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RESUMO

DI RAIMO, Vanessa, M. Sc., Universidade Federal de Vigcosa, setembro de
2010. Atividade anti- Listeria de estafilococos coagulase negativos
isolados de salame tipo italiano Orientadora: Célia Alencar de Moraes.
Co-orientadoras: Maria Cristina Dantas Vanetti e Regina Célia Santos
Mendonca.

A utilizagdo de micro-organismos como culturas starter pode contribuir
para o desenvolvimento de novos produtos, para a melhoria da qualidade e da
seguranca dos produtos alimenticios. O objetivo deste estudo foi caracterizar
isolados de Staphylococcus coagulase negativos quanto a sua possivel
contribuicdo para seguranca de produto carneo fermentado. O crescimento de
Staphylocuccus spp. e Listeria spp. foi avaliado em caldo nutritivo e caldo BHI,
respectivamente. A sobrevivéncia e inativacdo de Staphylococcus spp. e
Listeria spp. foram avaliadas em um modelo laboratorial, caldo salame. A
atividade de inibicdo de culturas de Staphylococcus spp. sobre Listeria spp. foi
avaliada pelos métodos difusdo em &gar e agar “spot”. A andlise da produgéo
de acidos em amostras de sobrenadantes de Staphylococcus spp. foi feita por

HPLC. Salame tipo italiano foi produzido e inoculado com cultura starter
Xii



comercial acrescida de 10° UFC.g™ da cultura de Staphylococcus pasteuri BIS
26 e, ou 10 UFC.g" da cultura de Listeria monocytogenes IP1-23 ou Listeria
innocua LMA 80. Staphylocuccus spp. e Listeria spp. apresentaram maiores
velocidades especificas de crescimento em aerobiose na temperatura de
37 °C. Os isolados de Staphylococcus spp. e Listeria spp. nao se
desenvolveram no caldo salame, nas condi¢cdes testadas. Nao foi observada
inibicdo do sobrenadante das culturas de Staphylococcus spp. sobre L. innocua
e L. monocytogenes, entretanto, no cultivo em superficie, as médias dos
didmetro dos halos de inibicdo variaram de 3 mm a 8 mm. Na andlise por
HPLC, o é&cido lactico foi o detectado em maior concentragdo, com valores
entre 0,2 e 0,4 % v/v. O pH final dos salames tipo italiano apdés 31 dias de
maturacdo variou entre 4,8 e 53. Nos salames, a populacdo de
L. monocytogenes IP1-23 foi reduzida em cerca de 5 ciclos logaritmicos
quando inoculada juntamente com a cultura starter comercial enquanto no
tratamento em que a cultura de S. pasteuri BIS 26 foi adicionada a reducgao foi
de cerca de 2 ciclos log. A diferenca observada entre os tratamentos indica que
L. monocytogenes IP1-23 foi mais sensivel que L. innocua LMA 80. No entanto,
0s resultados de ensaios in vitro mostraram que nem sempre isto ocorre, e

deve-se ter cautela ao utilizar L. innocua como um organismo indicador.
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ABSTRACT

DI RAIMO, Vanessa, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, September,
2010. Antilisterial activity in coagulase negative staphylococci isolated
from Italian type salami Adviser: Célia Alencar de Moraes. Co-advisers:
Maria Cristina Dantas Vanetti and Regina Célia Santos Mendonca.

The use of micro-organisms as starter cultures may help in developing
new products as well as improving quality and safety of food products. The aim
of this study was to characterize isolates of coagulase negative staphylococci
regarding their contribution the safety of a fermented meat product.
Staphylocuccus spp. and Listeria spp. were grown in Nutritive Broth and BHI
broth, respectively. Survival and inactivation of Staphylococcus spp. and
Listeria spp. were evaluated in a laboratory model, Salami Broth. The inhibitory
activity of cultures of Staphylococcus spp. on Listeria spp. was evaluated by
agar diffusion assay and agar spot test. Acid production by Staphylococcus spp.
was assessed by HPLC on culture supernatants. Italian salami was produced
and inoculated with commercial starter culture and 10° CFU.g™ S. pasteuri BIS
26 and, or 10* CFU.g" L. monocytogenes IP1-23 or L. innocua LMA 80.

Staphylococcus spp. and Listeria spp. showed highest specific growth rates
Xiv



under aerobic conditions at 37 ° C. Staphylococcus spp. and Listeria spp. did
not developed in salami broth under test conditions. No inhibitory activity was
observed in culture supernatants of Staphylococcus spp. on Listeria spp.,
however, when cultivation was carried out on agar surface the diameter of
inhibition zones ranged from 3 mm to 8 mm. HPLC analysis showed that lactic
acid was in higher concentration as compared to other organic acids, with
values between 0.2 and 0.4 % v/iv. The final pH of the Italian type salami after
31 days of ripening ranged from 4.8 to 5.3. In the salami, the population of
L. monocytogenes IP1-23 was reduced by about 5 log cycles when inoculated
with the commercial starter culture and 2 log cycles when S. pasteuri BIS 26
was added. The difference between treatments indicates that
L. monocytogenes IP1-23 was more sensitive than L. innocua LMA 80.
However, results of in vitro assays showed that this is not always the case,

recommending caution when using L. innocua as an indicator organism.
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1 INTRODUCAO

A fermentacdo do salame tradicional pode ocorrer de forma natural,
quando é promovida por bactérias presentes na prépria carne e as adquiridas
durante o processamento, ou pela adicdo de micro-organismos que compde as
culturas starter. A cultura starter a ser utilizada depende da caracteristica do
produto final que se deseja obter como, a qualidade sensorial, a cor do produto,
o odor ou a textura, além de contribuir para o controle microbiolégico dos
alimentos e para a diminuigéo do tempo de fermentacéao.

A industria de alimentos tem interesse em padronizar as propriedades
e a vida de prateleira dos seus produtos; melhorar os processos de controle
microbiol6gico e as caracteristicas que conferem o sabor a esses produtos,
além de reduzir os custos de producdo. Portanto, o estudo de micro-
organismos para a composicdo de novas misturas de cultura starter é
importante. A utilizagdo dessas culturas pode contribuir para a formacéo de
aromas, o desenvolvimento da cor do alimento, a produgdo de substancias
benéficas a saulde, de bacteriocinas ou outros antimicrobianos, além de
qualidades probidticas e auséncia de propriedades indesejaveis como a
producdo de aminas biogénicas e compostos toxicos.

As culturas starter utilizadas na fermentacdo de salame geralmente
pertencem ao grupo das bactérias do &cido lactico e dos estafilococos

coagulase negativos. As bactérias do &cido lactico inibem micro-organismos



patogénicos principalmente pela sua capacidade de producao de &cido lactico,
de &cido acético e possivelmente, de bacteriocinas. Os estafilococos coagulase
negativos atuam no desenvolvimento e na estabilizacdo da cor do produto
curado, no aumento das propriedades sensoriais e limitam a oxidagdo de
lipideos, evitando a rancidez.

Neste trabalho, foram caracterizados oito isolados de Staphylococcus
coagulase negativos isolados de salame tipo italiano, produzido por

Y

fermentagdo natural, quanto a sua contribuicdo para segurangca de produto
carneo fermentado. A aplicacdo dessas bactérias pode levar & obtencdo de
salames fermentados com melhor qualidade, a0 mesmo tempo em que permite
preservar as caracteristicas originais do produto e garantir a seguranca

microbiolégica.



2 REVISAO DE LITERATURA

Produtos fermentados tém sido produzidos h& milénios (CAPLICE e
FITZGERALD, 1999; ROSS et al., 2002) resultando em uma grande variedade
de produtos. A fermentacdo € um método comumente empregado com a
finalidade de preservar, aumentar as propriedades sensoriais e a seguranga
microbiol6gica dos alimentos. Para a conservacdo de produtos carneos, além
da fermentacao, outros métodos podem ser utilizados dentre eles a secagem, a
salga, a cura e o cozimento (ESSID et al., 2007).

A fermentagdo do salame tradicional envolve bactérias da microbiota
natural da carne e as adquiridas no ambiente de processamento. No entanto,
podem ocorrer variagbes no namero e na espécie de micro-organismos e
consequentemente, alteragées no produto final (LEROY et al., 2006). Muitos
paises possuem produtos carneos tradicionais e desejam manter as suas
caracteristicas, porém a fermentacdo ndo controlada pode resultar em produtos
com qualidade inferior ou até mesmo improprios para o consumo (ESSID et al.,
2007). Dependendo da atividade dos micro-organismos, podem ocorrer
mudangas nas caracteristicas nutricionais, no aroma, na textura e na

seguranga do produto (SIMONOVA et al., 2006).
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A industria de alimentos tem interesse em padronizar as propriedades
e a vida de prateleira dos seus produtos; melhorar os processos de controle
microbiol6gico e as caracteristicas que conferem o sabor a esses produtos,
além de reduzir os custos de producéo (LUCKE, 2000). Uma forma de melhorar
e otimizar o processo de fermentagdo e obter produtos mais saborosos,
saudaveis e seguros microbiologicamente é a sele¢cdo de micro-organismos
que compdem as culturas starter. A utilizagdo dessas culturas pode contribuir
para a formagao de aromas, o desenvolvimento da cor do alimento, a producéo
de substancias benéficas a saude, de bacteriocinas ou outros antimicrobianos,
além de qualidades probidticas e auséncia de propriedades indesejaveis como
a producao de aminas biogénicas e compostos toxicos (LERQY et al., 2006). O
uso de culturas starter compostas de bactérias do &cido lactico e cocos Gram-
positivos selecionados melhora a qualidade, a segurangca e padroniza as
caracteristicas do produto final, além de contribuir para o desenvolvimento e
manutencgado da grande diversidade de produtos fermentados (LUCKE, 2000).

