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MANUTENCAO DA QUALIDADE MICROBIOLOGICA E INOCUIDADE DO
ALIMENTO?

Autor: Stéfano Caon Tallamini
Orientadora: Prof. Dr2. Amanda de Souza da Motta

RESUMO

Este estudo objetivou analisar o potencial de deterioracdo da microbiota psicrotrofica
presente em presunto cozido fatiado comercializado entre Maio e Junho de 2015 e
Fevereiro e Marco de 2016 no mercado publico da cidade de Porto Alegre/RS e
avaliar a influéncia de fatores ambientais na qualidade microbiolégica do mesmo. Os
presuntos foram coletados em 4 bancas desse local e foram realizadas contagens
de bactérias psicrotréficas de 8 amostras e pesquisa de Listeria monocytogenes.
Selecionaram-se 134 coldnias de psicrotréficos isolados de presunto fatiado, 71
deles apresentaram atividade proteolitica, 58 atividade lipolitica e 12 apresentaram
producdo de exopolissacarideo. Selecionaram-se 2 bactérias com a presenca
dessas atividades para identificacdo molecular, as quais foram identificadas como
Kluyvera sp. e Carnobacterium sp. Além delas, mais 2 Listeria monocytogenes
isoladas nesse trabalho foram submetidas ao teste de producdo de biofilme,
resultando como fracas formadoras e também ao teste de aderéncia em aco
inoxidavel, todas apresentando capacidade de adesdo. A pesquisa de Listeria
monocytogenes nos presuntos fatiados mostrou 100% de presenca, sendo que 50%
foram identificadas como L. monocytogenes, as quais pertenceram aos sorotipos
1/2a (1), 1/2b (2), 1/2c (2). Realizou-se analise de presunto cozido inteiro, em sua
embalagem original, sendo que ndo foram encontrados micro-organismos. Tratou-se
o0 presunto fatiado com extrato de hibisco a 40% e pediocina a 0,5% e 1,0% e
realizou-se contagem de mesdfilos, psicrotroficos, Listeria spp., S. aureus e E.coli. O
extrato de hibisco reduziu a carga desses micro-organismos. Pediocina 0,5% e 1%
apresentaram pouca ac¢ao frente ao controle de mesofilos, psicrotréficos e E. coli,
mas mantiveram a carga de S. aureus controlada e foram eficazes contra Listeria
spp. Foram realizadas também contagens para Listeria monocytogenes, E. coli, S.
aureus, mesofilos e psicrotréficos em suabes oriundos de fatiador de alimentos,
superficie de contato e utensilio utilizados nas bancas do mercado publico. Em
conclusdo grande parte dos psicrotroficos apresentou atividade proteolitica e
lipolitica, as quais alteram organolepticamente o alimento. Alguns apresentaram
producédo de biofilme e capacidade de aderéncia, fato indesejado, pois sua remocao
€ mais dificil no ambiente industrial, com isso nota-se que a legislacdo brasileira
apresenta caréncia na contagem de psicrotroficos em produtos carneos.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes, psicrotrofico, pediocina, extrato de hibisco
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EVALUATION OF THE PSYCHOTROPHIC BACTERIA PRESENT IN SLICED
BAKED HAM AND THE INFLUENCE OF ENVIRONMENTAL FACTORS IN
MAINTENANCE OF MICROBIOLOGICAL QUALITY AND FOOD SAFETY?

Author: Stéfano Caon Tallamini

Advisor: Prof. Dr2. Amanda de Souza da Motta

ABSTRACT

This study aimed to evaluate the microbiota present in sliced cooked ham sold in the
public market in Porto Alegre/RS and evaluate the ability of compounds with
antimicrobial activity of hibiscus extract and pediocin to control the microbiota found.
Ham collected was stored refrigerated until to arrive the laboratory for analysis.
Psychrotrophic bacteria counts were performed. Were selected 134 colonies of
psychrotrophic microorganisms isolated for sliced ham and 71 of them showed
proteolytic activity, 58 lipase activity, 12 showed production of exopolysaccharide.
Two of these bacteria were selected for molecular identification which were identified
as Kluyvera sp. and Carnobacterium sp. These two bacteria plus two Listeria
monocytogenes isolated for sliced ham were subjected to testing of biofilm
production (resulting as weak forming of biofilm) and were tested for adhesion in
stainless steel and all showed this property. The research of Listeria spp. in sliced
cooked ham showed 100% of presence, which 50% were identified as L.
monocytogenes to serotypes 1/2a (1) 1/2b (2), 1/2c¢ (2). Analysis was carried out of a
whole piece of cooked ham in its original packaging and none microorganisms were
found. The sliced ham was treated with hibiscus extract of 40% and pediocin of 0.5%
and 1.0% and has been mesophilic, psychrotrophic, Listeria spp., S. aureus and E.
coli counts. The hibiscus extract reduced the quantity of these microorganisms.
Pediocin 0.5% and 1,0% had little action against the control of mesophilic,
psychrotrophic and E. coli, but in S. aureus counts were controlled bacteria charge
and were effective against Listeria spp.. Also counts of Listeria monocytogenes, E.
coli, S. aureus, mesophilic and psychrotrophic bacteria were performed from swabs
of slicer food, contact surface and food tool (knife or spatula) used in public market
stalls. In conclusion, most of the psychrotrophs presented proteolytic and lipolytic
activity, which alter organoleptically the food. Some of them have presented biofilm
production and adhesion capacity, undesirable fact because when the biofilm is
formed is more difficult to remove it in the industrial environment. With this it is
showed that the brazilian legislation presents a lack in the research of psychrotrophs
in meat products kept refrigerated.

Key words: Listeria monocytogenes, psychrotrophic, pediocin, hibiscus extract
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1. INTRODUCAO

Os processos que um alimento passa durante seu preparo na industria
visam sempre que 0 mesmo seja considerado seguro para consumo humano, ou
seja, que ele ndo possa vir a causar danos a saude do consumidor. Esse fato é
garantido desde a chegada da matéria na industria até o produto final chegar as
mé&os dos consumidores.

Os embutidos fatiados comercializados a granel sdo produtos carneos
industrializados, dentre eles destaca-se o0 presunto cozido, o qual tem como
identidade - segundo a Instrucdo Normativa niamero 20, de 31 de Julho de 2000 - ser
um produto obtido exclusivamente com o pernil de suinos, desossado, adicionado de
ingredientes, e submetido a um processo de cozimento adequado (esterilidade
comercial), sendo que esse processo reduz significativamente o numero de micro-
organismos patogénicos que podem estar sendo veiculados por esses alimentos.

Os setores de fiambreria dos supermercados seccionam e redistribuem as
pecas inteiras desses produtos oriundos da industria, sendo essa etapa um ponto
critico de controle para evitar-se a contaminacéo cruzada, ou seja, a contaminacao
de um alimento que se apresentava comercialmente esteéril.

Tal fato pode ocorrer por mas condicbes de manuseio dos funcionarios ou de
limpeza inadequada de equipamentos. Isso pode se dar por que ndo ha um servico
de inspecdo como ocorre nas industrias, com uma fiscalizacdo rigorosa dos
funcionéarios depois do treinamento. Consequentemente como o produto ndo sofre
mais nenhum processo térmico ao ser fatiado, € onde podem ocorrer ndo s6 surtos
epidemiologicos de enfermidades como também a diminuicdo da vida de prateleira
do produto.

A vida de prateleira de um produto € o periodo de tempo entre o
estabelecimento do produto final e seu consumo, periodo este em que devem ser
mantidas em niveis satisfatorios as propriedades nutricionais, organolépticas e
microbiolégicas. Para estimativa desse tempo, leva-se em conta o comportamento
microbiano em relacédo as propriedades do alimento analisado e suas condi¢des de
estocagem, como temperatura. E de indiscutivel importancia a qualidade microbiana

desse alimento, pois 0s micro-organismos ao se multiplicarem utilizam os nutrientes,



proteinas e outros componentes presentes e acabam destruindo as propriedades do
alimento e inviabilizando-o para o consumo humano.

Além das variaveis de temperatura de armazenamento e propriedades
nutricionais, o presunto cozido apresenta uma boa capacidade de retencdo agua,
componente importante para crescimento bacteriano, pois torna o ambiente
umidificado.

O presunto deve ser devidamente mantido em temperatura de refrigeracao;
tal fato gera oportunidade de crescimento para as bactérias psicrotroficas, dando-
Ihes as condi¢des ideais necesséarias para desenvolvimento. A contaminacdo por
esses micro-organismos é relativamente comum, fato indesejado, visto que reduz a
vida de prateleira do produto por deteriora-lo precocemente. Todavia, ndo ha decreto
na legislacdo brasileira que obrigue a pesquisa de micro-organismos psicrotroficos
em produtos carneos, sugerindo assim que ha uma deficiéncia no sistema de
inspecao microbioldgica, visto a grande quantidade presente nesse tipo de alimento.

Algumas alternativas podem ser ministradas a fim de retardar a degradacéo
do presunto cozido, como por exemplo, 0 emprego de bacteriocinas e extratos
naturais, os quais buscam o impedimento ou a reduc&o do crescimento bacteriano e
consequentemente a diminuicdo da atividade bacteriana e a producdo de enzimas
de degradacdo. Outro ponto alternativo seria uma higiene mais rigida e frequente
dos equipamentos de fatiamento.

