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RESUMO

As bactérias do acido lactico (BAL) sdo conhecidas pela sua utilizacdo em produtos carneos
fermentados, contribuindo para o desenvolvimento de caracteristicas sensoriais e melhoria da sua
seguranca, através de mecanismos naturais com inibicdo de bactérias deteriorativas e patogénicas.
Esta capacidade é chamada de biopreservagéo, onde a microbiota natural ou a adicionada é usada
para aumentar o tempo de prateleira do produto e a sua seguranca. O objetivo deste estudo foi
avaliar a capacidade de biopreservacéo de trés estirpes de Lactobacillus, previamente isoladas de
produtos carneos fermentados, sendo caracterizado o seu potencial bacteriocinogénico contra
diversos microrganismos patogénicos e deteriorativos que podem ser encontrados em produtos
carneos. Duas estirpes foram selecionadas para serem avaliadas em ensaios de antagonismo contra
L. innocua, tendo sido inoculadas em massa tradicional de chourico e em carne sem condimentacdes,
com mimetizacdo de suas fases de fabrico a 7 °C e 20 °C. Nesses ensaios a evolugdo da microbiota
deteriorativa e tecnoldgica foi estudada assim como a capacidade de inibir Listeria sp. de forma a
seleccionar as estirpes mais adequadas a participar em culturas protectoras. Face as diferentes
condicbes de estudos pode-se concluir que as trés estirpes testadas apresentaram potencial
bacteriogénico para com a microbiota deteriorativa e patogénica. Dentre as duas estirpes testadas
nos ensaios in vitro, a estirpe L. plantarum P3B7 apresentou resultados inibitérios de aerébios totais a
30 °C e Listeria innocua mais desejaveis em ambos 0s ensaios.

Palavras-chave: Biopreservagéo. Lactobaccili. Cultura protectora. Enchidos fermentados. Seguranga
Alimentar.
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ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) are known for their extended use in fermented foods, contributing to
the development of sensory characteristics and its safety, through natural mechanisms such the
inhibition of pathogenic and spoilage microbiota. This mechanis is usually refered as a term called
biopreservation, where the natural or added microbiota is used to extend the shelf-life and enhance
food product safety. The objective of this assay was to evaluate the biopreservation ability of three
Lactobacillus strains, previously isolated from fermented meat products, evaluating its
bacteriocinogenic potential against several pathogenic and spoilage strains that can be found in
fermented meat products. Two strains were selected to be evaluated in an in vitro antagonism assays
against L. innocua, using traditional fermented meat sausage matrix and a meat matrix without
seasonings, and simulating two different phases of production at 7 °C and 20 °C. The evolution of the
spoilage and technological was observed as well as inhibition capability of Listeria spp. leading to a
selection of strains to include in starter cultures. Counsidering the different conditions of this essay it
can be concluded that all three tested strains demonstrated bacteriocinogenic potential towards
spoilage and pathogenic strains. Between the two selected strains on the in vitro essay, L. plantarum

P3B7 showed more desirable results on the inhibition of total aerobes at 30 °C and Listeria innocua.

Key-words: Biopreservation. Lactobacilli. Protective culture. Fermented meat sausages. Food Safety.
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1. INTRODUCAO

A procura de alimentos seguros, que ndo recorram a adicao excessiva de conservantes
quimicos, aumentou de forma acentuada nos Ultimos anos. Assistiu-se entdo ao
desenvolvimento de novos produtos e o conceito de biopreservacao aplicado aos alimentos
adquiriu uma grande importancia tanto para as inddstrias como para os consumidores (Krockel,
2013; Stiles, 1996). Presentemente, 0os consumidores possuem um maior acesso a informacéo
sobre a sua alimentacdo, procurando alimentos mais adequados as suas necessidades e
muitas vezes optando por aqueles que além de seguros sdo considerados benéficos para a
salde.

Os produtos carneos fermentados sdo consumidos amplamente pela populacéo
europeia. A extensa variedade de produtos a base de carne presentes no continente europeu
pode ser diferenciada de acordo com o tipo de matéria prima utilizada (tipo de carne e de
outros ingredientes carneos), com a adicdo de temperos e especiarias e com o procedimento
de fabrico, seja o enchido fermentado, curado ou fumado, cada qual caracteristico de culturas e
habitos diferenciados de cada pais e regido. A sua producdo consiste na actuacdo de uma
microbiota fermentadora especifica que confere caracteristicas organolépticas a cada produto.

A aplicacdo de culturas bacterianas nos processos de producéo de alimentos ocorre ha
muitos anos, a sua utilizagdo em escala industrial permite um maior controlo da qualidade, seja
em relacdo ao tempo de fabrico dos produtos ou pela padronizagdo dos mesmos (sabor, cor,
aroma, etc), certificando que as caracteristicas finais dos produtos sejam homogéneas em
todos os lotes de fabrico (Bernardi & Contreras-Castillo, 2010; Zeuthen, 2007).

A denominacéo de biopreservacgao surgiu a fim de diferenciar os alimentos que utilizam
aditivos quimicos para promover a sua conservacdo dos que recorrem a técnicas de
conservagdo naturais (Krockel, 2013; Stiles, 1996). Na elaboracdo de produtos carneos
fermentados pode-se ou ndo realizar a adicdo de culturas starters ou de arranque (Zeuthen,
2007). Estas culturas consistem em grupos ja conhecido de microrganismos, 0s quais seréo 0s
principais responsaveis pelo processo de fermentag¢éo dos produtos.

O conhecimento do modo de actuacdo destes microrganismos em diferentes
substratos, como em produtos carneos, é de extremo interesse industrial uma vez que
participam ndo apenas na origem de caracteristicas organolépticas do produto, mas também
na sua seguranca, contribuindo para o controlo o desenvolvimento de microrganismos
deteriorativos e patogénicos.

Em comparacéo a outros sectores da indUstria alimentar, a utilizagdo de tecnologia de
ponta no sector de produtos carneos fermentados pode ser considerado recente. Hutkins
(2006) descreve que a utilizagdo de novas tecnologias para o desenvolvimento de produtos
carneos fermentados teve inicio apenas no século XX (Hutkins, 2006). Segundo Jay (2000),
apenas no inicio dos anos 1900 foram descobertos os beneficios da adicdo de microrganismos
na producdo de produtos fermentados e a partir dai iniciou-se a inoculacdo de culturas

bacterianas para a producdo de enchidos fermentados (Jay, 2000). O desenvolvimento destas



tecnologias esta relacionado com o controlo de microrganismos e suas estirpes, i.e., culturas
starters ou de arranque, e sO esteve disponivel a partir de 1960 (Hammes & Hertel, 1998;
Hutkins, 2006; Jay, 2000; Leroy & Vuyst, 2005).

Este estudo tem como objetivo avaliar a capacidade de biopreservacao caracterizando
0 potencial bacteriocinogénico de trés estirpes de Lactobacilllus, dois L. plantarum (P05-15 e
P3B7) e um L. sakei (CV3C2) previamente isoladas de produtos carneos, contra
microrganismos deteriorativos, tecnologicos e patogénicos habitualmente presentes na
microbiota de produtos carneos fermentados, seleccionando os mais adequados para
conferirem bioproteccdo a alimentos, como por exemplo integrando uma cultura starter para
produtos carneos fermentados.

Estes microrganismos serdo primeiramente avaliados quanto a sua capacidade
bacteriocinogénica através do método adaptado de Skalka e colaboradores (1983) e Skalka
(1986) contra microrganismos deteriorativos (Brochothrix thermosphacta, Pseudomonas
aeruginosa), tecnolégicos (Staphylococcus equorum e S. xylosus) e patogénicos (E. Coli, L.
monocytogenes, Salmonella enteridis e S. aureus) (Skalka et al., 1983; Skalka, 1986). O teste
foi também realizado contra o indicador Enterococcus avium (EA5), Serdo posteriormente
selecionadas duas estirpes para a realizacdo de ensaios in vitro, utilizando massa formulada de
chourico e também carne sem condimentacdes, para a avaliagdo da inibicdo contra L. innocua,
utilizada como uma espécie ndo patogénica do género Listeria (Jay, 2005). Para o ensaio in
vitro de antagonismo, as estirpes selecionadas serdo inoculadas de modo U(nico ou em
combinagcdo em massa tradicional de chourico e em carne sem condimentagBes sendo
submetidas a condicfes que mimetizam as do fabrico de enchidos carneos fermentados. Serdo
realizadas contagens diarias da microbiota acido lactica e de Listeria sp., para a avaliacdo do
poder de inibicdo dos Lactobacillus inoculados contra a L. innocua. Também serdo realizadas
contagens de microrganismos naturalmente presentes na microbiota da carne e do produto
céarneo como: microrganismos aerébios totais a 30 °C (AT), Enterobacteriaceas, Pseudomonas,
bactérias acido lacticas e Staphylococcus. Os resultados serdo avaliados visando propriedades
de biopreservacao, de forma que estes microrganismos sejam classificados como aptos ou nédo
aptos para a integracdo de uma cultura starter para produtos carneos fermentados.

Este trabalho esté estruturado primeiramente com uma revisdo bibliografica que visa
englobar informacdes relevantes sobre enchidos cérneos fermentados caracterizando sua
constituicdo, etapas e técnicas de fabrico, também abordando a constituicdo da microbiota
destes produtos, tanto deteriorativa quanto patogénica. Sera também referenciado a
importdncia de microrganismos constituintes de culturas starters e suas principais
caracteristicas, focando na utilizacdo de bactérias do género Lactobacillus como uma
ferrementa de biopreservacdo desejavel para a integracdo de culturas starters e
desenvolvimentos de produtos carneos fermentados. Os ensaios realizados, tanto para a
caracterizagdo inicial das estirpes, como para 0 ensaio in vitro, assim como os resultados

obtidos, a discussao e andlise destes dados estédo descritos nos capitulos finais deste projeto.



2. ENCHIDOS CARNEOS FERMENTADOS

Diferentes métodos de conservacdo surgiram a partir da necessidade de armazenar
alimento. Em tempos de escassez um melhor aproveitamento, valorizacdo e conservacédo da
carcaca de um animal, suas visceras e pequenos restos de carnes utilizadas na confeccéo de
novos alimentos eram considerados importante para a sobrevivéncia da populagéo.

A utilizacdo de métodos para a conservagdo de alimentos ja decorre ha milhares de
anos. Vignolo e colaboradores (2010) relataram descricdes de técnicas de fermentacdo e
secagem de produtos carneos ha mais de 2500 anos na China, podendo-se dizer que estes
métodos de conservacédo sdo alguns dos mais antigos (Vignolo et al., 2010). Zeuthen (2007)
relatou que agougueiros romanos utilizavam carnes de vaca e de suino cortadas em pequenos
pedacos, misturadas com sal e especiarias, que eram acondicionadas em tripas limpas de
animais e levadas a salas especiais para fumagem, demonstrando que naquela época ja havia
conhecimento sobre este processo de fabrico e conservagdo de alimentos (Zeuthen, 2007).

Pela necessidade de se prolongar a vida util de alimentos desenvolveu-se e
aprimoraram-se técnicas em que microrganismos eram utilizados ndo apenas para o
desenvolvimento de caracteristicas organolépticas mas também para garantia da qualidade
dos alimentos.

Podem ser considerados enchidos carneos fermentados aqueles produtos que através
da actuacéo de bactérias 4cido lacticas (BAL), adicionadas sob a forma de culturas starters ou
presentes na matéria prima ou no ambiente fabril, passem pelo processo de fermentagdo
lactica (respiracdo anaerdébia).

A correta origem da utilizacdo de procedimentos como a secagem, fumagem e a
fermentacdo de produtos carneos ndo é certa, mas sabe-se que estes processos tiveram um
papel fundamental ndo apenas para a melhoria da viabilidade destes alimentos, uma vez que
aumentavam a sua estabilidade a temperatura ambiente, mas também para o aprimoramento
da qualidade sensorial do produto (Jay, 2000). Com o passar dos anos estas técnicas foram
aperfeicoadas até ao momento em que novos produtos comecaram a ser criados, dando
origem a uma vasta gama de produtos carneos que se conhece nos dias de hoje.

A fermentacdo e a maturacdo dos produtos carneos ocorre pela actuacdo da microbiota
presente no preparado carneo inicial, em especial as BAL, Staphylococcus coagulase negativa
(SCN), bolores e leveduras que auxiliam ndo apenas na conservag¢édo, mas também contribuem
para as caracteristicas organolépticas especificas (Vignolo et al., 2010; Zeuthen, 2007).

Para que o processo de fermentacao ocorra, uma pratica comum consiste na adi¢do de
uma porcado de uma massa de produto fermentado misturada na massa de carne que dard
origem a novos produtos fermentados, esta pratica é conhecida como backslopping (Jay,
2000). A microbiota, que j& se encontrava estabelecida na massa fermentada € adicionada
para que ocorra colonizacdo da nova massa carnea garantindo assim a perpetuacdo das
caracteristicas organolépticas dos produtos carneos. Primeiramente a contaminacao natural da

matéria prima era suficiente para que o produto cérneo final desenvolvesse caracteristicas



Unicas e ao mesmo tempo fornecesse um produto relativamente seguro para o consumidor. A
fermentacdo do produto ocorria de forma esponténea, sem a adicdo de microrganismos ou a
utiliza¢é@o do conceito de blackslopping.

Quando os conceitos de uso de culturas starters ou mesmo o backslopping ndo sao
utilizados o produto depende estritamente da contamina¢do microbiana sofrida durante a sua
obtencgédo para passar pelo processo de fermentacdo. Esta contaminagéo tem o seu inicio no
abate dos animais e aumenta gradualmente durante o decorrer do seu processamento. A
contaminagéo pode ser proveniente dos utensilios usados no abate dos animais e no corte das
carcacas, do tracto gastrointestinal dos animais abatidos, do ambiente fabril e armazenagem,
mas também das méos de manipuladores (Jay, 2000; Talon et al., 2007b; Zeuthen, 2007).

Atualmente a utilizagdo de culturas starters é efectuada tanto a nivel tradicional quanto
a nivel industrial, o facil acesso e o vasto conhecimento sobre os microrganismos utilizados

permite que estas culturas tenham uma grande importancia no mercado.

2.1 Ingredientes e processo de fabrico de enchidos carneos fermentados

A escolha dos ingredientes para o fabrico de produtos cérneos fermentados pode
depender de alguns factores como a disponibilidade do tipo de carne, factores culturais e de
preferéncias, contudo a escolha da matéria prima também é feita pensando no produto final,
uma vez que a qualidade microbiolégica e quimica da matéria prima tem grande relagdo com
as caracteristicas finais do produto.

O ingrediente principal é a carne utilizando-se pedagos de carne magra e gordura.
Juntamente com a carne sdo utilizados ingredientes como o sal, agua, pimentéo, alho, vinho,
agentes de cura (nitritos e nitratos), agucar e/ou dextrose, assim como fumo liquido, proteinas
de origem animal ou vegetal, entre outros diversos temperos (Ammo & Mayo, 2007; Heinz &
Hautzinger, 2007; Lebert et al., 2007a; Norma Portuguesa 589:2008).

A utilizacdo da matéria prima (carne) com um teor microbiano baixo é imprescindivel,
uma vez que uma elevada contaminacdo pode interferir diretamente com o processo de
maturacdo do produto, prevenindo-se assim também sabores e texturas indesejadas e
garantindo a seguranca do alimento (Vignolo et al., 2010).

A carne, limpa de por¢des exageradas de gordura e de tecido nervoso, € utilizada
numa propor¢do de 80:20 (carne magra: gordura) na grande maioria dos produtos industriais,
sendo esta relagao variavel em produtos tradicionais (Heinz & Hautzinger, 2007; Lebert et al.,
2007a). A ampla utilizagédo de gordura rija de suino para um produto de maior qualidade da-se
pelo fato de que este tipo de gordura apresenta uma maior estabilidade a rancificacdo nas
etapas de maturacdo do produto, além de apresentar uma consisténcia mais firme e seca
(Heinz & Hautzinger, 2007). A gordura utilizada deve possuir um ponto de fuséo alto, isto é,
nao amolecer a baixas temperaturas, também deve possuir uma baixa percentagem de acidos
gordos polinsaturados para prevenir a rancificacdo (Vignolo et al., 2010).

Sao largamente utilizadas as denominadas misturas de cura, isto é, misturas contendo

ingredientes necessarios para o desenvolvimento do sabor no produto. Podem incluir glucose,



como substrato para a fermentacao, e nitratos/nitritos como estabilizadores da cor, entre outros
ingredientes. O acido ascOrbico ou eritorbato de sédio também séo utilizados (Jay, 2000). O
acido ascorbico é utilizado devido suas propriedades redutoras, acelerando a reaccédo entre
agentes de cura, como o nitrito, e a mioglobina (Heinz & Hautzinger, 2007).

Dentre os condimentos que fazem parte das misturas de cura, o sal auxilia na
solubilizacado e difusdo de proteinas miofibrilares, criando uma ligacéo entre particulas de carne
e gordura, para além de participar intensamente no flavour do produto (Tyopponen et al.,
2003). Outros temperos tém forte contribuicdo no sabor, no aroma e na aparéncia do produto.
Alguns podem também auxiliar na digestdo como a salvia e o alecrim. Outros possuem
propriedades bacteriostaticas como o alho. No entanto a ac¢ao bacteriostatica destes temperos
€ apenas relevante na presenca de elevadas concentracdes dos mesmos, uma vez que sao
utilizados em baixas concentracfes os resultados nédo poderem ser considerados satisfatérios
para as condicbes de seguranca do produto (Feiner, 2006). Os temperos também podem
constituir fontes de agentes patogénicos como Salmonella spp., E. coli e Listeria spp. e devem
receber, durante a sua selec¢cdo e compra, toda a atencdo quanto a sua qualidade (Feiner,
2006).

A adicédo de acgucares € comum em enchidos fermentados. AcUcares simples como a
glucose fornecem energia de facil conversdo para BAL, a sua quantidade influéncia a taxa e
duracéo da acidificacdo do meio (Ockerman & Basu, 2007).

O nitrato ndo contribui diretamente para a coloracdo do produto mas a sua reducéo a
nitrito estd relacionada a coloracdo résea em produtos carneos cozidos e vermelha em
produtos cérneos curados. A utilizacdo apenas de nitrato no fabrico de enchidos depende da
presenca de bactérias que reduzem o nitrato a nitrito como, por exemplo, Micrococcaceae e
SCN, que possam estar presentes na microbiota do produto ou serem adicionados a mistura
(Jay, 2000; Papamanoli et al., 2002; Feiner, 2006). Espirito Santo e colaboradores (2005)
observaram que concentracdes elevadas de NaCl podem ter um efeito negativo no crescimento
de L. sakei assim como também no decréscimo do pH, uma vez que reduzem a actividade de
agua (Aw) desfavorecendo o meio para o crescimento de bactérias laticas (Espirito Santo et al.,
2005).

A obtencdo do produto final ocorre entdo em duas fases, a de maturacdo e a de
fermentacdo/secagem (Lebert et al., 2007a). As fases de fermentacdo e maturagdo podem ter
uma duracéo variada de acordo com o tipo do enchido. Estas fases séo especificas para cada
tipo de produto e também correspondem a um fator essencial para as caracteristicas de textura
e flavour. Como por exemplo, em enchidos de calibres préximos dos 6 cm, como os italianos
do tipo Milano e Crespone e o Salchicon espanhol podem ter uma maturacéo de até 60 dias,
enchidos poloneses do tipo Krakowscha sucha até 3 semanas e em enchidos portugueses
como o chourigo tradicional de 3 a 5 dias (Toldra et al., 2007).

Apéds o corte da carne e a mistura homogénea juntamente aos condimentos, forma-se
uma massa consistente, facilitando o posterior enchimento dos involucros. Antes do

acondicionamento nos invélucros a massa passa por uma fase de maturacao.



Os revestimentos dos produtos carneos fermentados auxiliam na manutencdo de um
ambiente adequado para que ocorra o processo de fermentacdo. Para o chourico de carne
tradicional os invélucros utilizados sdo apenas de origem natural (tripas naturais) (Norma
Portuguesa 589:2008).

Nos primeiros dias de maturagdo a agua presente no produto tende a ficar mais
proxima da superficie e entdo evapora (Jay, 2000), reduzindo a Aw final do produto. Durante a
maturacdo também ocorrem processos como a protedlise e a lipdlise (Petdja-Kannine &
Puolanne. 2007).

A humidade relativa durante a fase de fermentacdo é importante para determinar o
valor de Aw final do produto, na fermentacéo os valores minimos giram em torno de 63 — 75 %
e maximos de 86 — 95 %, ja para a secagem os valores minimos séo de 64 — 69% e valores
maximos de 70 — 85 %. Nos enchidos tradicionais portugueses os valores finais de Aw do
produto sédo de aproximadamente 0,83 a 0,95 (Decreto-Lei n°® 560/99; Lebert et al., 2007a).

A nivel industrial, o controlo da humidade relativa, da temperatura e da velocidade do
ar sdo realizados nas camaras de secagem para garantir uniformidade de lotes, em métodos
de processamento mais tradicionais muitas das vezes estes controlos ndo sao feitos. Para
enchidos secos fermentados os valores finais do pH pode variar entre 4,8 e 6,0 com uma
percentagem de 0,5 a 1,0% de acido lactico (Vignolo et al., 2010).

A Aw em enchidos secos fermentados é aproximadamente de 0,85 a 0,91. Enquanto
para enchidos fermentados semi-secos (chourico) o pH final € em média de 4,7 a 5,2 — 54
com uma percentagem de &cido lactico de 0,5 a 1,3 % e o teor de humidade esta entre 35% ou
mais (Vignolo et al., 2010), produtos que possuam maturacao rapida possuem um pH em torno
de 4,8 a 5,2 e um Aw < 0,90, em comparacdo com produtos de maturacdo mais lenta que
possuem um pH em torno de 5,3 a 5,8 e um Ax > 0,90 (Fries, 2007). Em comparacéo a
produtos secos, os enchidos fumados apresentam um Aw maior, entre > 0,90 - 0,91 (Vignolo et
al., 2010). Estes e outros parametros estao descritos na Tabela 2.1 — Ficha técnica do produto
Chourico.

Durante a fase de fumagem do produto pode-se utilizar diferentes técnicas, algumas
das mais usadas séo a fumagem natural e o fumo liquido (Feiner, 2006). A fumagem natural é
realizada em camaras de fumagem, onde ocorre a combustdo controlada de madeira, as
temperaturas de 300 a 600 °C, e um posterior descréscimo da temperatura (aproximadamente
85 °C) do fumo até chegar em contacto com o produto (Feiner, 2006; Vignolo et al., 2010). O
fumo liquido é resultante da condensacdo do fumo de madeiras seleccionadas e sobre
condig¢des controladas de pirdlise, este pode entdo ser adicionado a massa carnea por meio de
atomizacao, gotejamento, pulverizacdo na salmoura ou pela sua adigdo aos invélucros (Feiner,
2006).

Em comparacdo a fumagem natural, o fumo liquido apresenta algumas vantagens: a
sua adicdo é padronizada e até mesmo a coloracdo do produto final € mais homogénea; ndo

h& emissdo de fumo para a atmosfera podendo-se considerar ambientalmente correta; as



camaras de producdo do fumo sdo de facil manutencdo; €é praticamente livre de

hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (Feiner, 2006).

Tabela 2.1 — Ficha técnica do produto Chourigo. Adaptado de: Ahn & Min, 2007; Andrés et al. 2007,
Decreto-Lei n® 560/99, Fraqueza et al., 2007; Petdja-Kanninen & Puolanne, 2007; Quinta Da Portela,

2012; Vignolo et al., 2010.

Nome do produto:

Chourigo.

Especificacéo:

Enchido fumado feito & base de carne de suino (pa) congelada, gordura
congelada de suino, cortada em fragmentos de dimensé&o superior a 1 cm,
misturada com aditivos, condimentos e especiarias. A massa carnea preparada
passa entdo por um processo de maturacéo de 2 a 4 dias e entdo &
acondicionada em invélucros naturais ou sintéticos. A fermentacéo ocorre durante
2 a 3 dias, variando de acordo com a especificidade do produto.

Caracteristicas do
produto:

Tamanho e peso: 40 cm x 3 cm, 270 g — 350 g.

Formato e dimensdes: Forma de ferradura individualizada por atadura com calibre
compreendido entre 25 e 40 mm e até 50cm em comprimento linear.
Caracteristicas organolépticas: aspecto avermelhado e brilhante denotando uma
coloragéo e cheiro resultantes do processo de fumagem por queima de madeiras
apropriadas. Deve ter ainda consisténcia firme, invélucros sem roturas e bem
aderente a massa.

Interior (ao corte obliquo): massa perfeitamente ligada, de aspecto marmoreado
com distribuicéo regular dos pedacgos de carne e gordura de cor avermelhada e
branca, com cheiro e sabor caracteristicos. No caso especifico do chouri¢o de
carne tradicional a granulometria ndo deve ser inferior a 15 mm.

Composicao do
produto:Ingredientes

Chourigo Tradicional - Carne de suino (70 — 80% de carne magra e 20 — 30% de
gordura), Vinho, Agua, Sal, Alho, Especiarias, Agucares, Estabilizadores (E451 -
Trifosfatos, E450 - Difosfatos), Proteina Vegetal, Lactose, Antioxidantes (E331-
Citratos de sodio, E301 — Ascorbato de sddio), Dextrina, Leite em pg,
Intensificador de Sabor (E621 — glutamato monossodico), Conservantes (E250 —
Nitrito de sddio, E252 — Nitrito de potassio) e invélucro.

Acondicionamento:

Sem embalagem ou embalagem a vacuo ou atmosfera controlada, neste dltimo
caso deve estar especificado na embalagem o tipo de atmosfera utilizada (CO2 ou
azoto).

Conservacao:

Armazenar abaixo dos 15°C, em local fresco e seco sem incidéncia de luz.

Modo de utilizagéo:

Pronto para consumo para individuos sem problemas de satde. Consumo em
quantidades moderadas para criangas e idosos. Atencado para grupos sensiveis
que sofram de hipertensao, hipercolesterolémia e intolerancia a lactose ou
proteina de soja.

Prazo de validade:

Em embalagem a vacuo e atmosfera modificada 10 e 15°C o tempo de vida Util do
produto é de 3 meses. Em embalagens a gas e em embalagens com
temperaturas entre 0 e 6 °C o tempo de vida util do produto é de 6 meses.
Consumir preferencialmente antes da data de validade

Lote:

Onde; Ano de fabrico; Cédigo interno do produto; N° sequencial do fabrico.

Rotulagem:

Denominacgéo de venda; A quantidade liquida; A data de durabilidade minima ou a
data limite de consumo; Nome ou firma ou denominacéo social e a morada do
fabricante ou do embalador, ou de um vendedor estabelecido na Unido Europeia;
Lista de ingredientes; Quantidade de determinados ingredientes ou categoria de
ingredientes; CondigBes especiais de conservac¢do; Modo de emprego ou de
utilizagdo quando a sua omissao nao permitir fazer um uso adequado do género
alimenticio; O local de origem ou proveniéncia.

Comercializagéo:

Mercados, supermercados, talhos, restaurantes, comércio em geral.

Sugestéo de
consumo:

Pode-se consumir o produto cru, cozido ou assado.