De acordo com o Ministério da Agricultura, Pecuaria e do
Abastecimento — MAPA (Regulamento técnico de identidade e qualidade do
salame tipo italiano, Instrugdo Normativa n° 22 de 31de setembro de 2000)
define-se salame tipo Italiano: “o produto céarneo industrializado, elaborado de
carnes suinas ou suinas e bovinas, toucinho, adicionado de ingredientes,
moidos em granulometria média entre 6 e 9 mm, embutido em envoltorios
naturais ou artificiais, curado, defumado ou né&o, fermentado, maturado e
dessecado por tempo indicado pelo processo de fabricagdo”. A presenca de
"mofos" caracteristicos é consequéncia natural do seu processo tecnolédgico de
fabricacdo. O baixo teor de umidade e a presenca de &cido lactico conferem
sabor caracteristico o que o diferencia de outros embutidos (BRASIL, 2000).

O processamento dos embutidos fermentados normalmente requer trés
etapas principais: a formulagéo, a fermentagéo e a maturagao/secagem, sendo
que esses parametros tecnoldgicos variam de acordo com cada produtor
(PEDERSON, 1979; BALDINI et al., 2000).

Na etapa de formulagcdo e processamento, o0s ingredientes s&o
preparados para serem embutidos. Uma mistura de carne magra e gordura,
cloreto de sddio (NacCl), nitrato e/ ou nitrito (NaNO,/ NO,), aglcar (sacarose) e
especiarias (principalmente orégano e pimenta preta) € homogeneizada,

embutida, submetida a etapa de fermentagéo e, posteriormente de secagem
4



(HUGAS e MONFORT, 1997). Mudancas bioguimicas, microbiolégicas, fisicas
e sensoriais que ocorrem durante a maturacdo do embutido carneo nas
condi¢des definidas de temperatura e umidade relativa garantem a diversidade
destes embutidos fermentados. Dentre essas mudancas destacam-se a
diminuicdo do pH, mudancgas na microbiota inicial, redu¢éo de nitrato a nitrito e
de nitrito para oxido nitrico, formacdo de nitrosomioglobina, solubilizacdo de
proteinas miofibrilares e sarcoplasmaticas, protedlise, lipdlise e ainda, oxidagéo
e desidratacdo (CASABURI et al., 2007). Essas etapas garantem qualidades ao
produto final tais como cor, aroma e firmeza, o que permite o corte do produto
em fatias.

Os principais grupos de micro-organismos de interesse tecnoldgico
isolados de fermentacdo natural de salames geralmente pertencem ao grupo
das bactérias do é&cido lactico e dos cocos Gram-positivos catalase positivos,
representados principalmente pelos géneros de Staphylococcus e Kocuria
(CORBIERE MOROT-BIZOT et al., 2006). Dependendo do produto também
sdo encontrados fungos, bactérias do género Enterococcus e leveduras
(CASABURI et al., 2007). Bactérias do acido lactico presentes em produtos
carneos fermentados inibem micro-organismos patogénicos principalmente
pela sua capacidade de producdo de acido lactico, de &cido acético e
possivelmente, de bacteriocinas (LUCKE, 2000). Staphylococcus e Kocuria
contribuem para o desenvolvimento da cor do produto pela redugéo de nitrato a
nitrito e para a melhoria das propriedades sensoriais principalmente pela
degradagdo de aminoacidos e inibicdo da oxidacdo de acidos graxos
insaturados (CASABURI, 2007).

Em carnes, a adigdo de micro-organismos desejaveis pode melhorar a
seguranca devido a inibicdo de patégenos; melhorar a estabilidade por inibir
micro-organismos formadores e, consequentemente aumentar a vida de
prateleira do produto (LUCKE, 2000).

Os micro-organismos produtores de bacteriocinas podem ser usados
no controle de patégenos (LEROY et al., 2006). Bacteriocinas sédo peptideos
sintetizados pelos ribossomos de bactérias e tém atividade antagonista a
outras bactérias (COTTER et al.,, 2005). O mecanismo de acdo das
bacteriocinas varia entre as espécies bacterianas. A atividade antimicrobiana
pode ser exercida com a formacdo de poros na membrana que gera

despolarizagdo na membrana citoplasmética e perda de metabdlitos, tais como
5



aminoacidos, ATP e cations, interrompendo 0s processos biossintéticos
celulares (HECHARD e SAHL, 2002), com a inibicdo da sintese da parede
celular por interagcdo com lipideo Il e subseqiente formacdo de poros na
membrana (ASADUZZAMAN e SONOMOTO, 2009) e com moléculas alvos dos
componentes do sistema manose fosfotransferase (DIEP et al., 2007).

As Dbacteriocinas tém potencial para serem utilizadas como
bioconservantes em industria de alimentos (JACK et al., 1995; COTTER et al.,
2005; GILLOR et al., 2008). Muitas bacteriocinas produzidas por bactérias
lacticas inibem Listeria, porém sdo pouco efetivas contra Bacillus, Clostridium e
Staphylococcus. Assim, torna-se necessaria a busca por novas bacteriocinas
efetivas contra patégenos e seguras para utilizagdo em alimentos (LUCKE
2000), que ndo causem toxicidade ou outro efeito adverso. Por outro lado, o
fato de Listeria ser sensivel a diversas bacteriocinas faz com que a aplica¢do
destas em produtos passiveis de sustentar o crescimento desse patdgeno seja
um recurso atraente para a inddstria alimenticia.

Até o presente, somente as bacteriocinas nisina e pediocina PA1/AcH
foram aprovadas para o uso em alimentos (COTTER et al, 2005), no entanto, o
uso de culturas bacteriocinogénicas em alimentos é permitido. No Brasil, em
1996, foi autorizado o uso da nisina como conservante em queijos na
concentracdo maxima de 12,5 mg.kg™" (BRASIL, 1996). Em 1998, também foi
autorizado pelo Departamento de Inspecéo de Produtos de Origem Animal do
MAPA, a utilizagdo de uma preparacdo comercial de nisina, Nisaplin®
(200 mg.kg™. em solugéo de acido fosférico) na superficie externa de salsichas,
pela publicacdo AUP/DOI/DIPOA n° 563/98.

Alguns estudos mostraram o uso de bactérias isoladas de salames
fermentados produtoras de bacteriocinas (DE PAULA, 2005; XIPAPHI, 2008).
Quando testada in vitro, por Xipaphi (2008), a bacteriocina de Leuconostoc
mesenteroides E131 mostrou-se ativa contra Listeria monocytogenes nas
condicdes de temperatura e de pH normalmente existentes em produtos
carneos fermentados. Portanto, seu uso como bioconservante em alimentos
pode ser um fator que contribua para aumentar a seguranga e aumentar a vida
de prateleira de salames fermentados.

L. monocytogenes é uma bactéria patogénica Gram-positiva que causa
infeccbes graves em humanos e animais e estd presente em diversos

ambientes como solo, dgua e produtos alimentares. A doencga causada por
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essa bactéria, listeriose, € adquirida por meio da ingestdo de alimentos
contaminados e afeta principalmente individuos imunodeprimidos, gestantes,
idosos e recém-nascidos (FARBER e PETERKIN, 1991; GAHAN e COLLINS,
1991; HAMON et al., 2006). A dose infecciosa ndo é conhecida, no entanto,
provavelmente é menor em individuos susceptiveis (SWAMINATHAN e
GERNER-SMIDT, 2007).

Listeriose € uma doenca esporadica, com taxa de morbidade baixa de
0,1-11,3 por milhdo de habitantes (ANONYMOUS, 2004). A relevancia dessa
doenga na saude publica nem sempre foi reconhecida, porque a listeriose &
uma doenga relativamente rara em humanos quando comparada a outras
doencas causadas pela ingestdo de alimentos como, por exemplo, a
salmonelose ou o botulismo. Porém, a alta taxa de mortalidade faz com que a
listeriose ocupe o segundo lugar, depois da salmonelose, dentre as causas de
morte mais frequentes provocadas em razdo do consumo de alimentos
(REBAGLIATI, 2009).

As manifestacbes da listeriose incluem gastroenterite, encefalite,
meningite, infecgdes transmitidas congenitamente, septicemia, resultando em
morte em 25 a 30 % dos casos. Essa diversidade de manifestacdes clinicas é
resultado da capacidade de sobrevivéncia dessa bactéria na mucosa gastrica e
intestinal e, posteriormente, da invasdo do epitélio intestinal tornando possivel
0 seu acesso aos orgdos internos (CHOWDHURY et al., 1996; HAMON et al.,
2006). A capacidade das células de Listeria se adaptarem as condigbes de
estresse presentes em alimentos, tais como calor, alta osmolaridade e baixo
pH, é essencial para a sua viruléncia. Estimulos ambientais no fagossoma da
célula hospedeira como o baixo pH, estresse oxidativo e a baixa concentragdo
de Mg*? desencadeiam a sintese de fatores de viruléncia essenciais durante a
patogénese (DEIWICK et al., 1999; HEITHOFF et al., 1999).

