na presséo interna.
Apo6s o resfriamento do vaso de pressédo por 1 h, em
congelador com temperatura em torno de —10 °C, outra
injecdo de CO, foi realizada propiciando um aumento na
massa de CO, no interior da autoclave. Um banho termos-
tatico foi usado para controlar apés atingir a temperatura
desejada. O experimento foi conduzido em uma tempe-
ratura de aproximadamente 40 °C, pressao de 160 bar
e a massa de acido benzoico de 0,35 g. A tomada de
amostra apdés a abertura da valvula, ocorreu através de
um ejetor de 1/16 polegadas de diametro, revestido com
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Figura 1. Unidade de extracao supercritica. BT — banho termos-
tatico, CG - cilindro de CO,, EJ - ejetor, ES ~ reator.

uma manta para controle da temperatura. O material foi
coletado em um recipiente especifico apés a mudanca
brusca de solubilidade. O material sélido fica depositado
nas paredes do recipiente separando-se do fluido.

2.2 Caracterizacao do material micronizado por
microscopia eletrénica de varredura e ética

2.2.1 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Apds o processo de micronizagdo, 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 min e, em seguida, de imediata
metalizag&o. Esta foi realizada por 180 s, 40 mA, com
cobertura de ouro, no metalizador modelo BAL-TEC
SCD 0150. Em seguida, foi feita a observagdo no micros-
copio eletronico de varredura modelo STEREOSCAN
CAMBRIGE 200.

2.2.2 Microscopia otica

As amostras micronizadas foram colocadas
em laminas de vidro, observadas ao microscoépio LD
ACHROPLAN 40 x 0,60 Korr e fotografadas com MC
Cémera Motic.
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2.3 Microrganismo

A. acidoterrestris CCT 4384 (equivalente a
DSM 2498), obtida da colec&o de culturas tropicais
(Fundagao André Tosello, Campinas, SP).

2.4 Preparo do indculo

A cultura estoque em Agar OSA foi ativada fazen-
do-se 4 transferéncias em caldo BAM com incubacéo a
45 °C por 24 h, seguida de incubagé&o da cultura ativa em
frascos contendo caldo BAM. Apés incubacéo a 45 °C por
6 dias, o caldo foi centrifugado a 3000 x g, durante 10 min,
a temperatura de 10 °C. O sobrenadante foi descartado
e 0 precipitado ressuspenso em caldo BAM e glicerol
(15%), que foram agitados vigorosamente e distribuidos
em pequenos tubos de ensaio. Os tubos foram mantidos
em freezer a —18 °C até o momento do uso.

2.5 Inibicao de Alicyclobacillus acidoterrestris
pelos conservadores

Foram adicionados a matriz benzoato de sédio ou
acido benzoico comerciais a 0,005 e 0,01 g.100 mL™,
que, posteriormente, sofreu tratamento térmico de vapor
fluente por 15 min. [O material resultante] foi entdo inocu-
lado com uma suspenséo de esporos de modo a conter
uma concentragao final de 10° e 10* esporos.mL™" e
incubado a 45 °C por até 28 dias, fazendo-se a contagem
inicial e coleta das amostras em intervalos de 7 dias para
enumeracéao de Alicyclobacillus acidoterrestris.

2.6 Analise estatistica

Foram conduzidas trés replicatas independentes,
e a separacéo significativa dos valores foi determinada
pelo teste de Tukey usando-se o programa estatistico
XLSTAT 2006 para determinagéo de diferencga significa-
tiva (p £0,05).

I 3 Resultados e discussao

3.1 Obtencao e caracterizacédo de acido benzoico
micronizado

Os cristais de acido benzoico obtidos através do
processo RESS usando-se um tubo ejetor capilar (capilary
nozzle), nas condicdes utilizadas de pré-expansdo de
ca 40 °C e 160 bar, podem ser vistos nas Figuras 2a, b.
Para efeito de comparacéo temos nas Figuras 3a, b o
acido benzoico comercial. Os cristais de acido benzoico
micronizado s&o alongadas, com distribuigéo irregular de
tamanho e com didametro de ca 10 pm como pode ser visto
na Figura 2a. A Figura 2b mostra a distribuic&o irregular
do comprimento das particulas de até 200 um diferente-
mente da amostra original que apresenta irregularidade
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1,17KX 15 Kv WD: 22 MM S: 00000 P: 00000 20 pm

M L1

100,0 um

Figura 2. Fotomicrografias do acido benzoico micronizado.
a) cristal isolado, visualizagéo feita em 1,17 k e 15 kv por MEV,
b) cristais alongados com distribuicdo irregular de tamanho,
visualizag&o feita por microscopia ética.

e diversidade de estrutura, com comprimento e largura
de até 500 pm (Figuras 3a, b).