A utilizagdo de ingredientes com um alto grau de higiene e excelente qualidade é de

extrema importancia para que o processo de fermentacédo ocorra de maneira adequada. Estes
dois parametros (higiene e qualidade) permitem uma maior homogeneidade sobre o processo
de fermentacdo e maturacdo, uma vez que garantem um correto funcionamento dos mesmos,
auxiliando no controlo da microbiota do produto e garantindo um produto final de qualidade e

Seguro para 0 consumo.






3. MICROBIOTA DE PRODUTOS CARNEOS

Os produtos céarneos fermentados, possuem diversas variagdes da sua microbiota.
Estas variacdes ndo sao apenas diferenciadas entre paises, mas também a nivel regional.
Apesar de que alguns produtos possam apresentar uma mesma nomenclatura em diferentes
paises ou regifes, a sua microbiota pode ser diversificada.

Além da utilizacdo de uma grande variedade de culturas starters no fabrico destes
produtos, alguns dos factores que podem ser levados em consideracéo para a diferenciacao da
microbiota entre produtos carneos fermentados sdo aqueles que envolvem: (a) a matéria prima
utilizada, (b) o método de preparacéo e (c) o tempo de duracdo dos processos. Ha que ter em
consideracdo que para a obtencdo do produto final se englobam outros factores inerentes ao
processamento mais caracteristicos e especificos de cada produto.

Em carnes frescas a variabilidade da microbiota d4-se devido a diversos factores, como
por meio da contaminacdo com microrganismos da microbiota intestinal dos animais, pela
prépria alimentacdo do animal, através dos utensilios usados no processamento, por meio dos
manipuladores e do ambiente fabril em si. Os utensilios e equipamentos usados antes do
processamento devem ser convenientemente limpos e desinfectados, mas ainda assim podem
ocorrer casos de contaminacéo, influencienciando a disseminagédo de microrganismos sobre a
matéria prima. A presenca de microrganismos constituintes da microbiota intestinal de animais
nunca é desejada, mas pode ocorrer caso boas praticas de higiene durante o processamento
da carcaga ndo sejam devidamente implementadas.

Na microbiota de carnes frescas ha uma predominancia de bactérias Gram negativas,
como as dos géneros Escherichia, Enterobacter, Pseudomonas. Em relagao ao grupo de Gram
positivas 0s Enterococcos e Lactobacillus sdo os mais encontrados (Jay, 2000; Saad & Franco,
1999).

Ja em enchidos fermentados os microrganismos mais encontrados sao primeiramente
as BAL, seguidos por Coccus coagulase negativo (Staphylococcus), 0os quais constituem a
segunda maior populagdo na microbiota de produtos carneos fermentados, normalmente
apresentam teores de 6 a 8 log UFC/g em produtos processados a nivel industrial (Lebert et al.,
2007a), destes, os mais frequentes séo estirpes como Sthapylococcus xylosus, S. carnosus e
Kocuria spp. (Ammo & Mayo, 2007; Cirolini et al., 2009; Lebert et al., 2007a; Vignolo et al.,
2010).

Alguns autores identificaram que dentre os Lactobacillus, as espécies L. sakei, L.
curvatus, L. plantarum e L. bavaricus séo as espécies predominantes em toda a microbiota de
enchidos (Drosinos et al., 2005; Kongkiattikajorn, 2013; Lebert et al., 2007a).

Espécies da familia Staphylococcaceae auxiliam a fermentacdo do produto e s&o
essenciais para a estabilidade da coloracdo do produto final, pois sdo capazes de realizar a
reducdo de nitratos a nitritos e favorecer a formacdo de nitrosomioglobina. Permitindo
transformacdo da mioglobina em oximioglobina e metamioglobina, este Ultimo reage com o

Oxido nitrico, que é adicionado no produto, permitindo a formacao de nitrosometamioglobina



(coloracdo vermelha mais intensa) e nitrosomioglobina (carnes curadas sem acédo do calor)
(Reid & Fennema 2010; Jonck et al., 2013; Mauriello et al., 2003). Entretanto estes
microrganismos ndo apresentam um bom crescimento em meios que contenham pH muito
acido, ao contrario de Lactobacillus (Lebert et al., 2007a).

Dentre os Staphylococcus, as espécies S. carnosus e S. xylosus sdo o0os mais
importantes para o setor industrial, pois fornecem caracteristicas tipicas ao produto e também
sdo amplamente utilizados para a preparacdo de culturas starters (Beck, 2005; Lebert et al.,
2007a).

Microrganismos do género Enterococcus também podem ser encontrados em produtos
carneos fermentados, a sua alta tolerdncia a meios salinos e ampla faixa de crescimento em
diferentes temperaturas permite que estes microrganismos se desenvolvam durante 0 processo
de maturacgdo do produto (Lebert et al., 2007a).

Bolores e leveduras também estdo presentes em enchidos carneos, podendo contribuir
para a qualidade final do produto no desenvolvimento de sabor e aromas, através de reacfes
de lipdlise, protedlise e da degradagéo de aminoacidos (Vignolo et al., 2010). Os seus produtos
celulares sdo grandes responsaveis pela produgdo de compostos volateis que atuam no
aprimoramento do aroma, sdo os metabolitos primarios e secundarios destes microrganismos e
também lipases e proteinases que participam do processo de cura (Mauriello et al., 2004; Leroy
& Vuyst, 2005; Sunesen & Stahnke, 2003). Sdo normalmente encontrados em valores préximos
a 2,0 a 4,5 log UFC/g (Lebert et al.,2007a) e durante o processo de maturagdo seus niveis nao

ultrapassaram 5 log UFC/g (Drosinos et al., 2005).
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4. BIOCONSERVAGAO: MELHORIA DE SEGURANGCA DOS ALIMENTOS E AUMENTO DO
PERIODO DE VIDA

A biopreservacao em actuacdo conjunta com factores intrinsecos do alimento, como o
pH, a temperatura e a Aw, conseguem estabelecer diferentes condicdes que proporcionam
obstaculos para os microrganismos patogénicos e de deterioracdo tornando o alimento mais
seguro mesmo sem a utilizacdo de técnicas de conservagdo como atmosferas modificadas,
tratamentos de alta pressao, conservantes quimicos ou outros (Hugas, 1998).

A utilizacdo de ferramentas bioprotectoras, como a aplicacdo de culturas starters,
permite prolongar a vida Gtil dos alimentos, minimizando riscos higio-sanitarios e garantir a
seguranca e qualidade do produto através do estudo e controlo do crescimento microbiano.

Um dos primeiros factores limitantes para o crescimento de microrganismos
indesejaveis em enchidos carneos é a adi¢do de sal e outros condimentos que indisponibilizam
a agua do meio (Tydppobnen et al., 2003).

A microbiota fermentadora no produto também auxilia no controlo da proliferacdo de
microrganismos indesejaveis, tais como bolores, leveduras e de microrganismos patogénicos
(Radulovic¢ et al., 2011; Talon et al., 2007b).

A biopreservacdo pode ser definida como o uso de microbiota competitiva para o
controlo de microrganismos deteriorativos e patogénicos (Krockel, 2013, Stiles, 1996). Licke
(2000) referiu que culturas bioprotectoras séo culturas antagonistas que para além de inibirem
patogénicos e aumentarem a vida Util, ainda participam nas propriedades organolépticas do
produto (Lucke, 2000).

Alguns autores distinguem as culturas starters das culturas protetoras, baseados no
facto das culturas starters serem mais especificas para desenvolver caracteristicas
organolépticas aos produtos finais enquanto as culturas bioprotectoras possuem accao
especifica contra agentes deteriorativos e patogénicos. Presentemente sabe-se que culturas
starters agem como bioprotetoras e vice-versa (Krockel, 2013).

Apesar da utilizacdo de culturas starters fornecer um maior controlo sobre o
desenvolvimento de microrganismos no produto, deve-se ressaltar que este tipo de tecnologia
ndo substitui uma boa pratica industrial, com condi¢cdes higiénico-sanitarias adequadas e
manipuladores com formacdo adequada, assim como a escolha de uma matéria prima
adequada com baixa contaminagdo bacteriana e de boa qualidade e composi¢cdo especifica
para cada produto (Kréckel, 2013).

4.1 Microbiota tecnolégica: bactérias do acido lactico

Os microrganismos de eleicdo para a producdo de produtos carneos fermentados
consistem nas bactérias laticas, este grupo envolve bactérias dos géneros Lactococcus,
Leuconostoc, Pediococcus, Lactobacillus e Streptococcus, este Ultimo muito utilizado na
indUstria de lacticinios (Jay, 2000; Stiles, 1996). Na Tabela 4.1, pode-se observar a

classificacéo de familia e género de algumas BAL.
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Tabela 4.1 — Familias e Géneros pertencentes ao Filo Firmicutes, Classe Bacilli, Ordem Lactobacillales.
Adaptado de: Ludwig et al., 2009a; Hammes & Hertel, 2009.

Familia Género Familia Género
Lactobaccilaceae Lactobacillus Enterococcaceae Enterococcus

Paralactobacillus Melissococcus

Pediococcus Tetragenococcus

Vagococcus

Aerococcaceae Aerococcus Leuconostocaceae Leuconostoc

Abiotrophia Oenococcus

Dolosicoccus Weissela

Eremococcus

Facklamia

Globicatella Streptococcaceae Streptococcus

Ignavigranum Lactococcus

Pactovum

Carnobacteriaceae Carnobacterium

Alkalibacterium

Allofustis

Alloiococcus

Atopobacter

Atopococcus

Atopostipes

Desemzia

Dolosigranulum
Granulicatella
Isobaculum
Marinilactibacillus
Trichcoccus

Dentre os microrganismos utilizados para a produgédo de enchidos podemos citar as
BAL, os cocos coagulase negativo e bolores e leveduras como o0os mais importantes. A
utilizac@o de diferentes grupos de bactérias é baseada nas propriedades benéficas que cada
uma delas pode atribuir ao produto, algumas dessas propriedades especificas de cada
microrganismo podem ser observadas na Tabela 4.2 — Propriedades de microrganismos
utilizados em culturas starters.

Na Europa, os microrganismos mais utilizados para a producdo de enchidos
fermentados sdo Lactobacillus sakei, L. plantarum e L. curvatus, uma vez que constituem os
principais organismos da microbiota natural da matéria prima utilizada. Estes sé&o
habitualmente selecionados para posterior utilizagdo como cultura starter, sendo classificados
como QPS (qualified presumption of safety) e GRAS (general reconized as safe) (Ammor &
Mayo, 2006; Vignolo & Fadda, 2007). Ja bactérias como o Pediococcus acidilactici e P.
pentosaceus sdo microrganismos de eleicdo no EUA para culturas starters utilizadas em
enchidos fermentados (Ammor & Mayo, 2006; Hugas, 1998).

O factor de sucesso para a utilizagdo destas bactérias é a producdo de acido lactico,
pois permitem que o pH seja reduzido (Bernardi & Contreras-Castillo, 2010), e associado a
outros metabdlitos bacterianos como catalases ou bacteriocinas tornam o ambiente inviavel,
inibindo a multiplicacdo de outros microrganismos e favorecendo o aumento do tempo de
prateleira deste tipo de produtos carneos fermentados. Em carnes frescas, usadas como
matéria prima, uma populacdo microbiana de 10? a 10%® UFC/g constituida basicamente por
BAL desenvolve-se rapidamente no produto levando a sua acidificacdo como resultado da

utilizac&o da glicose (Vignolo et al., 2010).
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Tabela 4.2 — Propriedades de microrganismos utilizados em culturas starters. Adaptado de: Ammor &
Mayo, 2006; Beck, 2005; Jay, 2000; Vignolo et al., 2010.

Microrganismo Atividade Metabdlica Beneficios durante a
fermentacédo
Bactérias Laticas Acidifica¢@o do meio Sabor levemente acido e
picante;

Inibicédo de patégenos e
microrganismos deteriorativos;
Textura;
Aceleragdo do processo de
secagem e formacéo de cor.

Atividade proteolitica Sabor (compostos ndo volateis).
Atividade antimicrobiana Inibicédo de patégenos e
(bacteriocina) microrganismos deteriorativos;
Extensdo do tempo de prateleira
do produto.
Potencial antioxidante Estabilidade de coloracao.
Cocos Coagulase Negativo Atividade redutora de nitrato Reducéo nos niveis de nitrato no
produto;
Coloracéo tipica.
Catabolismo de amino &cidos de Compostos volateis (aroma e
cadeia ramificada e acidos gordos flavour)
Bolores e Leveduras Atividade antioxidante Previne rancificacéo
Estabilidade da coloracéo.
Atividade proteolitica Sabor

A reducéo do pH ocorre pela formacéo de diferentes compostos, principalmente o 4cido
lactico, que séo produzidos dependentemente de factores genéticos e do meio. Lactobacillus
sdo anaerbbios facultativos, isto é, crescem melhor em meios anaerdbios, mas também
crescem em meios com pouco oxigénio contanto que sejam fornecidos carboidratos, produtos
da protedlise e vitaminas (Papamanoli et al., 2002). Em geral, Lactobacillus tem um
crescimento 6timo em temperaturas mesdéfilas, no maximo até 40 °C. Alguns Lactobacillus
termofilos podem crescer a temperaturas préoximas ao 55 °C, mas ndo tem um bom
crescimento abaixo dos 15 °C. Alguns Lactobacillus possuem caracteristicas extremdfilas, com
crescimento em temperaturas acima dos 55 °C (Hammes & Hertel, 2009).

O processo de fermentagdo ocorre por interagdes fisico-quimicas entre ingredientes e a
microbiota presente na massa, dando-se a transformacao dos aglcares em &cido lactico pelas
BAL para a obtencdo de energia. A fermentagéo consiste na producao de ATP a partir do ADP,
por fosforilacdo a nivel de substrato, sem a utilizacdo de oxigénio originando metabolitos como
o lactato, o acetato, o etanol, entre outros (Jay, 2000). A fosforilagdo a nivel de substrato é uma
reacdo de alta energia onde o um grupo fosfato (POa4) é ligado diretamente ao ADP (Nelson &
Cox, 2004).

Esta rapida producdo de energia da-se de forma anaerdbia e tem como resultado a
liberacdo de um &cido orgéanico, o acido lactico (Papamanoli et al., 2002; Vignolo et al., 2010),
este acido leva a uma subsequente reducédo do pH, lipélise, protedlise e também a formacéo de
compostos arométicos, estes factores favorecem a reducdo do Aw, levando a uma
estabilizacdo microbiolégica e também a producé@o de compostos aromaticos caracteristicos do
produto (Hugas, 1998; Papamanoli et al., 2002). Pela modificagdo do ambiente, as BAL iniciam
um processo de sele¢do natural da microbiota inviabilizando alguns microrganismos e

favorecendo a multiplicagcao de outros. Este processo € o responsavel pelas caracteristicas dos
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enchidos fermentados, como o sabor picante, textura mais rija e fibrosa, quando comparado a
outros produtos base de misturas carneas (Jay, 2000). A acidificacdo do meio contribui
especialmente para o sabor levemente acido e picante (Barbut, 2007).

O 4&cido lactico € um agente acidificante, aromatizante, responsavel pelo sabor
especifico de produtos fermentados e inibidor de uma larga variedade de agentes patogénicos
e deteriorativos, que podem possuir maior ou menor sensibilidade aos diferentes isémeros do
acido lactico (Narayanan et al.,, 2004). Este acido é representado em dois isémeros, o D(-)
acido lactico e L(+) acido lactico. A relacdo entre estes isdmeros influéncia suas diferentes
aplicacbes, que podem variar da producdo de alimentos a producdo de polimeros
biodegradaveis (Trontel et al., 2011).

A producao de ambos os isémeros (L(+) e D(-) acido lactico) € comum entre as BAL
com carater homofermentativas, como as pertencentes ao género Lactobacillus (Trontel et al.,
2011). A producgdo do isémero L(+) esta ligada a géneros como Lactobacillus, Lactococcus,
Pediococcus e Streptococcus, enquanto o isomero D(-) € mais correlacionado com estirpes
especificas do género Lactobacillus e algumas Enterobacteriaceae como Eubacteria,
Streptococcus bovis, Megasphaera elsdenii, entre outros (Carr et al., 2002; Connolly &

Lonnerdal, 2004), como mostra a Tabela 4.3.

Tabela 4.3 — Espécies de Lactobacillus produtores de D(-)/L(+)-acido lactico. Fonte: Connolly & Lonnerdal,
2004.

L. P +) & -4
Produtores de D(-) acido lactico Rrodutores de L(+) &cido Rrodutores de DL- acido
l4ctico l4ctico
L. agilis L. acidophilus
L. a?n lophilus L. amylovorus
- amylop L. aviarius subsp. aviaries
L. animalis )
. L. brevis
L. bavaricus .
L casei L. buchneri
L.delbrueckii subsp. delbrueckii ) ; L. crispatus
.. . L. mali
L. delbrueckii subsp. lactis . L. curvatus
- . L. maltaromicus
L. delbrueckii subsp.bulgaricus . L. fermentum
. - L. murinus .
L. jensenii . . L. gasseri
- L. paracasei subsp. paracasei .
L. vitulinus . L. hamsteri
L. paracasei subsp. tolerans -
e L. helviticus
L. ruminis . ..
L L. homohiochii
L. salivarius
L. pentosus
L. sharpeae
L. plantarum
L. rhamnosus -
L. reuteri
L. sakei

A producéo acentuada de um ou de outro isdmero depende de uma reacgéo especifica
de lactato-desidrogenasses NAD dependentes, a presenca ou ndo destas enzimas € que dita
qual dos isémeros sera produzido (Connolly & Lonnerdal, 2004; Goffin et al., 2005).

A producdo de D(-) acido lactico por algumas estirpes de Lactobacillus pode ser
influenciada pela presenca de uma enzima produzida pela propria bactéria, esta enzima induz
a conversao de L(+) em D(-) acido lactico, até que haja um equilibrio entre estes isGmeros
(Narayan et al., 2004).

A L-lactato desidrogenase, responsavel pela redugdo do L(+) acido lactico, uma enzima
do metabolismo humano ao contrario da D-lactato desidrogenase (Connolly & Lonnerdal,

2004). A ingestao de D(-) acido lactico é vastamente relacionada em literatura com casos de
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acidose, mas a maioria destes casos estao ligados a individuos com sindrome do intestino
curto ou recém nascidos com uma saulde debilitada (Dahlqvist et al., 2013; Connolly &
Lonnerdal, 2004). Apés a ingestdo, ambos os isdmeros serdo reduzidos no tracto
gastrointestinal, servindo de substrato para outras bactérias naturais da microbiota humana, a
reducdo D(-) acido lactico € realizada por bactérias da microbiota intestinal que possuam D-
lactato desidrogenase, ou por via de metabolitos da glucose (Connolly & Lonnerdal, 2004; Hino
& Kuroda, 1993; Sena et al. 2008), o que torna a ingestdo de ambos os produtos segura para a
saude humana.

A acidificacdo do meio também acelera o processo de maturacdo, trazendo o pH do
meio proximo ao ponto isoeléctrico das proteinas da carne (Barbut, 2007), facilitando a
desnaturacdo de proteica e dificultando a ligacdo de moléculas de agua, favorecendo o
processo de secagem e a textura final do produto.

BAL podem ser classificadas quanto ao seu tipo de fermentacdo, essa classificagdo é
dividida em trés grupos: as homofermentativas obrigatérias, heterofermentativas obrigatorias e
heterofermentativas facultativas. Bactérias homofermentativas obrigatérias realizam a
fermentacdo de glucose via glicdlise, gerando duas moléculas de &cido lactico e duas
moléculas de ATP para cada molécula de acucar (Corsetti & Settanni, 2007; Kang et al., 2013).
Bactérias heterofermentativa obrigatérias para além de acido lactico ainda produzem COq,
acido acético e/ou etanol, dependendo da presenca ou auséncia de receptores de electrées.
Esse processo de fermentagdo, conhecido como 6-fosfogluconato/fosfocetolase (6-PG/PK), é
mais rapido comparado com a homofermetacédo, entretanto produz-se 50 % menos energia isto
€, a partir de uma molécula de glucose produz-se uma molécula de ATP (Condon, 1987;
Aarnikunnas, 2003; Kang et al., 2013). Enquanto bactérias heterofermentativas facultativas
podem utilizar ambas as vias (Aarnikunnas, 2003). Bactérias lacticas como L. plantarum, L.
sakei e L. curvatus possuem caracter heterofermentativo facultativo (Hammes & Hertel, 2009).

Dentre os Lactobacillus as espécies L. plantarum e L.sakei sdo vastamente descritas
em literatura como as principais espécies pertencentes a culturas starter ou envolvidas em
fermentacbes espontaneas. Hugas (1998) descreveu que estirpes de L. sakei e L. plantarum
pertencem a microbiota natural de carnes e de produtos a base de carne, sendo que entédo a
sua participacao nas propriedades organolépticas de produtos a base de carne sejam, além de
inevitaveis, imprescindivel para o desenvolvimento do produto.

Drosinos e colaboradores (2005) identificaram em enchidos fermentados de origem
grega que 88,6 % dos isolados eram Lactobacillus, sendo o microrganismo com a maior
presenca nos isolados. Destes Lactobacillus 37,2 % pertenciam a espécie L. plantarum e
apenas 3,5 % da espécie L. sakei (Drosinos et al., 2005). As pesquises de Urbaniak & Pezacki
(1975), citado por Jay (2000), revelaram que Lactobacillus plantarum foi, dentre todos, o
microrganismo fermentador mais isolado em produtos fermentados em que culturas starters
nao tenham sido utilizadas (Jay, 2000). Sawitzki e colaboradores (2009) relataram que de 10
estirpes isoladas de enchidos fermentados naturalmente, 5 representavam a espécie L.

plantarum (Sawitzki et al., 2009).
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Ammo & Mayo (2006) descrevem L. sakei como a espécie mais competitiva entre
outros Lactobacillus, pois apresentam uma fase lag mais curta e uma taxa alta de crescimento
com uma alta densidade celular (Ammo & Mayo, 2006). Leroy & Vuyst (2003) estabeleceram
um modelo para o decréscimo do pH, referente a utilizagdo de estirpes de L. sakei, onde
apontam que 12 g/L de &cido lactico sdo necessarios para atingir um pH final no produto de 4.0
(Leroy & Vuyst, 2003). O estudo de Chaillou e colaboradores (2013) analisou a eficiéncia de
culturas contento diferentes estirpes de L. sakei em produtos carneos e constatou uma maior
eficiéncia na inibicdo de microrganismos patogénicos e de microbiota deteriorativa quando
duas ou mais estirpes do mesmo microrganismo eram utilizadas (Chaillou et al., 2013).

Além de acontecimentos simples para a seletividade do meio, como a competicdo por
nutrientes, por oxigénio, pelo sitio de fixacdo e da producédo de &cido lactico, as BAL ainda
possuem outros mecanismos para aumentar a selectividade do meio com a producao de
inmeras outras substancias inibitérias como o acido acético, acetoina, perdxido de hidrogénio,

bacteriocinas entre outras substéncias (Hugas, 1998; Keenan & Lindsay, 1967).

4.1.1 Propriedades desejaveis de culturas starters

Uma das principais funcdes na utilizagdo de culturas starters € garantir a segurancga do
alimento, sendo que além de proteger o alimento a cultura ndo deve ter potencial patogénico
ou téxico. As qualidades/propriedades desejaveis para a escolha de uma cultura starter, como
tem sido descritas por véarios autores (Holzapfel et al.,1995; Licke, 2000; Ammo & Mayo,
2007). Salientam-se algumas das propriedades mais relevantes:

1. Na&o apresentem risco para a saude; N&o produzam toxinas, aminas biogenicas ou
outros metabolitos prejudiciais a salde; ndo possuam carater patogénico.

2. Que adicionem beneficios ao produto: apresentem boa adaptacdo ao
produto/substrato; homogeneidade da atividade protectora durante o tempo necessario
ou durante o periodo de vida Util do produto; que permitam predizer a atividade
metabdlica da cultura sob parametros estabelecidos referentes ao produto (ex.:
producdo de acido lactico, mas sem a producdo de gas); que aumentem a vida de
prateleira do produto, inibindo mudancgas causadas por microrganismos deteriorativos e
outras reac¢des; que melhorem a seguranca do produto pela inactivacao/eliminacéo de
agentes patogénicos ou outros indesejaveis ao processo; que apresentem actividade
enzimética desejavel (ex.: para carnes, catalase, enzimas redutoras de nitrato).

3. Que melhorem a diversidade de produtos, a partir da matéria prima permitam obter um
produto com as caracteristicas desejaveis, isto € que ndo apresentem ou desenvolvam
efeitos negativos na qualidade sensorial dos produtos (ex.: producdo de &cidos
indesejaveis, gases e outros).

4. Que promovam beneficios para a saude por efeitos positivos na microbiota intestinal

Que funcionem como indicador em casos de condi¢cfes adversas.
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A Tabela 4.4 — Algumas das principais propriedades desejaveis e indesejaveis de
culturas starters.resume algumas das principais propriedades desejaveis e indesejaveis de
culturas starters.

Tabela 4.4 — Algumas das principais propriedades desejaveis e indesejaveis de culturas starters. Fonte:
Adaptado de Ammo & Mayo, 2007; Leroy et al., 2006.

Desejavel Indesejavel
Propriedades tecnoldgicas: e Producao de gases a
e Producéo de acido lactico partir de glucidos

e Crescimento em diferentes temperaturas, concentracées
de soluto e pH

e Actividade catalitica e hidrolitica de peréxido de hidrogénio
e Reducao de nitrato e nitrito
e Actividades enzimaticas proteoliticas e lipoliticas
e Tolerancia e sinergia com outros microrganismos
presentes na cultura starter
Seguranca alimentar & Biopreservacao: e  Producao de aminas
e Acidificacdo do meio biogénicas
e Producdo de bacteriocinas e Resisténcia a antibiéticos

Acéo probidtica:

Tolerancia ao pH e sais biliares do tracto gastro intestinal
Aderéncia a mucosa intestinal

Antagonismo a microrganismos patogénicos
Propriedades nutracéuticas

4.1.1.1 Potencial bacteriocinogénico: producéo de bacteriocinas

Segundo Joerger & Klaenhammer (1990) bacteriocinas podem ser definidas como
agentes antimicrobianos de origem proteica que apresentam a¢éo bactericida. Bacteriocinas
sdo em geral pequenos peptideos ou proteinas, que séo sintetizadas e produzidas apenas na
fases exponencial do crescimento bacteriano (Joerger & Klaenhammer, 1990). Riley & Wertz
(2002) relataram que as bacteriocinas apresentam toxicidade apenas para microrganismos
taxonomicamente proximos ao produtor, isto €, semelhante as bactérias produtoras, possuindo
uma estreita faixa de actuacao (Riley & Wertz, 2002). Ja Cotter e colaboradores (2005) relatam
que certas bacteriocinas podem possuir um amplo espectro de actuagéo (Cotter et al., 2005).
Diferentemente, os antibiéticos sdo definidos como metabdlitos secundarios, apesar de
possuirem um espectro maior de actuagao ndo possuem uma atividade maior de actuacdo em
microrganismos semelhantes aos microrganismos produtores (Zacharof & Lovitt, 2012).