Esse trabalho visou uma avaliacdo de micro-organismos psicrotroficos
presentes em presunto cozido fatiado quanto a capacidade deteriorante, a producéo
de biofilme e a capacidade de adesdo em aco inoxidavel, fato preocupante dentro da
industria de alimentos. Também visou avaliar métodos alternativos para o controle
do crescimento microbiano através do uso de compostos naturais como pediocina e
extrato de hibisco. Por fim foi realizado um monitoramento nos pontos de venda dos

presuntos, buscando-se as possiveis origens da contaminacao deste alimento.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Este trabalho teve como objetivo a andlise microbiol6gica de micro-
organismos psicrotréficos em amostras de presunto cozido e fatiado, obtidas

nas Bancas pertencentes ao Mercado Publico de Porto Alegre, RS.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Avaliacdo da qualidade microbioldgica dos presuntos cozidos fatiados,
com a quantificacdo de micro-organismos mesdéfilos e psicrotroéficos.

2.2.2 Avaliacdo da presenca de bactérias patogénicas nas amostras de
presunto cozido fatiado.

2.2.3 ldentificacdo de bactérias psicrotroficas e avaliacdo da capacidade de
producéo de enzimas proteoliticas e lipoliticas.

2.2.4 Avaliacdo da capacidade de adesdo e producdo de biofiimes pelas
bactérias psicrotroficas

2.2.5 Avaliacao do desenvolvimento de bactérias psicrotroficas em amostras
de presunto cozido fatiado, tratados com pediocina e extrato de hibisco

2.2.6 Identificacdo dos possiveis pontos de contaminacdo do presunto
cozido fatiado no ambiente de fiambreria das bancas do mercado publico de Porto

Alegre.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 PRODUTOS CARNEOS PRONTOS PARA O CONSUMO

Uma das principais tendéncias alimentares sdo os produtos prontos para
0 consumo, uma vez que se observa um aumento na demanda desse tipo de
alimento (GERMANO e GERMANO, 2008; FORSYTHE, 2013). Sabe-se que estes
sdo alimentos que ndo se mantém as propriedades originais da carne in natura, ou
seja, ha uma alteracdo dessas propriedades por tratamentos fisico, quimico ou
biolégico, ou ainda pela combinacdo destes tratamentos (PARDI et al., 2001).

No processamento da carne, normalmente fazem-se cominui¢cdes ou
cortes da mesma, com adicdo de condimentos, especiarias e de aditivos. Esse
processo de industrializacdo da carne acaba prolongando a vida de prateleira do
produto, pois minimiza ou anula a agdo de micro-organismos atraves de suas
enzimas, 0 que mantém as propriedades nutritivas e organolépticas por maior
periodo (PARDI et al., 2001).

Apesar de existirem diversos fatores que influenciam a qualidade
sensorial e a seguranca de, por exemplo, um produto carneo fatiado, apés revisédo
de literatura, ndo foram encontrados trabalhos cientificos nem legislacdes que
especifiguem a validade comercial de produto carneo apés o fatiamento. Isso é
preocupante visto que cada estabelecimento é que determina, sem critérios
cientificos, a validade comercial dos produtos fatiados (SOUZA, 2015).

Os produtos vendidos como peca inteira em supermercados em geral
apresentam o0s maiores prazos de validade, seguidos pelos presuntos fatiados
embalados pelas industrias. Os primeiros provavelmente em geral possuem maior
validade cerca de 2 meses por ndo serem submetidos ao processo de fatiamento,
gue os expde a um maior risco de contaminacgéo. Os frios fatiados e embalados pela
industria apresentam diferencas de periodo de validade entre as marcas
reconhecidas no mercado. Essa diferenca pode decorrer do processo produtivo, do
tipo de embalagem e do acondicionamento dos produtos (SOUZA, 2015). Uma
grande proporcdo desse produto € fatiada pelo estabelecimento de varejo e
embalada sem qualquer prazo de validade nos pacotes, sendo assim o tempo de

armazenamento desse alimento depende unicamente do consumidor, que muitas



vezes ndo tem nocgdo da temperatura em que se mantém seu refrigerador domeéstico
(MARKLINDER et al, 2004; GARAYOA et al., 2005). Segundo Carrasco et al. (2007)
e Godwin et al. (2007) observa-se que grande porcentagem dos refrigeradores
domésticos e de varejo esta acima de 4°C, sendo essa a temperatura recomendada
para manterem-se os alimentos prontos para o consumo, facilitando o crescimento

de patégenos psicrotréficos que por ventura estejam presentes no alimento.

3.1.1 PRESUNTO COZIDO FATIADO
Observa-se uma crescente preocupacdo frente a importancia da
veiculacdo de Listeria monocytogenes e Salmonella sp. em produtos carneos
derivados de suinos, com énfase aos produtos prontos para 0 consumo, que nao
necessitam de tratamento térmico, como é o caso do presunto cozido (SALVATORI,
BESSA e CARDOSO, 2003; JO et al, 2005; MOTTIN et al, 2006; MEHRABIAN e
JABERI, 2007). Esse alimento é um dos produtos mais populares no mundo
(TOLDRA, 2004)
De acordo com a definicdo dada pelo Regulamento Técnico de Identidade

e Qualidade de Presunto na Instru¢do Normativa niumero 20, de 31 de julho de 2000,
entende-se por presunto cozido o produto carneo industrializado obtido
exclusivamente com o pernil de suinos, desossado, adicionado de ingredientes,
curado em salmoura, submetido a um processo de cozimento adequado e
refrigerado apos a coccéo (BRASIL, 2000; ORDONEZ et al, 2005).

Segundo Roca (2000), as etapas que envolvem o processo de producédo do
presunto cozido séo:
- Pesagem do pernil de suino sem o couro e desossado;
- Injecéo de solucdo de cura, numa proporcéo de 25% do peso do pernil;
- Cura e tambleamento: feita sob refrigeracdo (2 a 4°C) durante 4 a 6 dias;
- Enformagem: formas de aco inox, protegendo com um filme plastico;
- Cozimento: cozinhar em banho-maria a 85°C. As formas de 500 g devem ser
cozidas por 55 minutos e as formas de 1000 g por 90 minutos;
- Esfriar as formas em agua corrente e depois em refrigeracao por 24 horas;
- Desenformar e embalar a vacuo e armazenar sob refrigeracao.

Tem por caracteristicas a apresentacado de no minimo 14% de proteina bruta,

pH entre 5,9 e 6,1 e atividade de 4gua variando entre 0,91 a 0,97, sendo que tais



caracteristicas tornam o produto susceptivel a contaminacdo por patdégenos (JAY,
2005; BRASIL, 2000). A contaminagéao do produto pode ser durante a cura, durante
ou depois da desossa, corte e embalagem (TOMPKIN, 2002).

3.2 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DE PRODUTOS CARNEOS

A tendéncia do aumento da procura de alimentos prontos para 0 consumo
gera uma maior atencdo quanto a inocuidade dos alimentos, visto que 0s mesmos
ndo necessitam de aquecimento prévio antes do consumo e consequentemente
aumentam o risco de possiveis micro-organismos causadores de doencas sendo
veiculados via produto (GERMANO e GERMANO, 2008).

Devido ao excelente teor nutricional contido nos alimentos, eles tornam-se
de grande importancia diaria para os consumidores, contudo toda essa abundancia
nutricional, por exemplo, faz das carnes, em geral, um meio ideal para crescimento
microbiano (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

Em termos de seguranca microbiolégica e alimentar existe uma ampla
variedade de micro-organismos patogénicos que frequentemente contaminam os
alimentos, podendo apresentar risco a saude do consumidor. Podem causar
intoxicacbes (através da ingestdo de seus metabdlitos), infeccdes (por ingestdo de
células bacterianas viaveis) ou ainda toxi-infeccées pela ingestdo de células viaveis
produtoras de toxinas (GAVA, SILVA e FRIAS, 2008).

A resolucdo — RDC numero 12, de 02 de janeiro de 2001, traz os limites
maximos toleraveis de determinados micro-organismos que podem ou ndo estarem
presentes nos alimentos e que devem ser pesquisados, como ilustra a tabela 1. A
instrucdo normativa n° 09, de 08 de abril de 2009, institui os procedimentos de
controle de Listeria monocytogenes em produtos de origem animal prontos para o
consumo, sendo que exigem a auséncia do patégeno em 25 g do alimento
analisado.

A legislacdo brasileira ndo estipula um valor limite para 0os micro-
organismos psicrotréficos; contudo segundo Champagne (1994), contagens de
psicrotroficos acima de 6 logl0 UFC/mL (Unidades Formadoras de Col6nias/ mL)
tornam perceptiveis as alteracdes organolépticas de leite e derivados. Sendo assim,
a presenca de psicrotroficos é indesejada, visto que possuem capacidade de

produzir enzimas lipoliticas e proteoliticas termorresistentes, as quais mantém



viaveis suas atividades degradantes mesmo apoés tratamento térmico. Com isso,
alguns problemas relacionados a qualidade dos produtos lacteos como perda das
propriedades organolépticas e de consisténcia e ainda gelatinizacdo ao longo da
vida de prateleira do leite UHT (Ultra High Temperature), podem estar associados a
acéo dessas enzimas (ROSSI JUNIOR et al., 2006).

Tabela 1. Micro-organismos exigidos pela legislacdo em analises microbioldgicas de
alguns produtos carneos e seus limites quantitativos toleraveis. Dados expressos em

UFC/ml (Unidades Formadoras de Col6nias/ mL).

Alimento Micro-organismo Tolerancia Numero Numero
indicativa/ de maximo de
Limite maximo amostras lotes com
permitido contagem
limitrofe
Produtos Coliformes a 103 5 2
carneos 45°Clg
cozidos ou Staphylococcus 3x103 5 1
nao, coagulase
embutidos ou positiva/g
nao Salmonella sp./25¢g Auséncia 5 0
(mortadela,
salsicha,
presunto, Clostridium sulfito 5x102 5 1
fiambre, redutor a 46°C
morcela e
outros).