3.2 Atuacao dos conservadores sobre
Alicyclobacillus acidoterrestris DSM 2498

Os resultados do crescimento de A. acidoterestris
frente aos diferentes conservadores estdo apresentados
na Tabela 1.

As contagens nas amostras inoculadas sem adigédo
de conservador (controle positivo) aumentaram ca de
3 ciclos log ao longo dos 28 dias de incubagédo compa-
radas a contagem inicial de log 3,53 + 0,05. Quando o
suco foi adicionado de benzoato 0,01 g.100 mL~" ou de
acido benzoico 0,005 € 0,01 g.100 mL~" n&o se observou
aumento no numero de células que n&o diferiram signi-
ficativamente (p > 0,05) da contagem inicial, atuando
portanto, como bacteriostaticos.
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Figura 3. Fotomicrografias do acido benzoico comercial. a)
estruturas irregulares, visualizagao feita em aumento de 73,6 x
e 15 kv por MEV; b) estrutura irregular visualizada por micros-
copia ¢tica.

Nas amostras adicionadas de acido benzoico
micronizado 0,0025 g.100 mL-" observou-se acao bacte-
riostatica por apenas por 21 dias, sendo que a partir do
28° dia as contagens aumentarem em ca 2 ciclos log.
Aparentemente houve uma adaptag¢ao do microrganismo
ao conservador ao longo do periodo de incubagéao rela-
cionada a capacidade de reparo.

Diferentemente, quando as amostras continham
0,005 g.100 mL-" de acido benzoico micronizado houve
diferenca significativa (p < 0,05) da contagem inicial,
com reducéo de mais de 1 ciclo log ao longo de todo o
periodo avaliado (28 dias), atuando como bactericida.
Essa atuacao foi significativamente diferente (p < 0,05)
quando comparada a atuagao de outros conservadores
no 28° dia, tendo sido letal, ao contrario dos outros conser-
vadores cujo efeito foi de inibicdo apenas.
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De acordo com Yeh et al. (2004), mesmo nao
havendo crescimento de A. acidoterrestris apesar
de elevadas concentracdes de conservador, células
viaveis e esporos podem se recuperar, por exemplo, em
temperatura abusiva, podendo haver multiplicacdo das
bactérias e, consequentemente, deterioragdo ao longo
do armazenamento.

Além da possibilidade de ativagdo de mecanismo
de reparo, a melhor atuagéo dos conservadores nas duas
primeiras semanas pode ser explicada pela curva de
crescimento bacteriano. As células sdo mais sensiveis
quando estdo metabolicamente ativas (EMIN, 1992), ou
seja, na fase exponencial a atuacdo dos conservadores
€ melhor que na fase estacionaria conforme pode ser
observado na Figura 4.

A partir da 2% semana, a cultura sem adicédo de
conservador encontrava-se na fase estacionaria, atin-
gindo aproximadamente log de 7 UFC.mL"', contagem
proxima a maxima encontrada por Murray et al. (2007) para
A. acidoterrestris (N-1100) em diferentes bebidas como
suco de maca, tomate, cha com limao, entre outras, inocu-
ladas com uma concentracéo inicial de até log 4,2 UFC.
mL-' e incubadas a 43 °C, condigdes proximas as deste
trabalho (log 3,53 £ 0,05 UFC.mL™"). Estes autores eviden-
ciaram que em algumas bebidas, como suco de maga,
suco de tomate e bebidas isotbnicas, as contagens atin-
giram log 5-log 7 UFC.mL"" em apenas 3 dias, enquanto
em outras bebidas esta contagem de A. acidoterrestris
pode levar até 28 dias para ser atingida.

Walker e Phillips (2007) inocularam concentra-
coes de 10* UFC.mL™" de A. acidoterrestris em suco
de maga e usaram altas concentragcéo de benzoato
de sdédio 0,5-1,5 mg.mL™" (0,05-0,15 g.100 mL"), n&o
sendo observado crescimento de células vegetativas em
12 dias; e, com esporos da cultura, observaram contagem
reduzida no 29° dia de log 3,4 UFC.mL™". Porém, essa
eficiente atuagdo é devida a temperatura usada na
incubacédo das amostras, de 30 °C, bem mais baixa que
a temperatura 6tima de crescimento do microrganismo
(45 °C), além das concentracbes do conservador serem
até 30 vezes maiores que as utilizadas neste trabalho
(0,005 e 0,01 g.100 mL™"). Estas concentracBes sdo
impraticaveis, pois excedem o maximo permitido pela
legislacéo de vérios paises. Na Uni&o Européia, a concen-
trac&o de benzoato de sddio permitida em bebidas é de
no maximo 1500 mg.L™' (0,15 g.100 mL"") (WALKER e
PHILLIPS, 2007), niveis superiores ao maximo permitido
pela legislac&o brasileira para o mesmo produto, de
0,005 g.100 mL" (BRASIL, 2007).