Uma das possiveis fun¢gBes das bacteriocinas € a de participarem num complexo
sistema de comunicacao entre células responsavel pelo quorum sensing. Este mecanismo de
troca de sinais pelo ambiente é responsavel pela coordenacdo de uma funcado entre as células
que passam a actuar de maneira igual visando um objetivo comum como a sobrevivéncia, a
adaptacdo a disponibilidade de nutrientes, proteccdo contra componentes toxicos, defesa
contra outros microrganismos. Os microrganismos patogénicos utilizam este sistema para a
escolha do momento apropriado para a expressdo de factores de viruléncia. Esta troca de
informacdes pela secrecdo de compostos quimicos pode-se realizar entre microrganismos de
uma mesma espécie ou entre espécies diferentes (Kievit & Iglewski, 2000; Miller & Bassler,
2001; Riley & Wertz, 2002).
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As bacteriocinas sdo seguras para a alimentacdo humana, pois para além de
possuirem um peso molecular pequeno, sendo menores que 10 kDa, sdo facilmente
degradadas por enzimas proteoliticas, em especial por proteases presentes no tracto
gastrointestinal de mamiferos (Zacharof & Lovitt, 2012). Possuem diversas variacdes de
tamanho, peso, alvos de actuacdo, modelos de acdo e mecanismos de imunidade (Riley &
Wertz, 2002).

Apesar de todo o potencial tecnoldgico as bacteriocinas produzidas por BAL possuem
algumas desvantagens, como inibir microrganimos de culturas starters que seriam desejaveis a

certos produtos (Holzapfel et al., 1995).

4.1.2 Propriedades indesejaveis de culturas starters

Algumas caracteristicas de bactérias que componham uma cultura starter podem nao
ser desejaveis para a preparacao de enchidos carneos fermentados, como a produc¢édo de gas,
sintese de aminas biogénicas, producao de perdxido de hidrogénio, entre outros. Lactobacillus
também podem apresentar um carater deteriorativo, pela modificacdo das propriedades
sensoriais dos produtos, como sabor, textura, cor, muco e a formacdo de aminas biogénicas
(Papamanoli et al., 2002).

Apesar de BAL serem consideradas seguras para a alimentacdo podem apresentar
certo risco, como a transferéncia de genes de resisténcia a antibidticos para outros
microrganismos e algumas estirpes podem produzir enterotoxinas (Ammo & Mayo, 2007;
Holzapfel et al., 1995; Vidal-Carou et al., 2007).

4.1.2.1 Producao de perdxido de hidrogénio

A producéo de peréxido de hidrogénio pode ser uma caracteristica de algumas BAL, a
presenca do peréxido de hidrogénio pode acarretar em um gosto levemente acido e em
produtos carneos favorece a rancificagcdo, pode ainda levar & uma descoloracdo ou coloragao
esverdeada do produto (Kréckel, 2013).

O peréxido de hidrogénio também atua como bacteriostatico contra microrganismos
Gram positivos, mas possui um efeito bacteriocida contra microrganismos Gram negativos
(Papamanoli et al., 2002).

4.1.2.2 Producao de géas

BAL heterofermentativas possuem a capacidade de produzir CO2, caracteristica a qual
indesejada na producdo de enchidos fermentados, uma vez que a presenca de gas pode
interferir nas qualidades organolépticas do produto. BAL heterofermentativas, podem ainda
produzir concentragfes inadequadas de acido acético formando um sabor desagradavel no
produto (Ammor & Mayo, 2007; Kréckel, 2013).
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4.1.2.3 Aminas biogénicas

BAL podem também estarem relacionadas com a produgdo de aminas biogénicas
como a histamina, em produtos fermentados, compostos estes gerados pela descarboxilizagédo
de aminoécidos, reacdo proveniente da atividade metabdlica destes organismos. Straub e
colaboradores (1995) relata que, em seus estudos, o potencial de risco para a producdo de
aminas biogénicas nao foi relatado em estirpes de BAL utilizadas em culturas starters, incluindo
Pediococcus, mas em apenas algumas estirpes de L. plantarum (Straub et al., 1995).

No estudo realizado por Bover-Cid e colaboradores (2001) onde 66 estirpes de
Lactobacillus, provenientes de enchidos fermentados foram analisadas, aproximadamente 32%
destas estirpes produziam aminas biogénicas (Bover-Cid et al., 2001). Sendo que dentre as
estirpes de L. plantarum e de SCN nenhuma apresentou atividade de descarboxilacéo, isto &,
ndo produziam enzimas responsaveis pela sintese de aminas (Silva et al., 2013), sendo assim
nédo houve producéo de aminas biogénicas por estas estirpes, entretando algumas das estirpes
de L. sakei apresentaram a formac¢&o de aminas biogénicas. Bover-Cid e colaboradores (2001)
também citam que a formacdo de aminas biogénicas esta relacionada mais intimamente a
estirpes especificas e ndo a espécie de microrganismos, entretanto também concluiram que
dentre os Lactobacillus as espécies plantarum e sakei seriam mais adequadas para a
constituicdo de culturas starters, devido as suas propriedades tecnolégicas e sua caracteristica

de serem nédo produtoras de aminas biogénicas (Bover-Cid et al., 2001).

4.2 Microbiota deteriorativa e patogénica presente em produtos carneos

A deterioragdo pode ser definida como um fenémeno que engloba as mudancas do
substrato durante o desenvolvimento da microbiota especifica do produto (Nychas et al., 2008).
Dentre os principais organismos deteriorativo encontrados em produtos carneos fermentados
podem-se citar Brochothrix thermosphacta, Carnobacterium spp., Leuconostoc spp. e
Pseudomonas; e Listeria monocytogenes E. coli, Salmonella e S. aureus apontados como 0s
principais agentes patogénicos.

Na Tabela 4.5 apresenta alguns dos microrganismos patogénicos encontrados em

enchidos carneos fermentados e suas respectivas patologias.

Tabela 4.5 — Microrganismos patogénicos encontrados em enchidos carneos fermentados. Fonte: Ray,
2000.

Microrganismo Grupo microbiolégico Sintoma
Intoxicagao
Sthapylococcus S. aureus Gram + Gastrointestinal
Infecgéo
Salmonelose Salmonella Gram- Gastrointestinal
Gastroenterite Hemorragica E. coli O157:H7 Gram- Gastrointestinal
Gastroente'nt_e (ndo E. coli (toxina Shiga) Gram- Gastrointestinal
hemorragica)
Toxinfeccédo
. E. coli . .
Gastroenterites Gram- Gastrointestinal

(enteropatogénica)
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Algumas bactérias lacticas que tenham carater heterofermentativo, como
Carnobacterium, Leuconostoc e Weissella estdo comunmente associadas a deterioracdo de
carne e produtos carneos (Ammor & Mayo, 2007; Krockel, 2013). B. thermosphacta é um dos
principais agentes deteriorativos em carnes e em produtos carneos fermentados, é responsavel
pela descoloracdo e pela producao de off-flavours, produzidos pela quebra de proteinas e
lipidos, dando viscosidade ao produto (Feiner, 2006; Stiles, 1996). Penicillum também pode ser
listado como um microrganismo deteriorativos em produtos carneos (Ray, 2005). Leuconostoc
pode ter carater deteriorativo em carnes processadas, mas também participar na producéo de
queijos, de vegetais fermentados como o chucrute, e vinhos (Raposo et al., 2007; Stiles, 1995).

Microrganismos patogénicos como E. coli, S. aureus e L. monocytogenes séo
frequentemente referidos como presentes em enchidos carneos fermentados (Paramithiotis et
al., 2010). Contudo, varios autores relatam que L. monocytogenes esta comumente presente
na matéria prima (carne) mas néo esta normalmente presente no produto final (enchido carneo
fermentado) (Lebert et al., 2007b,). Outros agentes patdgenicos como a Salmonella ndo sao
normalmente encontrados em produtos carneos fermentados (Drosinos et al., 2005; Lebert et
al., 2007h).

Dentre os perigos microbiolégicos encontrados em produtos carneos fermentados,
suas principais condi¢bes de crescimento e possiveis métodos de controlo estdo destacados
naTabela 4.6.

Mesmo com a reducéo do pH e Aw e com o crescimento de BAL favorecido, alguns
microrganismos patdgenicos ainda possuem tolerancia a pH mais acidos, como é o caso de E.
coli que suporta um pH com valores entre 4,0 a 9,0, sendo que a infeccdo humana por este
agente pode ocorrer com pequenas doses (Esteves, 2005; Paramithiotis et al., 2010; Krockel,
2013). Por isto a obtencdo de uma matéria prima de qualidade, com contaminacéo bacteriana
minima, é essencial para o controlo do produto, uma vez que medidas preventivas de controlo
de perigos, boas praticas de fabricacdo, implementagdo do sistema HACCP podem assegurar
a qualidade e seguranca da transformacéo da matéria prima até ao produto final.

Outros agentes descritos como um perigo biolégico pela United States Department of
Agriculture (USDA, 1999) sdo os parasitas. Trichinella spiralis € um nematode que habita o
intestino de animais como cées, gatos, suinos e humanos e é responséavel pela Triquinelose. A
sua prevencgdo consiste em procedimentos que envolvem a formulacdo e processos de cura, 0
corte da carne, a utilizagdo de congelacdo da matéria prima, tempo e temperaturas adequadas
durante a secagem do produto (USDA, 1999). Outros agentes como Taenia solium e
Cysticercus podem estar presentes na matéria prima, mas sdo inativados ou descartados

durante os primeiros dias de processamento (Gamble, 1997; Gonzalez et al., 2003).
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Tabela 4.6 — Requisitos para o crescimento dos principais perigos biolégicos de enchidos fermentados e
medidas de controlo. Fonte: Adaptado de: Feiner, 2006; De Vos et al., 2009; Ray, 2000; Silva, 2003;
USDA, 1999.

Agente Controlo Temperatura pH Aw
Processamento térmico adequado.
. Acidez do meio. R 4.0 -
E. coli Procedimentos de higiene do ambiente. 7-45°C 9.0 0.95

Condi¢des adequadas de armazenamento.

Tratamento apropriado com calor, programa
Listeria de higiene e desinfeccéo, separagdo de 5.2 -

o ; 25-44°C 0.92
monocytogenes matérias primas dos produtos prontos para 9.6
consumo.
Combinagdes de processos como
fermentacéao latica e cura. o 4.0 -
Salmonella Controlo de condi¢8es higiénicas de fabrico. 5-46°C 9.0 0.95
Controlo de contaminacdo cruzada.
Aerobiose
Boas praticas de higiene pessoal. 50_ 0.86
S. aureus Controlo de tempo e temperatura de 6.5-46 °C 9'0
alimentos. ' Anaerobiose
0.91

Utilizac&o de ar refrigerado no
armazenamento de carcagas.
Implementagdo de medidas de higiene no

ent\((e?gilglli?ica processo de fabrico. 2-45°C gg T 0.9
Refrigeracdo apropriada, tratamento '
térmico, controlo do sal e acidez.
Prevencédo de contaminacdo cruzada.
Grupo |
(toxina tipo A.
BeF) 0.95
Controlo do pH. 10-48°C
. Adic&o de nitritos e sal, refrigeracéo,
C. botulinum acidificacdo do pH < 4.6 e reducao do Aw 46
<0.93. Grupo Il
(toxmi)B, Ee 0.98
3.3-45°C
Utilizac&o de ar refrigerado no
armazenamento de carcagas.
Campylobacter Implementacéo de medidas de higiene no 47—

processo de fabrico. 30-47°C ' >0.97
. S 7.5

Evitar contaminacgéo cruzada.

Condicdes apropriadas de aquecimento,

arrefecimento e congelacéo.

jejuni

Condicdes apropriadas de aquecimento e 4.9 -

Bacillus cereus - 10-48 °C 0.91
arrefecimento. 9.3
L Condi¢des apropriadas de aquecimento, _
Clostr_ldlum arrefecimento e cozedura (tempo: 15-50°C 55 0.95
perfringes 8.0
temperatura).

4.2.1 Listeria monocytogenes

L. monocytogenes é um bacilo Gram positivo, anaerdbio facultativo, flagelado e
intracelular facultativo, isto é, invade e reproduz-se dentro de células do corpo humano sendo
que a doenca em humanos é de origem alimentar (Lorber, 2007; Pizarro-Cerda & Cossart,
2007). O mecanismo de invasividade deste agente ocorre por fagocitose da L. monocytogenes
por parte da célula hospedeira e uma vez dentro do vacuolo produz listeriolisinas e fosfolipases

que destréem a membrana do vacuolo, libertando a L. monocytogenes no meio intracelular e
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permitindo assim que ocorra infeccdo de célula-a-célula no hospedeiro (Hernandez-Milian &
Payeras-Cifre, 2013).

Para além da L. monocytogenes, outras onze espécies estdo presentes no género
Listeria, séo elas L. grayi, L. inoccua, L ivanovii, L. seeligeri, L. welshimeri, L. marthii, L.
rocourtiae, L. murrayi, L. denitrificans, L. fleischmannii e L. weihenstephanensis. Destas, além
da L. monocytogenes, apenas L. ivanovii € considerada patogénica e afeta basicamente
ruminantes, para humanos apenas a L. monocytogenes é considerada patogénica (Chen,
2012; Lorber, 2007; Jamali & Thong, 2014).

Sendo a principal espécie patogénica, L. monocytogenes apresenta 13 sorovares
diferentes os quais estdo muito relacionados com a L. inoccua e L. seeligeri. Esta aproximacao
destas espécies faz com que a L. inoccua seja muitas vezes relacionada como a variante nao
patogénica da L. monocytogenes (Jay, 2005). Apesar de possuir treze diferentes sorotipos
(1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e e 7) os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b sdo os
mais associados a doengas de origem alimentar (Chen, 2012; Lorber, 2007, Jian et al., 2008).0
género Listeria é tolerante ao sal e também a meios acidos, podendo desenvolver-se também
em temperaturas de refrigeracdo (2 — 4 °C) e também abaixo de 1 °C (Chen, 2012; Gandhi &
Chikindas, 2007), sendo um microrganismo persistente em alimentos refrigerados. E referida a
sua presenca, também em enchidos carneos fermentados principalmente os que sofrem
fatiagem (Diez & Patarata, 2013), persistindo em ambientes de fabrico e em ambientes
domésticos (Codex Alimentarus, 2007).

L. monocytogenes ndo é um dos principais agentes causadores de doencas
alimentares, mas em comparagdo com agentes como a Salmonella é um dos que possuem
elevadas taxas de mortalidade, entre 15 — 30 %, para casos de meningite causadas por L.
monocytogenes as taxas de mortalidade aumentam até 70 %, para casos de septicemia até 50
% e os casos de infec¢des neonatais possuem as maiores taxas, 80 % (Chen, 2012).

A transmissd@o da doenga pode ser feita verticalmente, entre mée e filho, zoondtica,
entre homens e animais, e até mesmo hospitalar. A infeccdo por via oral é a mais comum,
ocorrendo quando alimentos que contenham L. monocytogenes séo ingeridos sem tratamento
prévio, como por exemplo, pelo calor (Chen, 2012, FAO, 2004). A dose infectante ndo é
propriamente estabelecida, a dose-resposta pode variar de acordo com a susceptibilidade do
hospedeiro, com a patogenicidade e viruléncia da estirpe, assim como com a complexidade da
matriz envolvida (Chen, 2012). L. monocytogenes consegue atravessar barreiras naturais do
organismo humano, como a barreira hematoencefdlica, transplacentaria e intestinal
(Hernandez-Milian & Payeras-Cifre, 2013; Lorber, 2007).

As fontes alimentares mais associadas a L. monocytogenes incluem o leite crd ou
inadequadamente pasteurizado, leite achocolatado, queijos, queijos fabricados com leite ndo
pasteurizados, em particular queijos moles, gelados, vegetais crus, carne cruas, enchidos
carneos fermentados, peixes crus e fumados entre outros produtos. Também pode ser
encontrada em horticolas frescos como rabanetes e repolhos (Codex Alimentarus, 2007;
Gandhi & Chikindas, 2007; Gonzélez et al., 2013; Schlech, 2000). Para além destes alimentos,
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pode ser encontrada nos mais diversos ambientes como no solo, em vegetacdo em
decomposicao, fezes de animais (Chen, 2012; Codex Alimentarus, 2007; Lorber, 2007).

A contaminacdo do produto ndo precisa de ser necessariamente proveniente da
matéria prima, pois durante a preparacéo do produto podem ocorrer contaminacées cruzadas,
provenientes de utensilios, manipuladores e outros (Goh et al., 2014). O estudo de Lebert e
colaboradores (2007b) analisou o ambiente de uma industria de enchidos carneos francesa,
onde relatou que L. monocytogenes foi encontrada em facas e mesas de corte (Lebert et al.,
2007b). A producdo de biofilme pela L. monocytogenes pode promover a contaminacdo do
ambiente fabril, esses agregados celulares interferem na eficiéncia de procedimentos de
limpeza, podendo persistir e contaminar novos locais (Bonsaglia, 2014; Norwood & Gilmour,
2000).

As infec¢des causadas por L. monocytogenes possuem um periodo de incubacgéo curto
de algumas horas até 2 a 3 dias. Os casos mais severos normalmente possuem periodos de
incubacéo mais longos, de 3 dias até 3 meses (Chen, 2012; Lorber, 2007). Casos leves de
listeriose podem ocasionar sintomas como febre, dores musculares, nduseas, vomitos e
diarreias. Infec¢bes mais severas podem afetar o sistema nervoso levando a dores de cabeca,
endurecimento dos musculos do pescoco, confusdo mental, perda de equilibrio e convulsdes. A
duracdo destes sintomas podem variar de acordo com o estado imunitario do individuo,
podendo durar de dias a semanas (Chen, 2012).

InfecgBes em humanos podem ter duas vertentes, uma doenca gastrointestinal né&o
invasiva ou invasiva podendo levar a meningite e septicemia. Na maioria da populagéo
saudavel os sintomas podem ser febres agudas e distirbios gastrointestinais, em individuos
imunocomprometidos podem ocorrer septicemias e meningites. A listeriose pode causar
sintomas leves em gestantes, como dores no corpo, mal estar e dores de cabeca, entretanto €
de grande risco para o feto em desenvolvimento, casos de listeriose em gravidas podem levar
a abortos, nado mortos e os bebés que nasgam vivos podem sofrer de septicemia bacteriana e
meningite (Chen, 2012; Schlech, 2000).

O diagnéstico pode ser realizado por andlise de tecidos, sangue, liquido
cefalorraquidiano ou outros fluidos corporais estéreis (como da placenta ou do feto). Culturas
realizadas a partir de fezes humanas ndo podem ser utilizadas para o diagnéstico, uma vez
que a microbiota intestinal possa normalmente conter L. monocytogenes (Chen, 2012).

Os principais grupos populacionais afetados sdo comumente: gravidas e neonatos
(infeccbes pré-natais e infecgBes em neonatos), individuos imunocomprometidos (em
tratamento com corticosteroides, quimioterapia e outros tratamentos relacionados ao cancro,
SIDA, leucemia, diabéticos, pacientes com cirrose, idoso, etc.), individuos saudaveis também
fazem parte do grupo de risco, com a possibilidade de ingerir alimentos que contenham
grandes quantidade de L. monocytogenes. Individuos que estejam sob tratamentos com a
utilizac&@o de cimetridina ou antiacidos podem possuir uma predisposi¢ao (Chen, 2012).

L. inoccua ndo possui a patogenicidade da L. monocytogenes e pode ser encontrada

nos mesmo ambientes. Entretanto diferentes estudos indicam que o crescimento de L. inoccua
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pode afetar o crescimento de L. monocytogenes (Koo et al., 2014; Yokoyama, 1998;
Yokoyama, 2005).

Jian e colaboradores, (2008) constataram que de 20 estirpes de L. monocytogenes,
isoladas de produtos alimentares prontos para consumo, um total de 19 estirpes apresentavam
factores de viruléncia (Jian et al., 2008). Um estudo de Mena et al. e colaboradores (2004),
demonstra a grande presenca de Listeria spp. em cozinhas portuguesas, onde em carnes
cruas os valores chegaram até 60% (frango) e de até 25% (fiambre) para produtos carneos,
demonstrando a persisténcia do microrganismo mesmo depois do processamento (Mena et al.,
2004).

Na maioria dos casos L. monocytogenes pode ser destruida durante a fase de
fumagem e secagem do produto. Em enchidos secos, este patogénico é eliminado durante as
fases finais do produto (Petdja-Kanninen & Puolanne, 2007).

Presentemente, a identificacdo bacteriana a nivel de espécie para L. monocytogenes
pode ser realizada de diferentes maneiras, o diagnostico convencial € realizado através de
caldos seletivos de enriqguecimento e agares de recuperacdo e multiplicacdo, também podem
ser utilizados testes bioquimicos, outras técnicas a nivel molecular tem como exemplo o PCR
(reac@o em cadeia de polimerase), analise por enzimas de restricdo , eletroforese em gel de
campo pulsado (PFGE), entre outras (Andrade, et al., 2010).

No estudo de Simon e colaboradores (1996), o mesmo método citado no Ultimo
paragrafo foi realizado utilizando L. seeligeri, L. innocua e L. ivanovii, e duas estirpes de L.
monocytogenes, apenas estas Ultimas apresentaram bandas no gel de agarose (Simon et al.,
1996). Este método de PCR baseia-se na presenca do gene prfA, o qual é responséavel pela
sintese da proteina PFRA, esta proteina esta relacionada a um controlo positivo da
patogenicidade em L. monocytogenes (Heras et al., 2011).

A presenca do produto de amplificacéo visivel no gel de agarose indica a presenc¢a do
gene especifico prfA. Este gene esta ligado a invasdo e movimentagcdo intracelular da L.
monocytogenes, ou seja, a sua patogenicidade. E ele o responséavel pelo fator regulatério de
pleiotropia (pleiotropic regulatory factor), isto €, quando um gene controla diversas
caracteristicas relacionadas ao fenétipo do microrganismo, incluindo seu comportamento. A
viruléncia em L. monocytogenes é multifatorial, mas este gene é responsavel pela regulagdo
central do fator de viruléncia deste microrganismo, € um fator importante no desencadeamento
da viruléncia em L. monocytogenes (Heras et al., 2011; Ludwig, 2009b). A sua ativacédo € que
torna a L. monocytogenes em um microrganismo patogénico (Moreno, 2013). Este gene é
responsavel pela ativacdo de outros genes ligados a agressividade da L. monocytogenes,
como inlA e inlB que sdo genes responsaveis pela sintetizacdo de internalinas, proteinas de

superficie com atividade invasiva (Ludwig, 2009b; Moreno, 2013).

24



5. UTILIZAGCAO DE BACTERIAS DO ACIDO LACTICO COMO CULTURAS
PROTECTORAS EM ENCHIDOS FERMENTADOS PORTUGUESES

5.1 Objectivos e justificacéo

O objetivo desta dissertacdo € avaliar a capacidade de bioconservacgéo de trés estirpes
de Lactobacillus, previamente isoladas de produtos carneos fermentados, usados isoladamente
contra diversos microrganismos patogénicos e deteriorativos que podem ser encontrados em
produtos carneos. Foi-se avaliado tambem a producéo de L(+) e D(-) acido lactico das estirpes
de Lactobacillus utilizadas, caracterizando a producdo de &cido lactico de modo a uma
seleccdo mais criteriosa. Na Ultima parte deste trabalho, duas estirpes serdo selecionadas para
serem avaliadas em ensaios de antagonismo contra L. innocua, tenha sido inoculadas em
massa tradicional de chourico e em carne sem condimentacdo, para melhor avaliar a sua
capacidade de inibicdo e possivel futura participacdo em culturas starters ou iniciadoras
protectoras.
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6. MATERIAL E METODOS
6.1 Origem dos isolados de Lactobacillus em estudo

O estudo realizado neste trabalho experimental utilizou varios isolados de Lactobacillus
selvagens (n=3) e de coleccao de referéncia (n=2), Listeria monocytogenes selvagens (n=5) e
diversos isolados de espécies associadas a deterioragcdo de produtos carneos, tecnologicas ou
patogénicas de referéncia (n=10) pertencentes a coleccdo de isolados da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade de Lisboa, Departamento de Producdo Animal e

Seguranca Alimentar, Laboratdrio de Tecnologia de Produtos de Origem Animal.

6.1.1 Origem das estirpes de Lactobacillus em estudo

As estirpes de Lactobacillus utilizadas (Tabela 6.1) foram isoladas de produtos carneos
fermentados, em diferentes fases de fabrico, e do ambiente de producdo de diferentes
indUstrias situadas na regido do Alentejo, Portugal. A sua identificagcdo foi previamente

efectuada por técnicas de biologia molecular (Berthier & Ehrlich, 1998).

Tabela 6.1 — Origem e identificacdo das estirpes de Lactobacillus utilizadas.

Cadigo Género Espécie Origem

P05-15 Lactobacillus L. plantarum Enchedora
P3B7 Lactobacillus L. plantarum Meio de cura

Ccv3c2 Lactobacillus L. sakei Produto acabado

6.1.2 Origem de isolados selvagens de Listeria monocytogenes

Varias L. monocytogenes selvagens (n=5) (Tabela 6.2), foram isoladas de produtos
cérneos prontos para consumo e de superficies de contacto com o alimento em inddstrias da

regido central de Portugal, na regido metropolitana de Lisboa (Henriques et al., 2014).

Tabela 6.2 — Origem e identificacdo dos isolados de Listeria monocytogenes selvagens utilizados.

Cadigo Género Espécie Origem Sorotipo
A4l Listeria L. monocytogenes Superficie de contacto 1/2¢c
A51 Listeria L. monocytogenes Superficie de contacto 4b
131 Listeria L. monocytogenes Superficie de contacto 1/2b
1854 Listeria L. monocytogenes Produto acabado 4a
1181 Listeria L. monocytogenes Produto acabado 1/2a

6.1.3 Estirpes de referéncia utilizadas nos ensaios de avaliacdo do potencial
bacteriocinogénico, caracterizagdo da producdo de acido lactico e no ensaio de
antagonismo/competicao.

A avaliagdo do potencial bacteriocinogénico e  posteriormente  de
antagonismo/competicdo dos isolados em estudo foi acompanhada pela utilizagéo de estirpes,

adquiridas em varias cole¢cbes de referéncia, representantes de microrganismos deteriorativos,
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com caracteristicas tecnoldgicas e patogénicas, que podem estar habitualmente presentes na
microbiota de produtos carneos fermentados, tais como Brochothrix themosphacta (ATCC
11509), E. coli (CCUG 42744), S. equorum (DSMZ 20029), S. xylosus (ATCC 8166),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Listeria innocua (CECT 910T), L. monocytogenes
(CECT934), Staphylococcus aureus (ATCC 29213) e Salmonella enteriTldis (CECT 4300). A
estirpe Enterococcus avium (EA5) sensivel a bacteriocinas foi gentilmente cedida pela Dr2.
Andreia Laukova do Institute of Animal Physiology, Slovak Academy of Sciences, Laboratory of
Animal Microbiology, Slovakia.

Para a caracterizacdo da producdo de L(+) e D(-) acido lactico utilizaram-se dois
controlos positivos (L. plantarum CECT 220 e L. sakei ATCC 15323) e um controlo negativo (S.
xylosus ATCC 8166).