Fonte: ANVISA, RDC 12, de 02 Janeiro de 2001.

As bactérias acido-laticas estdo sendo o0 maior grupo associado a
deterioracdo de produtos carneos cozidos embalados a vacuo estocados em
temperaturas de refrigeracdo. Essas bactérias produzem defeitos como odores,
esverdeamento e a formacdo de limo superficial, afetando a vida de prateleira do
produto (EGAN, 1983; BORCH, KANT-MUERMANS e BLIXT, 1996; CARVALHO,
2010; SADE, 2011).

O crescimento de micro-organismos patogénicos que podem ser
veiculados por alimentos, como Salmonella sp. e Listeria monocytogenes, ndo é
necessariamente acompanhado por altera¢des na aparéncia, odor, sabor ou textura
do alimento que possam ser detectados pelos sentidos humanos, logo, podem

representar um grave problema de saude. Ja o crescimento de micro-organismos



deteriorantes pode ser rapidamente identificado por alteracbes sensoriais, muitas
vezes provenientes da acdo de enzimas produzidas pelos mesmos (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2011).

Um correto tratamento térmico, refrigeracdo adequada, manipulacdo
cuidadosa apds o tratamento térmico e a qualidade de barreira ao oxigénio da
embalagem a vacuo afetam significativamente a vida de prateleira do produto. O
processo térmico dos produtos destréi a maioria dos micro-organismos presentes na
matéria-prima, contudo, alguns Streptococcus sp. e esporos de Clostridium podem
sobreviver e acabarem originando problemas de deterioragdo. Outro organismo
termorresistente, Weissella viridescens, pode vir a sobreviver e juntamente com
Aerococcus viridans e Carnobacterium viridans, os quais sdo contaminantes do
meio, produzem peroxido de hidrogénio (H,O,) durante o periodo de
armazenamento em temperatura de refrigeracdo e por consequéncia fazem a
descoloracéo verde na abertura da embalagem a vacuo (HOLLEY e GILL, 2005).

Enterobacteriaceae psicrotroficas como a Serratia, Hafnia e Enterobacter
podem causar problemas de cor e odor em produtos carneos curados, caso a
temperatura seja superior a 7°C, todavia no que se observam, estes micro-
organismos sao mantidos sob controle pela combinacdo mutua de baixa temperatura
e atividade de agua (0,96- 0,98) (HOLLEY e GILL, 2005).

3.2.1 Listeria monocytogenes

Dentre 0s micro-organismos comumente associados com doencas
veiculadas por alimentos esta Listeria monocytogenes e sabe-se que desde 1929 ela
vem causando a listeriose em humanos, todavia somente nos anos 80 que sua
transmissdo foi associada via alimentos (UBOLDI-EIROA, 1990; GERMANO e
GERMANO, 2008). Esse micro-organismo pode ter um periodo de incubacéo longo
— de até 90 dias — fato que dificulta a correlagdo entre a bactéria e o alimento
consumido que a veiculou (GANDHI e CHIKINDAS, 2007; FORSYTHE, 2013).

O género Listeria € composto por 6 espécies (L. monocytogenes; L.
innocua,; L. seeligeri; L. welshimeri; L. ivanovii e L. grayi) e dentro dele a Listeria
monocytogenes é a mais preocupante em termos de saude publica, pois € a mais
patogénica e pode causar uma doenca veiculada por alimentos (JAY, 2005;
GERMANO e GERMANO, 2008; ANDRADE et al., 2014).



Existem doze sorotipos de Listeria monocytogenes, contudo segundo
Kathariou (2002), em meédia, 95% dos isolados de listeriose em humanos séo
causados pelos sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b.

E um bacilo pleomorfico, gram-positivo, com temperatura ideal de
crescimento a 37°C, porém por ser uma bactéria psicrotrofica € capaz de se
desenvolver em temperaturas baixas (BRANCO et al., 2003; DYKES, 2003;
ROCOURT et al, 2003; RHOADES, DUFFY e KOUTSOUMANIS, 2009; CARVALHO,
2010). Essa capacidade faz com que L. monocytogenes seja um patdgeno
importante, principalmente em alimentos que ficam mantidos sob refrigeragéo,
destacando-se os alimentos prontos para o consumo que dispensam qualquer tipo
de tratamento térmico ou reaquecimento antes do consumo (KATHARIOU, 2002).

A ampla faixa de crescimento em temperatura que varia de 0,4 até 45°C
(BARBOSA et al, 1994; FRANCO e LANDGRAF, 2008), em pH que oscila de 5,0 —
9,0 (BELL E KYRIAKIDES, 2005; FRANCO e LANDGRAF, 2008), capacidade de
tolerar estresse osmotico (RHOADES, DUFFY e KOUTSOUMANIS, 2009) e de
tolerar altas concentracfes de cloreto de soédio (FARBER E PETERKIN, 1991;
ROCOURT et al, 2003) facilita a L. monocytogenes em multiplicar-se em alimentos
gue sdo mantidos sob temperatura de refrigeracdo (FRANCO e LANDGRAF, 2008).
L. monocytogenes pode ser facilmente destruida por tratamentos térmicos
(TOMPKIN, 2002), mas segundo Barbalho et al (2005) e Goncalves et al (2005) esse
patdégeno é capaz de sobreviver ao processamento, aumentando as chances de
contaminacdo cruzada com outros alimentos, ainda mais se ndo houver um bom
controle do processamento.

Visto as principais apresentacdes clinicas da listeriose, sugere-se que a
bactéria apresente um tropismo para o0 sistema nervoso central e para a placenta,
podendo causar encefalite, meningite, infeccdo transplacentaria e neonatal, aborto,
septicemia, endocardite, infec¢des localizadas e gastroenterite. Os sinais clinicos em
humanos podem ser precedidos por sintomas semelhantes a gripe e podem
progredir para sintomas severos e levando até ao obito (SILVA et al., 2010).

Gestantes, recém-nascidos, idosos, pacientes submetidos a hemodialise,
terapias prolongadas com corticosterodides e imunodeprimidos sdo a populacdo mais
suscetivel (BRANCO et al., 2003). A gravidade da infec¢cdo nessas populacdes faz

com gue seja necessario ter um controle mais rigido para evitar exposi¢cao ao agente
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(TOMPKIN, 2002). As taxas de mortalidade podem ser elevadas: 70% nos casos de
meningite, de 50% de sepse e podem ser maiores que 80% em infec¢cdes neonatais
(GERMANO e GERMANO, 2008; FORSYTHE, 2013)

De acordo com a literatura ndo existem muitos relatos de incidéncia de
listeriose no Brasil, segundo Germano e Germano (2008) esse fato pode ser oriundo
de subnotificacdes de doencas veiculadas por alimentos e/ou da dificuldade de
diagnéstico.

Listeria monocytogenes tem sido isolada ndo s6 de leite cru e
pasteurizado, queijos, carne bovina e suina, de aves, peixes, embutidos, carne
moida de diferentes animais, produtos carneos crus e termoprocessados, mas
também de produtos de origem vegetal, de origem marinha e refeicbes preparadas
(FRANCO e LANDGRAF, 2008; VALLIM et al, 2015).

Diferentes tipos de alimentos séo identificados em casos de surtos de
listeriose, valendo ressaltar que certos alimentos s&o considerados de maior
importancia para a veiculacdo de L. monocytogenes, como € o caso de alimentos
prontos para o consumo e refrigerados visto que ndo € necessario aquecé-los
previamente ao consumo, como ainda, possuem uma ampla vida de prateleira,
podendo manter viavel essa bactéria (SAKATE et al, 2003; LUNDEN et al 2003;
ZHU et al, 2005). Historicamente esse patdgeno vem sendo associado como o mais
comum encontrado em alimentos prontos para o consumo, principalmente devido a
sua natureza ubiqua e por ser capaz de resistir a erradicacdo feita no local de
processamento de alimentos (CARPENTIER E CERF, 2011).

A dose minima de micro-organismo capaz de causar a infeccdo ainda nao
esta estabelecida, sendo variavel de acordo com o isolado, estado do hospedeiro e
fatores de susceptibilidade. Segundo Tompkin (2002), alimentos relacionados em
surtos ou casos de listeriose excederam 1.000 unidades formadoras de coldnias
(UFC) por grama ou mililitro. Forsythe (2013) sugere que uma dose inferior a 1.000
UFC podem causar a doenca, enquanto Jemmi e Stephan (2006) mencionam que a
dose infecciosa minima esta entre 10? e 10° UFC por grama. Segundo Sakate et al
(2003) e Selby et al (2006) alimentos contendo mais de 100 UFC/g ou 100 UFC/mL
de L. monocytogenes sao considerados alimentos de alto risco para transmissédo da

doenca.
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3.2.2 Salmonella sp.

As salmonelas séo bacilos gram-negativos, ndo formadores de esporos, a
grande maioria possui motilidade apresentando flagelos peritriqueos e séo
anaerébios facultativos, Sao indol e oxidase negativa e produtoras de &acido
sulfidrico, crescem numa faixa que varia entre 7 — 45°C, com temperatura 6tima de
37°C e suportam variacdo de pH entre 4,0 — 9,0 (OLIVEIRA, 2000). Segundo
Forsythe (2013) essa faixa de crescimento é mais restrita, ficando entre 5°C até
38°C e sao eliminadas a 60°C quando submetidas por 15 a 20 minutos.

Essas bactérias estdo amplamente distribuidas no ambiente, sendo o
principal habitat o trato intestinal de humanos e animais de sangue quente,
principalmente aves. As principais fontes de contaminagdo sao a agua, o solo, as
fezes de animais, os insetos e as superficies de equipamentos e utensilios de
fabricas e cozinhas (SILVA et al.,, 2010). Todavia, a contaminacado inicial € dada
através das fezes (QUINN et al., 2005).