A maioria dos casos de listeriose estda associada ao consumo de
produtos carneos, pescados, vegetais crus e leite ndo pasteurizado. Alguns
surtos foram relatados com alimentos refrigerados sem cozimento ou
aquecimento antes do consumo como, por exemplo, diferentes tipos de queijos,
salsichas, patés e sorvetes (ARTOLA e HERREJON, 2010).

O risco microbiolégico causado pela presenca de Listeria em produtos
alimenticios € um problema importante e complexo, que pode resultar em

grandes perdas econdmicas para a industria (THEVENOT et al., 2005). O
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controle de L. monocytogenes é dificil porque esta bactéria pode crescer em
diferentes condi¢cdes de temperatura e pH. Além disso, essa bactéria mantém a
capacidade de crescimento em altas concentracdes de NaCl e nitrito de sédio
(ROCOURT et al.,, 2000), agentes comumente utilizados na indlstria de
produtos cérneos para garantir o controle de micro-organismos patogénicos,
para aumentar a retencdo de agua, a coesdo da carne, se ligar a gordura e
preservar a cor do produto (VIGNOLO et al., 1998).

Produtos carneos prontos para o consumo podem causar surtos de
listeriose em humanos. Surtos relatados com esse grupo de alimento incluem:
surto ocorrido no Reino Unido associado com o consumo de paté entre 1987-
1999; surtos na Franca em 1992, 1993 e 1999 - 2000 e surtos em varios
estados nos Estados Unidos em 1998 - 1999, 2000 e 2002 (SWAMINATHAN e
GERNER-SMIDT, 2007). No Brasil, os surtos e/ou casos de listeriose s&o
pouco relatados.

H&a relatos da ocorréncia de Listeria spp. em embutidos de carne
fermentados (GUDBJORNSDOTTIR et al., 2004; SIRIKEN et al., 2006;
BARROS et al., 2007; COLAK et al., 2007). Porém, mesmo ndo havendo
muitos casos confirmados de listeriose associados ao consumo de produtos
carneos fermentados, a alta taxa de mortalidade (30 %) faz com que as
autoridades de saude se preocupem com O numero de
L. monocytogenes em produtos prontos para o consumo (HUGAS, 1995).

Goulet e colaboradores (2001) estudaram dados do monitoramento de
alimentos obtidos pelo Ministério da Agricultura da Franca. Foram analisadas
5.809 amostras de produtos prontos para o consumo em 1993-1994 e 6.147
em 1995-1996 que se enquadravam dentro das quatro categorias (produtos
carneos, produtos lacteos, pescados e saladas preparadas). Os produtos
carneos (10,8 %) e pescados (10,4 %) eram mais susceptiveis a contaminagao
do que os produtos lacteos (4,7 %) e saladas preparadas (4,5 %). No entanto,
0os produtos lacteos eram contaminados frequentemente com numeros de
L. monocytogenes mais elevados do que outros produtos, 1,8 % estavam
contaminados, com = 100 UFC.g'l em comparacdo com 0,3, 0,5 e 1,1 % de
saladas, pescados e produtos carneos, respectivamente.

Alguns paises estabeleceram critérios e recomendacfes em relacdo
aos numeros toleraveis de L. monocytogenes em alimentos prontos para o

consumo. Os EUA exigem “zero de toleréncia”, ou seja, auséncia de
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L. monocytogenes em 25 g do alimento (SHANK et al. 1996). O Canada e a
Franca possuem uma politica de tolerancia de abaixo de 100 UFC.g" em
alguns alimentos (a probabilidade de doenga € muito baixa em alimentos com
concentracdo abaixo de 100 UFC.g™) e zero de tolerAncia em alimentos que
suportam o crescimento desse micro-organismo e para alimentos que possuem
uma vida de prateleira maior (AFSSA, 2001). A Comissdo do Codex
Alimentarius recomenda auséncia de L. monocytogenes em alimentos prontos
para o consumo (WHO, 2010). O Brasil exige auséncia de L. monocytogenes
em 25 g em produtos lacteos (BRASIL, 2001).

Mecanismos de controle de micro-organismos patogénicos como
L. monocytogenes tém sido estudados. Albano e colaboradores., 2007 avaliou
in situ o efeito da atividade anti- Listeria de bactérias do &cido lactico isoladas
de salame portugués tradicional in situ. O crescimento de L. innocua, utilizada
como modelo do comportamento de L. monocytogenes, foi inibido em pasta de
salame quando co-inoculado com bactérias do &cido lactico, em comparacgéo
com o crescimento observado quando co-inoculada com uma bactéria ndo
produtora de bacteriocina.

A aplicacdo de formulagbes de culturas starter isoladas de produtos
lacteos na producgéo de salame Nostrano inibiu o crescimento e a sobrevivéncia
de L. monocytogenes, aumentou as propriedades sensoriais desejaveis e ao
mesmo tempo, manteve o pH na faixa adequada para este tipo de produto
(CENCI-GOGA, 2008).

Staphylococcus podem ser utilizados como culturas starter, essas
bactérias sdo cocos Gram-positivos, que formam arranjos em cachos de uva,
aerobios ou anaerébios facultativos, exigentes nutricionalmente e catalase
positivos (BERGEY e HOLT, 1994).

Estafilococos coagulase negativos séo frequentemente encontradas no
ambiente e em produtos alimentares, como parte da microbiota natural
(IRLINGER, 2008). Em salames fermentados essas espécies sdo comumente
isoladas (MONTEL et al., 1992; COPPOLA et al.,, 1997; MACIEL, 1998;
MAURIELLO et al., 2004; OLIVEIRA, 2006) sendo que, S. xylosus,
S. carnosus, S. saprophyticus sdo as mais utilizadas comercialmente como
culturas starter no processamento de embutidos secos fermentados (MARTIN
et al., 2007; MAURIELLO et al., 2004). Essas espécies possuem varias

vantagens tecnoldgicas e sdo importantes no processamento deste produto,
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pois garantem a formagdo do aroma e diminuem o desenvolvimento da
rancidez (BECK et al., 2004; OLESEN et al.,, 2004; GEISEN et al., 1992),
possuem atividades de nitrato redutase, nitrito redutase, catalase e consumo
de oxigénio, o que aumenta a estabilidade da cor (GEISEN et al., 1992).

Culturas starter de cocos Gram-positivos coagulase negativos sao
consideradas como seguras quando n&o produzem enterotoxinas e aminas
biogénicas. Além disso, podem contribuir para a seguranca do produto quando
apresentam atividade de antagonismo a patégenos e de degradagdo de aminas
biogénicas (OLIVEIRA, 2006).

A formagdo da cor e a estabilidade sdo qualidades importantes
atribuidas aos produtos fermentados de carne, principalmente em fatiados
porque estes produtos sdo frequentemente comercializados em embalagens
que os deixam susceptiveis & oxidagdo devido a extensdo da superficie de
contato com 0 oxigénio e a luz nas condigbes de comercializagdo (MOLLER e
SKIBSTED, 2002). A atividade de nitrato redutase de Staphylococcus
coagulase negativos é importante na formacdo da cor caracteristica e na
estabilidade desejavel em produtos carneos fermentados, pois permite a
formacdo de nitrosomioglobina (MbFellNO), pigmento responsavel pela cor
(TALON et al., 1999; MOLLER e SKIBSTED, 2002). As rea¢fes quimicas que
garantem a formagcdo do pigmento constituem uma série de processos,
catalisados microbiologicamente, enzimaticamente e/ou quimicamente, 0s
quais dependem do pH, da concentragdo do pigmento, do potencial redox, da
distribuicdo dos agentes de cura, da temperatura e da umidade relativa
(CHASCO et al., 1996). Além disso, a redugcdo do nitrato a nitrito limita a
oxidacdo dos lipideos por se ligar ao grupamento heme e impedir a liberagédo
de ferro catalitico; por se ligar ao grupamento ndo-heme de ferro e inibir a
catalise; e/ou por estabilizar lipideos contra a oxidacdo (TALON et al., 1999).

A atividade de catalase e superdxido dismutase nessas bactérias é
importante na decomposicdo do peroxido de hidrogénio impedindo a oxidagéo
lipidica (BARRIERE et al., 2001).

Véarias substancias aromaticas e &cidos orgéanicos séo liberados por
meio da atividade de lipases e proteases de Staphylococcus coagulase
negativos o que contribui para o desenvolvimento do aroma em produtos

carneos fermentados devido a formacdo de compostos de baixo peso
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molecular, incluindo peptideos, aminoécidos, aldeidos, aminas e acidos graxos
livres (SIMONOVA et al., 2006).