6.1.4 CondicBes de conservagdo, preparacdo e cultura dos isolados em estudo

Todos os isolados utilizados nos diferentes ensaios preconizados neste estudo
estavam armazenados a -80 °C, em criotubos de conservacdo contendo Brain Heart Infusion
(BHI, Scharlau, Espanha) suplementado com 15 % de Glicerol (Merck, Alemanha). Antes da
utilizagdo, as culturas conservadas foram descongeladas a temperatura ambiente e semeadas.

Para cada estirpe de Lactobacillus foram semeados cerca de 10 pL de inéculo em
placas com meio Man Rogosa & Sharp agar (MRS, Scharlau, Espanha) durante 3 dias, a 30 °C
com gerador de gas para cultura em jarra de bactérias microaeréfilas (GENbox Microaer,
bioMérieux, Franca).

Os isolados de Listeria monocytogenes e L. innocua (n=7) foram cultivadas em meio
Triptona Soja Agar (TSA, Scharlau, Espanha) ou Columbia agar suplementado com 5 % de
sangue (COS, bioMérieux, Franc¢a) e incubadas durante 1 a 2 dias, a 37 °C.

As estirpes de Brochothrix thermosphacta (ATCC 11509) Enterococcus avium (EA5), E.
coli (CCUG 42744), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Staphylococcus aureus (ATCC
29213), Salmonella enteridis (CECT 4300) foram cultivadas em meio MRS agar (Scharlau,
Espanha) ou TSA agar (Scharlau, Espanha) e incubadas a 30 °C ou 37 °C, em funcéo das

condi¢des Optimas de crescimento dos respectivos microrganismos.

6.2 Caracterizagdo da capacidade inibitéria das estirpes Lactobacillus em estudo
6.2.1 Avaliacdo do potencial bacteriocinogénico

Para a avaliacéo do potencial bacteriogénico das estirpes de Lactobacillus foi realizado
0 método qualitativo adaptado de Skalka e colaboradores (1983) e Skalka (1986)

Placas de meio MRS agar a 1,5 % agar foram previamente preparadas e identificadas
com nome do microrganismo a ser testado, nome do microrganismo competidor e data. Foi
tracada uma linha na parte exterior, ao centro de cada placa, com caneta de acetato, para

servir de guia durante a realizacdo das riscas de cultivo dos microrganismos a serem testados.

28



Uma cultura bacteriana para cada uma das estirpes de Lactobacillus em teste (n=3) foi
realizada a partir de criotubos de conservagcdo com o auxilio de uma ansa (10 pL) em placa de
meio MRS agar (Scharlau, Espanha) e incubadas durante 24 horas a 30 °C em ambiente de
microaerofilia, com a utilizacdo de um gerador de gas para cultura em jarra de bactérias
microaerdfilas (GENbox Microaer, bioMérieux, Franca).

A partir das culturas bacterianas realizou-se com o auxilio de ansa (10 uL) uma risca
por placa de MRS agar (Scharlau, Espanha ) para cada Lactobacillus correspondente,
efectuando-se outra réplica em paralelo. A incubacédo da cultura foi efetuada durante 24 horas
a 30 °C em ambiente de microaerofilia.

Posteriormente foi adicionada e distribuida homogeneamente sobre as linhas a mistura
de 200 uL da estirpe Enterococcus avium EA5 (LAM - IAP SAS, Kosice, Eslovaquia) usada
como sensivel (previamente cultivada a 30 °C durante 18 horas, de densidade 6ptica (DO a
uma absorbabcia de 625 nm), com valores entre 0,8 e 1,0 em espectrofotdbmetro (Ultrospec
2000 Pharmacia Biotech, Suécia), com 4 mL de meio BHI 0,7 % agar (BHI 0,7 % agar,
Scharlau, Espanha), liquefeito a cerca de 40 °C. As placas foram novamente incubadas a 30 °C
durante 24 horas. Os resultados exprimem as dimensdes em centimetros das zonas de inibigdo
formadas pelas estirpes de Lactobacillus contra a estirpe sensivel EA5 (LAM- IAP SAS, Kosice,
Eslovaquia). O mesmo procedimento (Figura 6.1) foi utilizado para todos os outros
microrganismos deteriorativos, tecnoldgicos e patogénicos. Estes ensaios foram repetidos duas

vezes.

Inoculagdo
eincubacdo 24 h a
30 °C

Placa MRS agar Placa MRS agar

Inoculacdo
e incubagdo a
temperaturas

Tubo de ensaio com respectivas para ]
4 mL BHI Broth cada Tubo de ensaio com 4 mL
microrganismo BHI 0.7% agar com 200 pL
de inéculo
<
Incubagdo a
24ha3d°C
Medicdo do Sobreposi¢do por derramamento do
halo de BHI 0,7% agar sobre o MRS agar
inibicao contende a risca inoculada

Figura 6.1 — Diagrama do procedimento para a avaliacdo bacterocinogénica dos isolados.
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6.2.2 Determinacgédo da producéo de L(+) e D(-) acido lactico

Os microrganismos em teste a partir de cultura em placa de MRS agar (Scharlau,
Espanha) foram inoculados com o auxilio de uma ansa (10 pL) em tubos de ensaio contendo 4
mL de caldo MRS (Scharlau, Espanha), sendo incubados durante 24 horas a 30 °C. Esta
cultura foi centrifugada durante 5 minutos em centrifuga Eppendorf 5415R (Eppendorf,
Alemanha) a 13.000 rpm. O sobrenadante foi adicionado na quantidade de 10 puL num tubo
eppendorf contendo 500 pL de agua destilada e agitado em vortex.

A avaliacdo da producédo de L(+) e D(-) acido lactico foi realizada em duplicado e de
acordo com metodologia estabelecida pelo Kit D-/L-Latic acid, UV method Nzytech® (Nzytech,
Portugal).

Foram utilizados na realizacdo do ensaio dois controlos positivos (L. plantarum CECT
220 e L. sakei ATCC 15323) e um controlo negativo (S. xylosus ATCC 8166).

Na Tabela 6.3 descrevem-se os reagentes utilizados e suas respectivas quantidades.

Tabela 6.3 — Reagentes utilizados na determinacdo da composi¢cdo em L(+) e D(-) &cido lactico. Adaptado
de: Kit D-/L-Latic acid, UV method Nzytech, Portugal

Reagentes Branco Amostras
Agua (mL) 1,6 1,5
Amostra (uL) - 100

Solugéo 1 (uL)
(D-Glutamato)
Solugéo 2 (uL)
(NAD+)
Suspenséo (pL)
(D-ALT)
Suspensao 4L (L)
(L-LDH)
ou 20 20
Suspensao 4D (uL)
(D-LDH)

500 500

100 100

20 20

A producgédo de &cido lactico pode ser analisada pela presenca de NAD* associado a
enzima lactato desidrogenase por métodos de colorimetria ou também cromatografia gasosa
(Narayanan et al., 2004). Durante a realizagdo do método colorimétrico estabelecido pelo Kit D-
/L-Latic acid, UV method Nzytech (Nzytech, Portugal), dois valores de absorvancia sdo obtidos,
estes valores séo utilizados para determinar a diferenca das absorvancias do branco e das
amostras de cada teste realizado. A concentragdo de D(-) &cido l4ctico (g/L), ou L(+) acido
lactico (g/L) é baseado na absorvancia a 340 nm da quantidade de NADH produzido (6300 L x

mol1 x cm1), os resultados foram calculados de acordo com as equacgfes descritas abaixo:

A Absorvancia = ([abs.2 — abs. 1]) — ([abs. branco 2 — abs. branco 1])

Concentragdo de D /L acido lactico = 0,3204 *.A AbS.p(_) scido lctico / L(+) 4cido lictico

Onde a abs. 1 € a absorvancia da mistura sem a adi¢do da suspenséo 4L-4cido lactico
ou 4D-acido lactico, e a abs. 2: € a absorvancia da mistura ap0s a adicdo da suspenséo 4L-

acido lactico ou 4D-acido lactico.

30



6.3 Ensaios de competicdo / antagonismo in vitro

Nestes ensaios duas estirpes foram seleccionadas a partir da avaliagdo do potencial
bacteriocinogénico e suas caracteristicas de producéo de acido. Estas estirpes foram avaliadas
em ensaios de competicdo/antagonismo contra L. innocua, tendo sido para tal realizados dois
ensaios distintos com inoculacdo em (1) massa carnea sem condimentacao e em (2) massa de
chourico. A formulacdo da massa de chourico foi efectuada de acordo com o procedimento
habitual em salsicharias tradicionais.

Ambos os ensaios foram efectuados em triplicado contemplando a mesma execucao.

Os ensaios foram realizados reproduzindo as temperaturas de duas etapas de fabrico
dos enchidos: a maturacdo a 7 °C e a fumagem a 20 °C. Assim, as amostras preparadas foram
mantidas durante 2 dias a temperatura de 7 °C, com andlises efectuadas as 0, 24 e 48 horas
seguindo as amostras para um periodo de 2 dias submetidas a temperatura de 20° C e
analisadas as 72 e 96 horas. Os parametros microbiolégicos analisados foram os seguintes:
contagem de microrganismos AT a 30 °C, contagem de BAL; contagem de Enterobacteriaceae;
contagem de Pseudomonas; contagem de SCN; contagem de Listeria spp.. A determinag&o do
pH nas amostras em estudo foi realizada no periodo de 0, 48 e 96 horas apenas para aquelas
em que L. innocua néo foi inoculada (controlo), como ilustrado na Figura 6.2.

7 °C de (0 a 48 horas 20 °C de 72 a 96 horas
J \
f \ f \
‘ 72h
48 h 06 h
72 hf
95 h

Analise microbiolégicaem 72 ha 20 °C
Analise microbiolégicaem48ha 7 °*CepH

—= Analise microbiologica em 96 h a 20 *C e pH

——= Analise microbiologicaem 24 ha 7 °C
——> Analise microbiolégicaem Oha 7 °C e pH

Figura 6.2 — Esquema em imagem para ensaios. O pH foi medido apenas nas amostras em que néo
foram inoculadas L. innocua.

6.3.1 Caracterizacdo da matéria prima utilizada nos ensaios in vitro.

A matéria prima era constituida por 70 % de aparas de carne magra e 30% de aparas
de gordura, proveniente da desmacha de carcacas de suino. A carne foi adquirida da empresa
Monta D’alva Alimentacdo SA, Lote VO204, Mod.DSQ 033/02 tendo sido realizada a sua
recepcdo no dia 20 de Janeiro de 2014. Do lote inicial foram retirados aleatoriamente
aproximadamente 100 g de aparas para a caracterizagdo microbiolégica inicial da matéria
prima com pesquisa de Listeria monocytogenes, tendo-se efectuado esta avaliagcdo em trés
amostras diferentes. O lote inicial foi embalado a vacuo em embaladora (Tecnotrip EVT-7,

Espanha) e armazenado a temperatura de -20 °C.
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Os parametros microbiolégicos analisados foram o0s seguintes: contagem de
microrganismos AT 30°C, contagem de BAL; contagem de Enterobacteriacae; contagem de
Pseudomonas; contagem de SCN; contagem de Listeria sp. e pesquisa de L. monocytogenes.
A analise microbiolégica da matéria prima foi realizada como descrito em Capitulo 6.3.1.

O posterior descongelamento da matéria prima para preparacdo das amostras em
ensaio foi realizado em camara frigorifica a temperaturas entre 4 e 5 °C, em periodos de

overnight.

6.3.2 Preparacéo e producdo da massa de chourico

A preparacéo da massa de chourico foi realizada de acordo com a formulacéo descrita
na Tabela 6.4.

As aparas de carne foram cortadas manualmente respeitando as boas praticas de
higiene. Efectuou-se a pesagem criteriosa de todos os ingredientes de acordo com as
quantidades expressas na formula.

A mistura de todos os ingredientes foi efectuada com o auxilio de uma misturadora de
eixo planetario. Apds preparacdo desta massa, foram pesadas amostras em sacos
esterilizados contendo 25 g da massa formulada. O nimero de sacos necessarios para a
realizacdo de cada ensaio foi calculado constituindo-se trés lotes armazenados a -20 °C. Cada

lote correspondeu a uma repeticédo do ensaio.

Tabela 6.4 — Formulacdo da massa de chourico.

Chourico (2kg) Quantidade necessaria
Carne (70 % magra e 30 % gordura) 1,8 Kg
Vinho Branco 0,1 mL
Agua Potavel 0,1 mL
Aditivos/Kg %
Tari Complet P27* 12g
Sal refinado 159
Massa de pimentédo 20g
Massa de alho 0,59

Legenda: * BK Giulini GmbH, o suplemento Tari Complet P27 possui em sua composi¢ao 40g de dextrose
para cada 100g do produto.

6.3.3 Preparacdo das suspensdes de Lactobacillus e de Listeria innocua para inoculagédo

Para a realizacdo da inoculacdo nas amostras para o ensaio in vitro foi estabelecida a
relagdo entre a densidade Optica e a concentracdo celular das suspensdes dos isolados de
Lactibacillus em estudo e de Listeria innocua.

A partir de prévia cultura bacteriana procedeu-se a inoculacéo dos Lactobacillus em 4
mL de caldo MRS (Scharlau, Espanha) e de L. innocua em 4 mL de caldo BHI (Scharlau,
Espanha) incubados a 30 e 37 °C durante 24 horas, respectivamente. Apds o periodo de
incubacédo, a absorvancia foi medida em espectofotdmetro (Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech,

Suécia) a uma absorbancia de 625 nm) e se necessario ajustada para valores de DO de 0,5
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(representando uma concentracao celular de 7 log!® UFC/mL) utilizando caldo MRS (Scharlau,
Espanha) ou caldo BHI (Scharlau, Espanha) para Lactobacillus e L. innocua respectivamente.

Apbs concentracdo das células por centrifugacdo (Eppendorf 5415R, Eppendorf,
Alemanha) durante 10 minutos a 5 °C numa rotacdo de 1600 rpm realizou-se lavagem com
soluto Triptona-Sal (1 g de Peptona de Caseina (Triptona, Scharlau, Espanha) e 8,5 g de
Cloreto de sédio (Scharlau, Espanha) para cada 500 mL de agua destilada), para tal o
sobrenadante foi retirado e descartado e substituido em igual quantidade por Triptona-Sal
(Scharlau, Espanha), o pellet foi entao re-suspendido sendo posteriormente submetido a mais
duas outras centrifugacfes de 5 minutos a 5 °C em uma rotacdo de 1600 rpm e efectuando-se
0 mesmo procedimento de lavagem das células.

6.3.4 Preparacdo das amostras do ensaio in vitro

Dois ensaios distintos foram realizados utilizando (1) massa carnea sem
condimentagdo, (2) massa de chourico. Foram pesados aproximadamente 25 g de massa
cérnea sem condimentacdo ou massa de chourico em sacos esterilizados individuais (n=5),
sendo que cada um dos sacos correspondia a um tempo de analise do ensaio (0, 24, 48, 72 e
96 horas). Foram preparadas amostras controlo sem inoculacdo de L. innocua (n=3) onde se
determinou a evolugéo do pH nas massas carnea sem condimentos e de chourico nos tempos
de ensaio 0, 48 e 96 horas. Também foram preparadas amostras sem qualquer isolado
inoculado sendo consideradas controlo.

Cada amostra foi inoculada separadamente de acordo com 0s microrganismos a serem
testados.

6.3.5 Inoculagédo das amostras

Os ensaios de inoculagéo foram realizados com dois isolados distintos de Lactobacillus
(L. plantarum P3B7 e L. sakei CV3C2) sendo testada a sua acgdo contra L. innocua
isoladamente ou em conjunto. Assim, de acordo com a Tabela 6.5 estabeleceram-se varias

condi¢des de inoculacdo em estudo com e sem a presenca de L. innocua.

Tabela 6.5 — Desenho do ensaio de competicdo/antagonismo com as condi¢es de inoculacao .

Cddigo massa
Inéculos carnea sem Cdédigo Massa de chourico

condimentagéo

Controlo (sem inéculos) 10
L. plantarum P3B7 30
L. sakei CV3C2 40
L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 340 34
L. innocua 20 2
L. plantarum P3B7 + L. innocua 320 32
L. sakei CV3C2 + L. innocua 420 42
L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua 3420 342
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Foi realizado também um controlo para a massa carnea sem condimentacéo ou para a
massa de chourico sem inoculagBes e outro controlo com inoculag@o apenas de L. innocua. A
quantidade total de cada inéculo foi de 1 mL ao total, as quantidades inoculadas de cada
microrganismo eram de iguais proporcdes, contendo aproximadamente 105 UFC/mL para 25 g

de amostra.

6.3.6 Analise microbioldgica
6.3.6.1 Preparacéo e diluicdo das amostras

A preparacao e diluicdo das amostras foi realizada de acordo com as recomendacfes
da 1SO 6887-1:1999. As amostras de 25 g foram adicionadas de 225 mL de Triptona-Sal
(Scharlau, Espanha), originando a Suspensdo Mae (101). A homogeneizacao foi realizada
durante aproximadamente 3 minutos em homogeneizador Stomacher (Analytika, Grécia)
procedendo-se posteriormente a preparacdo de diluices decimais seriadas com Triptona-Sal
(Scharlau, Espanha).

Ao longo dos dias de andlise do ensaio, o nimero de dilui¢cbes seriadas foi ajustada e
realizada de acordo com o microrganismo a ser quantificado e sua provavel concentracdo na

amostra.

6.3.6.2 Contagem de microrganismos aerébios totais (AT) a 30°C

Foi efectuada uma sementeira por incorporacdo indirecta de 1 mL das diluicdes
decimais em meio de cultura de TGA agar (Triptose Glucose Extract Agar, Scharlau, Espanha).
Apos homogeneizacdo, as placas foram incubadas por um periodo de 24 a 48 horas a
temperatura de 30 °C (ISO 4833:2003). Os resultados finais foram expressos em log ufc/g.

6.3.6.3 Contagem de Bactérias do Acido Lactico (BAL)

Foram inoculadas quantias de 1 mL de diferentes diluicbes decimais por incorporagéo
indirecta em meio MRS agar (Scharlau, Espanha), suplementado com trifenil tretazol 1 % e
acetato de talio a 5 %. A incubacéo foi realizada & temperatura de 30 °C por um periodo de 72
horas (ISO 15214:1998) em ambiente de microaerofilas (GENbox Microaer, bioMérieux,
Franca). A contagem levou em consideracao coldnias caracteristicas, que apresentavam uma

coloracdo rosa e rosa lilas, os resultados foram expressos em log ufc/g.

6.3.6.4 Contagem de Enterobacteriacae

Diferentes diluicbes decimais foram semeadas por incorporacéo indirecta de 1 mL em
meio VRDB agar (Violet Red Bile Dextrose, Scharlau, Espanha). Apds homogeinizacdo as
placas foram incubadas durante 24 horas a temperatura de 37 °C. As contagens de col6nias

caracteristicas (colonias de coloragcédo résea ou avermelhada puarpura, contendo ou ndo halos
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de precipitacdes de sais biliares) foram efectuadas (ISO 21528-2:2004), os resultados foram

expressos em log ufc/g.

6.3.6.5 Contagem de Pseudomonas

Foi-se realizado sementeira por incorporacao indirecta de 1 mL das diluices decimais
em meio de cultura de Pseudomonas (Oxiod, Reino Unido) as placas foram entédo
homogeneizadas e incubadas de 48 a 72 horas em temperatura de 30 °C (ISO 13720:2010).

Os resultados das contagens foram expressos em log ufc/g.

6.3.6.6 Contagem de Staphylococcus coagulase negativo (SCN)

A partir de diferentes diluicées decimais foram semeadas por sementeira direta 0,1 mL
em placas contendo meio Mannitol Salt Agar (MSA, Scharlau, Espanha) suplementado com
emulsdo de gema de ovo estéril (Scharlau, Espanha), o in6culo foi distribuido
homogeneamente pela placa com o auxilio de uma al¢ca de Drigalski (hastes plastica em
formato de “L”). As placas foram entdo incubadas a uma temperatura de 30 °C por um periodo
de 48 a 72 horas (Talon et al., 2007a). As coldnias que apresentavam halo de coloracéo

amarela foram contadas e os resultados expressos em log ufc/g.

6.3.6.7 Contagem de Listeria spp.

A partir das diluiges seriadas, foi inoculado 0,1 mL do in6culo em placas contendo
meio Agar Listeria de Ottaviani & Agosti (ALOA, bioMérieux, Franca) e com o auxilio de alca de
Drigalski o conteudo foi homogeneamente distribuido pela placa. As placas foram incubadas a
uma temperatura de 37 °C por um periodo de 24 a 48 horas (ISO 11290:1996). As colénias que
apresentavam coloracdo azulada e/ou esverdeada foram contadas e os resultados expressos

em log ufc/g.

6.4 Pesquisa de Listeria monocytogenes

Para avaliar se a matéria prima estava contaminada com Listeria monocytogenes
realizou-se a pesquisa deste patogénico de acordo com a metodologia descrita na ISO-
11290:1996.

O enriguecimento seletivo de 25 g de amostra foi realizado com 225 mL de caldo
Frazer | (Scharlau, Espanha), a homogeneizacdo foi efectuada em Stomacher (Analytika,
Grécia), com incubou-se a 30 °C durante 24 horas.

Num tubo de ensaio contendo caldo Frazer Il (Scharlau, Espanha) inoculou-se 1 mL do
primeiro enriquecimento e incubou-se durante 24 horas a 37 °C.

Com o auxilio de uma ansa (10 L) inoculou-se a segunda suspensdo de
enriguecimento em placa contendo meio selectivo Oxford (Scharlau, Espanha) e incubou-se a
37 °C durante 24 horas.
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As colbénias suspeitas de L. monocytogenes, (colonias pretas e cOncavas) foram
repicadas para meio Triptona Soja Agar (TSA, Scharlau, Espanha) e incubadas durante 24
horas a 37 °C.

A placa foi entdo observada em estereomicroscépio (lupa) e as coldnias que
apresentaram uma luminescéncia azul (transiluminacdo de Henry) foram consideradas

suspeitas sendo posteriormente repicadas para identificagéo.

6.4.1 ldentificacdo de Listeria monocytogenes por PCR

Para confirmacao e identificacdo de L. monocytogenes a partir de uma cultura de
colénias suspeitas repicam-se 10 colbnias. O isolamento foi realizado por estria em placa
contendo meio seletivo ALOA (bioMérieux, Frangca) com incubacdo a 37 °C durante 24 horas.
As coldnias selecionadas foram identificadas como C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, C8, C9 e C10.

Para posterior obtencdo de cultura bacteriana foram utilizadas placas de TSA
(Scharlau, Espanha) inoculadas com o auxilio de uma ansa (10 pL) e incubadas a 37 °C

durante 24 horas.

6.4.2 Extracdo de DNA pelo método de guanidina

A extracdo de DNA foi realizada pelo método do tiocianato de guanidina (Pitcher et al.,
1989). A partir de cultura bacteriana procedeu-se a extracdo do DNA gendmico para o
microrganismo isolado. Com o auxilio de uma ansa (10 pL) suspendeu-se uma quantidade
correspondente a 2 a 3 ansadas da cultura bacteriana em 1 mL de TE 1x (10mM Tris, 1 mM
EDTA) em eppendorf, apés homogeneiza¢éo em vortex realizou-se uma centrifugagéo (18.000
rpm durante 10 minutos a 4 °C) (Eppendorf 5415R, Eppendorf, Alemanha). O sobrenadante foi
desprezado e efectuou-se a re-suspensao do pellet em 250 pL de TE 1x com lisozima (10 mg /
mL a 20 °C negativos) incubando-se em banho de agua a temperatura de 37 °C por 2 horas.

ApOs a obtencgdo da lise das células adicionou-se 250 pL de GES (5 M tiocianato de
guanidina, 0,1 M de EDTA e 0,5 % (w/v) sarcosil) agitou-se por inversédo e incubou-se em gelo
durante 10 minutos. Adicionou-se 125 uL de acetato de aménio (10 M) e novamente incubou-
se em gelo por 10 minutos. ApOs esta incubacdo foi adicionado 500 pL da mistura de
cloroférmio / alcool amilico (24:1), agitou-se por inversao e centrifugou-se (18.000 rpm durante
10 minutos a 4 °C). O sobrenadante foi transferido para novo eppendorf e o restante foi
descartado.

No eppendorf contendo o sobrenadante foi adicionado 500 pL de isopropano e
misturado por inversdo, em seguida foi centrifugado (18.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C). O
sobrenadante foi desprezado e adicionou-se 1 mL de etanol a 70 % efectuando-se nova
centrifugacdo (18.000 rpm durante 10 minutos a 4 °C). Desprezado o sobrenadante, os
eppendorfs foram deixados de maneira invertida para que o conteldo secasse, ap0s a

secagem adicionou-se 150 uL de TE 1x, sendo armazenados em camara fria a 4 °C.
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6.4.3 Método de identificacdo de L. monocytogenes por PCR

A identificacdo da espécie foi realizada por métodos moleculares de reacgdes de
polimerase em cadeia (PCR) (Talon et al., 2007a; Simon et al., 1996). O controlo positivo
utilizado foi L. monocytogenes CECT 934. As condicdes da reacdo, reagentes e suas
concentracfes estdo descritas na Tabela 6.6. (Talon et al., 2007a). O PCR foi realizado em

termociclador (Doppio, VWR®).

Tabela 6.6 — Condigbes da reac¢do PCR para identificacdo de Listeria monocytogenes. Fonte: Adaptado
de Talon et al., 2007a; Simon et al., 1996.

. . Programa
Sequéncia do Primer
do PCR
P: 94 °C 2 min.
Fragmento LIP1 ) .
ifi 274 bp 50-GATACAGAAACATCGGTTGGC 40 ciclos:
Amplificado D: 94 °C 0.30 seg.
A: 55 °C 0.30 seg.
LIP2 _
G E: 74 °C 1 min.
ene HA 50-GTGTAACTTGATGCCATCAGG ,
AlVO P IF: 74 °C 5 min.

Legenda: P — Pré-incubacao; D — Desnaturacao; A: Anneling; E — Extenséo; IF — Incubacéo final.
6.4.4 CondicBes de eletroforese para os produtos PCR amplificados

A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,5 % (w/v, Lonza, EUA) em TBE 1 X, a
90 V com uma duracao de 50 min.

Para melhor comparacéo entre os fragmentos utilizou-se o marcador NzyDNA ladder V
(Nzytech, Portugal), a revelacdo do gel foi feita em num transiluminador de UV (ImageMaster,

Pharmacia Biotech, Suécia).

6.5 Determinacédo do pH

A avali¢cdo do pH foi realizada nos periodos de 0, 48 e 96 horas, com o auxilio de um
potencidmetro de pH (Hanna Instruments, Portugal) em duplicado (Norma Portuguesa 3441
2008). As amostras avaliadas consistiram em amostras em que a inoculacédo de L. innocua ndo

ocorreu, apenas as amostras de controlo e inoculadas com Lactobacillus foram avaliadas.

6.6 Analise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva dos resultados, recorrendo ao programa Microsoft
Office Excell 2013, no qual se obtiveram a média e desvio padrao das variaveis analisadas e
tendo-se efectuado a sua representagéo grafica.