Salmonella sp. € um dos micro-organismos mais comumente envolvidos
em casos de doencas alimentares. A sua presenca no alimento ocorre por
manipulacédo inadequada ou contaminacdo cruzada. A presenca de Salmonella sp.
no alimento, torna-o impréprio para o consumo humano, pelo risco de dano a saude
do consumidor (SILVA et al., 2010).

Os sinais clinicos das salmoneloses surgem apés um intervalo de 16 a 72
horas apdés a ingestdo e incluem nausea, vomito, diarréia, febre e cdlicas
abdominais, calafrios, dor de cabeca e fraqueza (SILVA et al, 2010; FORSITHE
2013). Normalmente a doenca é autolimitante, podendo apresentar uma forma mais
grave em idosos e criancas (SAMUEL et al, 2007) e tende a persistir durante 2 a 7
dias (FORSITHE, 2013). Humanos e animais podem se infectar sem apresentar
sintomas, assim tornam-se portadores assintomaticos, 0s quais esporadicamente
podem excretar salmonelas contaminando o ambiente e animais (FRANCO e
LANDGRAF, 2008). A salmonelose é uma das principais zoonoses mundiais, 0
aparecimento de novos sorovares esta relacionado ao uso indiscriminado de
antibiéticos (VELGE, CLOECKAERT e BARROW, 2005)
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3.2.3 Staphylococcus COAGULASE POSITIVA

O género Staphylococcus possui mais de 30 espécies, sdo cocos gram-
positivos, anaerébios facultativos, catalase positiva, imoveis, oxidase negativo e ndo
formadores de esporos (QUINN et al.,, 2005). S&o bactérias mesofilas, podem
crescer em temperatura de 6,7°C até 47,8°C, podendo produzir suas toxinas na faixa
de 10°C até 46°C (JAY, 2005). Suportam variacdo de pH entre 4,0 — 9,8. Sdo
tolerantes a concentracdes de 10 — 20% de cloreto de sodio e a nitratos, o que torna
os alimentos curados, veiculos potenciais para o seu crescimento (FRANCO e
LANDGRAF, 2008).

Sao comensais da pele de animais e de humanos. Também séo
encontrados em mucosas do trato respiratorio superior e urogenital inferior e como
transitorios no trato digestivo, sendo relativamente estaveis no meio ambiente
(QUINN et al., 2005). As fontes de contaminacdo mais importantes em termos de
alimentos estéo relacionadas com as narinas, maos e bragcos de manipuladores de
alimentos (THAYER e BOYD, 1992; JAY, 2005).

O Staphylococcus aureus é a espécie de maior importancia dentro do
género, uma vez que pode ser veiculado por alimentos. E frequente em nosso meio,
principalmente nas épocas mais quentes do ano uma vez que essa época facilita
sua multiplicacdo e dificulta a manutencéo da cadeia do frio dos alimentos. Nao é
capaz de crescer em temperatura de refrigeracdo, necessita que haja uma
temperatura abusiva a essa para se multiplicar (ERDMAN, THATCHER e
MCQUEEN, 1961; THAYER e BOYD, 1992; VALSECHI, 2006; CARVALHO, 2010).
S. aureus causa uma intoxicacao, provocada pela ingestdo de toxinas pré-formadas
no alimento, quando ocorre a multiplicacdo das células. As toxinas sédo proteinas de
baixo peso molecular, resistentes a coccao e as enzimas proteoliticas. A ingestdo de
menos de 1 pg ja pode gerar a sintomatologia da intoxicagdo, sendo essa
quantidade atingida quando a populacdo de S .aureus obtém valores entre 10> — 10°
UFC/g de alimento (SILVA et al., 2010). O aparecimento dos sintomas normalmente
aparece 4 horas apés a ingestdo do alimento contaminado e incluem nauseas,
célicas abdominais agudas, diarreia, dor de cabeca, sudorese, prostracdo e queda
da temperatura corporal. Os sintomas duram em média de 24 a 48 horas (JAY,
2005).
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A legislacdo estabelece um limite de 102 UFC/g de alimento para esse
patdgeno em produtos de origem animal e um valor acima torna o alimento impréprio

para o consumo humano, por estar fora dos padrées sanitarios (SILVA et al., 2010).

3.2.4 Escherichia coli

Na tentativa de isolar o agente etioldgico da célera, o médico austriaco
Escherich, em 1885 acabou isolando um micro-organismo conhecido atualmente
como Escherichia coli. Entdo, com o passar do tempo sugeriu-se 0 uso dessa
bactéria como indicador de poluicdo fecal e somente em 1985 um teste foi sugerido
para mensurar a potabilidade da agua, sendo um marco do inicio do uso dos
coliformes como indicadores de patégenos em agua, pratica que também foi
estendida aos alimentos (JAY 2005).

A industria alimenticia padronizou a quantificacdo desse micro-organismo
como indicador da qualidade higiénico-sanitaria, ou seja, a presenca de coliformes
nos alimentos indica condi¢cbes inadequadas de higiene durante ou apds a
fabricacdo do produto e sugere a presenca de enteropatégenos, uma vez que € um
indicador de contaminacao fecal (FRANCO e LANDGRAF, 2008; CARVALHO, 2010)

Os coliformes podem ser encontrados colonizando o trato intestinal do
homem e de animais de sangue quente sem causar doencas, porém algumas
linhagens e sorotipos podem provocar injarias severas, sendo altamente
patogénicas ao ser humano (GERMANO e GERMANO, 2008). Muitas linhagens de
E. coli sdo de baixa viruléncia, todavia podem causar infec¢cdes oportunistas extra-
intestinais; em contrapartida as linhagens patogénicas podem provocar sérias
manifestacdes clinicas, podendo levar ao 6bito (QUINN et al., 2005). Podem causar
diarreia, infeccdo urinaria, doencas respiratorias e outras enfermidades, variando o
periodo de incubacéo da doenca dependendo da linhagem e sorotipo de infeccao -
enteropatogénica, enterotoxigénica, enterohemorragica, enteroinvasiva (VALSECHI,
2006; GERMANO e GERMANO, 2008) ou enteroagregativa (ANDRADE,
HAAPALAINEN e NETO, 2011).

A Escherichia coli € um bacilo gram-negativo, produtor de indol e incapaz
de utilizar citrato como a uUnica fonte de carbono, esta incluida nos grupos dos
coliformes termotolerantes (SILVA et al.,, 2010). Sdo bactérias mesofilas, com

capacidade de multiplicacdo entre 7°C a 46°C, com temperatura Otima de
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crescimento a 37°C, no entanto ainda existem cepas que sao capazes de se
multiplicarem a 4°C. Pode ser destruida a 60°C e é capaz de sobreviver por longo
periodo em temperatura de refrigeracdo. Sua contaminag¢do nos solos e 4guas esta
relacionada ao fato de serem eliminadas pelas fezes, uma vez que representam
cerca de 80% da microbiota intestinal aerébica de humanos animais (GERMANO e
GERMANO, 2008).

3.2.5 BACTERIAS PSICROTROFICAS

As bactérias psicrotroficas sdo conhecidas por possuirem a capacidade
de se multiplicarem em temperaturas de refrigeracéo, independente da temperatura
otima de crescimento das mesmas, a qual pode variar, devido ao metabolismo
elevado, predominantemente lipoproteolitico. Estas bactérias podem apresentar-se
como bastonetes, cocos, vibrios, podem formar ou n&o esporos, serem gram-
negativas ou positivas, aerébias ou anaerobias (SORHAUG e STEPANIAK, 1997;
VALSECHI, 2006; CARVALHO, 2010).

Os géneros desses micro-organismos mais encontrados em alimentos
sdo Aeromonas, Alcaligenes, Cytophaga, Flavobacterium, Pseudomonas, Serratia e
Vibrio. Algumas bactérias sdo gram-positiva como Arthrobacter, Bacillus, Clostridium
e Micrococcus. Dentre estas, varias sdo responsaveis pela diminuicdo da validade
comercial de alimentos e sua consequente deterioracdo (COUSIN et al, 2001;
VALSECHI, 2006; CARVALHO, 2010). Ainda estédo presentes os géneros Listeria e
Chromobacterium (ENEROTH, AHRNE e MOLIN, 2000; TEH et al., 2011). No que se
demonstram em outros estudos, as bactérias gram-negativas tém maior ocorréncia
dentre as bactérias psicrotroficas (PINTO et al., 2006; SITOHY, MAHGOUB e
OSMAN, 2011; TEH et al., 2012).

Entre os micro-organismos deteriorantes de produtos carneos
destacam-se 0s gram-negativos, 0s quais crescem na superficie do alimento, ja os
gram-positivos predominam no seu interior. A deterioracdo vem a causar alteracées
fisicas, quimicas e/ou organolépticas, modificando assim a aparéncia e propriedades
dos produtos, por consequéncia do metabolismo dos micro-organismos presentes no
alimento (TAVARES, 2002).

Em temperaturas de refrigeracdo e sob atmosfera aerdbica, a

microbiota deteriorante predominante na carne é dada por Pseudomonas sp., ja em
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condicdes anaerdbias pelos Lactobacillus (LAWRIE, 2005). Quando a carne é
embalada a vacuo ou é submetida a uma atmosfera modificada com mais de 20%
de CO,, observa-se que o crescimento de Pseudomonas sp. € suprimido. Sob estas
condicdes as bactérias lacticas crescem rapidamente (Lactobacillus, Carnobacterium
e Leuconostoc) e sdo comumente 0s Unicos micro-organismos detectaveis durante o
armazenamento refrigerado em atmosfera modificada (HOLLEY e GILL, 2005).