Diversos fatores devem ser considerados na escolha da cultura starter
produtora de bacteriocina para a fermentagdo da carne, como a capacidade de
crescimento e produgdo de bacteriocina in situ, a difuséo da bacteriocina na
carne (DICKS et al., 2004) e sua ligagdo nos componentes do alimento
(proteinas e gorduras) (AESEN et al., 2003), a influéncia de ingredientes
especificos da carne (NaCl e NO,) (VERLUYTEN et al., 2003), condigbes como
degradacgédo proteolitica e a perda de estabilidade da atividade da bacteriocina
(SANTINOPQULOS et al., 2002).

O efeito antimicrobiano de culturas com potencial para serem utilizadas
em culturas starter foi observado em alguns estudos. No estudo de Essid e
colaboradores (2007) foi observada a atividade antibacteriana de S. xylosus
isolados de carnes salgadas tradicionais da Tunisia contra Salmonella enterica
subsp. arizonae, S. aureus, Pseudomonas aruginosa, E. coli e Enterococcus
faecalis. Laukovd e colaboradores (2010) utilizararam S. xylosus SX
S03/1M/1/2 na fabricagédo de salames secos fermentados e monitoraram sua
sobrevivéncia e capacidade protetora. A atividade bacteriocinogénica foi de
800-1600 AU.mL™* nos valores de pH entre 5,0 e 7,0 e essa substancia nao
perdeu atividade depois do tratamento térmico.

As culturas starter comerciais nem sempre sdo capazes de competir
com a microbiota residente e, isto resulta em perdas das propriedades
sensoriais desejaveis no produto. Portanto, culturas starter apropriadas devem
ser selecionadas a partir do préprio alimento, sendo assim bem adaptadas ao
ambiente da carne e mais competitivas devido as suas capacidades
metabdlicas especificas (LERQY et al., 2006).

Oliveira (2006) caracterizou noventa e oito estirpes de bactérias Gram-
positivas, em sua maioria estafilococos coagulase negativos, provenientes de
salame tipo italiano produzidos por fermentacéo artesanal e por fermentagao
industrial, quanto a aspectos relacionados ao seu uso em culturas starter.
Cinquenta e um isolados apresentaram atividade antagonista contra
L. monocytogenes, dos quais 27 com acdo por substéncia de natureza
protéica. Trinta e sete isolados demonstraram atividade antagonista contra S.
aureus, dos quais 30 com agéo por substancia de natureza protéica. Dezesseis

estirpes de estafilococos, pertencentes as espécies S. capitis subsp. capitis,
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S. caprae, S. arlettae e S. delphini, demonstraram ac¢éo antagonista in vitro por
substancia de natureza protéica sobre ambas as bactérias indicadoras. Todas
as estirpes exibiram atividade de catalase, destas varias exibiram elevadas
atividades de nitrato redutase. Observou-se uma baixa incidéncia de genes
codificadores de enterotoxinas estafilocécicas. Poucos isolados foram capazes
de produzir niveis relevantes de aminas biogénicas, mas um grande namero foi
capaz de degradar histamina e/ou tiramina.

Pesquisas que visam selecionar estirpes adequadas para utilizagéo
como cultura starter séo Uteis no desenvolvimento de novos produtos ou na
melhoria da qualidade dos produtos alimenticios. Neste estudo explora-se o
potencial antilisteria de alguns isolados com caracteristicas comprovadas de

seguranca e funcionalidade.
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3 MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado nos laboratérios do Departamento de
Microbiologia (DMB/UFV) e no Departamento de Tecnologia de Alimentos
(DTA/UFRV) da Universidade Federal de Vigosa (UFV), Minas Gerais.

3.1 Micro-organismos e condigdes de crescimento

As culturas de Staphylococcus spp. utilizadas neste estudo foram
isoladas a partir de salames tipo italiano processados por fermenta¢ao natural
(TRISTAO, 1998), caracterizados bioquimicamente (OLIVEIRA, 2006) e, a
partir dessa caracterizagdo, as que nao exibiam genes codificadores de
enterotoxinas e ndo produziam aminas biogénicas foram selecionadas. As
culturas de Listeria spp. foram gentilmente cedidas pelo laboratério de
Microbiologia de Alimentos do Departamento de Microbiologia (DMB/UFV)
(Tabela 1).

Todas as culturas de Staphylococcus spp. foram mantidas em meio
Caldo Nutritivo (CN) (OLIVEIRA, 2006) e de Listeria spp. em meio Infuséo de
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Cérebro e Coracao (BHI) a -80 °C, acrescidas de 20 % de glicerol. Antes de
cada experimento, as culturas foram ativadas nos respectivos meios e
incubadas a 37 °C por 16 horas.

Para o processamento do salame tipo Italiano a cultura starter de
Lactobacillus e Pediococcus (Bactoferm SM-199), gentilmente cedida pela
empresa Christian Hansen na forma liofilizada, foi utilizada de acordo com as

recomendacgdes do fabricante.

Tabela 1. Culturas bacterianas utilizadas neste estudo.
Espécie/ Estirpe Origem Sorogrupo Local
S. epidermidis
BIS' 25 Salame tipo italiano UFV
BIS 31 Salame tipo italiano UFV
BIS 32 Salame tipo italiano UFV
S. pasteuri
BIS 26 Salame tipo italiano UFV
BIS 34 Salame tipo italiano UFV
CIS? 45 Salame tipo italiano UFV
CIS 53 Salame tipo italiano UFV
S. saprophyticus
CIS 46 Salame tipo italiano UFV
L. monocytogenes
ATCC® 7644 4b
SCOTT A 4b
IP1-23 Salame EMBRAPAY/CTAA
IP1-26 Salame EMBRAPA/CTAA
L. innocua
LMA® 80 IndUstria de Laticinios
LMA 95 Industria de Laticinios
LMA 98 Industria de Laticinios
CERELA® CERELA

'BIS, °CIS = Identificac&o original segundo TRISTAO, 1998.

3ATCC = American Type Culture Collection

*EMBRAPA = Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria

°LMA = Laboratério de Microbiologia de Alimentos/ Departamento de Microbiologia - UFV
®CERELA = Centro de Referéncia para Lactobacilus
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3.2 Crescimento de Staphylococcus e Listeria

3.2.1 Crescimento em Caldo Nutritivo e caldo BHI a 37 °C

As culturas de Staphylococcus spp. e Listeria spp. ativadas, foram
padronizadas para atingirem D.O.s00 nm de 0,4 em espectrofotdmetro (Milton
Roy Spectronic 20 D) e inoculadas em CN e BHI respectivamente, em triplicata,
em placas de microtitulagdo, contendo em cada microcompartimento 297 uL do
respectivo meio. Foi adicionado o in6culo de 3 pL contendo o0 mesmo meio com
10" UFC.mL™. O crescimento a 37 °C foi acompanhado em leitor de ELISA
(PowerWave XS, BioTek) até a fase estacionaria. Os isolados de
Staphylococcus spp. e Listeria spp. foram estudados em condi¢do de aerobiose
porém, somente os isolados de Staphylococcus spp. foram estudados em

condi¢des de microaerofilia obtidas em dessecadores com vela.

3.2.2 Crescimento em CN e BHIl a 25 °C

As culturas de Staphylococcus spp. e Listeria spp. ativadas, foram
padronizadas para atingirem D.O.e00 nm de 0,4 e inoculadas em 9,8 mL de CN e
BHI, a 2% v/v, respectivamente. O crescimento foi acompanhado nos tempos
0, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de incubagdo. Diluicdes decimais sucessivas foram
feitas utilizando solugéo salina a 0,85 % e, em seguida, microgotas (20 pl) de
cada diluicdo foram plaqueadas em triplicata nos respectivos meios de cultivo e
incubadas a 37 °C por 24 horas para a contagem das Unidades Formadoras de
Colonias (UFC.mL™).

3.3 Sobrevivéncia e inativagcdo de Staphylococcus e Listeria em Caldo
Salame (CS)

Staphylococcus e Listeria foram cultivados durante 16 horas a 37 °C
em CN e BHI, respectivamente e apds esse periodo, foram novamente
cultivados nos respectivos meios a 25 °C. Posteriormente, foram adicionados
2 % do in6culo de cada isolados em CS formulado com o0s seguintes
componentes: 1 % de glicose, 2 % de NaCl, 20 % de extrato de carne, NaNO
150 mg.kg™ e &cido ascérbico 540 mg.kg™. O pH do meio foi corrigido para pH
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4,8 utilizando éacido lactico. Apos incubagéo a 25 °C, amostras foram retiradas
em 0, 6, 12, 24, 48, 72, 96, 120 horas, no sétimo e no décimo quarto dia,
diluidas, plagueadas por microgotas (20 pL) nos respectivos meios de cultivo e
incubadas por 24 horas para a contagem das UFC.mL™*. Em todos os tempos
de amostragem, foi feita a coloragdo de Gram para verificar a morfologia e o

arranjo das células.

3.4 Inibicdo L. monocytogenes e L. innocua

Para realizar o teste de inibicdo, amostras do sobrenadante dos
isolados de Staphylococcus spp. incubados por 18 horas em CN foram
submetidas a diferentes tratamentos. No primeiro tratamento, o pH das
amostras do sobrenadante n&o foi ajustado, no segundo as amostras do
sobrenadante foram neutralizadas previamente e no terceiro tratamento, o pH
da cultura foi ajustado para 2,5 e, apds a coleta do sobrenadante, o pH foi
neutralizado antes de ser testado.