O programa SPSS Statistics 22.0 para Windows, no qual se realizou uma anélise de
variancia factorial (ANOVA) avaliando-se o efeito das estirpes inoculadas para cada dia de
analise e do tempo de maturacdo, com um grau de confianca de 95 %. Quando o teste F da

ANOVA foi significativo, recorreu-se ao teste Tukey para comparacao multipla das médias.
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Efectuou-se também o célculo do diferencial de crescimento e da taxa de crescimento
entre dois tempos de ensaio, efectuando-se no primeiro caso a diferenca entre os valores
obtidos na contagem de microrganismos em log UFC g1 (Ay) em dois pontos de anélise nos
tempos a e b, enquanto para a taxa calculou-se a relacdo através da equacao Aya.b / ATab, Na
qual ATaw é a diferenca de tempo em dias entre tempos a € b (0 — 2 dias equivalente ao
periodo O - 48 horas, 2 - 3 dias equivalente a 48 — 72 horas e 0 - 4 dias equivalente a 0 — 96

horas).
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Caracterizagdo da capacidade inibitéria dos isolados de Lactobacillus em estudo
7.1.1 Avalicao do potencial bacteriocinogénico

Todas as estirpes estudadas, L. plantarum (P3B7 e P05-15) e L. sakei (CV3C2),
apresentaram uma potencial capacidade bacteriogénica para com 0s microrganismos
patogénicos testados (L. monocytogenes (CECT 934), A41, AS1, 11S, 131, 1854, L. innocua
(CECT 910T), Salmonella enteridis (CECT 4300), S. aureus (ATCC 29213), Enterococcus
avium (EA5) e Escherichia coli (CCUG 42744) tal como se observa nas Figuras Figura 7.1,
Figura 7.2 e Figura 7.3 e nos Apéndices A e B. Dentre estes, o isolado L. plantarum P3B7
apresentou 0s maiores halos de inibicdo seguido pela L. plantarum P05-15 e L. sakei CV3C2
para qualquer um dos indicadores utiluizados Gram positivos e Gram negativos.

A Figura 7.1 demonstra os halos de inibicdo para com 0s microrganismos deteriorativos
e tecnolégicos testados.

Dentre a microbiota deteriorativa, a estirpe Enterococcus avium foi a que apresentou
menor susceptibilidade as estirpes de Lactobacillus, sendo que os halos de inibicdo foram
maiores para as estirpes P3B7 e P05-15 (2,93 e 2,83 cm respectivamente), em comparagao
com a estirpe L. sakei CV3C2 (1,58 cm). J&4 a estirpe de E. coli demonstrou uma alta
susceptibilidade ao potencial de actividade bacteriogénica das estirpes de Lactabacillus P3B7,
P05-15 e CV3C2, que apresentaram halos de 4,13, 3,95 e 3,38 cm respectivamente, seguida
pelas estirpes de S. enteridis (4,33, 4,00 e 2,88 cm respectivamente) e P. aeruginosas (4,73,
3,98 e 2,28 cm respectivamente).

A microbiota tecnolégica, exemplificada neste estudo com as estirpes S. equorum e S.
xylosus, foram inibidas pelas trés estirpes de Lactobacillus, sendo que a estirpe CV3C2
demonstrou menor capacidade inibitéria para estas estirpes (halos de 0,2 e 1,6 cm
respectivamente).

As estirpes de L. plantarum, P3B7 e P05-15 respectivamente, apresentaram um maior
potencial de inibicdo para com os microrganismos que constituem a microbiota deteriorativa,
como P. aeruginosa (4,73 — 3,98 cm) e B. thermosphacta (4,40 — 3,73 cm), em comparagao
com a estirpe de L. sakei (CV3C2). Apesar de as estirpes de L. plantarum (P3B7 e P05-15)
apresentarem um maior potencial bacteriogénico para a microbiota deteriorativa, também
apresentaram um maior poder de inibicdo contra a microbiota tecnolégica, mas apenas a
estirpe P3B7 mostrou ser significativamente diferente das outras duas estirpes em estudo
(p<0,05) na inibicdo de S. equorum.
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S. xylosus (ATCC8166)

S. equorum (DSMZ 20029)

S. aureus (ATCC 29213)

OP3B7
S. enteridis (CECT 4300)
P. aeruginosas (ATCC 27853) @P05-15
L. innocua (CECT 910)
acvacz
E. coli (CCUG 42744)
E. avium (EA5)
B. thermosphacta (ATCC 11509)
0 1 2 3 4 5 s (cm)

Figura 7.1 — Halos de inibicdo dos microrganismos deteriorativos e tecnolégicos testados.
Legenda: dv — Desvio padrao. ab — médias com letras diferentes séo significativamente diferentes.

O microrganismo patogénico que apresentou maior inibicdo foi L. monocytogenes 131
(halos entre 3,75 — 4,32 cm) enquanto o que apresentou a menor inibicao foi L. monocytogenes
(CECT 343) (halos entre 1,85 — 2,85 cm), como mostra a Figura 7.2.

S. aureus (ATCC 29213)

S. enteridis (CECT 4300)

L. monocytogenes (CECT 934)

L. monocytogenes (18S4)

L. monocytogenes (131)

L. monocytogenes (11S)

L. monocytogenes (AS1)

E. coli (CCUG 42744)

E. avium (EAbD)

4 5 (cm)

Figura 7.2— Halos de inibigcdo dos microrganismos patogénicos testados.
Legenda: dv — Desvio padrdo. ab — médias na mesma linha com letras diferentes séo significativamente
diferentes.
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Na inibicdo de microrganismos patogénicos, as estirpes de L. plantarum (P3B7 e P05-
15) mostraram-se ser mais eficientes em comparacdo com a estirpe de L. sakei (CV3C2), que
apresentou halos de inibicdo menores para todas as estirpes patogénicas testadas, valores
entre 1,85 e 3,75 cm em comparacao com valores entre 2,85 — 2,63 cm e 4,35 — 4,80 cm para
P3B7 e P05-15 respectivamente.

Todas as estirpes de Lactobacillus apresentaram potencial bacteriogénico contra as
estirpes de Listeria sp.. As estirpes selvagens (A41, AS1, 11S, 131 e 18S4) apresentaram
maior susceptibilidade em comparacdo com as estirpes de referéncia de L. monocytogenes
(CECT 934) e L. innocua (CECT 910), como demonstra a Figura 7.3.

———1——a
L. innocua (CECT 910) E 3 la
; S s
———ib
L. monocytogenes (CEC T934) + 3 b
i a
Hb
L. monocytogenes (18S4) b
e QOP3B7
———a
L. monocytogenes (131) THHa 1P05-1
e ——a 05-15
——ip
L. monocytogenes (11S) b BCcvVv3cz
A A
———p
L. monocytogenes (AS1) Fey ih
a
———b
L. monocytogenes (A41) s | b
s @
c'> 1 2 3 4 5 (cm)
Figura 7.3 — Halos de inibicdo das estirpes de L. innocua de referéncia e L. monocytogenes de referéncia

e selvagens.
Legenda: dv — Desvio padrdo. ab — médias na mesma linha com letras diferentes sdo significativamente
diferentes.

Os isolados em estudo mostraram capacidades inibitorias quer para microrganismos
Gram positivos quer para Gram negativos, constituindo estes indicadores de higiene e
deterioragcdo, assim como microrganismos patogénicos. As estirpes de L. plantarum (P3B7 e
P05-15) apresentaram maior potencial de inibicdo em comparagcdo com a estirpe de L. sakei
(CV3C2), sendo que ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os valores obtidos pelas
duas estirpes de L. plantarum.

A producao de bacteriocinas por estirpes de L. plantarum e L. sakei é amplamente
discutidas em literatura (Carvalho et al., 2010; Leroy & Vuyst, 2003; Todorov, 2009).
Bacteriocinas podem possuir um menor espectro de actuacdo, inibindo microrganismos
semelhantes ao produtor (Riley & Wertz, 2002), outras podem possuir um amplo espectro de

actuacdo inibindo microrganismos tanto Gram positivos como Gram negativos (Cotter et al.,

41



2005), a sua actuacdo depende do microrganismos produtor (Montville & Chen, 1998).
Entretando os halos de inibicdo ndo sdo caracteristicos apenas pela actuacdo dos péptidos,
outros factores como a producdo de acidos orgénicos e outros compostos também tem
influéncia na inibicdo dos microrganismos.

Todorov e colaboradores (2012) obtiveram resultados positivos na inibicdo de
microrganismos como L. monocytogenes, E. coli, Pseudomonas spp. e S. aureus com a
utilizacdo de uma estirpe de L. sakei produtora de bacteriocina, entretanto ndo houve inibicédo
para microrganismos como P. aeruginosas e Salmonella sp. (Todorov et al., 2012).

Abo-Amer (2007) estudou estirpes de L. plantaraum as quais possuiam um amplo
espectro de inibicdo, atuando contra Gram positivos e negativos, inibindo microrganismos
como Salmonella spp., Pseudomonas aeruginosas, E. coli e L. monocytogenes (Abo-Amer,
2007). Resultados proximos também foram descritos por Smaoui e colaboradores (2010), onde
estirpes de L. plantarum também inibiram microrganismos como S. aureus e Fusarium sp.
(Smaoui et al.,, 2010). Schillinger & Licke (1989) testaram trés estirpes de L. plantarum
isolados de carnes, onde apenas duas apresentaram inibicdo contra L. monocytogenes
(Schillinger & Liicke, 1989). Anas e colaboradores (2008) estudaram diferentes estirpes de
Lactobacillus sakei e plantarum em ensaios de antagonismo, onde ambos os isolados
demonstraram potencial bacteriocinogénico contra S. aureus (Anas et al., 2008).

Tendo em consideracéo que das trés estirpes disponiveis duas constituem a espécie L.
plantarum, e que estas apresentaram poténciais bacteriogénicos semelhantes, optou-se pela
utilizacdo da estirpe de L. sakei (CV3C2) e apenas uma das duas estirpes de L. plantarum.
Concconcelli (2007) descreve que dentre as bactérias mais utilizadas para integrar culturas
starter L. sakei possui fun¢des de acidificacéo, atividade catalitica, desenvolvimento de sabor,
metabolismo de aminoacidos, propriedades antioxidantes e producdo de bacteriocina, e L.
plantaraum possui funcbes de acidificacdo, propriedades antioxidantes e producdo de
bacteriocina (Concconcelli, 2007).

A inibicdo de microrganismos patogénicos foi maior para as duas estirpes de L.
plantarum P3B7 e P05-15, com pequenas diferencas nos tamanhos dos halos (médias de 3,78
e 3,70 cm respectivamente). Dentre a microbiota deteriorativa a estirpe P3B7 apresentou um
poténcial de inibicdo maior em relacdo as outras duas estirpes, entretanto também apresentou
0s maiores halos de inibicdo para com outras estirpes de uso tecnoldgico. Em relacdo as
estirpes de L. monocytogenes, a estirpe P3B7 apresentou o maior potencial de inibicdo para
com as estirpes de referéncia, enquanto os valores para as estirpes selvagens foram pouco
inferiores em relagéo a estirpe P05-15 (médias de 3,82 e 3,93 cm respectivamente).

A estirpe escolhida de L. plantarum para ser utilizada no ensaio in vitro foi a P3B7, a
gual apresentou ndo somente potencial bacteriogénico desejavel contra L. monocytogenes (de
referéncia e selvagens), mas também para a microbiota deteriorativa. Apesar dos valores entre
P3B7 e P05-15 serem proximos, uma diferenca significativa desejavel pode ser notada para

com 0 microrganismo S. aureus, e uma indesejavel para com S. equorum.
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7.1.2 Determinacédo da producédo de L(+) e D(-) acido lactico

Os resultados obtidos para as estirpes em testes e estirpes de referéncias e a relacéo

estabelecida entre a producéo de L(+) e D(-) acido lactico, estao descritos na Tabela 7.1.

Tabela 7.1 — Resultados da quantificagdo da producdo de L(+) e D(-) &cido lactico.

L(+) 4cido lactico (g/L)  D(-) acido lactico (g/L) f(i')a}g??)

L. plantarum P05-15 0,165 0,248 2:3
L. plantarum P3B7 0,132 0,216 5:8
L. sakei CV3C2 0,145 0,237 5:8
L. plantarum CECT 220 0,158 0,237 2:3
L. sakei ATCC 15323 0,201 0,143 75
S. xylosus ATCC 8166 0,012 0,010 -

Solucéo Padrdo (D(-)/L(+) acido lactico)* 0,120 0,138 -

Legenda: *Solugédo Padrdo de D(-) acido lactico contém 0,5 — 30 ug de D(-) acido lactico em 0,10 — 1,5
mL, Solugdo Padrdo de L(+) acido lactico contém 0,3 — 30 ug de L(+) acido lactico em 0,10 — 1,5 mL.

A maior produtora de acido das trés estirpes em estudo foi a estirpe L. plantarum P05-
15 a qual apresenta valores mais proximos dos da estirpe de referéncia L. plantarum CECT
220, para a producdo de D(-)/L(+) acido lactico. A estirpe L. plantarum P3B7, apesar de
apresentar menores valores de L(+) e D(-) &cido lactico, apresenta um relacdo entre a
producéo de L(+)/D(-) &cido lactico semelhante as estirpe L. sakei CV3C2 e L. plantarum CECT
220. Os valores de producgédo de D(-) e L(+) &cido lactico foram proximos para as duas estirpes
de L. plantarum, sendo que a estirpe P3B7 apresentou uma producdo levemente menor de
ambos os acidos.

O isolado L. sakei CV3C2 apresentou uma producédo de D(-) acido lactico superior e
inferior de L(+) &cido lactica em relacao a estirpe de referéncia L. sakei ATCC 15323.

No presente estudo, os valores observados para a producdo de D(-) acido lactico sdo
superiores a producdo de L(+) acido lactico nas trés estirpes testadas, com inoculacdes em
meio MRS caldo (Scharlau, Espanha) e incubadas 24 horas a 30 °C. A producdo de
guantidades maiores de D(-) acido lactico em comparagdo com as quantidades de L(+) acido
lactico sdo também descritas em literatura. Trontel e colaboradores (2011) utilizaram culturas
contendo diferente estirpes de Lactobacillus sp., com 24 horas de incubacdo e obtiveram
resultados para a producdo de D(-) acido lactico entre 0,926 - 0,887 g/L e para L(+) acido
lactico entre 0,074 — 0,113 g/L, em diferentes substratos (glucose e sacarose respectivamente)
(Trontel et al., 2011).

Outros estudos apresentam valores maiores para a producdo de L(+) &cido lactico.
Sawitzki et al. (2008) utilizaram estirpes de L. plantarum e apontam uma producao de 0,010 g/L
e entre 0,209 — 0,058 g/L para D(-) acido lactico e de 0,841 g/L e entre 0,393 — 0,115 g/L para
L(+) acido lactico, para estirpes de referéncia e selvagens isoladas de produtos carneos
fermentados, respectivamente.

Diferentes microrganismos apresentam maior ou menor sensibilidade para o0s
diferentes isbmeros do acido lactico. Gravesen e colaboradores (2004) relataram seu estudo
gue L. monocytogenes apresetou uma sensibilidade levemente maior para D(-) &cido lactico,

mas ambos os isbmeros possuem um mesmo poder de penetracdo na membrana celular
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(Gravesen et al., 2004). Estudos de Leitch & Stewart (2002) apontam que E. coli O157:H7
isoladas de carcacas de animais apresentam uma maior susceptibilidade ao L(+) acido lactico
(Leitch & Stewart, 2002).

Face aos trés isolados avaliados, as estirpes de L. plantarum P3B7 e L. sakei CV3C2
demonstram resultados mais adequados, apresentando uma rela¢do de producéo de L(+)/D(-)
de 5:8, em comparagdo com a estirpe P05-15 (2:3). A menor producéo de D(-) acido lactico é
desejavel em termos nutricionais, uma vez que a sua quebra pelo organismo humano é
dispendiosa (em relagdo ao L(+) acido lactico), apesar de a sua presenca estar ligada a
inibicdo de microrganismos como a L. monocytogenes (Gravesen et al., 2004).

Ha um efeito conjugado entre a producdo de acido e o potencial de inibicado dos
isolados testados. Pode-se estabelecer uma relacdo entre a producao de acido e os halos de
inibicdo obtidos na avalicdo do potencial bacteriocinogénico, uma vez que ambas as estirpes
de L. plantarum apresentaram a maior producdo de acido também apresentaram os maiores

halos de inibicdo.

7.2 Ensaio de competicdo/antagonismo in vitro
7.2.1 Caracterizacéo da matéria prima utilizada nos ensaios in vitro

Os resultados dos parametros analisados na matéria prima estdo descritos na Tabela
7.2.

Tabela 7.2 — Par@metros analisados na matéria prima apresentados em log*° UFC g,

Parametro Média (n=3) Desvio Padrédo
Enterobacteriaceae 1,6 2,8
Aerdbios totais a 30 °C 3,0 0,0
Pseudomonas 1,0 1,7
Bactérias do &cido lacticas 1,3 0,5
Staphylococcus coagulase negativo 1,6 15
Listeria spp. <1 0,0

Na avaliacdo microbiolégica da matéria prima verificou-se que apenas a contagem de
microrganismos AT a 30 °C foi de 3 log® UFC g, foi superior a todos os outros parametros
analisados. Estes valores sdo semelhantes aos encontrados por Mano e colaboradores (2002)
gue relataram contagens inicias de AT a 30 °C de aproximadamente 2 log® UFC glem carne
suina, armazenada em aerobiose a temperaturas de 1 e 7 °C (Mano et al., 2002). Calderon &
Furlanneto (1990) e Fuzihara & Franco (1993) relataram contagens de AT a 30 °C na ordem
dos 4 a 7 log'® ufc g em diferentes amostras de carne suinas (Calderon & Furlanneto, 1990;
Fuzihara & Franco, 1993).

Os teores de Pseudomonas e Enterobacteriaceae na matéria prima foram baixos (1,0 e
1,6 log'® UFC g1) indicando uma baixa contaminacao cruzada. Bruckner e colaboradores
(2012) e Nieminen e colaboradores (2011) referem valores mais elevados de

Enterobacteriaceae na ordem de 4,1 a 4,9 log!® UFC g* mas em carne picada, o que pressupde
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a existéncia de maior manipulacéo e modificacdo do seu potencial 6xido-redutor pelo processo
de picagem facilitando assim a multiplicacdo microbiana (Bruckner et al., 2012; Nieminen et al.,
2011).

No presente estudo, a microbiota tecnolégica, representada pela contagem de BAL e
SCN foi de 1,3 e 1,7 log!® UFC g? respectivamente. Atanassova e colaboradores (2001)
apresentaram resultados de contagem de BAL em carne suina crua entre 2 e 4 log*® UFC g
Estes microrganismos estdo naturalmente presentes na carne por contaminagfes que ocorrem
quer durante o processo de abate dos animais quer durante a sua desmancha (Atanassova et
al., 2001).

N&o se enumeraram colénias de Listeria spp. na matéria prima no dia da sua recepcgéo.
Alguns paises como os EUA praticam tolerancia zero quanto a presenca de L. monocytogenes
em alimentos (Warriner & Namvak, 2009). O Regulamento n°® 2073/2005 relativo a critérios
microbiolégicos aplicados a alimentos apenas especifica a presenca de L. monocytogenes em
produtos prontos para consumo, sendo aceite 100 UFC g1 para produtos colocados em
mercado durante a sua vida (til, contanto que estes ndo sejam consumidos por individuos que
fagam parte de grupos de risco.

No ambito da caracterizagdo da matéria prima utilizada nos ensaios in vitro pode-se
afirmar que a matéria prima utilizada estava efectivamente em condi¢bes sanitarias
satisfatdrias de acordo com os critérios de higiene expressos no Regulamento n° 2073/2005.

Contudo sabe-se que L. monocytogenes pode estar presente em carnes cruas
(Thévenot et al., 2006) e para isso técnicas de detecgdo podem ser utilizadas (Andrade et al.,
2010). Assim, foi realizada uma pesquisa de L. monocytogenes na matéria prima tendo sido
confirmada a sua presenca em 25 g de amostra com identificacdo por PCR. O gel de agarose
(Figura 7.4) fornece a confirmacéo de que as coldnias suspeitas isoladas pertenciam a espécie

L. monocytogenes.
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Figura 7.4 — Gel de agarose, produtos obtidos da utilizagdo do PCR especifico para L. monocytogenes.
Legenda: V - marcador NzyDNA ladder V (Nzytech®), LM — L. monocytogenes CECT 934, B — Branco.

A presencga de L. monocytogenes em carnes cruas € referénciada em literatura (Lake et
al., 2002; Moreno, 2013; Pociecha, 1990; Thévenot et al., 2006). A presenca em carcacas de
suinos é descrita com uma frequéncia de 0,7 a 4,1 % (Gamboa-Marin et al., 2012; Hellstrom et
al., 2010; Kunuganti et al., 2002; Yeh et al., 2005) sendo a sua frequéncia superior para carnes

cruas provenientes de mercados. Minami e colaboradores (2010) descreveram valores
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inferiores a 6 %, mas Indrawattana e colaboradores (2011) reportaram valores de 15,4 %
(Indrawattana et al., 2011; Minami et al., 2010).

7.2.2 Evolugdo da microbiota em massa de carne sem condimentagdo inoculada com
Lactobacillus

Nos ensaios em que a matriz foi a carne sem condimentacédo, onde foram efectuadas
inoculacdes de isolados de Lactobacillus e L. innocua, a evolucdo dos parametros
microbiolégicos estudados nas duas fases de fabrico mimetizadas (7 °C e 20 °C) esta
representada nas Figuras Figura 7.5, Figura 7.6, Figura 7.7 e no Apéndice C.

Os microrganismos AT a 30 °C (Figura 7.5 a), grupo indicador de contaminacéo geral,
estavam inicialmente (0 horas) presentes com valores de 3,25, 5,88 log® UFC g1 e 5,51 - 6,56
log!® UFC g respectivamente para as amostras controlo (10), amostra 20, inoculada apenas
com L. innocua e todas as outras amostras onde foram inoculados Lactobacillus. Todas as
amostras inoculadas apresentaram valores iniciais mais elevados de microrganismos AT a 30
°C, uma vez que o meio de cultura utilizado permite o crescimento de L. innocua e
Lactobacillus englobando-se a sua contagem no grupo dos microrganismos aerébio totais a 30
°C.

Ao longo das 48 horas a 7 °C as amostras inoculadas com Lactobacillus e/ou L.
innocua tiveram uma evolucdo semelhante. Enquanto a amostra controlo apresentou um
aumento da contagem de AT de 3 a 4 log!® UFC g! durante as 48 horas de ensaio a 7 °C
aproximando-se das contagens da amostra 3420 (inoculada com Lactobacillus e Listeria).
Ercolini e colaboradores (2009) também descrevem teores de 5 a 6 log'® UFC g1, em carnes
refrigeradas (7 °C), ap6s dez dias de incubacao para a contagem de AT (Ercolini et al., 2009).

A carne sem condimentos registou uma aumento para 7 e 8 log!® UFC g de AT as 96
horas de ensaio. Este facto deve-se especialmente a diferen¢a nas temperaturas dos periodos
em estudo, de 7 °C para 20 °C com promocdo da multiplicacdo da microbiota presente na
carne. Logo a partir das 72 horas o valor das contagens de AT a 30°C em todas as amostras foi
semelhante.

Nas condi¢cbes em estudo, observaram-se diferengas significativas na contagem de
Pseudomonas (Figura 7.5 b) as 0 horas. A carne (controlo) apresentou contagens semelhantes
(p>0,05) as amostras inoculadas apenas com Lactobacillus (30, 40 e 340) e a amostra 320
(inoculada com P3B7 + L. innocua). Enquanto as amostras inoculadas apenas com
Lactobacillus apresentaram contagens de Pseudomonas de 2 a 3 log'® UFC g1, os teores deste
parametro foi de 5 log!® UFC g nas amostras inoculadas com Listeria. Contudo, logo as 24
horas a 7 °C, observou-se que os teores de Pseudomonas se aproximaram nas varias
amostras, ocorrendo a sua multiplicacdo ao longo do ensaio e atingindo teores semelhantes de
8 e 9log®UFCgtas 96 horas a 20 °C.
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Figura 7.5 — Efeitos das diferentes condi¢cdes de inoculagdo duma matriz cdrnea sem condimentagfes
armazenada em dois estagios de temperatura ao longo do tempo (horas) nos pardmetros microbiolégicos
analisados (log!®° UFC g1).
Legenda: (a) — Contagem de microrganismos AT a 30 °C; (b) — Contagem de Pseudomonas; (c) —
Contagem de Enterobacteriaceae; ab — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias
significativamente diferentes. () amostras sem inoculacdo de L. innocua; (A) amostras com inoculagéo
de L. innocua. Cadigos e inoculagdes — 10: Carne sem inoculac¢des; 20: L. innocua; 30: L. plantarum
P3B7; 40: L. sakei CV3C2; 320: L. plantarum P3B7 + L. innocua; 340: L. sakei CV3C2 + L. plantarum
P3B7; 420: L. sakei CV3C2 + L. innocua; 3420: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua.

Caldara e colaboradores (2014) relataram em carne de suino teores iniciais de
Pseudomonas de 0,51 log!® UFC g aumentando para 4,35 log® UFC g, apés 10 dias em
refrigeracdo a 7 °C (Caldara et al., 2014). Também Saraiva (2008) descreve para a carne
suina, sob refrigeragdo (4 °C) valores inicias de 1,45 log'® UFC g* e ao final de 5 dias de ensaio
valores de 5,01 logl® UFC g!. Pseudomonas sdo microrganismos psicrotroéficos que se
multiplicam rapidamente em temperaturas de refrigeracdo da carne (Ray, 2005).

Nos estudos de antagonismo/competicdo realizados por Katikou e colaboradores
(2005) com carne embalada a vacuo e refrigerada, utilizando L. sakei e a conjugagédo de L.
sakei com L. curvatus, as contagems inicias de Pseudomonas foram de 3 log*® UFC g para
todas as amostras. Ao fim de 28 dias de armazenamento a 4 °C os valores de Pseudomonas
aumentaram para 6 log*® UFC g em ambas as combinagfes mas significativamente diferentes

do teores apresentados pelo controlo (7,82 log'® UFC g1) (Katikou et al., 2005).
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A contagem de Pseudomonas nas amostras do ensaio foi maior que a obtida na
caracterizacdo da matéria prima e e que os valores habitualmente descritos na literatura,
podendo ser resultantes da manipulacdo que ocorreu na preparacdo das amostras. No
presente estudo ndo se observou inibicdo da multiplicacdo de Pseudomonas, uma vez que ao
final das 96 horas as amostras inoculadas ndo apresentaram valores inferiores ao controlo.

A amostra controlo apresentou valores iniciais de 3,36 log®® UFC g?! para
Enterobacteriaceae (Figura 7.5 c) e valores finais de 7,75 log® UFC g1, apés estar submetida a
7 °C e 20 °C. As amostras inoculadas apenas com Lactobacillus apresentaram valores iniciais
semelhantes (p>0,05) de 2,02, 0,86 e 0,98 log!®® UFC g! para as amostras 30 (P3B7), 40
(CV3C2) e 340 (P3B7 + CV3C2) respectivamente.