Alguns dos defeitos causados pelos micro-organismos em condi¢cdes
aerbbicas sdo: a limosidade superficial; alteracdo na cor dos pigmentos da carne;
rancificacao; fosforescéncia; alteragdes na cor, no odor e sabor estranho (FRANCO
e LANDGRAF, 2008).

A cor é o principal critério de qualidade que os consumidores utilizam na
hora de comprar os produtos carneos. No caso de carnes cozidas e curadas, 0s
Lactobacillus viridescens, Leuconostoc e Enterococcus produzem H,O,, podendo
assim causar coloracdo esverdeada nos produtos. Esta alteracdo € oriunda pela
reacdo da H,O, com a mioglobina presente em carnes curadas. Devido ao fato deles
gerarem H,O, na presenca de oxigénio, a descoloracdo aparece quando esses
produtos carneos sdo expostos ao ar, logo apds a abertura dos pacotes (SADE,
2011).

A ocorréncia do limo superficial esta relacionada com a temperatura de
armazenamento e com a quantidade de agua disponivel no produto, sendo que
alimentos com alta atividade de agua e mantidos em temperatura de refrigeracao
normalmente apresentam essa alteracdo pela presenca de Pseudomonas
alcaligenes. Ja em produtos com menor atividade de agua, como os embutidos, os
causadores deste defeito sdo os Micrococcus e as leveduras, e nos alimentos com
menor atividade de agua ainda, sdo os bolores (BANDEIRA, 2004). Os principais
defeitos microbiolégicos nas carnes curadas sdo a formacao de limo superficial e o
surgimento de bolores. Bactérias lacticas crescem a temperatura de refrigeracéo, na
superficie dos produtos carneos curados que apresentam umidade adequada. Nao
crescem se a superficie estiver seca. Logo, a umidade necessaria ao crescimento
bacteriano € a mesma que a superficie necessita para ter um bom aspecto
(FRANCO e LANDGRAF, 2008).

O esverdeamento do alimento também ocorre devido ao crescimento

de micro-organismos no centro do produto, onde o baixo potencial redox propicia o
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acumulo de H,0,. Outras alteracfes na coloracdo de derivados carneos podem ser
oriundas de pigmentos bacterianos, produzidos pela Serratia marcescens ou
qualquer outra bactéria produtora de pigmento vermelho. Leveduras produtoras de
pigmentos podem ocasionar surgimento de diversas cores no produto: branco,
creme, rosa ou marrom. Ainda, pontos brancos podem aparecer devido ao
crescimento de varios bolores, sendo o Sporotrichum carnis 0 mais comum. Ja 0s
esporos verdes de diversas espécies de Pencillium provocam o aparecimento de
pontos esverdeados (FORREST et al.,, 1979; DIKEMAN e DEVINE, 2014). O
esverdeamento superficial bacteriano das carnes curadas é originado pelas mas
condi¢cdes higiénicas durante 0 processamento ou armazenamento do produto
elaborado (FARIA, 2001).

As bactérias acido-lacticas psicrotréficas constituem uma populacéo
relativamente importante da populacdo microbiana em produtos carneos embalados
em atmosfera modificada. O crescimento elevado das mesmas pode provocar
mudancas adversas sensoriais, tais como odores indesejaveis (BORCH, KANT-
MUERMANS e BLIXT, 1996; VALSECHI, 2006; CARVALHO, 2010). A proliferagédo
desse tipo de bactérias em embalagens a vacuo € favorecida devido a sua tolerancia
ao sal. O nitrito apresenta apenas um pequeno efeito inibidor no seu crescimento.
Em geral os microrganismos dominantes sdo as bactérias acido-lacticas (HOLLEY e
GILL, 2005).

A verdadeira putrefacdo consiste na decomposicdo anaerdbia das
proteinas, com a producdo de substancias que conferem odores desagradaveis
como H,S (&cido sulfidrico), indol, escatol, amdnia, aminas, entre outros. Tal fato
geralmente é associado a presenca de Clostridium, Pseudomonas, Achromobacter e
Proteus (BANDEIRA, 2004). Todavia, sob condi¢cdes anaerobicas, os Clostridium
requerem temperaturas mais elevadas que as de refrigeracdo para 0 seu
crescimento (PARDI et al., 2001).

3.3 FATORES QUE AFETAM O CRESCIMENTO MICROBIANO
E bastante dificil prever o qudo rapido os micro-organismos irdo se
desenvolver, tal fato se da pelos alimentos serem quimicamente complexos, a

maioria deles apresenta nutrientes suficientes para tornar possivel a multiplicagédo
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bacteriana. Sendo assim, fatores relacionados com os alimentos podem propiciar,
prevenir ou limitar a multiplicagdo microbiana nos alimentos (FORSYTHE, 2013).

Dentre os principais fatores que podem afetar o crescimento microbiano
estdo: composicdo nutricional, pH, relacdo entre tempo e temperatura do
processamento, temperatura de armazenagem, disponibilidade de oxigénio e
umidade (quantidade de agua disponivel) (HENNEKINNE, BUSYER e DRAGACCI,
2011; FORSYTHE, 2013). Estes parametros podem ser divididos em fatores
intrinsecos e extrinsecos, detalhados na tabela 2.

Tabela 2. Parametros intrinsecos e extrinsecos que afetam a multiplicacédo

microbiana
Parametros Intrinsecos Parametros Extrinsecos
Atividade de agua, identidade de umectantes Temperatura
Disponibilidade de oxigénio Umidade relativa
pH, acidez, identidade de acidulantes Composicao atmosfeérica
Capacidade de tamponagem Embalagem

Nutrientes disponiveis
Substancias naturalmente antimicrobianas
Presenca e identidade da microbiota natural

Forma coloidal

Fonte: FORSYTHE, 2013

Ao adicionarem-se solutos no preparo dos alimentos, estes acabam por
modificar as propriedades em que se encontrava a solucdo, isso faz com que o0s
micro-organismos passem a competir com as moléculas de soluto pela agua livre. O
valor de atividade de agua (aw) em geral é que estabelece o valor minimo em que
possa haver multiplicacdo bacteriana, isto faz com que essa propriedade venha sido
utilizada com frequéncia como método de conservacéo, através da adi¢cdo de sal ou
acucar no alimento e com isso reduzindo a agua disponivel necessaria para
multiplicacdo bacteriana. Cada micro-organismo possui uma faixa 6tima de pH e
temperatura, onde seu crescimento € maximo, a medida que vai se seguindo para

os extremos do valor 6timo, ha uma redugdo na multiplicagcdo microbiana
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(FORSYTHE, 2013). Alguns valores de atividade de &gua, pH e temperatura sédo

ilustrados na tabela 3.

Tabela 3. Limites de multiplicacdo microbiana, atividade de agua, pH e temperatura

Micro-organismo Faixa de Minima Atividade Faixa de
pH de Agua (aw) Temperatura (°C)
L. monocytogenes 4,4-9,4 0,920 -0,4 - 45
Escherichia coli 4,0-9,0 0,935 07 -49,4
Bacillus cereus 4,3-9,3 0,930 04 — 52
Lactobacillus spp. 3,8-7,2 0,930 05-45

Fonte: FORSYTHE, 2013

Devido ao efeito inibidor do sal adicionado, nitrito e fumaca, as carnes
curadas tém uma vida de prateleira maior quando comparadas com as carnes
frescas. A adicdo de acucar nas formulacdes de carnes curadas facilita as reacdes
fermentativas, atrasando mudancas proteoliticas indesejaveis (HOLLEY e GILL,
2005).

3.4 ENZIMAS EXTRACELULARES

As enzimas extracelulares sao produzidas pelas bactérias contaminantes
durante a fase exponencial e estacionaria do crescimento bacteriano (HADDADI et
al., 2005). Este processo é influenciado pela concentracdo de oxigénio, quorum
sensing, temperatura, teor de ferro e variacdo de fase de crescimento (BUCHON et
al., 2000; NICODEME et al., 2005).

Das principais enzimas extracelulares produzidas por bactérias
contaminantes, destacam-se as enzimas proteoliticas e lipoliticas, as quais
degradam respectivamente proteinas e lipidios (JAEGER et al., 1994; DEETH, 2006;
MARTINS et al., 2006; NORBERG et al., 2011).

Os micro-organismos capazes de produzir enzima proteolitica, podem
obter fonte de nitrogénio das mesmas, uma vez que a maior parte do nitrogénio
contido nos alimentos é encontrado formando parte das proteinas. A protedlise
ocorre através da quebra da proteina em peptideos e aminoacidos. Os peptideos

obtidos da quebra tém sabor amargo, modificando o sabor original do alimento,
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todavia este ainda ndo chega a ser desagradavel. A decomposicao de polipeptidios
e aminoacidos em condi¢Bes anaerdbicas acaba formando compostos sulfurados
com odores desagradaveis oriundos da putrefacdo e formacdo de sulfetos de
hidrogénio, metil-etil-mercaptano, compostos amoniacos e aminas (VALSECHI,
2006).

As lipases hidrolisam os triglicerideos. Os produtos da reagdo sdo 0s
acidos graxos livres e mono e diglicerideos e, em alguns casos, o glicerol. Por
definicdo as lipases atuam na interface lipideo-agua de emulsdes de cadeia longa
(JAEGER et al., 1994; DEETH, 2006).

As enzimas lipoliticas produzem um sabor rancoso e a perda de
propriedades funcionais, sendo uma constante preocupacdo para a industria de
alimentos (MARTINS et al., 2006; SHIMOKOMAKI et al., 2006).