O processo de micronizagdo aumenta a superficie
de contato com consequente aumento da solubilidade e
biodisponibilidade do composto (PERRUT et al., 2005),
influi na formulacao de novas drogas com principio ativo,
modifica seu comportamento, que pode ser insoluvel ou
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Tabela 1. Contagem de A. acidoterrestris (UFC.mL"") em suco de laranja reconstituido do suco concentrado, na presenca dos conser-
vadores: benzoato de sédio e 4cido benzoico comercial e &cido benzoico micronizado (indculo inicial de log 3,53 £ 0,05).

Conservador Dias
7 14 21 28
Nenhum 5,46 + 0,012 6,66 + 0,642 6,60 + 0,772 6,59 + 0,20%
Benzoato de Sédio (0,005 g.100 mL™") 2,85+ 0,64° 2,66 +0,92° 4,31+0,73° 4,48 + 0,0880°
Benzoato de Sédio (0,01 g.100 mL") 2,561 +0,48% 2,82 +0,14° 3,36 + 0,92° 3,13 £ 0,37"c
Ac. Benzoico (0,005 g.100 mL™") 3,38 + 0,20° 2,63 + 0,04% 2,68 + 0,60° 3,41 + 0,44bc
Ac. Benzoico (0,01 g.100 mL") 3,01 £0,46° 2,64 £0,172 2,94 +£0,78° 3,17 £ 0,24°
Ac. Benzoico micronizado (0,0025 g.100 mL") 3,32 +0,52° 3,06 + 0,41 3,79+0,75° 5,56 + 0,168
Ac. Benzoico micronizado (0,005 g.100 mL™") 2,54 £ 0,07% 2,61+0,142® 2,93+0,61° 2,15+ 0,222

*Diferenca significativa comparada a concentrag&o inicial; *diferenca significativa comparada ao controle sem conservador no mesmo tempo; e
cdiferenca significativa comparada a amostra com acido benzoico micronizado a 0,005 g.100 mL~" no mesmo tempo.

Comportamento de Alicyclobacillus acidoterrestris
a 45 °C frente aos diferentes conservadores

Log UFC.mL""

O T T T T
0 7 14 21 28

Tempo (dias)

—— Benzoato de sédio 0,005 g.100 mL™"
—&— Ac. benzoico 0,005 g.100 mL™"

—&— Ac. beznoico micronizado 0,005 g.100 mL""'
—0— Controle positivo

Figura 4. Crescimento de A. acidoterrestris, a 45 °C, por até
28 dias em presencga de 0,005 g.100 mL-" dos conservadores
acido benzoico micronizado, ac. benzoico e benzoato de sédio
comerciais. O controle positivo refere-se a amostra sem adi¢ao
de conservadores.

pouco soluvel em meio aquoso (SHARIATI e PETERS,
2003), sendo o caso do acido benzoico em suco de
laranja. O &cido benzoico apresenta boa solubilidade
principalmente em solventes ndo polares (BEERBOWER
et al., 1984).

A forma, tamanho, superficie, estrutura do cristal
e morfologia das particulas s&o caracteristicas impor-
tantes na atividade de farmacos (PASQUALI et al., 2006).
A biodisponibilidade é influenciada principalmente
pelo tamanho e distribuicao das particulas (MARTIN e
COCERO, 2008).

Sob diferentes condi¢des de cristalizagéo as dife-
rentes estruturas cristalinas (polimorfismo), podem afetar
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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 atuagao do acido
benzoico micronizado a 0,005 g.100 mL-" como bacte-
ricida até a 4® semana, diferentemente do benzoato a
0,005 g.100 mL-' € 0,01 g.100 mL™" e &cido benzoico a
0,005 g.100 mL" e 0,01 g.100 mL™" ndo micronizados,
que atuaram como bacteriostéaticos.

Il 4 Conclusodes

Apenas o 4cido benzoico micronizado na concen-
tracdo de 0,005 g.100 mL™" apresentou eficiéncia no
controle de Alicyclobaillus acidoterrestris. Além disso,
apresentaram resultados melhores que os obtidos
pelos conservadores acido benzoico e benzoato
de sédio comerciais, nas concentracdes de 0,005 e
0,01 g.100 mL", que atuaram apenas como bacterios-
tatico nesta bactéria.

Sendo assim, o processo de micronizagao e
0 uso do conservador &cido benzoico micronizado
mostraram-se alternativas eficientes para a reducéo
da concentracdo necessaria para a conservacéo de
suco, ja que apresentaram melhores resultados por até
28 dias, em temperatura abusiva de 45 °C, até mesmo
em concentracées menores (0,005 g.100 mL") que os
conservadores benzoato de sdédio e acido benzoico
comerciais. Além disso, o conservador micronizado
também se mostrou atuante na fase estacionaria de
Alicyclobacillus acidoterrestris, apresentando, assim, uma
atuacao eficiente na forma de esporos desta bactéria.
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