As amostras que continham L. innocua (20, 320, 420 e 3420) apresentaram valores de
Enterobacteriaceae proximos de 5 log® UFC g! no inicio dos ensaios.

As 48 horas de ensaio, a temperatura de 7 °C que mimetizam a fase de maturacéo de
produtos fermentados, as amostras em que L. innocua foi inoculada apresentaram sempre
contagens de Enterobacteriaceae superiores (p<0,05) as obtidas das amostras inoculadas
apenas com Lactobacillus e controlo.

Ao final das 96 horas de ensaio a amostra controlo (7,75 logl® UFC g1) apresentou
diferenca significativa (p<0,05) apenas para as amostras 20 e 3420, ambas com teores de 9
log'® UFC g. A amostra 3420 foi semelhante a amostras inocuadas com L. innocua, mas foi
significativamente diferente das amostras inoculadas apenas com Lactobacillus (30, 40 e 320).
Apesar de néo existirem diferencas entre as amostras no fim das 96 horas de ensaio, observa-
se que nas amostras inoculadas com Listeria o incremento da multiplicagdo microbiana é
menor o que podera ser explicado pela competi¢do intrinseca entre espécies (Carvalheira et
al., 2010).

O International Commission for Microbial Specifications in Food (ICMSF, 1983)
determinou que a presenca de Enterobacteriaceae em valores superiores a 7 log!® UFC g?
indicam uma avancada deterioracdo do alimento. Katikou e colaboradores (2005), observaram
que utilizando L. sakei numa carne embalada a vacuo e refrigerada a 4 °C, os valores inicias de
Enterobacteriaceae eram de 1 log!® UFC g1, aos 7 dias de ensaio os valores eram inferiores a
3 log® UFC g1 e apenas ao final de 28 dias os valores subiram para 4 log® UFC g (Katikou et
al., 2005).

A amostra 3420, que comp8em uma conjugacdo de ambos os isolados de Lactobacillus
(P3B7 + CV3C2) e L. innocua, apresentou o maior valor final de Enterobacteriaceae de entre
todas as amostras (9,73 log!® UFC g?), indicando que a conjugacdo das duas estirpes ndo é
ideal para a inibicdo deste grupo de bactérias deteriorativas.

Todas as amostras inoculadas com L. innocua apresentaram valores iniciais de
Enterobacteriaceae mais elevados, uma vez que o meio de cultura ndo foi suficientemente

selectivo para a inibicdo deste microrganismo.
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Os valores inicias para a contagem de SCN (Figura 7.6 a) na amostra controlo foram
de 1,86 logl® UFC g?! , observando-se o seu acréscimo ao longo dos periodos de
armazenamento a 7 °C e a 20 °C (5,73 log® UFC g1).

As amostras inoculadas apenas com Lactobacillus (30, 40 e 340) apresentaram
contagens de SCN de 2 log® UFC g%, as 0 horas, semelhantes ao controlo mas
significativamente diferentes (4 log!® UFC g!) das contagens obtidas nas amostras inoculadas
com L. innocua (320, 420 e 3420). Estes valores reflectem a incapacidade de seletividade do
meio, uma vez que apenas as amostras inoculadas com L. innocua apresentaram valores
superiores as amostras sem L. innocua.

Ao fim das 72 horas, quando as amostras completaram 24 horas a 20 °C, ndo houve

diferenca significativa nas contagens de SCN com valores finais (96 horas) de 7 log® UFC g1.
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Figura 7.6 — Efeitos das diferentes condi¢Bes de inoculagdo duma matriz cdrnea sem condimentagfes
armazenada em dois estagios de temperatura ao longo do tempo (horas) nos parametros microbioldgicos
analisados (log!®° UFC g1).

Legenda: (a) — Contagem de Staphylococcus coagulase negativo; (b) — Contagem da microbiota acido
lactica; ab — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias significativamente diferentes. (e)
amostras sem inoculagdo de L. innocua; (A) amostras com inoculacdo de L. innocua. Coédigos e
inoculagBes — 10: Carne sem inoculagdes; 20: L. innocua; 30: L. plantarum P3B7; 40: L. sakei CV3C2;
320: L. plantarum P3B7 + L. innocua; 340: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7; 420: L. sakei CV3C2 + L.
innocua; 3420: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua.

SCN fazem parte da microbiota tecnolégica de produtos carneos fermentados, e a sua
presenca é amplamente descrita ndo sé em produtos cadrneos mas também em carnes cruas
(Lebert et al., 2007a; Talon et al., 2007b). Goja e colaboradores (2013) descrevem a presenca
de SCN em valores de 3 log® UFC g em carnes frescas, onde S. xylosus foi isolado (Goja et
al., 2013). Simonova e colaboradores (2006) obtiveram valores de SCN entre 5 e 6 log°® UFC g
1, apartir de enchidos fermentados, os quais integravam microrganismos como S. xylosus e S.
Carnosus (Simonova et al., 2006). No estudo de Sawitzki e colaboradores (2007) observou-se
que a estirpe inoculada de L. plantarum ndo demonstrou capacidade de inibicdo para SCN
(Sawitzki et al., 2007).

Apesar de, na avaliagdo bacteriocinogénica os isolados utilizados neste estudo
demonstrarem potencial de inibicdo contra a microbiota tecnoldgica, neste ensaio in vitro as

amostras contendo apenas Lactobacillus apresentaram teores de SCN proximos das
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encontradas na amostra controlo (p>0,05), indicando que apesar da competicdo ndo houve
uma inibicdo de SCN pelos Lactobacillus utilizados.

A contagem de BAL (Figura 7.6 b) nas amostras que continham apenas Lactobacillus
(30, 40 e 340) foi de 5 e 6 log'® UFC g1 e manteve-se nos trés primeiros dias semelhante a
contagem obtida nas amostras com combinacdo de Lactobacillus e L. innocua (320, 420 e
3420). As amostras controlo e 20 (L. innocua) apresentaram valores significativamente mais
baixos, 1,92 e 1,73 log!® UFC g?. Ao final das 48 horas ndo se registraram diferencas
significativas quer entre as amostras inoculadas com Lactobacillus quer entre as amostras
controlo e 20 (L. innocua). Quando ocorreu um aumento de temperatura para 20 °C logo apds
24 horas (72 horas) nao se registaram diferencas significativas nas contagens de BAL.

Ao final das 96 horas, os valores da contagem de BAL nas amostras controlo e 20 (L.
innocua) foram de 5 log!® UFC g*. As amostras inoculadas com Lactobacillus e Lactobacillus e
L. innocua também ndo apresentaram diferenga significativa (p>0,05),com valores de 8 log®
UFC g1 para as amostras 30 e 420 e valores de 7 log® UFC g para as amostras 40, 340, 320
e 3420. O incremento na multiplicacdo de BAL observada nas amostras ndo inoculadas com
Lactobacillus foi superior ao observado nas inoculadas. De facto a microbiota naturalmente
presente na carne pode estar mais adaptada e possuir maior facilidade de crescimento.
Contudo, a disponibilidade de nutrientes (agucares) podera também limitar o incremento
populacional das BAL inoculadas, pois inicialmente a populacdo é maior e compete entre si.

Lactobacillus sdo um dos microrganismos Gram positivos mais encontrados em carnes
frescas (Jay, 2000) e produtos carneos fermentados (Saad & Franco, 1999). Katikou e
colaboradores (2005), reportam, em carnes embaladas a vacuo e refrigeradas teores iniciais (0
horas) de BAL de 4 log'® UFC g ,ap6s 28 dias os valores atingiram 7 log'® UFC g1. Ja as
amostras inoculadas com L. sakei e L. carnosus (isolados ou em conjugacdo) obtiveram
valores iniciais (0 horas) entre 6 e 7 log® UFC g1 e ap6s 28 dias de 7 log!® UFC g1. Neste
trabalho os valores foram proximos dos citados pela literatura mas em um menor espaco de
tempo, devido a utilizagdo de temperaturas de mimetizacdo das fases de fabrico de enchidos
carneos fermentados (7 °C e 20 °C) (Katikou et al., 2005).

A amostra 20 (inoculada apenas com L. innocua) ndo apresentou diferenca significativa
nas BAL em relagdo a amostra controlo (10) as 96 horas de ensaio (5,20 e 5,82 log10 UFC g-1
respectivamente), indicando que apesar da presenca de L. innocua em concentracéo elevada,
as BAL na matéria prima desenvolveram-se. As amostras inoculadas com Lactobacillus e com
a combinacado de Lactobacillus + L. innocua, ndo apresentaram diferenca significativa (p>0,05)
entre si, indicando que a inoculagédo de L. innocua ndo representou um fator de competicdo
para os isolados de Lactobacillus.

As amostras inoculadas com L. innocua (20, 320, 420 e 3420) reflectem nas contagem
de Listeria sp. efectuadas (5,0 a 5,51 log*® UFC g?) o valor inicial de L. innocua inoculada em
25g de amostra.

A contagem de Listeria sp. (Figura 7.7) apresentou diferencas significativas (P<0,05)

entre as amostras ndo inoculadas (10, 30, 40, 340) e inoculadas com L. innocua (20, 320, 420,
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3420) no dois primeiros dias do ensaio (0, 24 e 48 horas) a 7 °C. Depois de 48 horas a amostra
320 inoculada com L. plantarum e L. innocua apresentou uma contagem significativamente

mais baixa (p<0,05) do que a amostra 20 (inoculada apenas com L. innocua).
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Figura 7.7 — Efeitos das diferentes condi¢des de inoculacdo duma matriz carnea sem condimentagfes
armazenada em dois estagios de temperatura ao longo do tempo (horas) para a contagem de Listeria sp.
(log'®UFCg™?).

Legenda: ab — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias significativamente diferentes.
(®) amostras sem inoculagdo de L. innocua; (A) amostras com inoculagdo de L. innocua. Cdédigos e
inoculagBes — 10: Carne sem inoculagdes; 20: L. innocua; 30: L. plantarum P3B7; 40: L. sakei CV3C2;
320: L. plantarum P3B7 + L. innocua; 340: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7; 420 — L. sakei CV3C2 +
L. innocua; 3420: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua.

Apenas as 72 horas, ap6s a mudanca de fases de mimetizacdo do fabrico (de 7 °C
para 20 °C) a amostra controlo (10) e as amostras 40 e 340 (inoculadas com L. sakei CV3C2 e
L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7, respectivamente), apresentaram contagens de Listeria
sp. de 1 log!® UFC g! Diferentemente, a amostra 30 (L. plantarum P3B7) apresentou
crescimento (3,10 log!® UFC g1) apenas as 96 horas de ensaio ja a 20 °C, mas sem diferenca
significativa (p>0,05) das amostras 10, 40 e 340 (com teores entre 1,79 — 3,10 log® UFC g1).

No final do periodo de 7 °C as 48 horas, as amostras inoculadas com L. innocua (20,
320, 420 e 3420) apresentaram valores de 5 — 6 log!® UFC g. Estas amostras no final das 96
horas, ndo apresentam valores de Listeria sp. significativamente diferentes (P>0,05). Porém,
houve efectivamente competicdo bacteriana, uma vez que as amostras que continham a
combinacdo de L. innocua e Lactobacillus apresentaram valores de 1 log® UFC g (420 e
3420) a 2 log!® UFC g (320) inferiores a amostra contendo apenas L. innocua (20). A estirpe
de L. plantarum P3B7 utilizada isoladamente (amostra 320), mostrou-se mais eficiente na
inibicdo do crescimento de L. innocua por competicdo bacteriana, apresentando valores
inferiores as outras amostras contendo Lactobacillus + L. innocua, apesar de ndo apresentar
diferenca significativa (p>0,05) com a amostra 20 (inoculada apenas com L. innocua).

Deve-se ressaltar que a amostra controlo (10) apresentou um crescimento de Listeria
sp. de 3,82 log'® UFC g no final das 96 horas, pode-se entdo presumir que as amostras que
continham uma combinacdo de Lactobacillus + L. innocua também ja possuiam uma
contaminacdo inicial de Listeria sp. provinda da matéria prima, sendo assim as condicfes de
competicdo foram muito maiores do que a prevista pelo ensaio. Apesar da presenca de Listeria

spp. nas amostras 30 e 10 (0,76 e 0,33 log*® UFC g respectivamente) as 0 horas, os valores
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nao possuem diferencas significativas (p>0,05) em relacdo as amostras 40 e 340 contendo
apenas Lactobacillus (0,00 log!® UFC g para ambas).

Sabe-se que Listeria pode ser encontrada nos mais variados ambientes. A sua
presenca em carcacas de animais e em carnes cruas é vastamente descrita em literatura (Lake
et al., 2002; Moreno, 2013; Pociecha, 1990; Thévenot et al., 2006). No estudo de Navratilova e
colaboradores (2004) isolaram-se estirpes de L. monocytogenes em carne crua destinada a
producdo de enchidos carneos (Navratilova et al., 2004). Jones e colaboradores (2009)
descrevem que duas estirpes de L. sakei, uma produtora e outra ndo produtora de
bacteriocinas, inibiram L. monocytogenes em carnes mas os niveis 6ptimos de inibigdo sdo co-
dependentes da concentracéo inicial dos microrganismos testados e competidores (Jones et
al.,, 2009). Enan e colaboradores (2002) descrevem em carne que a inibicdo de L.
monocytogenes por uma estirpe de L. plantarum ocorreu ndo pela agdo do acido produzido,
mas sim pela actuagéo da bacteriocina (plantaricin) pela estirpe de Lactobacillus (Enan et al.,
2002).

O pH das diferentes amostras inoculadas ou ndo inoculadas com Lactobacillus nos
periodos 0, 48 e 96 horas (Tabela 7.3) nao foi diferente (p>0,05). Das amostras inoculadas com
Lactobacillus, apenas a amostra 340 apresentou uma ligeira reducdo do pH ao final as 96
horas de ensaio.

Tabela 7.3 — Valores do pH para as amostras de massa de carne ndo condimentada.

L. plantarum . L. plantarum P3B7 +

C‘Erl‘g;"o P3B7 L. Sakao():\/?’cz L. sakei CV3C2

(30) (340)

Te(rr?)po Média dv  Média  dv Média dv Média dv
0 6,192 0,010 6,202 0,085 6,162 0,052 6,232 0,041
pH 48 6,172 0,015 6,162 0,030 6,172 0,020 6,262 0,025
96 6,172 0,032 6,162 0,040 6,162 0,030 6,162 0,153

Sig 0,390 * 0,502 * 0,096 * 0,919 *

Legenda: dv — Desvio Padrdo. ab — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias

significativamente diferentes.
7.2.3 Evolugéo da microbiota na massa de chourigo inoculada com Lactobacillus

A evolugcdo dos parametros microbioldgicos estudados na matriz massa de chourico
inoculada com isolados de Lactobacillus e L. innocua, mantida a 7 °C durante dois dias e
posteriormente a 20 °C durante outros dois dias estdo representados nas Figuras Figura 7.8,
Figura 7.9, Figura 7.10 e no Apéndice D.

As amostras inoculadas apresentaram teores de AT a 30 °C (Figura 7.8 a)
significativamente (p<0,05) mais elevados do que a amostra controlo. Ao final das 48 horas, as
contagens das amostras inoculadas com Lactobacillus (5 a 6 log'® UFC g?), conjugacdo de
Lactobacillus + L. innocua (6 log'® UFC g?) e L. innocua (amostra 2; 5,86 log'® UFC g?)
mantiveram-se significativamente diferentes (p<0,05) das obtidas na amostra controlo (3,15
logl® UFCg?).

ApOs 96 horas de ensaio, as amostras inoculadas apenas com Lactobacillus, amostras

3 e 34, apresentaram teores de 6 log® UFC g! enquanto as amostras 4 e controlo
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apresentaram teores de 7 log'® UFC g*. J4 as amostras inoculadas com L. innocua (2, 32, 42 e
342) apresentaram valores de 7 log!® UFC g. Nao se registraram diferencas significativas

(p>0,05) entre as amostras no final do ensaio.
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Figura 7.8 — Efeitos das diferentes condigbes de inoculagdo duma matriz de massa de chourigo
armazenada em dois estagios de temperatura ao longo do tempo (horas) nos parametros microbiolégicos
analisados (log® UFC g1).

Legenda: (a) — Contagem de microrganismos AT a 30 °C; (b) — Contagem de Pseudomonas; (c) —
Contagem de Enterobacteriaceae; ab — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias
significativamente diferentes. (e) amostras sem inoculacdo de L. innocua; (A) amostras com inoculagéo
de L. innocua. Cadigos e inoculagfes — 1: Carne sem inoculag¢des; 2: L. innocua; 3: L. plantarum P3B7; 4:
L. sakei CV3C2; 32: L. plantarum P3B7 + L. innocua; 34: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7; 42: L.
sakei CV3C2 + L. innocua; 342: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua.

Matos e colaboradores (2013) relataram que diferentes amostras de enchidos
fermentados apresentaram contagens de AT entre 4 e 7 log'® UFC g (Matos et al., 2013).

A diferenca de condicbes de 7 °C para 20 °C levou a um maior incremento na
multiplicagdo de microrganismos AT 30 °C na amostra controlo comparado com o registrado
nas amostras inoculadas com Lactobacillus. Uma vez que o meio de cultura para AT a 30 °C
permite também o crescimento de BAL estes resultados sugerem que ocorre um controlo na
microbiota da amostra pelos isolados de Lactobacillus que foram inoculados.

As amostras em estudo inoculadas L. innocua apresentaram inicialmente contagens de
Pseudomonas (Figura 7.8 b) entre 1 logl0 UFC g (controlo), e 2 logl0 UFC g, apenas a
amostra 342 apresentou valores superiores (4,92 logl0 UFC g?). Ao fim das 48 horas néo

foram observadas diferengas significativas (p>0,05) entre as amostras.
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A amostra controlo (1) as 96 horas apresentou uma contagem de 7,38 log!® UFC g
para o parametro Pseudomonas, enquanto as amostras contendo apenas Lactobacillus
apresentaram valores de 3 a 4 log'® UFC g%, e as amostras contendo L. innocua apresentaram
valores entre 4 e 6 log'® UFC g1. Apesar de ndo existirem diferencas significativas (p>0,05) nos
resultados finais pode-se observar uma tendéncia na reducdo da multiplicacdo de
Pseudomonas nas amostras inoculadas apenas com Lactobacillus.

Katikou e colaboradores (2005) observaram que a utlizacdo de L. sakei sem
conjugacdo com outros microrganismos possui um efeito maior na inibicdo de Pseudomonas
(Katikou et al., 2005). No presente estudo verificou-se também que a utilizacdo das estirpes
isoladamente possui um maior efeito no controlo da multiplicacdo de Pseudomonas. Os valores
de contagem de Pseudomonas as 96 horas e em temperatura de 20 °C, para as amostras onde
L. plantarum ou L. sakei foram inoculados separadamente (3 e 4) séo inferiores a amostra onde
houve inoculacdo conjugada dos dois isolados (34). A mesma tendéncia é observada nas
amostras contendo L. innocua, sendo as amostras 32 (P3B7) e 42 (CV3C2) com Lactobacillus
inoculados isoladamente em comparag¢do com a amostra 342 inoculada com a conjugacéo dos
dois Lactobacillus. Djenane e colaboradores (2005) descreve que a utilizacdo de L. sakei como
ferramenta protectora em carnes é eficaz na inibicéo n&do s6 de Pseudomonas mas também de
B. thermosphacta (Djenane et al., 2005).

A contagem de Enterobacteriaceae (Figura 7.8 c) nas amostras inoculadas com L.
innocua (2, 32, 42 e 342), as 0 e 24 horas de ensaio (7 °C) foram significativamente diferentes
(p<0,05) das amostras controlo e inoculadas com P3B7, L. sakei CV3C2 e a conjudacédo das
duas.

As 48 horas de ensaio o controlo (0,33 logl® UFC g-1) e as amostras inoculadas apenas
com Lactobacillus 4, 3 e 34 (0,33, 1,10 e 1,79 log® UFC g'! respectivamente) ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p>0,05). Também as amostras em que Listeria tenha sido
inoculada néo tiveram diferenca significativa entre si (p>0,05), apresentando valores de 4 a 5
log?® UFC g1.

Ao fim das 96 horas de ensaio ndo foram observadas diferencas significativas (p>0,05)
entre as amostras inoculadas com Lactobacillus ou L. innocua. As amostras inoculadas apenas
com Lactobacillus (3, 4 e 34) apresentaram valores de 4 log!® UFC g?®. Apenas a amostra
controlo (1,42 log'® UFC g?) apresentou um teor significativamente diferente (p<0,05) em
comparacao as amostras inoculadas com L. innocua (2, 32, 42 e 342) (valores de 6 a 7 log*®
UFCgl).

O controlo de Enterobacteriaceae por Lactobacillus foi descrito em estudos realizados
por Katikou e colaboradores (2005) com carnes embaladas a vacuo e refrigeradas (4 °C)
(Katikou et al., 2005). Estes autores verificaram que a actuacdo de uma estirpe de L. sakei
mostrouser mais eficiente do a sua conjugacdo com outra estirpe de Lactobacillus, com
reducdo da contagem de Enterobacteriaceae em 2 log!® UFC g! em comparacdo ao seu
controlo (Katikou et al., 2005). Newton & Gil (1978) relatam em seus estudos que a eficiéncia

de Lactobacillus sp., em concentracdes de 7 log® UFC g, na inibicdo de microrganismos como
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Enterobacteriaceae e B. thermosphacta se da maioritariamente pela atividade de producéo de
acido lactico e peréxido de hidrogénio e ndo pela producdo de bacteriocinas (Newton & Gil,
1978). No presente estudo a estirpe L. sakei CV3C2 néo apresentou valores inferiores para
Enterobacteriaceae em relacdo a estirpe L. plantarum P3B7, apesar de produzir maiores
guantidades de acido lactico.

Os elevados valores observados para as amostras inoculadas com L. innocua, nas
diferentes fases de mimetizacao de fabrico de enchidos (a 7 °C e 20 °C), foram continuamente
superiores em relacdo as amostras sem inoculacdo de L. innocua (controlo, 3, 4 e 34). Apesar
de néo haver diferencas significativas entre a contagem de Enterobactereaceae nas amostras
inoculadas com Lactobacillus e/ou inoculadas com L. innocua, presume-se que, como outros
parametros avaliados, o meio especifico ndo foi suficiente para inibir a multiplicacdo de L.
innocua.

As contagens iniciais (0 horas) de SCN (Figura 7.9 a) para as amostras que tenham
sido inoculadas com L. innocua (2, 32, 42 e 342) apresentaram diferencas de 1 a 2 log°® UFC g
1 em relagdo as outras amostras (1, 3, 4 e 34). Ao longo do ensaio a 7 °C, as amostras com L.
innocua continuaram com teores superiores a 1 a 2 log'® UFC g! quando se compara com as
amostras controlo e inoculadas apenas com Lactobacillus. Ao fim de 96 horas e com o
aumento da temperatura a 20 °C, todas as amostras apresentaram valores de 6 logl® UFC g1
para SCN (p>0,05).
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Figura 7.9 — Efeitos das diferentes condigbes de inoculagdo duma matriz de massa de chourigo
armazenada em dois estagios de temperatura ao longo do tempo (horas) nos parametros microbioldgicos
analisados (log!®° UFC g1).

Legenda: (a) — Contagem de Staphylococcus coagulase negativo; (b) — Contagem da microbiota acido
lactica; ab — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias significativamente diferentes. (e)
amostras sem inoculagdo de L. innocua; (A) amostras com inoculacdo de L. innocua. Coédigos e
inoculagBes — 1: Carne sem inoculacdes; 2: L. innocua; 3: L. plantarum P3B7; 4: L. sakei CV3C2; 32: L.
plantarum P3B7 + L. innocua; 34: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7; 42: L. sakei CV3C2 + L. innocua;
342: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua.

Uma vez que a contagem de SCN na amostra controlo (1) ndo diferiu das apresentadas
pelas outras amostras no final das 96 horas, presume-se que ndo houve interferéncia no
desenvolvimento destes microrganismos por competicao bacteriana nas amostras inoculadas

com Lactobacillus ou conjugacdo de Lactobacillus + L. innocua. Mauriello e colaboradores

55



(2004) e Talon e colaboradores (2007) descreveram em seu estudo que, em diferentes tipos de
enchidos fermentados, o crescimento de SCN manteve-se sempre abaixo do crescimento de
BAL, mas que apesar dos valores inferiores nao ha inibicdo de SCN por BAL (Mauriello et al.,
2004; Talon et al., 2007).

As amostras controlo e 2 (inoculada com L. innocua) ndo apresentaram diferencas
significativa (p>0,05), nas contagens de BAL (Figura 7.9 b). Todas as amostras inoculadas com
Lactobacillus tiveram contagens de BAL de 6 log'® UFC g, com excecdo da amostra 30 que
apresentou 7 log® UFC g'. A evolugdo deste grupo bacteriano no fim das duas fases de
temperatura nas amostras 1 e 2 foi semelhante, com valores de 2,84 e 2,49 log!® UFC g
respectivamente.

No final das 96 horas de ensaio apenas as amostras 3 e 4 apresentaram contagens de
BAL significativamente diferentes das presentes no controlo e na amostra 2 (inoculada com L.
innocua). As teores de BAL nas amostras inoculadas apenas com Lactobacillus (3, 4 e 34)
foram semelhantes aos obtidos nas amostras inoculadas com a conjugacéo de Lactobacillus +
L. innocua (32, 42 e 342), demonstrando que este grupo de microrganismos ndo teve a sua
multiplicacdo afetada pela presenca de Listeria.

A microbiota tecnolégica em produtos carneos fermentados € constituida
principalmente por BAL atingindo valores entre 4 e 8 logl® UFC g1, durante as fases de
maturacdo e fermentacdo do produto (Lebert et al., 2007a). A sua participacdo na producéo de
enchidos carneos é essencial, uma vez que s&8o as principais responsavel pelo
desenvolvimento das caracteristicas do produto e pela inibicho de microrganismos
indesejaveis. Mauriello e colaboradores. (2004) relataram que o desenvolvimento de BAL em
enchidos fermentados é maior (2 a 3 log®® UFC g' superiores) em relacdo a outros
microrganismos tecnoldgicos, como S. xylosus e S. carnosus, em especial nas massas
formuladas onde alguma fonte de agucares tenha sido adicionada (Mauriello et al., 2004).
Sawitzki e colaboradores (2008) descrevem que a utilizagdo de uma estirpe de L. plantarum na
producdo enchidos fermentados teve uma actuacdo positiva no controlo da microbiota
deteriorativa do produto (Sawitzki et al., 2008).

As contagens iniciais de Listeria sp. (Figura 7.10) na massa de chouri¢o (controlo) e
nas amostras inoculadas apenas com Lactobacillus foram de 1 a 3 log'® UFC g?t. Ja as
amostras inoculadas com L. innocua apresentaram contagens de 5 log® UFC g1. As 24 horas
apenas o controlo e a amostra 20 apresentaram diferenca significativas (p<0,05) na contagem
de Listeria, com valores de 2,20 e 5,69 log'® UFC g respectivamente. No final do periodo de
temperatura a 7 °C as contagens de BAL foram iguais nas amostras.

A amostra controlo (1) apresentou contagens de Listeria sp. semelhantes as existentes
nas amostras 3,4 e 34 .