Os principais micro-organismos responsaveis pela rancificagdo de
produtos carneos sao as Pseudomonas, outros gram-negativos, Bacillus, leveduras
e bolores. Substancias eventualmente produzidas durante a oxidacao (aldeidos e
cetonas) e durante a hidrolise da gordura (acidos graxos) podem ser responsaveis
por sabor e odor estranhos. Outra alteracdo que ainda pode ocorrer em condi¢des
aerobicas nos produtos carneos é a fosforescéncia. Apesar de ser rara, é causada
por bactérias luminescentes ou fosforescentes que crescem na superficie da carne,
sendo um exemplo a Photobacterium (FRANCO e LANDGRAF, 2008). O fendmeno
de fosforescéncia da carne deve-se a acdo da enzima luciferase, contida nesta
bactéria (BANDEIRA, 2004).

O odor e o sabor desagradaveis devem-se ao acumulo de acidos
organicos durante a degradacdo enzimatica de moléculas complexas por acao
bacteriana (BANDEIRA, 2004).

3.5 BIOFILMES MICROBIANOS

Os biofilmes sdo uma das principais formas de vida microbiana em que
uma uanica ou varias espécies de bactérias formam comunidades densamente
povoadas, tipicamente enclausuradas numa matriz de um polimero que € secretado
(COSTERTON, LEWANDOWISKI e CALDWELL, 1995; HALL-STOODLEY e
STOODLEY, 2009; ABEE et al, 2011; STEENACKERS, HERMANS e
VANDERLEYDEN, 2012; HOBLEY, HARKINS e MACPHEE, 2015) o qual
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comumente se compOe de DNA, lipideos, exopolissacarideos e proteinas
extracelulares, muitos dos quais apresentam propriedades semelhantes as amiloides
(BRANDA et al, 2005; FLEMMING e WINGENDER, 2010).

O inicio da formacéo do biofilme se da pela adesédo de células bacterianas
com moléculas organicas e inorganicas depositadas em uma superficie, seguida
pela adesdo de microrganismos nesta estrutura pré-formada. Nessa fase, estruturas
externas das bactérias (pili, fimbrias) formam uma ponte entre as células bacterianas
e o0 substrato, gerando maior estabilidade (KUMAR e ANAND, 1998). Micro-colbnias
desenvolvem-se formando um biofilme maduro que esta associado com a formacéao
de exopolissacarideo. Uma importante etapa no processo de maturacdo € a
formacao da arquitetura do biofilme, que se acredita ser controlada em resposta ao
guorum-sensing (DAVEY e O'TOOLE, 2000).

A ubiquidade dos biofilmes esta relacionada com a capacidade de
colonizacdo de micro-organismos tanto em superficies bidticas, quanto abioticas.
Isso sugere que viver em comunidade € um ponto critico na existéncia e evolucéo
bacteriana (HALL- STOODLEY, COSTERTON e STOODLEY, 2004). As bactérias
gue convivem no biofilme sdo capazes de tolerar danos fisicos e quimicos quando
comparadas as ceélulas planctbnicas e uma vez que essas bactérias podem se
manter viaveis em diferentes superficies, como as superficies presentes em uma
planta industrial, e dessa forma acabam sendo uma causa de grande perda
econdmica nos setores industrial e medicinal (DAVIES, 2003; CIOFU et al, 2015).

Os micro-organismos presentes no biofilme tém como vantagem a alta
concentracdo de nutrientes e a facilidade de trocas genéticas, além disso, ainda
possuem maior capacidade de suportar a falta de nutrientes, mudancas de pH e
maiores concentracdes de antibidticos em consequéncia da protecao fornecida pelo
exopolissacarideo (PALMER et al., 2007).

Esse atributo de maior resisténcia ao estresse quimico fornecido pelo
biofilme tem sido observado na presenca de varias bactérias de espécies diferentes,
ou seja, biofilme multiespécies (SCHWERING et al., 2013). O numero de bactérias
encontradas normalmente formando biofilmes varia de 10* a 10® UFC/cm? (TEH et
al., 2012).

Dentre as fontes de contaminacdo dos alimentos destacam-se as falhas

nos processos de higienizacdo de superficies e equipamentos, que favorecem a
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adeséo e formacéo de biofilme microbiano, fato que tem maior preocupagéo quando
se trata de alimentos armazenados por longos periodos em temperatura de
refrigeracdo. As bactérias presentes em biofilmes podem promover a
recontaminacdo de um alimento e algumas dessas produzem enzimas
termorresistentes. E ainda, mesmo que apds tratamento térmico, 0s micro-
organismos sejam inativados, as enzimas ativas residuais poderdo resultar em
alteracdes nas propriedades dos produtos. Tanto a acdo dessas enzimas quanto a
formacdo de biofilme e consequentemente a resisténcia a agentes antimicrobianos é

controlada pelo sistema de autoindugéao ou quoroum sensing (MARQUES, 2008).

3.6 COMPOSTOS COM POTENCIAL ANTIMICROBIANO

Cada vez mais, observa-se a procura do consumidor por ndo s a
obtencdo de um alimento seguro em termos microbiologicos, mas ainda que esse
seja 0 mais natural e ecologico possivel. Com isso houve um incremento nos
estudos e pesquisas por antimicrobianos naturais que possam eliminar ou pelo
menos reduzir patdbgenos que possam ser veiculados nos alimentos e ainda que
também sejam capazes de substituir sanitizantes usados industrialmente, e que
ainda tragam algum beneficio para a saude do consumidor (GRAHAM, 1997;
CHERRY, 1999; BENECH et al., 2002; HERNANDEZ, CARDELLE e ZARATE, 2005;
FORSYTHE, 2013). Os compostos obtidos a partir de plantas, extratos e 6leos
essenciais de ervas e especiarias tém demonstrado uma boa capacidade e efeito
antimicrobiano (GUPTA & RAVISHANKAR, 2005; UHART, MARKS e
RAVISHANKAR 2006; FRIEDMAN et al, 2009; RAVISHANKAR et al, 2008, 2009,
2010) e ainda sdo considerados como substancias seguras, tornando-se populares

na industria alimenticia.

3.6.1 Extrato de Hibisco

H& um crescente interesse na busca da substituicdo de conservantes
artificiais por conservantes naturais nos alimentos, sendo que as substancias de
origem vegetal tornam o alimento mais atrativo aos olhos do consumidor (PEREIRA
et al, 2006) e ainda aumentam a vida de prateleira do produto através de suas
substancias bactericidas e ou bacteriostaticas (SARTORATTO et al, 2004), como se

observa no hibisco.
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O hibisco (Hibiscus sabdariffa) é uma espécie vegetal da familia
Malvaceae proveniente da Africa Oriental, que pode atingir mais de 1,80 metros de
altura, pouco ramificado e em forma de taca de tonalidade avermelhada (MARTINS
et al, 2000). O hibisco € uma planta comestivel, suas sementes, folhas, frutos e
raizes podem ter vérias aplicacdes, incluindo o ramo alimenticio, no qual se utilizam
os calices vermelhos da planta, os quais podem ser utilizados para produzir vinhos,
geleias, xaropes, pudins, bolos, sorvetes e chas. Essa planta € um alimento
funcional em alguns paises da Asia, usada na medicina para prevenir hipertenso e
inflamacdo, tem propriedades diuréticas, antioxidantes e antineoplésicas
(CHEWONARIN, KINOUCHI e KATAOKA, 1999; ONYENEKWE et al, 1999; WANG
et al, 2000; SALLEH et al, 2002). As flores desidratadas dessa planta possuem
antocianinas (gossipectina e hibiscina), as pétalas contém flavonoides (glucosideo
de hibiscritina) e acidos polifendlicos, os calices sao ricos em riboflavina, acido
ascorbico, niacina, caroteno, calcio e ferro (DUKE, 1983; WANG et al, 2000).
Segundo Chao & Yin (2009) ha uma possivel relagcdo entre a quantidade de
antocianinas e a atividade antimicrobiana do hibisco.

Tanto o extrato aquoso quanto o etandlico sado considerados seguros para
utilizacdo em sistema de alimentacdo com a finalidade de evitar contaminacéao
bacteriana. O calice da planta contém &cido protocatecuico e outros compostos
fendlicos como as antocianidinas e acidos hidroxicinamicos. E possivel que esses
compostos fendlicos estejam relacionados com o efeito antimicrobiano observado
(FAROMBI e FAKOYA, 2005; SAYAGO-AYERDI et al, 2007).

Alguns trabalhos ja empregaram o extrato aquoso de hibisco para avaliar
seu potencial controle e ou inibicdo de bactérias de origem hospitalar como
Staphylococcus aureus e Klebsiella pneumoniae (LIU, TSAO e YIN, 2005). O extrato
alcoolico obtido dos célices de Hibiscus sabdariffa L. mostrou efeito antibacteriano
frente a S. aureus, Bacillus stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia
mascances, Clostridium sporogenes, E. coli, K. pneumoniae, Bacillus cereus e
Pseudomonas fluorescens. A atividade antibacteriana do hibisco pode ser
comparada a da estreptomicina, todavia essa néo inibe E. coli (OLALEYE, 2007).
Chao e Yin (2009) demonstram que tanto o extrato aquoso quanto o etandlico

obtidos do calice de hibisco foram capazes de inibir Salmonella Typhimurium, E. coli,
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Listeria monocytogenes, S. aureus e Bacillus cereus, bactérias estas que podem ser

veiculadas por alimentos.

3.6.2 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos sintetizados
ribossomicamente por varios grupos de bactérias, apresentam atividade
antimicrobiana contra uma ampla extensdo de micro-organismos, 0s quais podem
ser gram-positivos e gram-negativos (BENECH et al.,, 2002; HERNANDEZ,
CARDELLE e ZARATE, 2005). Sua funcéo bioldgica é a inibicdo do crescimento de
outros micro-organismos competitivos que por ventura estejam disputando nutrientes
num mesmo ambiente (NES e HOLO, 2000).