Apos o preparo das amostras, a atividade de inibicdo do sobrenadante
de cada isolado de Staphylococcus spp. sobre as espécies de Listeria spp. foi
avaliada pelo método de difusdo em &gar conforme descrito por De Paula
(2005), em que 25 pL da amostra do sobrenadante foram adicionados em
orificios (5 mm) feitos em placas contendo 20 mL de meio de cultura sdlido
inoculado com, aproximadamente, 10° UFC.mL™? de cada espécie de Listeria.
As placas foram mantidas a 4 °C por 12 horas para difusdo e posteriormente
incubadas em condi¢cdes Otimas para o crescimento de Listeria spp. Apos
24 horas de incubagédo, o diametro dos halos de inibicdo foi medido e
apresentado como a medida do didmetro externo do halo de inibicdo subtraido

do didmetro do orificio. O experimento foi feito em triplicata.

3.5 Atividade antagonista em meio sélido

A atividade antagonista dos oito isolados de Staphylococcus spp. a
Listeria spp. foi determinada pelo método agar “spot” descrito por Spelhaug e
Harlander (1989). Os isolados foram cultivados por 24 horas em CN. As
culturas foram diluidas em CN e padronizadas para D.O.g00 nm= 0,4. Foram

feitas microgotas de 5 pL, em duplicatas, na superficie de agar nutritivo em
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placas de Petri. Ap6s a incubacido a 37 °C por 24 horas, 300 yL das culturas
indicadoras de Listeria spp., previamente cultivadas em CN a 37 °C por 18
horas, foram adicionadas em 10 mL de agar nutritivo semi-sélido e vertidos
sobre as placas contendo as microgotas. Estas foram novamente incubadas a
37 °C por 18 horas e os halos de inibicdo foram medidos como a distancia da
borda da colénia até a borda do halo. Medidas inferiores a 1,5 mm foram

consideradas como auséncia de inibicdo.

3.6 Analise da producdo de &cido em caldo nutritivo por

Cromatografia Liquida de Alto Desempenho

Staphylococcus spp. foram cultivados por 24 horas em CN. Aliquotas de
1 mL coletadas do meio de cultivo, foram preparadas por quatro etapas de
centrifugacdo a 7826 g por 10 minutos em Microcentrifuga Sigma 2k15
refrigerada (Long Island Scientific, Port Jefferson, USA) e congeladas a -20 °C
até seu uso. A seguir, foram analisadas em cromatografo Ultimate 3000 Dual
(DIONEX), em coluna PHENOMENEX® Rezex ROA 300x7,8 mm, utilizando
como fase movel H,SO, 0,005 M, temperatura de operacéo de 40 °C e fluxo de
0,5 mL.min?, com detector de indice de refracdo (Shodex RI-101). Foram
utiizados como padrbes glicose, succinato, lactato, formato, acetato,
2,3-butanodiol e etanol. As médias foram comparadas pelo teste de

agrupamento de Scott- Knott a 5 % de probabilidade.

3.7 Processamento do salame tipo italiano

O salame tipo italiano foi processado no Departamento de Tecnologia de
Alimentos (DTA/UFV). Para a fabricagéo do embutido, foi obedecida a seguinte
formulacdo: 60 % de carne suina (pernil dianteiro magro) congelada e 40 % de
toucinho congelado. Em relacdo & massa carnea, foram utilizados os seguintes
ingredientes nao carneos: 2 % de NacCl, 2 % de glicose, 150 ppm de NaNO,,
540 ppm de &cido ascorbico, 0,3 % de alho em p6 e 0,1 % de pimenta
calabresa.

A carne suina foi moida em moedor de bancada, tipo acougue
(Skywsem), com discos de 8 mm de diametro por duas vezes consecutivas e 0

toucinho foi moido uma vez em discos tipo AB 5F, de 32 mm de diametro. A
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carne e o toucinho foram misturados por alguns minutos e, em seguida, foram
adicionados os ingredientes ndo carneos, misturando-se  por,
aproximadamente, trés minutos, para obter uma massa homogénea.

Os tratamentos realizados no experimento estéo listados na tabela 2.

Tabela 2. Micro-organismos utilizados na inoculagéo da massa do salame.
Tratamento Micro- organismo

A Bactoferm SM-199,

B Bactoferm SM-199, S. pasteuri BIS 26

C Bactoferm SM-199, S. pasteuri BIS 26, L. monocytogenes IP1-23

D Bactoferm SM-199, S. pasteuri BIS 26, L. innocua LMA 80

E Bactoferm SM-199, L. monocytogenes IP1-23

F Bactoferm SM-199, L. innocua LMA 80

Antes da inoculacdo da massa do salame com 0s micro-organismos,
amostras de 25 g foram coletadas para deteccgéo de Listeria sp. na massa do
salame e analisadas conforme metodologia ISO (ISO 11290-1: 1998). Em
todos os tratamentos foi feita a adicdo de cerca de 10° UFC.g™ da cultura
Bactoferm SM-199 liofilizada e, de acordo com cada tratamento foi adicionado
cerca de 10° UFC.g" da cultura de S. pasteuri BIS 26 e/ou de cerca de
10* UFC.g™" da cultura de L. monocytogenes IP1-23 ou de L. innocua LMA 80 &
massa. Foi feita uma nova mistura, por dois minutos, para assegurar uma boa
distribuicdo dos ingredientes e do indculo. Posteriormente, foi feito o
embutimento da massa em tripa artificial de celulose de 4,5 cm de diamentro. O
proprio moedor da carne acoplado com um funil de ago na extremidade de
saida da carne moida foi utilizado para embutir o produto. Em cada tratamento,
apés o embutimento, o equipamento foi esterilizado com vapor de baixa
temperatura e hipoclorito de sédio, por 15 minutos. Foram produzidos
embutidos de, aproximadamente, 400 gramas e todos os tratamentos foram

conduzidos em duplicata.

3.8 Maturagédo do embutido

O embutido produzido foi mantido por cinco dias em camara incubadora
B.O.D., modelo MA 415 (MARCONI) & temperatura de 25 °C e 80 e 90 % de
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umidade relativa (UR) para que ocorresse a etapa de fermentacdo. A partir do
5° dia a temperatura foi gradativamente reduzida para 15 °C e a umidade foi
controlada para 70 a 75 %. A maturacgéo foi completada em 26 dias. A umidade

do ambiente foi medida e controlada com NaCl e CaOH.

3.9 Determinacgdes fisico-quimicas

As andlises de pH foram feitas imediatamente apds a fabricacdo do
embutido, aos cinco dias apdés o processamento, e nos dias 15 e 31, e
consistiam de duas unidades do produto. O pH do embutido foi determinado

utilizando-se pHmetro Denver Instrument UB-10 (Ultra Basic).

3.10 Anélises microbiol6gicas do salame

A sobrevivéncia de L. monocytogenes e L. innocua foi acompanhada
durante a fermentacdo e a maturacdo dos salames. As coletas das amostras
para avaliar a populagéo de L. monocytogenes e L. innocua no produto foram
feitas apds a fabricacdo do embutido, dia inicial, ap6s o término da
fermentagédo, cinco dias, e durante a maturagéo, 15 e 31 dias, e consistiam de
duas unidades do produto. Por¢des de 25 gramas do produto foram pesadas
assepticamente e homogeneizadas em “stomacher” Seward BA 7021, com 225
mL de agua peptonada tamponada 0,1 %. A contagem de Listeria spp. foi feita
em &gar ALOA (HIMEDIA), a 35 °C £ 2 °C, ap0s 48 horas de incubacdo. A
contagem de Staphylococcus foi feita em &gar Baird Parker (HIMEDIA), a 35 °C
+ 2 °C, apés 48 horas de incubacéo. A contagem de bactérias lacticas foi feita
em 4gar MRS, a 25 °C + 2 °C em jarras com sachés de anaerobiose, ap0s

72 horas de incubagéo.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento de Staphylococcus spp. em Caldo Nutritivo a 37 °C
em condi¢cOes de aerobiose e microaerofilia e a 25 °C em condigdes

de aerobiose

As Figuras 1 e 2 mostram o crescimento dos isolados de Staphylocuccus
spp. em CN a 37 °C em condicOes de aerobiose e microaerofilia,
respectivamente.

Quando os isolados de Staphylocuccus spp. foram cultivados em
aerobiose, a velocidade especifica de crescimento variou entre 0,31 h? e
0,65 h™. O isolado que apresentou maior velocidade especifica de crescimento
foi S. pasteuri BIS 26, 0,65 h?. Quando os mesmos isolados foram cultivados
em microaerofilia, a velocidade especifica de crescimento variou entre 0,27 ht
e 0,44 h™. Também nestas condi¢des, o isolado BIS 26 apresentou velocidade
especifica maior, que foi de 0,44 h?.

Staphylococcus s&o micro-organismos anaerobios facultativos que

podem crescer em temperaturas de 18 a 40 °C. Possuem um crescimento mais
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Figura 1.