Entre as amostras inoculadas com Listeria, a amostra 32 foi a que apresentou o menor
valor final (5,73 log® UFC g?), apresentando 1 log*® UFC g a menos do teor presente na
amostra 2 (6,65 log*® UFC g1).
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A presenca e contagem de Listeria sp. nas amostras onde L. innocua néo foi inoculada
pode indicar ndo s6 uma contaminacdo inicial da matéria prima mas também uma
contaminacdo cruzada através de utensilios e equipamentos utilizados na producéo da massa
formulada. A capacidade de producdo de biofilme e a sua resisténcia a técnicas de limpeza e
desinfeccao de espécies de Listeria sp., em especial L. monocytogenes, é vastamente descrita
em literatura (Azevedo et al., 2005; Bonsaglia, 2014; Goh et al., 2014; Norwood & Gilmour,
2000).
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Figura 7.10 — Efeitos das diferentes condi¢cdes de inoculacdo duma matriz de massa de chourico
armazenada em dois estagios de temperatura ao longo do tempo (horas) na contagem de Listeria sp.
(log’® UFC g?).

Legenda: ab — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias significativamente diferentes.
(e) amostras sem inoculagdo de L. innocua; (A) amostras com inoculagdo de L. innocua. Cddigos e
inoculagBes — 1: Carne sem inoculacgdes; 2: L. innocua; 3: L. plantarum P3B7; 4: L. sakei CV3C2; 32: L.
plantarum P3B7 + L. innocua; 34: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7; 42: L. sakei CV3C2 + L. innocua;
342: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua.

Os resultados da medicdo do pH nas amostras do ensaio in vitro utilizando massa
formulada de chouri¢co podem ser observados na Tabela 7.4. A amostra controlo foi a Unica que
apresentou diferencas significativas (p<0,05) de pH entre os tempos de analise (. Todas as
amostras apresentaram valores préximos no final das 96 horas (pH 6,08 — 6,11). A amostra

controlo (1) e a amostra 4 apresentaram um decréscimo de pH ao longo dos cinco dias de
ensaio. Esse decréscimo de pH ndo ocorreu nas amostras 34 e 3.

Tabela 7.4 — Valores do pH para as amostras de massa formulada de chourigo.

L. plantarum P3B7 +

Controlo L. plantarum P3B7 L. sakei CV3C2 L sakei CV3C2
® 3) @) (34)

Tempo (h) Média dv Média dv Média dv Média dv
0 6,112 0,005 6,082 0,047 6,102 0,020 6,012 0,017
pH 48 6,072 0,011 6,062 0,047 6,072 0,023 6,042 0,075
96 6,08 0,025 6,082 0,020 6,082 0,020 6,112 0,070

Sig 0,031 * 0,212 * 1,300 * 2,154 *

Legenda: dv — Desvio Padrdo. ab — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias

significativamente diferentes.
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7.2.4 Discusséo integrada dos resultados

Ao longo do periodo de exposicdo a 7 °C e 20 °C as amostras inoculadas com
Lactobacillus e com a conjugacdo de Lactobacillus e L. innocua, evidenciaram um menor
diferencial na multiplicagéo de AT a 30 °C.

Em ambas as matrizes (carne sem condimentos e massa de chouri¢co) expostas a uma
temperatura de 7 °C, os controlos (1 e 10) apresentaram um aumento de AT de 1 log®
(Apéndice E) durante as primeiras 48 horas de ensaio. Uma vez que as amostras foram
transferidas para uma temperatura mais elevada (20 °C) os valores de AT subiram 4 e 5 log?°,
respectivamente, até o final das 96 horas de ensaio.

De facto, atendendo aos valores iniciais de AT nas amostras controlo (1 e 10), o
acréscimo deste grupo foi maior comparativamente ao apresentado pelas amostras inoculadas
com Lactobacillus.

As amostras inoculadas apenas com Lactobacillus ndo apresentaram acréscimo na
taxa de crescimento de AT enquanto as amostras eram expostas a 7 °C. Ja as 96 horas,
quando a temperatura aumentou para 20 °C, as amostras em matriz carnea sem
condimentacao, 30 e 340, apresentaram um acréscimo de AT de 2 log'® e a amostra 40 de 1
log'%, j& a amostra 4 em matriz de massa formulada apresentou um acréscimo de 2 log* e as
amostras 3 e 34 ndo apresentaram mudanga nos teores bacterianos.

Dentre as conjugac¢fes de Lactobacillus estudadas, a utilizagéo de L. plantarum P3B7 e
a conjugacédo entre P3B7 + CV3C2 em matriz de massa formulada de chourico (amostras 3 e
34) foram as mais efectivas no controlo da multiplicacdo de AT. Contudo, na matriz carnea sem
condimentacéo a utilizag@o de L. sakei CV3C2 (amostra 40) foi a mais efectiva no controlo da
multiplicacéo de AT .

No presente estudo, ambos 0s ensaios efectuados com carne sem condimentos e
massa de chourico, os teores de AT a 30 °C nas amostras, ao fim das 96 horas, ndo
apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre si. Entrentato, comparando os valores
iniciais e finais entre amostras inoculadas e respectivos controlos, as amostras inoculadas
apresentaram um menor diferencial na multiplicacdo bacteriana de AT ao longo do tempo, ndo
igualando o crescimento de caracter exponencial das amostras controlo. Pode-se acreditar que
a inibicdo de AT nas amostras inoculadas se dé pela presenca dos isolados de Lactobacillus.

O meio de cultura utilizado nas contagens de AT a 30 °C permite o crescimento de
microrganismos como Lactobacillus e Listeria, pois ndo é selectivo. E necesséario ter em
consideragdo que os valores inicias para a contagem de AT nas amostras inoculadas,
reflectem a presenca dos microrganismos inoculados na matriz e ndo somente a presenca de
microbiota deteriorativa.

Sawitzki e colaboradores (2008) relataram que, em enchidos fermentados inoculados
com estirpe de L. plantarum, houve uma reducdo inferior a 1 log'® nos teores de AT em relagéo
ao controlo, ao fim de 10 dias (Sawitzki et al., 2008). No presente estudo as amostras
inoculadas com Lactobacillus demonstraram valores de até 4 log!® inferiores em relacdo aos

controlos, para ambos 0s ensaios.
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Fiorentini e colaboradores (2001), descrevem a inibicdo do crescimento de AT em
diferencias de 1 a 2 log'® em carnes refrigeradas (5 °C) nas quais foram utilizadas solu¢cGes
contendo bacteriocinas, produzidas por Lactobacillus isolados de carne (Fiorentini et al., 2001).
Carbonera & Espirito Santo (2010) relataram que a inibicdo da microbiota deteriorativa (AT),
em produtos carneos fermentados a base de peixe, por estirpe de L. plantarum foi realmente
efectiva apos o inicio da fase de fermentacdo num periodo de sete dias apds a inoculagéo,
onde os valores para o controlo tiveram uma variagdo de 2 log'® a mais em relacdo as
amostras inoculadas com L. plantarum (Carbonera & Espirito Santo, 2010).

As elevadas contagens iniciais de Pseudomonas, Enterobacteriaceae e SCN nas
amostras inoculadas com L. innocua podem indiciar uma falsa conclusdo. Os meios de
seletividade para estes microrganismos ndo atuam de forma eficaz para o controlo do
crescimento de Listeria sp.. Tornando invidvel avaliar o potencial de competicdo microbiana
dos isolados de Lactobacillus nas amostras conjugadas (em que L. innocua foi inoculada), para
os parametros de Pseudomonas, Enterobacteriaceae e SCN.

O meio para SCN utilizado possui uma alta concentragdo salina (75 g NaCl/L) como
factor limitante de crescimento, permitindo que apenas microrganismos halofilicos consigam
desenvolver-se. E descrito em literatura que Listeria spp., entre as quais L. monocytogenes,
consegue facilmente suportar altas quantidades de sal (Zarei et al., 2012). L. monocytogenes
pode suportar uma concentracéo de até 10 % (w/v) de NaCl em pH entre 3,8 e 8,4. (McClure et
al., 1989; Zarei et al., 2012) O stress salino em L. monocytogenes pode ser superado pela
ativacdo de genes que sintetizam diferentes proteinas, consideradas osmoprotetoras (Gandhi &
Chikindas, 2007). Estas substancias permitem que ocorra uma acumulacdo de solutos
compativeis no citosol, que possibilitam contrabalancear a osmolaridade externa, prevenindo a
perda de agua e a plasmolise celular. Sédo elas a prolina, a glicina-betaina e a carnitina
(Beumer et al., 1994; Considine et al., 2011; Duché et al., 2002; Gardan et al., 2003)

As colénias observadas em meio MSA possuiam um halo amarelado, caracterizado
pela fermentacdo do manitol. Ruesca (2012) evidenciou a capacidade de algumas estirpes de
Listeria sp. fermentarem o manitol. Esta fermentacdo produz metabolitos bacteriano &cidos,
que fazem com que o corante fenélico do meio mude de coloragdo e os halos das col6nias
bacterianas figuem amarelado.

A adicao de glucose no meio especifico para Enterobacteriaceae € um factor
diferenciador para a selectividade do meio, onde apenas microrganismos que consigam fazer
proveito desta substdncia podem desenvolver-se. A presenca de corantes como o cristal
violeta, também fornece uma maior selectividade ao meio. Sabe-se que diferentes estirpes de
Listeria sp. tem a capacidade de lisar a glicose. Ludwig e colaboradores (2009b) relatam que
espécies de Listeria, como L. monocytogenes, L innocua e L. grayi tém a capacidade de
degradar D-glucose (Ludwig et al., 2009b), tornando possivel o seu crescimento no meio VRDB
agar.

A capacidade de inibicdo de Pseudomonas pelas isolados de Lactobacillus é mais

efectivo na matriz de chourico, onde os valores aumentaram de 1 a 2 log'®, durante as 96

59



horas de ensaio, para todas as amostras inoculadas (3, 4, 34, 32, 42 e 342), enquanto em
matriz carnea sem condimentacdes o acréscimo foi de 2 a 6 log!® para as amostras com as
mesmas inoculacdes (30, 40, 340, 320, 420 e 3420).

Katikou e colaboradores (2005) também relataram uma razdo de 1 log!® inferior na
contagem de Pseudomonas ap6s um periodo de 7 dias, em relacdo a amostras de carne
refrigeradas (4 °C) inoculadas com L. sakei (Katikou et al., 2005). Djenane e colaboradores
(2005) relatam os mesmos valores de diferenca mesma diferenca em carnes em atmosfera
modificaca (CO2) onde L. sakei também foi inoculado (Djenane et al., 2005).

Infelizmente, este pardmetro ndo permitiu analisar de forma efectiva o poder de inibicao
de Pseudomonas pelos isolados de Lactobacillus, uma vez que as varia¢cdes no diferencial de
multiplicag&o de Pseudomonas entre as amostras foram semelhantes, em ambos os ensaios.

Assim como os valores de Pseudomonas, os valores para as contagens de
Enterobacteriaceae tiveram um diferencial superior no ensaio utilizando matriz carnea sem
condimentacdes.

Dentre as amostras inoculadas apenas com Lactobacillus, a amostra 34 (conjugacgéo
de L. plantarum P3B7 e L. sakei CV3C2) apresentou um menor diferencial na multiplicagdo de
Enterobacteriaceae (2,32 log'®) no final do ensaio. Na matriz carnea sem condimentagdo a
amostra contendo apenas L. plantarum P3B7 apresentou valor semelhante (2,93 log'®), sendo
a menor diferenca encontrada entre as amostras neste ensaio mas ainda sim apresentava-se
semelhante ao controlo. Katikou e colaboradores (2005) apresentaram resultados onde a
conjugacéo de duas estirpes de Lactobacillus (sakei e curvatus) foi menos eficaz na inibigéo
de Enterobacteriaceae em carnes refrigeradas (5 °C), em comparagdo com utilizacdo de L.
sakei individualmente, durante 28 dias de ensaio (Katikou et al., 2005).

Enterobacteriaceae estéo relacionadas com padrdes higiénicos no processo de fabrico
(Durlu-Ozkaya et al., 2000).

Apesar das diferencgas significativas nos valores de Enterobacteriaceae no decorrer dos
ensaios, ndo se pode observar um controlo da sua multiplicagdo pelos isolados de
Lactobacillus, uma vez que os diferenciais ao final dos ensaios (96 horas) eram superiores ou
ndo apresentavam diferencas significativas (p>0,05) entre os controlos.

Diferentemente dos parametros de Pseudomonas e Enterobacteriaceae, as contagens
de SCN apresentaram diferenciais semelhantes (Apéndice E), entre as 0 e as 96 horas, para
ambos os ensaios. As amostras inoculadas apenas com Lactobacillus apresentavam valores
de 2 log® em ambas as matrizes. Entretando, eram semelhantes aos valores apresentados
pelas respectivas amostras controlo.

O fator de temperatura foi essencial para a multiplicacdo de microrganismos SCN em
ambas as matrizes avaliadas. As amostras inoculadas com os isolados de Lactobacillus
apresentaram um aumento no teor de SCN apenas durante a fase de mimetizacdo de
temperaturas de fumagem de enchidos carneos (20 °C), os valores iniciais mantiveram-se

iguais das 0 as 48 horas (7 °C).

60



Na avaliacdo do potencial bacteriocinogénico dos isolados de Lactobacillus, ambas as
estirpes utilizadas no ensaio in vitro apresentaram capacidade de inibicdo para com a
microbiota tecnologica, representada por S. equorum e S. xylosus, onde o isolado L. plantarum
P3B7 apresentou os maiores halos de inibicdo e o isolado L. sakei CV3C2 os menores halos.
Apesar destes resultados, e dos valores superiores nas contagens de BAL em relagdo aos
SCN em ambas as matrizes do ensaio in vitro, ndo houve inibicdo na multiplicacdo da
microbiota tecnoldgica, constituida por SCN, pelos isolados de Lactobacillus (P3B7 e CV3C2)
em ambas as matrizes.

Microrganismos como SCN séo essenciais para o desenvolvimento de caracteristicas
especificas em enchidos carneos, auxiliando na fermentacéo e na cor final do produto (Lebert
et al., 2007a; Mauriello et al., 2003) e normalmente estdo presentes em valores inferiores as
BAL (Lebert et al., 2007a). Uma relacdo harmoénica entre diferentes bactérias de carater
tecnolégico é essencial para o desenvolvimento de caracteristicas tipicas de produtos carneos
fermentados (Beck, 2005; Lebert et al., 2007a). A maior diversidade na microbiota tecnoldgica
pode aprimorar o potencial de biopreservagéo no produto, Aksu e colaboradores (2008) relatam
o poder de inibicdo de microrganismos patogénicos por estirpes tecnolégicas de L. sakei e S.
xylosus (Aksu et al., 2008).

No sentido de validar a presenca de BAL indigena nas diferentes matrizes, podemos
observar a presenca e evolucdo de BAL nos diferentes controlos, analisando a sua capacidade
de multiplicacdo e adaptacdo as diferentes matrizes. O diferencial (log!°) entre o inicio e o fim
do ensaio foi de 1,56 para o controlo 1 (massa de chouri¢o) e 4,13 para o controlo 10 (massa
carnea sem condimentagdes).

Na matriz de chourico, o controlo (1) ndo apresentou um crescimento significativo
(p>0,05) entre os periodos das 48 horas a 7 °C e das 72 horas a 20 °C. Ja na massa carnea
sem condimentacdes, o valor diferencial para o controlo (10) das 0 as 48 horas (7 °C) foi de
0,78 log'®, e uma vez que houve o aumento da temperatura para 20 °C o valor diferencial das
48 as 72 horas foi superior, de 2,22 log?°.

Assim como nas amostras controlo, as contagens de BAL para as amostras inoculadas
apenas com L. innocua também apresentaram um acréscimo mais elevado quando submetidas
a uma temperatura de 20 °C. Na massa carnea sem condimenta¢des (amostra 20) o valor
diferencial foi superior, de 2,51 log'®, em comparacdo a mesma inoculagcdo na matriz de
chourigo (amostra 2, com diferencial de 0,90 log?°).

As BAL indigenas da matéria prima apresentaram uma melhor multiplicacdo e
adaptacdo a matriz carnea sem condimentag8es, uma vez que ndo h atividade antimicrobiana
pela actuacdo de ingredientes e condimentacbes como na matriz de massa formulada de
chourico. Também conseguem desenvolver-se mesmo na presenca de outros microrganismos,
como nas amostras inoculadas apenas com L. innocua (2 e 20) ndo tendo o a sua multiplicagédo
sido afectada pela competicao bacteriana.

De forma a analisar a efectividade de multiplicacdo e adaptacdo dos isolados de

Lactobacillus avaliados neste estudo, podemos comparar nos ensaios in vitro o diferencial
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entre as amostras inoculadas com as estirpes de Lactobacillus, de forma isolada ou conjugada,
nas diferentes matrizes.

As 96 horas e temperaturas de 20 °C, mimetizando temperaturas na fase de fumagem
de produtos carneos, as amostras de massa de chourico 4 (CV3C2) e 3 (P3B7) apresentaram
as maiores diferencas de crescimento, de 0,58 e 0,83 log?? respectivamente. Na mesma matriz,
mas em presenca de L. innocua, a amostra 32 (P3B7 + L. innocua) apresentou a menor
variacdo de crescimento (0,44 log*°). J& em matriz de carne sem condimentacdes, ambas as
conjugacdes de L. innocua + P3B7 (320) ou L. innocua + CV3C2 (420) apresentaram um
diferencial de 2 log™°.

A conjugacédo dos isolados de Lactobacillus na presenca de L. innocua (amotras 342 e
3420) mostraram-se menos eficaz na multiplicacdo de BAL na matriz carnea sem
condimentacdo, com um diferencial entre as 0 e 96 horas de 0,08 log™®.

O isolado de L. plantarum P3B7 apresentou uma melhor adaptacdo na matriz de massa
formulada de chourigco, com ou sem a presenca de L. innocua (amostras 3 e 32). Na matriz
cérnea sem condimentacdes, ndo houve diferenca no crescimento entre as amostras sem
Listeria (30, 40 e 340), mas a a variagdo de crescimento foi maior para as amostras com a
presenca de Listeria e sem conjugacado de Lactobacillus (320 e 420).

Ambos os isolados apresentaram variacdo de crescimento semelhante na matriz
carnea sem condimentacdo na presenca de L. innocua, com valores entre 1 e 2 log!® para a
amostra conjugada 3420 e para as amostras 320 e 420.

BAL sdo microrganismos psicrotroficos, mas apesar de crescerem em temperaturas de
2 — 53 °C a sua multiplicagdo a 7 °C ainda € lenta, tendo como temperatura 6ptimas de
crescimento de 20 — 30 °C (Hammes & Hertel, 1901). Em ambas as matrizes nas amostras
inoculadas com Lactobacillus, os diferenciais das contagens de BAL mantiveram-se com
valores semelhantes (< 1 log!®) durante os intervalos entre 0 e 48 horas a temperatura de 7 °C
e entre 48 e 72 horas a temperatura de 20 °C.

Durante a confec¢cdo de enchidos fermentados, nos primeiros dias (de 1 a 3 dias) as
BAL tém um crescimento mais lento atingindo de 3 a 5 log'® UFC g, e nos dias consequentes
dependendo do tipo de produto carneo os valores sobem para 6 a 9 log!® UFC g (Garriga &
Aymerich, 2007). A inoculacdo de culturas protectoras em enchidos carneos pode variar de 5 a
7 log® UFC g1 (Andersen, 1995). Dos isolados de Lactobacillus utilizados foi lento durante os
quatro dias de ensaio apresentando valores de crescimento idénticos aos descritos na literatura
para culturas starters e utilizadas em ensaios de antagonismo (Fiorentini et al., 2001; Garriga &
Aymerich, 2007; Katikou et al., 2005).

A maior facilidade de desenvolvimento e adaptacao dos inéculos de Lactobacillus em
matriz de carne sem condimentacGes decorre efectivamente da auséncia de condimentos
como o sal, o pimentdo e em especial o alho. A alicina € o principal componente presente no
alho sendo responsavel por um efeito antimicrobiano, actuando tanto em bactérias Gram
positivas como em Gram negativas, e esta presente no alho fresco em valores entre 0,3 e 0,5

% (Shelef, 1983). O extrato de alho também possui um potencial inibidor de bactérias como S.
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aureus, E. coli, L. monocytogenes, P. aeruginosa e L. plantarum (Shelef, 1983; Zhang et al.,
2010). Outros componentes, como o oregdo, também podem interferir no desenvolvimento de
culturas starters compostas por Lactobacillus (Zaika & Kissinger, 1981). A reducdo nas
quantidades de certos condimentos, assim como a adicdo de maior quantidade de substrato
(como a dextrose), podem optimizar o crescimento e adaptacdo de BAL em massas formuladas
para enchidos carneos.

Em ambas as matrizes, ao fim das 48 horas a 7 °C, as amostras inoculadas com
Lactobacillus e L. innocua apresentaram um crescimento de Listeria sp., inferiores a 1 log?®.

O crescimento efectivo de Listeria, em matriz de chourico, nas amostras em que
Lactobacillus e L. innocua foram inoculadas (32, 42 e 342), ocorreu ao final das 96 horas, apés
dois dias a temperatura de 20 °C, com uma variacdo de 1 log!® durante todo o ensaio para as
trés amostras. Estas amostras ndo apresentaram diferencas significativas (p>0,05) entre si ou
para a amostra 2 (L. innocua) ao final do ensaio (96 horas). Entretanto, a amostra 32
apresentou uma contagem final inferior em 1 log!® UFC g as contagens das demais amostras
onde L. innocua também tinha sido inoculada.

J& no ensaio com matriz carnea sem condimentagdes, as amostras 420 (CV3C2 + L.
innocua) e 3420 (P3B7 + CV3C2 + L. innocua) apresentaram valores de contagens finais
superiores (6 log!® UFC g1) a amostra 20 (5,53 log'® UFC g1), mas apresentaram um menor
diferencial ao longo do ensaio onde a amostra 20 (inoculada apenas com L. innocua)
apresentou uma variancia ao final do ensaio de 2,11 log!® enquanto as amostras conjugadas
de L. innocua e Lactobacillus apresentaram variancias de 1 log!® para as amostras 420 e 3420,
e inferior a 1 log® para a amostra 320 (L. plantarum + L. innocua).

Rodriguez e colaboradores (1994) relataram que alguns Lactobacillus possuem um
papel bacteriostatico em relacdo a estirpes de L. monocytogenes, ndo eliminando o patégenico
mas apenas controlando seu crescimento (Rodriguez et al., 1994). Estes autores referiram que
a sua atuacdo € mais eficaz em temperaturas de 15, 24 e 32 °C em comparacdo com
temperaturas de refrigeracdo de 4 e 8 °C (Rodriguez et al., 1994). Amézquita & Brasheares
(2002) avaliaram produtos prontos para consumo, onde em dois tipos de enchidos fermentados
inoculados com Lactobacillus os teores de L. monocytogenes ndo apresentaram aumento ou
reducdes nos produtos, mesmo apds 28 dias de armazenamento, a VAcuo e a uma temperatura
de 5 °C (Amézquita & Brasheares, 2002).

Apesar da melhor adaptacgdo inicial de L. innocua na matriz de massa formulada de
chourico a 7°C, apo6s este periodo, a 20 °C, com o crescimento e adaptacdo da microbiota
tecnolégica (BAL e SCN) nas matrizes o crescimento de L. innocua ndo foi tdo eficaz. Nas
amostras de matriz de chourigo (32, 42 e 342)e nas amostras de matriz carnea sem
condimentagdes (320, 420 e 3420), a variacao de crescimento das 48 horas (7 °C) para as 72
horas (20 °C) foi inferior a 1 log™®.

Das trés amostras de matriz carnea sem condimentacdes onde ocorreu o teste de

competicdo foi a amostra inoculada com a estirpe P3B7 que apresentou o menor valor de
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contagem final (4,06 log!® UFC g1) e a menor variacdo de crescimento entre as 0 e 96 horas
(inferior a 1 log9).

O menor crescimento de Listeria ao longo do ensaio na massa de chourigo controlo
pode ser explicado pleo efeito dos ingredientes adicionados como o alho. Diferentes estudos
desenvolvem o uso de alho ou extrato de alho como componentes bacteriostaticos quando
adicionados a produtos carneos. Sung e colaboraodres (2014) relataram uma redugdo no
crescimento de L. monocytogenes quando associou embalagens com atmosfera modificada
com extrato de alho (Sung et al.,, 2014). Sallam e colaboradores (2004) descrevem que a
utilizacdo de alho na sua forma natural, alho fresco, é mais eficiente quanto comparada a
utilizacdo de p6 de alho ou 6leo de alho (Sallam et al., 2004).

Estudos de Djenane et al. (2005) com carnes refrigeradas utilizando L. sakei, referiram
que a inibicdo de L. monocytogenes foi mais eficaz a 25 °C. No 4 dia de ensaio a 25 °C L.
monocytogenes apresentava um diferencial superior (2 log'%) ao constatado a temperaturas de
3 e 8 °C (inferior a 1 log'9). Katle e colaboradores (2001) verificaram que a utilizacdo de uma
estirpe L. sakei produtor de bacteriocina isoladamente ou em conjugacdo com a mesma
bacteriocina, em salmdo fumado (10 °C) possui um maior efeito na inibicdo de L.
monocytogenes (inoculada em 3 log*® UFC g?) ao final de 28 dias, com um diferencial de até 4
log'%, enquanto aos 7 dias de ensaio essa variacao foi inferior, de 2 e 4 log'® para a utilizagdo
da estirpe de Lactobacillus e para a conjugacéo da estirpe e bacteriocina, respectivamente
(Katle et al., 2001).

Outro fator importante para o controlo de microrganismos deteriorativos e patogénicos
€ o pH. Nos ensaios realizados ndo houve reducdo significativa do pH em nenhuma das
amostras contendo Lactobacillus. Apesar da presenca de substrato de facil utilizagao
(dextrose) na matriz de massa formulada de chourico, as condi¢cées durante os ensaios com
ambas as matrizes ndo foi suficiente para que ocorresse uma diminuicdo de pH mais
acentuada por produgdo de acido lactico das bacterias fermentadoras.

A incapacidade dos isolados de Lactobacillus na eficaz reducdo do pH pode ter sido
influenciada pela escassez de substrato (aclcar) em ambas as matrizes e também pela
multiplicagcdo lenta a baixas temperaturas sem um rapida aumento das BAL e a consequente
producéo de acido lactico e reducao do pH.

O pH em produtos carneos fermentados pode chegar em valores de até 4,2 (Petgja &
Puolanne, 2007), enquanto as amostras testadas apresentaram valores de pH em torno de 6,0.
Winkowski e colaboradores (1993) ndo observaram efeitos de inibicdo de L. monocytogenes
pela reducdo do pH, por Lactobacillus, em matriz carnea refrigerada a 4 e 10 °C durante 6
semanas de incubacdoo (Winkowski et al.,1993). Castellano & Vignolo (2006) também né&o
relataram reducdo ou acao inibitéria relacionada ao pH para L. innocua e B. thermosphacta,
pela producéo de &cido por estirpes de Lactobacillus, sendo os resultados finais iguais para
todas as mostras (pH de 5,0) (Castellano & Vignolo, 2006).