Segundo Rodgers, (2001), as bacteriocinas sao efetivas em baixa
concentracdo e ndo modificam as caracteristicas sensoriais do produto em que elas
séo incorporadas, em consequéncia disso, ha um crescente interesse por parte da
industria alimenticia sobre o potencial e utilizacdo destes compostos em substituicao
aos conservantes quimicos convencionais.

As bacteriocinas podem ter atividade contra varios micro-organismos,
como Streptococcus spp., Staphylococcus spp., Listeria spp. e Mycobacterium spp.,
e ainda podem inibir células vegetativas e esporos de Bacillus sp. e Clostridium sp.
(PRANOTO, RAKSHIT e SALOKHE, 2005; SAMELIS et al., 2005; ESPITIA et al.,
2013). Podem atuar na dissipacédo do gradiente de pH e no potencial de membrana
das células alvo, assim causando efluxo de aminoacidos, minerais e de energia
(BONNET e MONTVILLE, 2005).

A molécula de pediocina € pequena, pertence a classe lla das
bacteriocinas, € codificada por plasmideo e produzida pelo género Pediococcus
(PAPAGIANNI, 2003). Essa bacteriocina tem propriedade antilisteria, ou seja, é
capaz de inibir o crescimento de Listeria monocytogenes (FERNANDEZ, SAVARD e
FLISS, 2015). Pediocinas sdo termoestaveis, atuam em uma ampla faixa de pH,
todavia sdo sensiveis a acdo de enzimas proteoliticas, como papaina, pepsina,
protease e tripsina (KUMAR et al, 2011). Existem varios tipos de pediocinas, como
AcH, AcM, CP-2, F, K1, L, L50, SJ1 entre outras (PAPAGIANNI e ANASTASIADOU,
2009; KUMAR et al, 2011; LOHANS e VEDERAS, 2012).
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Podem ser introduzidas na producdo de alimentos por pelo menos trés
diferentes métodos: em alimentos fermentados podem ser produzidas pela adi¢ao
de culturas lacticas bacteriocinogénicas no lugar das tradicionais culturas
iniciadoras; pela adicdo destas culturas como adjuvantes; ou pela adicao direta de
bacteriocinas purificadas (NASCIMENTO, MORENO e KUAYE, 2008).

As condicdes de processamento e estocagem, como pH e temperatura do
produto podem afetar adversamente a acéo das bacteriocinas. Por exemplo, o valor
de pH 6timo para producdo de bacteriocina (5,5) ndo coincide com o valor 6timo
para o desenvolvimento microbiano (6,5) (DROSINOS et al., 2005).
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4. MATERIAIS E METODOS

A coleta das amostras para avaliacdo da qualidade microbiolégica do
presunto cozido fatiado foi realizada em 4 bancas (Banca A, Banca B, Banca C e
Banca D) integrantes do Mercado Publico da cidade de Porto Alegre, Rio Grande do
Sul. Para contagem de micro-organismos mesofilos e psicrotroficos, pesquisa de
Listeria monocytogenes e Salmonella spp. foram coletadas 2 amostras de presunto
por banca, totalizando 8 amostras no periodo de Maio a Junho de 2015. Para o
tratamento do presunto com extrato de hibisco e pediocina, foram realizadas 2
coletas: uma para o tratamento que ficou continuamente em contato com o alimento
e outra para o tratamento que permaneceu em contato com o presunto durante 1
hora e 40 minutos, ambas dentro do periodo de Fevereiro a Marco de 2016. As
coletas de suabes do mercado publico foram conduzidas também nesse periodo de
2016, assim como o presunto coletado para quantificacdo de coliformes fecais e

totais.

4.1 CONTAGEM DE BACTERIAS MESOFILAS E PSICROTROFICAS EM
PRESUNTO COZzIDO FATIADO

O procedimento de contagem de micro-organismos mesofilos seguiu a
metodologia descrita por Silva et al. (2010), com adaptacdes: Pesaram-se 25 ¢
(Balanca Marte® - AD 2000) de amostra em um saco estéril e acrescentaram-se 225
mL de agua peptonada tamponada (APT - Merck®) para homogeneizacdo durante
60 segundos. Apds isso, retirou-se uma aliquota de 1 mL para realizacdo das
diluicdes seriadas (10, 10 e 10°) em 9 mL de solucao salina 0,85% estéril.

Apb6s foi inoculado 0,1 mL de cada diluicdo em meio de cultura Plate
Count Agar (PCA - Kasvi®), com auxilio da alca de Drigalski. As placas foram
incubadas em estufa bacteriol6gica (DeLeo®) sob uma temperatura de 37°C durante
24-48 horas. Apos esta etapa, foram selecionadas as placas contendo entre 25 a
250 colbnias para contagem e o0s resultados foram expressos em unidades
formadoras de colénias por mililitro (UFC/mL).

A contagem de microrganismos psicrotroficos foi realizada conforme a
metodologia indicada pelo Laboratério Nacional Agropecuario (LANAGRO), do

Ministério da Agricultura, Pecuaria, Abastecimento (BRASIL, 1992). Partiu-se das
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mesmas diluicdes realizadas para a contagem de mesofilos. A semeadura pelo
método da superficie foi feita sobre o meio de cultura agar PCA (Kasvi®), e as
placas foram incubadas a aproximadamente 7°C durante 10 dias. ApGs este periodo,
foram selecionadas as placas com as diluicdes que possuiam entre 25 a 250
colbnias para contagem e os resultados foram expressos em unidades formadoras

de col6nias por mililitro (UFC/mL). Os experimentos foram realizados em duplicata.

4.2 PESQUISA DE Listeria monocytogenes EM PRESUNTO COZIDO FATIADO

O isolamento desse patégeno seguiu a metodologia descrita por Silva et
al. (2010) que detalha a metodologia empregada na 1ISO 11290-1:1996 amendment
1:2004.

4.2.1 Enriquecimento Primario
Pesaram-se 25 g da amostra em um saco estéril e adicionaram-se 225
mL de caldo Half Fraser (AES®). Posteriormente homogeneizou-se durante 60

segundos. A amostra foi incubada a 30°C por 24 horas.

4.2.2 Enriguecimento Secundario
Retirou-se uma aliquota de 0,1 mL do caldo Half Fraser e transferiu-o
para um tubo contento 9,9 mL de caldo Fraser (AES®), o qual foi incubado a 35°C

por 24-48 horas (conforme o escurecimento do meio de cultura).

4.2.3 Plagueamento Diferencial

Para amostras suspeitas no caldo Fraser, retirou-se uma alcada para
semeadura em meio agar Listeria de Ottaviani e Agosti (ALOA- AES®), o qual foi
incubado a 35°C durante 24-48 horas, para observacao de coldnias caracteristicas.
Apoés o crescimento, escolheram-se trés dessas coldnias para semeadura em agar
Brain Heart Infusion acrescido de 1% de extrato de levedura (BHI-YE - Himedia®),

sendo incubado a 37°C durante 24horas, com o objetivo de purificacdo das coldnias.

4.2.4 |dentificacao dos Isolados
Para identificacdo dos isolados foram realizados os testes de fermentacao

de acucares (rhamnose, manitol e xilose) através do agar purpura base para
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carboidratos (Himmedia®) acrescido de 1% de acUcar, também foi realizado o
CAMP test (agar sangue - Himmedia®) e o teste da motilidade (Himmedia®). As
culturas identificadas preliminarmente como Listeria monocytogenes foram
encaminhadas ao Laboratério de Zoonoses Bacterianas da Fundacao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ) para sorotipificacao.

4.3. PESQUISA DE Salmonella sp. EM PRESUNTO COZIDO FATIADO
O isolamento desse patégeno seguiu a metodologia descrita por Silva et
al. (2010) que detalha a metodologia empregada de acordo com BAM/FDA (2007),

com adaptacoes.

4.3.1 Pré-enriquecimento

Pesaram-se 25 g da amostra em um saco estéril e adicionaram-se 225
mL de agua peptonada tamponada 0,1 % (MERCK®). Posteriormente
homogeneizou-se durante 60 segundos. A amostra foi incubada a 37°C por 24

horas.

4.3.2 Enriquecimento Seletivo

Retirou-se uma aliquota de 0,1 mL da agua peptonada tamponada e
transferiu-a para um tubo contento 10 mL de caldo Rappapot-Vassiliadis (BD-
Difco®), o qual foi incubado em banho-maria (DeLeo®) a 42°C por 24 horas.
Paralelamente a isso, uma aliquota de 1 mL foi retirada também da agua peptonada
tamponada e foi adicionada em 10 mL de caldo tetrationato (Accumedia®) o qual foi

levado a incubacéo de 37°C durante 24 horas.

4.3.3 Plagueamento Diferencial

Uma alcada, tanto do meio caldo tetrationato, quanto do meio caldo
Rappapot-Vassiliadis foi transferida e semeada em &gar Xylose-Lysine-
Deoxycholate (XLD — BD-Difco®), ambos incubados a 37°C durante 24 horas. Apo0s
o crescimento, de coldnias caracteristicas, escolheram-se trés dessas col6nias para
semeadura em agar Brain Heart Infusion (BHI - Kasvi®), sendo incubado a 37°C

durante 24 horas, com o objetivo de purificacdo das colbnias.
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4.3.4 Identificagao dos Isolados

Ap6s a obtencdo de colbnias puras e isoladas, fez-se a identificacéo
bioguimica das mesmas, utilizando os testes bioquimicos: TSI (Triple Sugar Iron -
Kasvi®), SIM (sulfeto, indol e motilidade - Himedia®), Citrato de Simmons
(Himedia®), producéo de urease (Vetec®), LIA (Lysine Iron Agar - Himmedia®).