Crescimento de Staphylocuccus spp.

em CN a 37 °C em aerobiose.
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Figura 2. Crescimento de Staphylocuccus spp. em CN a 37 °C em microaerofilia.
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rapido e abundante em aerobiose, com exce¢cdo a espécie anaerdbia
S. saccharolyticus (BERGEY e HOLT, 1994). Nossos resultados foram
condizentes com a literatura, pois em condi¢cdes de aerobiose os isolados de
Staphylococcus spp. apresentaram uma velocidade especifica maior do que
quando comparados em condigbes de microaerofilia. O crescimento desses
micro-organismos em microaerofilia é desejavel, pois esta condicdo prevalece
no interior do salame (PEDERSON, 1979).

Para verificar o efeito da temperatura utilizada durante a fermentagao
sobre o crescimento, os isolados de Staphylococcus spp. foram cultivados a 25
°C em condicOes de aerobiose (Figura 3).

Quando os isolados foram cultivados na temperatura de 25 °C a
velocidade especifica de crescimento variou entre 0,13 h'e 0,20 h™. O isolado
S. pasteuri BIS 34 apresentou velocidade especifica maior de 0,20 h™.

Em condigcbes de aerobiose, os isolados de Staphylococcus spp.
apresentaram em geral, uma velocidade especifica de crescimento maior
quando cultivados a temperatura de 37 °C (Figura 1) do que quando cultivados
a 25 °C (Figura 3). Um crescimento mais abundante de Staphylococcus spp. na
temperatura de 37 °C € justifichAvel em raz8o da natureza mesoéfila desses
micro-organismos (BERGEY e HOLT, 1994). Estudos prévios sdo necessarios
para avaliar o potencial de crescimento dos micro-organismos nas condi¢des
que simulem os processos empregados durante a fermentagdo do salame visto
que, o numero de micro-organismos adicionados depende do potencial de

crescimento destes no produto (LUCKE, 2000).

4.2 Crescimento de Listeria spp. em caldo BHI a 37 °C e a 25 °C em

condi¢cdes de aerobiose

Quando os isolados de Listeria spp. foram cultivados em BHIl a 37 °C em
aerobiose (Figura 4), a velocidade especifica de crescimento variou entre 0,07
h™ e 0,58 h™. O isolado L. innocua LMA 98 apresentou velocidade especifica
maior de 0,58 h.

A velocidade especifica de crescimento dos isolados de Listera spp.
cultivados a 25 °C em condi¢des de aerobiose (Figura 5) variou entre 0,18 h™ e
0,23 h. O isolado L. innocua LMA 95 apresentou velocidade especifica maior

de 0,23 ht.
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Figura 3. Crescimento de Staphylococcus spp. em CN a 25 °C em aerobiose.
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Figura 4. Crescimento de Listeria spp. em BHI a 37 °C em aerobiose.
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4.3

Os isolados de Listeria spp. apresentaram um crescimento mais lento
na temperatura de 25 °C em relagdo a temperatura de 37 °C.
L. monocytogenes apresenta um crescimento 6timo entre 30 e 37 °C, porém

pode crescer no intervalo de temperatura entre + 4 e 45 °C (AFSSA, 2000).

Sobrevivéncia e inativagdo de Staphylococcus spp. e Listeria spp.
em Caldo Salame (CS)

O caldo salame foi um modelo laboratorial utilizado neste estudo para
simular as condigbes do salame in situ.

Nas condigdes que simulam a composicdo de salame tipo italiano os
isolados de Staphylococcus spp. estudados né&o se desenvolveram e
apresentaram cinética de inativagdo distintas (Figura 6). Os isolados de S.
epidermidis BIS 25 e de S. saprophyticus CIS 46 apresentaram cinética de
inativacao similar entre si. Os isolados de S. pasteuri BIS 26, BIS 34, CIS 45 e
CIS 53 e de S. epidermidis BIS 31 e BIS 32 também apresentaram cinética de
inativagcdo similar, entretanto o isolado BIS 31 resistiu por tempo menor nas
condi¢des estudadas.

Embora, a maioria das espécies de Staphylococcus apresentem
crescimento na presenca de 10 % NaCl e em temperaturas que variam de 18 a
40 °C (BERGEY e HOLT, 1994), o modelo utilizado neste trabalho néo foi
capaz de permitir o crescimento dos isolados de Staphylococcus estudados.
Micro-organismos isolados de produtos carneos fermentados naturalmente sdo
mais adaptados as condi¢des encontradas no salame (DROSINOS et al. 2005).
Nas condigcbes programadas para simular o salame in situ, oS micro-
organismos estudados ndo apresentaram essa caracteristica. Essas bactérias
foram, no entanto, isoladas de salame tipo italiano produzidos por fermentagéo
natural (TRISTAO, 1998). O n&o crescimento pode ter sido devido o pH inicial
do meio, bem mais baixo que o pH inicial da preparacdo da carne para o
processamento do salame. O ajuste do pH foi feito para simular a presenca de
bactérias |acticas presentes em culturas starter. Essas bactérias acidificam o
meio paulatinamente, enquanto no CS o ajuste foi imediato.

Os isolados de L. monocytogenes estudados néo se desenvolveram e

apresentaram cinética de inativacao distinta no CS (Figura 7). As linhagens de
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referéncia, ATCC 7644 e Scott A também apresentaram cinética de inativacao
distinta entre si. Isto pode indicar que linhagens de referéncias em estudos de
sobrevivéncia e inativacdo devem ser mlltiplas ou investigadas
cuidadosamente. Os isolados de L. monocytogenes IP1-23 e IP1-26 originados
de salame apresentaram cinética de inativagdo similar, entretanto o isolado
IP1-23 resistiu por um tempo mais prolongado nas condi¢des estudadas. Os
isolados de L. innocua LMA 80, LMA 95 e LMA 98 originados de industria de
laticinios e o isolado L. innocua CERELA apresentaram cinética de inativagéo
similar.

Embora L. innocua seja utilizada como modelo em estudos devido a
sua semelhanca a espécie patogénica L. monocytogenes (BUCHRIESER et al.,
2003), os resultados mostraram que L. monocytogenes IP1-23 apresentou um
comportamento diferente, sendo mais resistente nas condi¢cbes estudadas do
que os isolados de L. innocua. Este resultado demostra que a extrapolacdo de
resultados de L. innocua nem sempre deve ser tomado como o resultado final
em estudos para seguranca alimentar.

Os micro-organismos podem crescer melhor em carnes trituradas do
que em carnes sem cortes. Na carne triturada a &rea de superficie para o
crescimento de micro-organismos e a liberacdo de liquidos que contém os
constituintes nutritivos protoplasméaticos das células é maior. O liquido da carne
€ um meio de crescimento ideal para diferentes micro-organismos por possuir
umidade, conter os liquidos nutritivos celulares e também proteinas, lipideos,
vitaminas e agucares (PEDERSON, 1979). Em CS os ingredientes
adicionados estéo distribuidos uniformemente, portanto as condi¢cbes sdo mais
homogéneas do que no salame in situ, que pode apresentar ambientes mais ou
menos propicios para o crescimento microbiano, uma vez que os ingredientes
podem estar distribuidos menos uniformemente. Sendo assim, as condi¢ées no
caldo salame podem ser mais restritivas para 0s micro-organismos do que no
salame in situ.

A partir desses resultados, o isolado de L. monocytogenes IP1-23, que
resistiu por mais tempo nas condi¢des estudas, e o isolado de L. innocua LMA

80 foram selecionadas para a continuagdo dos estudos in situ.
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Figura 6. Sobrevivéncia de Staphylococcus spp. em CS a 25 °C em aerobiose. (o) Repeticao 1,

() Repeticdo 2. A linha tracejada indica o limite de detecgdo do método utilizado.
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Figura 7. Sobrevivéncia de Listeria spp. em CS a 25 °C em aerobiose. (o) Repeticéo 1,
(*) Repeticdo 2. A linha tracejada indica o limite de deteccdo do método utilizado.
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4.4 Atividade de inibicdo do sobrenadante das culturas de

Staphylococcus spp. sobre Listeria spp

A atividade de inibicho do sobrenadante das culturas de
Staphylococcus spp. sobre as espécies de Listeria spp. foi avaliada pelo
método de difusdo em agar. Ndo foi observada a atividade de inibicdo do
sobrenadante das culturas de Staphylococcus spp. sobre as linhagens
indicadoras de Listeria spp. em nenhum dos tratamentos.

A auséncia de inibicAo no sobrenadante livre de células pode ser
consequéncia de diversos fatores. De acordo com Ammor e colaboradores
(2007), a substéancia inibitoria produzida pode ficar aderida na parede da célula
produtora e so6 tera efeito inibitério quando houver um contato entre a célula
produtora e o micro-organismo indicador. Fatores adicionais podem estar
envolvidos na indugdo da atividade da substancia inibidora em meio liquido.
Outro fator seria a incapacidade de produgcdo ou produgdo em menor
quantidade da substancia inibitéria em meio liquido, pois na natureza os micro-
organismos se encontram em contato com superficies sdlidas. Ou ainda, por
estar em baixas concentragfes em meio liquido, a substancia n&o apresenta o
seu efeito inibitorio.