A ndo reducao do pH elimina um importante mecanismo de controlo de microrganismos

deteriorativos e patogénicos. A queda do pH decorre da acumulacdo de acido latico que foi
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metabolizado a partir de carbohidratos da massa carnea, permitindo que a fermentagcéo ocorra
(Lucke, 2000). A reducéo do pH também atua na capacidade de retencéo de agua, facilitando a

secagem e reduzindo o Aw do produto (Ty6pponen et al., 2003).
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8. CONSIDERAGCOES FINAIS

A utilizagdo de culturas starters € essencial para o desenvolvimento de enchidos
carneos fermentados, seja a nivel das suas caracteristicas organolépticas ou em relacdo a sua
seguranca. O desenvolvimento de novas culturas starters visa a identificacdo de novas estirpes
que possuam propriedades distintas tanto para a qualidade quanto para a seguranga do
produto.

A biodiversidade presente em produtos carneos fermentados é composta por uma
comunidade bacteriana muito bem adaptada a matéria prima, o desenvolvimento de novas
culturas starters depende do estudo da interacédo entre a microbiota tecnoldgica e a microbiota
bacteriana presente na matéria prima.

No presente estudo foram testadas trés estirpes de Lactobacillus isoladas previamente
de produtos carneos, duas estirpes constituiam L. plantarum (P3B7 e P05-15) e uma L. sakei
(CV3C2), em relacdo a sua actuacdo de biopreservacéo em enchidos fermentados, avaliando
primeiramente seu potencial de inibicdo para com a microbiota deteriorativa e patogénica e a
producédo de acido lactico, para entdo duas estirpes serem seleccionadas para a realizacdo dos
ensaios in vitro.

Nos ensaios preliminares, na avaliacdo do potencial bacteriocinogénico o isolado L.
plantarum P3B7 apresentou os maiores halos de inibicAo para a microbiota deteriorativa,
patogénica mas também tecnolégica, seguido pelo isolado L. plantarum P05-15 e L. sakei
CV3C2. Na avaliagcao da producédo de &cido lactico, o isolado P05-15 foi a maior produtora,
entretanto os isolados P3B7 e CV3C2 apresentaram uma relagdo de producédo de L(+)/D(-)
mais adequada (5:8) para producédo de alimentos prontos para consumo.

Durante a evolucdo da microbiota em ambas as matrizes, os isolados de Lactobacilluls
utilizados separadamente ou em conjugacdo nado inibiram o crescimento da microbiota
tecnoldgica indigena da matéria prima (SCN). O isolado que apresentou melhor crescimento e
adaptacdo em ambas as matrizes foi o L. plantarum P3B7. Quando utilizado isoladamente em
matrizes carneas ocorrreu um menor crescimento de Listeria sp.. A inibicdo de AT foi também
mais efectiva na utilizacdo isolada de P3B7 e na conjugacdo de P3B7 + CV3C2 em matriz de
massa formulada de chourico enquanto em matriz carnea sem condimentacdo foi mais
efectiva a utilizacdo isolada de L. sakei CV3C2.

Em ambos os ensaios o pH foi medido para as amostras que ndo continham L. innocua
(1, 10, 3, 30, 34 e 340), nenhuma das amostras contendo Lactabacillus apresentou decréscimo
no pH ao decorrer das 96 horas de ensaios. Apesar da presenca de substrato, as condi¢cdes
fornecidas para que ocorresse a producdo de acido lactico ndo foram suficientemente
satisfatorias, eliminando assim um importante fator das BAL para o controlo de microrganismos
deteriorativos e patogénicos, sendo nossa conviccdo que a capacidade inibitéria se deveu a
producédo de bacteriocinas.

De modo geral as trés estirpes testadas apresentaram potencial bacteriogénicos para

microrganismos deteriorativos e patogénicos presentes na matéria prima, dentre os dois
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microrganismos testados nos ensaios in vitro o L. plantarum P3B7 apresentou os resultados
mais desejaveis.

O presente estudo demonstrou a capacidade bioprotectora de estirpes de
Lactobacillus, previamente isoladas de produtos carneos, demonstrando seu potencial
bacteriogénico para o controlo de microrganismos deteriorativos e patogénicos, em especial
apresentou-se o0 potencial de inibicdo de Listeria monocytogenes (representada pela sua
variante ndo patogénica L innocua) destas estirpes, em circunstancias que extrapolam

condi¢des normais de competicao.
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APENDICE A — RESULTADOS DA AVALIAGAO QUALITATIVA DO POTENCIAL
BACTERIOGENICO.

Tabela - Resultados da avaliacdo qualitativa do potencial bacteriogénico.
L. plantarum P3B7 dv L. plantarum P05-15 dv L. sakei CV3C2 dv

B. thermosphacta (ATCC 11509) 4,40° 0,10 3,73b 0,80 2,282 1,00
P. aeruginosas (ATCC 27853) 4,73b 0,50 3,982 0,80 2,284 0,70
E. avium (EA5) 2,93b 0,20 2,83b 0,80 1,582 0,10

E. coli (CCUG 42744) 3,952 1,20 4,132 0,80 3,382 0,40

L. innocua (CECT 910) 2,952 1,00 2,902 0,80 2,702 0,40

L. monocytogenes (A41) 3,50° 0,60 3,65b 0,60 2,552 0,50

L. monocytogenes (AS1) 3,850 0,60 3,78°b 0,60 2,952 0,30

L. monocytogenes (11S) 4,35b 0,40 4,80° 0,20 3,602 0,60

L. monocytogenes (131) 4,182 0,50 4,332 0,10 3,752 0,50

L. monocytogenes (1854) 3,230 0,10 3,10° 0,10 2,152 0,30

L. monocytogenes (CECT 934) 2,85P 0,50 2,63° 0,80 1,852 0,50
S. enteridis (CECT 4300) 4,33b 0,40 4,00b 0,90 2,882 0,50

S. aureus (ATCC 29213) 3,95¢ 0,30 3,33° 0,80 2,032 0,50

S. equorum (DSMZ 20029) 4,50b 0,50 3,622 0,80 2,972 0,20
S. xylosus (ATCC8166) 4,652 1,00 3,422 1,00 2,852 1,60

Legenda: dv — Desvio padrdo. ab — letras diferentes para o0 mesmo microrganismo correspondem a meédias
significativamente diferentes.
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APENDICLE B — IMAGENS DAS PLACAS DO METODO ADAPTADO DE SKALKA (1986) PARA A
AVALIAGAO DO POTENCIAL BACTERIOGENICO DAS ESTIRPES DE LACTOBACILLUS
TESTADAS.

Imagem | — Avaliacdo qualitativa do potencial Imagem Ill — Avaliacdo qualitativa do potencial
bacteriogénico, método adaptado de Skalka (1986). bacteriogénico, método adaptado de Skalka (1986).
L sakei CV3C2 apresentando halo de inibigdo para L plantaum P3B7 apresentando halo de inibicdo
L. monocytogenes 11S. para Listeria monocytogenes CECT 934.

Imagem Il — Avaliagdo qualitativa do potencial Imagem IV — Avaliagdo qualitativa do potencial
bacteriogénico, método adaptado de Skalka (1986). bacteriogénico, método adaptado de Skalka (1986).
L sakei CV3C2 apresentando halo de inibicdo para L plantaum P3B7 apresentando halo de inibicao
Enterococcus avium EAS. para Salmonella enteridis CECT 4300.
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APENDICE C — RESULTADOS DO ENSAIO UTILIZANDO CARNE SEM CONDIMENTACOES.

P3B7 +
Controlo P3B7 cv3c2 P3B7 + L. innocua P3B7+L. CV3C2+L. cysco+L,
(10) (30) (40) Cv3cC2 (20) innocua innocua innocua
(340) (320) (420) 3420)

Te(r;‘)po T Média  dv  Média dv Média dv  Média dv Média dv  Média dv  Média dv  Média dv  Sig F
0 325 024 631" 0,72 618" 036 610" 017 588" 0,15 551° 087 656" 030 625 024 0000 22,039

Aer6bios totais a 24 7°C 343 113 653" 020 630" 0,30 600" 000 657™ 038 620" 034 608" 0,18 649"8 019 0,000 4,969
48 476 0,40 6,84 0,15 6,40% 034 6402 034 64528 077 654D 027 659 102 630 060 0,000 6978

s0°C 72 0. 743® 022 808% 053 7,66® 057 7,88% 058 802%° 092 7,47 000 7,82%° 1,18 7,98%° 105 0921 039

96 833 063 872® 026 7,96%® 065 8592 021 854% 046 885% 012 884% 021 880 014 0237 1501

Sig. 0,000 *~ 0000 * 0002 * 0000 * 00l * 0000 * 0,017 * 0,003 * * *

0 320 050 2,76* 166 263* 0,70 3,05% 092 573 036 556> 062 579 019 561° 027 0000 9,651

24  7°C  371* 113 2388 042 143% 125 200* 000 530% 042 459 097 4,43% 125 406% 1,20 0,000 8190

Pseudomonas 48 596% 057 6,41°% 039 625%® 024 610% 0,17 680 028 635% 039 620* 034 658% 059 0,001 5,784
72 T .c 698 085 835 031 818%C 061 800° 000 §12% 046 815 063 822% 054 7,88% 084 0002 5507

96 8,47°C 047 896° 005 880° 0,03 869° 000 928% 053 908% 018 862%® 021 900%® 000 0002 5508

Sig. 0,000 * 0,000 * 0000 * 0000 * 0000 _ * 0000 _* 0000 * 0000 * * *

0 3,36#% 215 202% 152 086* 080 098 097 565 049 525% 128 524% 062 559* 0,11 0,008 4,019
24 7°C 215 027 235% 031 2108 017 251* 007 642" 059 591"8 058 582" 030 616" 0,37 0,000 102,497
Enterobacteriaceae 48 3,358 010 344% 042 3,30%® 0,60 3,05*° 0,39 650" 0,70 6448 170 5818 050 623" 068 0000 13,256
72 ,o.c 548%° 128 600 130 561 146 484% 162 810%° 109 665%° 091 7,69%C 148 765%° 169 0145 1852

96 775 047 7,94* 008 810®° 017 8,00% 000 925%® 065 886 051 873% 036 9,73°® 1,04 0021 3,350

Sig. 0,001 * 0058 * 0000 * 0000 * 0008 * 0,028 * 0,005 * 0007 * * *

0 186% 0,75 243% 051 2478 041 200* 000 538% 012 430% 147 433° 142 430% 121 0002 5,360

Staphylococous 24  7°C  258% 027 238% 042 143% 125 200* 000 530 042 459% 097 4,43° 125 406* 120 0000 6,983
conoulase nogativo 48 2,63% 055 2553% 050 2,668 057 266 057 595" 006 459%% 097 4,46% 129 525¥ (024 0,000 8,158
72 T .c 463 065 423%™ 068 3,92°C 041 415 021 869% 192 638% 055 576% 166 569 195 0317 1295

96 573 073 512% 072 469 027 481% 020 743* 075 576* 1,32 7,60* 000 7,23* 107 0,001 6,010

Sig. 0,000 *~ 0,000 * 000l * 0000 * 0270 * 0279 * 0113 * 0133 * * *

og 1,922 041 664" 018 625" 024 600° 000 1,73** 0,36 581° 084 592" 041 589° 008 0000 8693
o 24 7°C 2208 072 605" 017 630" 030 600" 000 1,88* 015 620" 017 589" 017 596" 005 0,000 133,140
Microbiota &cido 48 2,47%8 047 6,61° 0,27 6,578 0,33 623" 040 1,69* 0,12 610" 0,17 635" 0,10 6,11° 0,42 0,000 131,910
latica 2 o 469%C 174 756%® 051 7,56%C 075 7.25% 091 4208 141 680% 070 7.41% 096 7.33% 115 0008 4193
96 582%C (028 815% 027 7,66 057 7,30%* 112 520%® 059 7,86"F 0,22 815"C 021 7,50®* 070 0,000 11,317

Sig. 0,001 * 0,000 * 0009 * 008 * 0004 * 0004 * 0003 * 0037 * * *
0 0,33 057 0,76%°® 132 000* 000 0002 000 538" 0055 482% 0,75 4,76 020 493" 035 0,000 51,064
24 7°C  0,00% 000 000% 000 000% 000 000* 000 538" 012 502" 043 518" 0,36 528"8 044 0,000 345863
Listeria 48 0,00%4 0,00 000* 000 000* 000 000% 000 553" 033 500" 0,00 635" 0,10 6,118 042 0,000 1268,563
72 o.c L00® 173 010 019 143% 166 188% 267 622° 047 553 008 615%C 048 589 017 0002 5,761
96 3,82%% 111 310%® 017 2,02 184 179* 155 7,49%® 050 4,06° 0,20 673" 036 6,47°C 0,00 0,000 12,814

Sig. 0,003 * 0025 * 009 * 0174 * 0004 * 000l * 000l * 0002 * * *

Legenda: T — Temperatura; Letras minUsculas — comparacao entre as amostras em relagdo a cada parametro. Letras mailsculas — comparagao entre parametros para cada
amostra. Teste de Tukey. abcde — letras diferentes para o0 mesmo dia correspondem a médias significativamente diferentes.
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APENDICE D — RESULTADOS DO ENSAIO UTILIZANDO MASSA CONDIMENTADA DE CHOURICO.

P3B7 +
Controlo P3B7 cv3c2 P3B7 + L.innocua P3B7+L. CV3C2+ L. cyzco+ L.
CV3C2 innocua innocua .
1) ?3) 4) (34) 2 32) (42) innocua
(342)
Tempo - ‘o - - - - - - .
) T Média dv Média dv Média dv Média dv Média dv Média dv Média dv Média dv Sig F
0 2,75% 152 6,46 0,15 5,69 0,35 6,25°* 0,24 5,96 0,35 6,40 0,17 6,41 0,10 6,25 0,44 0,000 7,609
Aerébios totais a 24 7°C 4,178 157 6,51 0,72 5,32 1,25 6,45 0,21 6,43* 0,22 6,31* 124 6,49* 0,19 6,15* 0,27 0,057 2,603
30°C 48 3,158 1,03 6,35 0,39 5,96 0,85 6,30 0,30 5,86 0,75 6,51 0,07 6,35 0,10 6,33" 0,35 0,000 10,803
72 20 °C 4,723%8 0,26 6,40 0,17 6,28 0,61 6,21°* 0,41 7,18 0,65 7,33 0,57 7,28"8 0,57 7,08"® 0,35 0,000 9,847
96 7,123 233 6,86 1,20 7,06 0,82 6,25% 0,44 7,30 0,69 7,30* 0,75 750*® 063 7,61*® 0,53 0,747 0,600
Sig. 0,052 ~* 0,825 * 0,390 * 0,958 * 0,034 * 0,271 * 0,013 * 0,005 ~* * *
0 1,15% 2,00 1,20 2,07 1,23* 2,13 2,49*% 2,15 1,86* 3,23 2,20 298 2,75%* 3,00 4,92* 1,30 0,608 0,787
24 7°C 1,20 2,07 1,10* 1,90 1,153 2,00 1,65* 2,33 2,89 354 3,81*%* 226 4,10%» 202 4,86* 227 0,348 1,226
Pseudomonas 48 1,153 2,00 1,233 2,13 1,20* 2,07 2,483 215 4413 2,08 2,76% 321 392* 1,88 520* 1,65 0,243 1,479
72 20 °C 3,49%8 215 2,69 2,34 2,79 1,74 259% 232 454 255 4,32% 230 4,21 269 583* 220 0,625 0,746
96 7,382 1,96 3,89 1,95 3,53 2,90 4,76* 263 4,85 2,80 456 284 476* 263 6,10%¥ 294 0,809 0,516
Sig. 0,040 * 0,431 * 0,576 * 0,877 * 0,701 * 0,798 * 0,882 * 0,932 * * *
0 0,00 0,00 0,33* 1,15 0,33 0,57 1,86" 1,28 543 0,22 586 0,03 543° 0,37 579%® 0,27 0,000 86,739
24 7°C 066** 0,57 0,76* 1,32 1,44%® 128 1,73* 1,04 6,41" 0,48 550" 0,34 5,358 0,31 6,06 0,80 0,000 26,370
Enterobacteriaceae 48 0,33* 0,57 1,10 1,15 0,33*» 057 1,79* 0,61 596" 0,35 543" 051 4,49"® 181 525" 0,24 0,000 23,161
72 20 °C 1,20 1,05 2,92%%8 167 3,614 154 271% 098 6,49° 0,19 5,76 132 6,63°“® 055 689 0,36 0,000 11,944
96 1,42% 201 4,413 0,92 454%8 208 4,18% 114 5,39 0,65 679" 0,19 7,15" 027 6,69 0,53 0,001 7,344
Sig. 0421 * 0,018 * 0,009 * 0,032 * 0,054 * 0,165 * 0,026 * 0,013 ~* * *
0 3,50% 150 3,69 0,82 3,50* 0,17 3,55 1,28 5,123 1,28 5,12% 046 581* 0,89 4,76* 0,68 0,23 3,305
Staphylococcus 24 7°C 2913 041 359* 0,11 3,81 0,57 3,30% 0,42 5,02 1,25 5,158 040 5,25% 0,93 525** 1,40 0,012 3,966
coagulase negativo 48 3,65 0,32 3,35 0,31 3,63* 0,05 3,46* 0,15 4,66 0,85 4,338 057 4,86* 1,71 4,76* 0,40 0,094 2,172
72 20 °C 4,0738 0,62 4,06 0,86 4,473°A 0,52 4,133%* 0,51 6,46 0,62 5,763 0,68 6,20°* 1,05 5,77%° 0,83 0,002 5,842
96 6,00*® 0,00 6,15% 0,27 6,202 0,34 6,10 0,17 6,28 1,05 6,30® 060 6,86** 080 6,26™ 1,57 0,934 0,300
Sig. 0,025 ~* 0,001 * 0,000 * 0,000 * 0,208 * 0,015 * 0,290 * 0,405 ~* * *
0 1,28% 1,44 6,41 0,10 6,25 0,24 6,15 0,27 0,89* 0,85 6,15 0,27 6,20 0,17 6,20 0,43 0,000 41,952
Microbiota 4cido 24 7°C 0,98** 0,85 6,02 0,63 5,594 1,38 6,23 0,33 0,33* 0,57 6,00 0,00 541" 091 599" 0,27 0,000 30,063
latica 48 1,76 2,04 5,53"8 0,40 6,35 0,10 6,10 0,17 0,53* 0,92 6,10 0,17 553" 1,07 6,35 0,31 0,000 19,322
72 20 °C 1,30 0,30 6,41"® 0,10 6,06° 1,28 6,23 0,40 1,43* 1,25 6,46 0,40 6,23 0,40 6,08 0,35 0,000 31,310
96 2,84~ 120 7,24°8 0,57 6,83 1,20 6,354 0,39 2,49 2,28 6,59 0,78 6,25%* 199 6,28% 0,32 0,003 5,452
Sig. 0,608 * 0,008 * 0,669 * 0,892 * 0,337 * 0,410 * 0,790 * 0,704 * * *
0 1,823 160 2,253 1,95 2,392 2,07 3,10® 3,00 5,513 0,52 553*» 0,40 510* 0,55 5,00* 0,00 0,000 2,982
24 7°C 2,20%® 192 3,47%A 0,00 2,30%" 1,99 4,65%* 190 569" 0,27 4,89%* 034 5513* 052 520%° 0,17 0,008 4,390
Listeria 48 2,31%® 2,00 2,30* 1,99 2,258 1,95 3,15 3,01 520*® 0,34 4,9* 057 540* 055 4,96* 0,02 0,081 2,288
72 20 °C 1,982 1,79 3,163 0,51 2,494 217 3,923 200 6,25 0,76 5,69%% 0,27 6,43°° 1,32 593" 0,65 0,003 5,193
96 1,882 267 4,34 0,77 4,66*" 0,35 4,66 115 6,65 0,60 573" 125 691" 041 661" 0,53 0,001 6,342
Sig. 0,998 ~* 0,330 * 0,477 * 0,880 * 0,046 * 0,418 * 0,066 * 0,001 ~* * *

Legenda: T — Temperatura; Letras mindsculas — comparacéo entre as amostras em relagdo a cada parametro. Letras mailsculas — comparacao entre parametros para cada
amostra. Teste de Tukey. abcd — letras diferentes para o mesmo dia correspondem a médias significativamente diferentes.
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APENDICE E — CALCULO DOS DIFERENCIAIS DE CRESCIMENTO OBTIDOS PARA CADA PARAMETRO E TAXA DE CRESCIMENTO CALCULADA
PARA CADA PARAMETRO.

1 3 4 34 2 32 42 342 10 30 40 340 20 320 420 3420
0-2 0,40 -0,11 0,27 005 -0,10 0,11 -0,06 0,08 151 0,53 0,22 0,30 0,57 1,038 0,03 0,05
Ay, 2-3 1,57 0,05 032 -009 132 0,82 0,93 0,75 2,67 1,24 1,26 1,48 157 0,93 1,23 1,68
Aer6bios Totais 0-4 4,37 0,40 136 000 134 0,90 1,09 1,36 5,08 2,41 1,78 2,49 2,66 3,34 2,28 2,55
0-48 0,20 -0,06 0,14 002 -0,05 0,05 -0,03 0,04 0,76 0,27 0,11 0,15 0,29 0,52 0,02 0,02
Tx* 48-72 1,57 0,05 032 -0,09 132 0,82 0,93 0,75 2,67 1,24 1,26 1,48 1,57 0,93 1,23 1,68
0-96 1,09 0,10 034 000 034 023 0,27 0,34 1,27 0,60 0,45 0,62 0,67 0,84 0,57 0,64
0-2 0,00 0,03 -0,03 -0,01 255 0,56 1,17 0,28 2,76 3,65 3,62 3,05 1,07 0,79 0,41 0,97
Ay, 2-3 2,34 146 159 011 013 1,56 0,29 0,63 1,02 1,94 1,93 1,90 1,32 1,80 2,02 1,30
Pseudomonas 0-4 6,23 269 230 227 299 236 2,01 1,18 5,27 6,20 6,17 5,64 355 3,52 2,83 3,39
0-48 0,00 0,02 -0,02 -0,01 128 0,28 0,59 0,14 1,38 1,83 1,81 1,53 054 0,40 0,21 0,49
Tx* 48-72 2,34 146 159 011 013 1,56 0,29 0,63 1,02 1,94 1,93 1,90 1,32 1,80 2,02 1,30
0-96 1,56 0,67 058 057 075 0,59 0,50 0,30 1,32 1,55 1,54 1,41 0,89 0,88 0,71 0,85
0-2 0,33 0,77 0,00 -0,07 053 -043 -094 -0,54 -0,01 -1,57 2,44 2,07 0,85 1,19 0,57 0,64
Ay,, 2-3 0,87 1,82 328 092 053 0,33 2,14 1,64 2,13 2,56 2,31 1,79 1,60 0,21 1,88 1,42
Enterobacteriaceae 0-4 1,42 408 421 232 09 0,93 1,72 0,90 4,39 2,93 7,24 7,02 3,60 3,61 3,49 4,14
0-48 0,17 039 0,00 -0,04 027 -0,22 -047 -0,27 0,00 -0,79 1,22 1,04 0,43 0,60 0,29 0,32
Tx* 48-72 0,87 182 328 092 053 0,33 2,14 1,64 2,13 2,56 2,31 1,79 1,60 0,21 1,88 1,42
0-96 0,36 1,02 105 058 0,24 0,23 0,43 0,23 1,10 0,73 1,81 1,76 0,90 0,90 0,87 1,04
0-2 0,06 -034 0,13 -0,09 -046 -0,79 -0,95 0,00 0,77 0,10 0,19 0,66 0,57 0,29 0,13 0,95
Ay, 2-3 0,42 0,71 084 067 180 1,43 1,34 1,01 2,00 1,70 1,26 1,49 2,74 1,79 1,30 0,44
Staphylococcus 0-4 2,41 246 270 255 116 1,18 1,05 1,50 3,87 2,69 2,22 2,81 205 1,46 3,27 2,93
0-48 0,03 -0,17 0,06 -0,04 -0,23 -0,40 -0,48 0,00 0,39 0,05 0,10 0,33 0,29 0,15 0,06 0,48
Tx* 48-72 0,42 071 084 067 180 143 1,34 1,01 1,00 0,70 0,26 0,49 1,74 0,79 0,30 -0,56
0-96 0,60 062 068 064 029 0,30 0,26 0,38 0,97 0,67 0,56 0,70 0,51 0,37 0,82 0,73
0-2 0,48 -0,88 0,10 -0,05 -0,36 -0,05 -0,67 0,15 0,78 -0,03 0,32 0,23 -0,04 0,29 0,43 0,22
Ay, ., 2-3 -0,46 0,88 -029 0,13 09 0,36 0,70 -0,27 2,22 0,95 0,99 1,02 251 0,70 1,06 1,22
LAB 0-4 1,56 083 058 020 160 0,44 0,05 0,08 4,13 1,51 1,41 1,30 347 2,05 2,23 1,61
0-48 0,24 -0,44 0,05 -0,03 -0,18 -0,03 -0,34 0,07 0,39 -0,01 0,16 0,12 -0,02 0,15 0,22 0,11
Tx* 48-72 -0,46 0,88 -029 0,13 09 0,36 0,70 -0,27 2,22 0,95 0,99 1,02 251 0,70 1,06 1,22
0-96 0,39 021 015 005 040 0,11 0,01 0,02 1,03 0,38 0,35 0,33 0,87 051 0,56 0,40
0-2 0,49 005 -0,14 0,05 -0,31 -0,57 0,30 -0,04 -0,33 -0,76 0,00 0,00 0,15 0,18 1,59 1,18
Ay, ., 2-3 -1,17 -0,05 -150 -049 0,07 -011 -0,24 -0,24 1,00 0,10 1,43 1,88 0,69 0,53 -0,20 -0,22
Listeria 0-4 0,06 209 227 156 1,14 0,20 1,81 1,61 3,49 2,34 2,02 1,79 2,11  -0,76 1,97 1,54
0-48 0,25 0,02 -0,07 0,02 -0,16 -0,29 0,15 -0,02 -0,17 -0,38 0,00 0,00 0,08 0,09 0,80 0,59
Tx* 48-72 -1,17 -005 -150 -049 0,07 -0,11 -0,24 -0,24 1,00 0,10 1,43 1,88 0,69 0,53 -0,20 -0,22
0-96 0,02 052 057 039 029 0,05 0,45 0,40 0,87 0,59 0,51 0,45 0,53 -0,19 0,49 0,39

Cadigos e inoculagdes: *Tx — Taxa de crescimento médio de cada parametro ao longo do tempo (horas). Matriz de massa de chourico — 1: Carne sem inoculagdes; 2: L.
innocua; 3: L. plantarum P3B7; 4: L. sakei CV3C2; 32: L. plantarum P3B7 + L. innocua; 34: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7; 42 — L. sakei CV3C2 + L. innocua; 342: L.
sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua. Matriz carnea sem condimentacdes — 10: Carne sem inoculagdes; 20: L. innocua; 30: L. plantarum P3B7; 40: L. sakei CV3C2;
320: L. plantarum P3B7 + L. innocua; 340: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7; 420 — L. sakei CV3C2 + L. innocua; 3420: L. sakei CV3C2 + L. plantarum P3B7 + L. innocua.
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