Resultados semelhantes aos aqui reportados foram relatados no
estudo de Teixeira de Carvalho e colaboradores (2006) quando testaram o
sobrenadante ndo neutralizado e neutralizado de bactérias do acido lactico
isoladas de salame italiano contra L. monocytogenes, os halos foram sempre
< 8 mm. Entretanto, naquele estudo quando a atividade antagonista foi testada
em meio soélido, pelo método agar “spot”, halos maiores foram observados em

todos os isolados depois de 24 horas.

4.5 Atividade antagonista em meio s6lido

A atividade antagonista, imperceptivel nos sobrenadantes da cultura
em meio liquido, foi determinada pelo método de agar “spot” quando as células

foram cultivadas em superficie (Tabela 3).
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana de Staphylococcus spp. contra Listeria spp.
determinada pelo método agar “spot”.

) ) Micro-organismo produtor *
Micro-organismo

indicador BIS BIS BIS BIS BIS CIS CIS CIS
25 26 31 32 34 45 46 53

L. monocytogenes IP1-
23

8 4 3 3 3 - 5

L. innocua LMA 80 6 8 - - 5 3 - -

* Valor do diametro em mm (sem o diametro do spot) da zona de inibicdo. Médias dos
experimentos feitos em duplicata.

As médias dos didmetros dos halos de inibicdo variaram de 3 mm a
8 mm, entretanto as zonas de inibicdo nao foram nitidas. Medidas inferiores a
1,5 mm foram consideradas como auséncia de inibicdo. Os isolados de
S. pasteuri, BIS 26 e CIS 53 apresentaram os maiores halos de inibigdo contra
L. monocytogenes IP1-23 e os isolados de S. epidermidis BIS 25 e de
S. pasteuri BIS 26 apresentaram os maiores halos de inibigdo contra L. innocua
LMA 80. Resultados semelhantes foram observados no estudo de Villani e
colaboradores (1994), quando a atividade antimicrobiana de S. xylosus
isolados de salames tipo italiano foi testada contra L. monocytogenes os halos
de inibicdo variaram de 3 mm a 12 mm, sendo que alguns halos n&o
apresentaram nitidez. Teixeira De Carvalho e colaboradores (2006) testaram a
atividade de inibicAo de bactérias do é&cido lactico isoladas de salame tipo
italiano pelo método agar “spot” contra L. monocytogenes e apés 24 horas
todos os isolados apresentaram zonas de inibicdo de 20 mm £ 1,24.

Embora L. innocua seja aceita como modelo em estudos
representando L. monocytogenes, no caso de inibidores especificos, nem
sempre se pode aceitar esse paradigma. Fica evidente que, nesses casos, ha
necessidade de se desenvolverem métodos que usem linhagens diferentes de

L. innocua ou mesmo que incluam linhagens diferentes de L. monocytogenes.

4.6 Producéo de &cidos orgéanicos e etanol durante o crescimento de

Staphylococcus spp. em caldo nutritivo
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A Tabela 4 apresenta os resultados dos produtos detectados por HPLC
em amostras de sobrenadantes de Staphylococcus spp. cultivados em CN.

Dentre os acidos analisados, o acido detectado em maior concentragéo
foi o lactico e os isolados de S. pasteuri BIS 26, BIS 34, CIS 45 e CIS 53 e de
S. epidermidis BIS 31 e BIS 32 apresentaram maiores porcentagens do
mesmo, com valores entre 0,2 e 0,4 %.

Durante a fermentagéo do salame ocorre a producao de acido lactico e
consequente reduc¢do do pH do produto. Essa queda de pH influencia no sabor
do produto final (ligeiramente picante), contribui para o desenvolvimento da
textura e cor tipica do salame e também, para a conservagdo e seguranca do
produto (LUCKE, 2000).

Em todas as amostras foram detectados outros &cidos como &cido
acético, acido formico e &acido succinico, porém ndo houve diferenca
significativa entre as médias dos isolados analisados.

O &cido acético € um acido fraco e possui uma atividade antimicrobiana
mais eficiente que o acido lactico, isto ocorre devido a maior concentracdo de
sua forma ndo dissociada, em relacdo a do acido lactico. A concentracdo de
acido na forma dissociada ou ndo depende do pKa do acido e do pH do
alimento. Em alimentos que possuem pH maior do que o pKa do acido, maior
serqd a concentracdo da forma dissociada enquanto que, valores de pH
menores do que o pKa do &cido, maior a concentragdo do &cido né&o
dissociado. O &cido lactico possui um pKa de 3,86 e o &cido acético de 4,75
(JAY, 2005). O pH em produtos carneos fermentados varia de 4,8 a 6,0 e
nestas condicdes, o acido acético é inibidor mais efetivo pois se encontra na
forma ndo dissociada em maiores proporgbes que o A4cido l4ctico
(MARCHESINI et al., 1992).

O &cido aceético contribui para o aroma em salames secos e pode ser
produzido por bactérias do acido Ilactico heterofermentativas, por
Staphylococcus e também, pela oxidag@o de acidos graxos e catabolismo da
alanina. Em carnes, o principal &cido organico formado é o &cido lactico e,
somente baixa concentracdo de é&cido acético é aceitavel sensorialmente.
Entretanto, o efeito antimicrobiano do acido acético em carnes ndo deve ser
negligenciado porque nas condi¢cbes de pH da carne, o &cido acético é um

inibidor mais efetivo que o &cido lactico (LUCKE, 2000).
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Tabela 4. Percentagens (g.L™) dos tipos de &cidos e de etanol detectados nas amostras de sobrenadantes de Staphylococcus spp.
coagulase negativos analisados por HPLC referentes aos isolados provenientes de salame tipo italiano de fermentacéo

natural.
Isolados Ac. lactico Ac. acético Ac. férmico Ac. succinico  2,3-butanodiol Etanol

S. epidermidis
BIS 25 0,3667 b 0,0764 a 0,0330 a 0,0361 a 0,0312 a 0,0053 b
BIS 31 0,4285 a 0,1047 a 0,0526 a 0,0523 a 0,0380 a Ob
BIS 32 0,4434 a 0,1068 a 0,0614 a 0,0576 a 0,0501 a 0,0223 a
S. pasteuri
BIS 26 0,4310 a 0,0807 a 0,0322 a 0,0399 a Oa Ob
BIS 34 0,4465 a 0,0879 a 0,0382 a 0,0479 a 0,0007 a Ob
CIS 45 0,4074 a 0,0873 a 0,0570 a 0,0660 a 0,0207 a 0,0099 b
CIS 53 0,4369 a 0,1119a 0,0623 a 0,0579 a 0,0578 a Ob
S. saprophyticus
CIS 46 0,2266 c 0,0859 a 0,0286 a 0,0758 a Oa Ob

As médias seguidas de uma mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de

agrupamento de Scott — Knott.
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A sensibilidade a estes &cidos varia entre as bactérias e também
depende da acdo simultanea de outros fatores como atividade de agua e nitrito
(LUCKE, 2000).

Nao houve diferenca significativa na deteccdo de 2,3 butanodiol. O
etanol foi detectado em maior concentracdo na amostra do isolado de
S. epidermidis.BIS 32.

4.7 Crescimento e sobrevivéncia de Staphylococcus e de Listeria em

salame tipo italiano

O comportamento de Staphylococcus e Listeria em salame tipo italiano
fermentado por cinco dias e maturado até 31 dias foram estudados.

Reducéo mais acentuada do pH foi observada no periodo de fermentacao
correspondente aos primeiros cinco dias apds o processamento (Figura 8). A
queda rapida do pH durante a fermentacdo é assegurada pela adicdo da
cultura starter que produz acido lactico pela metabolizagdo do aglcar presente
na massa do salame (LUCKE, 2000). A reducdo do pH de 6,2 - 6,6 para
4,2 - 50 (PEDERSON, 1979) é fundamental para a inibicdo de micro-
organismos indesejaveis.

A menor redugéo do pH observada entre os dias cinco e 15 de maturagéo
(Figura 8) pode ser atribuida a fatores como inibicdo da microbiota
fermentadora pelo proprio é&cido produzido, exaustdo de carboidratos,
abaixamento da temperatura de 25 °C para 15 °C, redugéo da a, entre outros
fatores.

O pH final dos salames tipo italiano variou entre 4,8 e 5,3 e naqueles
salames em que foi adicionado somente a cultura starter Bactoferm SM-199, o
pH final foi mais alto (Figura 8). O pH final do salames produzidos
comercialmente varia entre 4,5 e 5,2 (JAY, 2005). Um pequeno aumento no pH
foi observado ao longo do final do periodo de maturag&o nos tratamentos A, C,
D, E e F. Variacbes no pH podem ocorrer ao longo da maturacéo e o0s
aumentos observados podem ser atribuidos a formacdo de aminas e aménia
(LUCKE, 1986).
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Figura 8. Variagdo do pH durante a fermentacdo e maturagdo do salame tipo italiano nos
diferentes tratamentos. A: Bactoferm SM-199 (—"'—) B: Bactoferm SM-199,
S. pasteuri BIS 26 (—); C: Bactoferm SM-199, S. pasteuri BIS 26,
L. monocytogenes IP1-23 (—%-); D: Bactoferm SM-199, S. pasteuri BIS 26,
L. innocua LMA 80 (—&— ); E: Bactoferm SM-199, L. monocytogenes IP1-23
(—%); F: Bactoferm SM-199, L. innocua LMA 80 (—&+).

Os resultados das contagens de bactérias lacticas, Staphylococcus sp. e
Listeria sp. estdo apresentados na Tabela 5. As contagens representam as
bactérias que foram adicionadas ao salame durante o processamento e as que
fazem parte da microbiota contaminante da carne e dos condimentos.

O namero de células viaveis das bactérias do &cido lactico aumentou em
no maximo, 1,5 ciclos log nos primeiros cinco dias de fermentacdo do salame
tipo italiano (Tabela 5). A adigéo de S. pasteuri BIS 26 feitas nos salames dos
tratamentos B, C e D ndo inibiu a cultura starter Bactoferm SM-199, que se
manteve em populacdo méaxima da ordem de 10" UFC.g*". As condicbes
estabelecidas durante o processo de fermentagdo do salame selecionam
bactérias lacticas que chegam a contagens de 10® UFC.g" e provocam a
acidificacdo do produto (BACUS, 1984). Espécies de Micrococcaccae nao
devem exibir atividade antagonista contra bactérias lacticas para serem
selecionadas como culturas starter e um sinergismo entre esses dois grupos de

micro-organismos é essencial (FIORENTINI et al., 2009).

36



Tabela 5. Contagens microbianas durante a fermentagcdo e maturacdo do salame

tipo italiano.
Tempo (dia) Tratamento*
B C D E F
Bactérias Lacticas (UFC.g™)
0 1,1x10° 1,5 x10° 1,7 x10’ 1,2 x10’ 4,6 x10’ 8,1 x10°
5 2,6 x10’ 5,8 x10’ 6,7 x10’ 7,0 x10’ 1,8 x10’ 6,0 x10’
15 2,4 x10’ 4,3 x10’ 7,2 x10’ 2,6 x10’ 1,0 x10’ 2,7 x10’
31 7,9 x10° 1,6 x10’ 2,3 x10’ 1,5 x10’ 7,1 x10° 1,7 x10’
Staphylococcus sp. (UFC.g™Y)
0 <10 x10*  2,9x10° 1,4 x10’ 1,0 x10’ 2,3 x10’ 1,2 x10’
5 1,2 x10° 6,1 x10° 2,4 x10° 3,3 x10° 1,3 x10° 3,1 x10°
15 <10 x10* 4,0 x10° 1,9 x10° 1,7 x10° 1,4 x10° 3,1 x10°
31 <10x10° <10x10®  6,9x10° 5,4 x10° 1,5 x10° 1,4 x10°
Listeria sp. (UFC.g™%)
0 <10x10®° <10x10° 1,7 x10’ 7,9 x10° 1,8 x10’ 1,1 x10’
5 <10x10>° <10x10®>  3,8x10° 3,1 x10° 6,5 x10° 3,1 x10°
15 <10 x10>° <10x10® 1,3 x10° 1,8 x10° 1,9 x10° 2,2 x10°
31 <10 x10>° <10x10® 6,1 x10° 4,2x10° <10x10*  1,3x10°

* A: Bactoferm SM-199; B: Bactoferm SM-199, S. pasteuri BIS 26; C: Bactoferm SM-
199, S. pasteuri BIS 26, L. monocytogenes IP1-23; D: Bactoferm SM-199, S. pasteuri
BIS 26, L. innocua LMA 80; E: Bactoferm SM-199, L. monocytogenes IP1-23; F:
Bactoferm SM-199, L. innocua LMA 80

Contagens de Staphylococcus sp. foram encontradas em nudmeros
elevados, 10° a 10’ UFC.g”, em salames que ndo foram inoculados com a
cultura de S. pasteuri BIS 26, como os dos tratamentos E e F (Tabela 5). A
reducdo de até 3 ciclos log na populagdo de Staphylococcus durante o
processo de fermentagdo e maturagdo do salame pode ter ocorrido em razao
das mudancas das condi¢cGes de pH, da microbiota e da presenca de Acidos.
Contagens de Staphylococcus néo foram feitas entre O e 5 dias, quando pode
ter havido condigbes para o crescimento dessas bactérias, antes da
acidificacdo importante do meio. Alguns estudos também observaram a
reducdo do numero de células vidveis de Staphylococcus durante a
fermentacdo dos salames (SORENSEN e JAKOBSEN, 1996; GARDINI et al.,
2002; TIERNER et al., 2003) e essa reducdo é frequentemente atribuida a
diminuicdo do pH e a restricdo de oxigénio (TJERNER et al., 2003). Sorensen e
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Jakobsen (1996) concluiram que as condi¢des de fermentacdo do salame, em
geral, ndo séo favoraveis para o crescimento de S. xylosus.

Nao foi detectada a presenca de Listeria sp. em 25 g da matéria-prima e
e no produto final dos tratamentos A e B, ndo inoculados com esta bactéria,
nas diluicdes testadas (Tabela 5).

Nos tratamentos que houve a adicdo de L. monocytogenes IP1-23 ou
L. innocua LMA 80, foi observado um decréscimo de cerca de 1 a 5 ciclos log
no numero de células viaveis de Listeria sp. durante o periodo de fermentagéo
e maturagdo do salame (Tabela 5). Esta reducdo pode ter ocorrido
provavelmente por causa da diminuigdo do pH (Figura 8) e da associagdo de
outros fatores presentes no embutido como a adaptacdo da espécie na matriz
da carne, o processo fermentativo, as condigfes microclimaticas, dentre outros
(ZDOLEC et al., 2007).

Estudos mostram que as proprias condigdes durante o processamento e
a maturacdo dos salames feitos sem a adicdo de cultura starter podem inibir o
crescimento de micro-organismos patogénicos. Zdolec e colaboradores (2007)
monitoraram o crescimento de L. monocytogenes durante o periodo de
maturacdo de salames secos fermentados naturalmente. A contagem inicial de
Listeria inoculada nos salames foi de 10° UFC.g* e reduziu para < 10* UFC.g™
no final da maturagéo. O crescimento de Listeria foi inibido provavelmente pela
diminuicdo do pH e por mecanismos antimicrobianos da microbiota competitiva.

A diferengca observada entre os tratamentos C e D e entre os
tratamentos E e F indica que L. monocytogenes foi mais sensivel que
L. innocua. A espécie ndo patogénica L. innocua € utilizada em pesquisas na
microbiologia de alimentos devido a sua semelhanca a espécie patogénica
L. monocytogenes (BUCHRIESER et al.,, 2003). A presenca de L. innocua
indica a potencial presengca de L. monocytogenes (ENCINAS et al.,, 1999).
Portanto, os resultados deste trabalho reforgam que a utilizagdo de L. innocua
em pesquisas para avaliar o comportamento de L. monocytogenes em salames
é vidvel, pois a auséncia desta no alimento é indicativa da auséncia da espécie
patogénica. Porém, conforme observado nos resultados in vitro mais de uma
espécie deve ser utilizada para confirmar este fato. O numero de
L. monocytogenes reduz substancialmente durante a fermentacédo e a

z

maturacdo dos salames, entretanto esse micro-organismo, que € ubiquitério,
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psicrotrofico e relativamente resistente aos ingredientes de cura, pode
sobreviver (ENCINAS et al., 1999).

O numero de ciclos logaritmicos reduzidos na populacdo de Listeria no
tratamento C foi de aproximadamente 2 ciclos log, onde foi também adicionada
a cultura de S. pasteuri BIS 26, e no tratamento E, foi de 5 ciclos log.
Possivelmente, a adigdo de S. pasteuri BIS 26 pode ter interferido no efeito de
fatores inibitérios como, antagonismo lactico, diminuicdo do pH, A&cidos
organicos, H,O,, diacetil e de outros produtos responsaveis pelo efeito inibitdrio
(JAY, 2005).
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5 CONCLUSOES

Condicbes de temperatura e tensdo de oxigénio que propiciaram as
maiores velocidades especificas de crescimento de Staphylococcus spp.
coincidem com as que resultam em maiores velocidades especificas para
Listeria monocytogenes e Listeria innocua em meios laboratoriais complexos.

O modelo caldo salame, proposto para simular o salame, néo refletiu as
condicdes reais desse produto.

N&o foi observada atividade de inibigdo no sobrenadante das culturas de
Staphylococcus spp. sobre as linhagens indicadoras de Listeria spp. porém, a
inibic@o foi detectada no cultivo em superficie, pelo método Agar “spot”.

O éacido lactico foi o detectado em maior concentracdo na andlise de
amostras de sobrenadantes de Staphylococcus spp por HPLC.

A adicéo de S. pasteuri BIS 26 no salame n&o causou inibicdo no
crescimento da cultura starter, porém pode ter interferido no efeito de fatores
inibitérios contra Listeria.

L. monocytogenes foi mais sensivel que L. innocua no salame, porém

nos estudos in vitro foi mais resistente. Isso pode significar que nem sempre
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L. monocytogenes pode ser substituida por L. innocua em estudos de

seguranca alimentar.
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