Os isolados que se portaram bioquimicamente como Salmonella sp. foram
submetidos ao soro polivalente anti-Salmonella (Probac®) para verificacdo de
aglutinacao e confirmacao da espécie.

4.4 CONTAGEM E PESQUISA DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS,
BACTERIAS MESOFILAS E PSICROTROFICAS EM PRESUNTO COZIDO
INTEIRO

Foi adquirido um presunto cozido inteiro, sem sofrer violacdo de sua
embalagem original para realizagdo da Contagem de mesofilos e psicrotroficos
(conforme o item 4.1); Pesquisa de L. monocytogenes (conforme item 4.2); Pesquisa
de Salmonella spp. (conforme item 4.3) e Contagem de Staphylococcus coagulase
positiva. Para realizacdo da contagem de Staphylococcus coagulase positiva,
seguiu-se a metodologia indicada pelo Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, de acordo com a Instrucdo Normativa niumero 62, de 26 de Agosto
de 2003: pesaram-se 25 g da amostra em um saco estéril, e adicionaram-se 225 mL
de agua peptonada tamponada 0,1% (MERCK®). Posteriormente homogeneizou-se
durante 60 segundos e entdo uma aliquota de 0,1 mL foi retira e plaqueada em agar
Baird-Parker (Himmedia®) acrescido de gema de ovo com telurito 0,1%
(NewProv®). As colbnias caracteristicas foram repicadas em meio BHI e apés o
isolamento foram submetidas a coloracdo de Gram, ao teste de producdo de
catalase e ao teste da coagulase. Para a Prova da Coagulase foram empregados
0,3 mL do cultivo de cada isolado a 0,3 mL de plasma de coelho (NewProv®). Foram
lidos os tubos de coagulase imediatamente apdés a adicdo de plasma, 1 hora, 2
horas, 4 horas e 6 horas ap0s a adicdo do mesmo para verificar a formacao de
coagulo, sendo que durante esses intervalos as amostras ficaram incubadas a 37°C
em estufa bacteriolégica. Foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC

25923 como controle positivo.
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Foram coletados varios pontos distintos, tanto na superficie da peca
carnea, quanto no seu interior, com a finalidade de contemplar todas as partes da
peca, como ilustra a Figura 1. As contagens foram feitas em duplicata e esse

experimento foi realizado em duplicata.

Figura 1. Andlise de presunto cozido inteiro

45 SELECAO E ISOLAMENTO DE BACTERIAS PSICROTROFICAS DE
PRESUNTO COZIDO FATIADO

As bactérias que se desenvolverem sob as condi¢bes descritas no item
4.1, foram consideradas psicrotréficas e posteriormente selecionadas. As col6nias
foram observadas com auxilio de uma lupa, possibilitando a observacdo de
diferentes morfologias coloniais. Estas col6nias foram repicadas em meio agar BHI,
na forma de esgotamento, para isolar colbnias, incubando-se a 25°C durante 48
horas. Também se verificou a capacidade desses isolados quanto ao crescimento a

temperatura de 35°C.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE PROTEOLITICA E LIPOLITICA DAS BACTERIAS
PSICROTROFICAS

Para a avaliacdo da atividade proteolitica, as culturas foram inoculadas
por picada em duplicata em placas contendo agar leite (TSB - Himedia® + 10 % de
leite UHT desnatado + 1,5 % de &gar) e incubadas em temperatura de 30°C por 48
horas. Para o controle positivo foi inoculado uma cepa de Pseudomonas aeruginosa
ATCC 27853 (FRAZIER; RUPP, 1928; MONTANHINI; BERSOT, 2013).
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Quanto a determinacdo da atividade lipolitica, as culturas foram
inoculadas em duplicata em placas de vidro contendo agar tributirina (20 g de &gar;
0,5 g de proteose peptona (Himedia®) 2,5 g de peptona de caseina
(Organotechnie®); 3,0 g de extrato de levedura (Himedia®); 10 mL de tributirina; 1L
de &gua destilada) e foram incubadas em 25°C por 48 horas (MONTANHINI;
BERSOT, 2013). Para o controle positivo foi inoculada uma cepa de Staphylococcus
aureus ATCC 25923.

47 AVALIACAO DA PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS PELAS
BACTERIAS PSICROTROFICAS

A producdo de exopolissacarideos (EPS) foi determinada pelo cultivo
desses micro-organismos em agar vermelho congo (CRA) através do uso de 0,8 g
de corante vermelho congo (Dinamica®) para 1 L de agar BHI (Himedia®) e 50 g de
sacarose (FREEMAN et al., 1989). Com isso, as placas de agar vermelho congo
foram inoculadas e incubadas a 25°C por 48 horas. A producédo de colbnias rugosas
e pretas caracteriza a producdo de EPS, diferenciando de culturas ndo produtoras
de EPS as quais apresentaram col6nias lisas e vermelhas. A cepa Staphylococcus

epidermidis ATCC 35984 foi utilizada como controle positivo.

4.8 IDENTIFICACAO DE BACTERIAS PSICROTROFICAS SELECIONADAS E
AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

A identificacdo foi baseada em métodos moleculares e seguiu a
metodologia proposta por Riggio et al. (2011), Kusumaningrum et al. (2003) e Song
et al. (2000). Duas colbnias puras de psicrotréficos produtores de exopolissacarideo
e com atividade lipoproteinolitica tiveram o DNA da regido 16S extraido seguindo o
protocolo de extracdo do PowerSoil™ DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories®).
Apoés visualizacdo das bandas de DNA em gel de agarose através de um
transiluminador, programou-se o termociclador para realizacdo da reacdo de PCR,
amplificando por volta de 500 nucleotideos do DNA desejado. Logo apos o DNA foi
purificado utilizando um kit comercial EXoSAP-IT® (Affimetrix-USB®) e entdo foi
enviado para empresa Ludwig Biotec para a prestagdo do servico de

sequenciamento.
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Foi realizada a avaliagao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos de
acordo com metodologia de disco-difusdo descrita pelo CLSI (2013), sendo
utilizados os seguintes antimicrobianos: amicacina 30 yg (AMI), ampicilina 10 ug
(AMP), ceftazidima 30 ug (CAZ), ciprofloxacina 05 pg (CIP), cloranfenicol 30 pg
(CLO), eritromicina 15 pg (ERI), imipenem 10 pg (IPM), norfloxacina 10 pg (NOR),
tetraciclina 30 ug (TET), cefalotina 30 ug (CFL), cefepima 30 pg (CPM), gentamicina
10 pg (GEN), levofloxacina 05 pg (LVX), meropenem 10 pg (MER), penicilina 10 un
(PEN), piperacilina com tazobactam 100/10 ug (PPT) e tobramicina 10 ug (TOB).

4.9 AVALIACAO DA FORMAC}AO DE BIOFILMES PELAS BACTERIAS
PSICROTROFICAS

Os testes de formacédo de biofilme in vitro utilizado no presente estudo
seguiu a metodologia descrita por Stepanovic et al. (2007), com modificacdes. Para
o teste, selecionaram-se 2 isolados psicrotroficos que apresentaram atividade
lipoproteinolitica e producédo de exopolissacarideo e mais 2 isolados de Listeria.
Estes isolados foram previamente inoculados em placas contendo agar BHI e
incubados a 20°C por 48 horas.

Placas de microtitulacdo estéreis (96 pocos) foram preenchidas com 180
pL de caldo TSB (Himedia®) acrescido de 1,0% de extrato de carne juntamente com
0,75% de glicose (Dinamica®). Também se utilizaram placas de microtitulacdo as
quais foram preenchidas com 180 uL de caldo TSB acrescido de 1% de extrato de
carne sem a adicao de glicose. As coldnias foram ressuspendidas em solucéo salina
e ajustadas conforme escala 0,5 de McFarland, e 20 pL dessa solucéo foi inoculada
em cada poco, sendo que 8 pocos foram utilizados para cada isolado, desse modo,
cada isolado foi analisado 8 vezes quanto a formacédo de biofilme. Para o controle
negativo, a primeira coluna de cada microplaca foi inoculada somente com TSB
acrescido de glicose ou TSB acrescido de extrato de carne, seguido de outros pocos
semeados com o controle positivo Staphylococcus epidermidis (ATCC 25923) o qual
é forte formador de biofilme. As placas de microtitulacdo foram fechadas e
incubadas 25°C por 48 horas, para permitir a fixacdo das células e formacédo de
biofilmes.

O caldo TSB com crescimento bacteriano foi aspirado com micropipeta

multicanal (8 canais), e os pogos foram lavados 3 vezes com 200 pL de solugéo de
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salina estéril a uma concentracdo de 0,85%. A fixacdo das bactérias foi realizada
com 200 pL de metanol P.A. (VETEC) em cada pogo da microplaca durante 20
minutos, em seguida as microplacas foram mantidas invertidas, até a secagem. Em
seguida as amostras foram coradas com 200 pL de Cristal Violeta 0,5% (Dinamica®)
durante 15 minutos, seguido de lavagem da placa com 4gua destilada estéril. Apds a
secagem das placas, o botdo corado fixado ao fundo dos pocos foi ressuspendido
em 150 pL de etanol 95% (VETEC). As microplacas foram mantidas em repouso
durante 30 minutos e entéo foi realizada a quantificagédo dos biofilmes.

A quantificacdo da capacidade de formacao dos biofilmes foi feita pela
avaliacdo da densidade 6ptica (D.O) dos biofilmes bacterianos, com auxilio de um
leitor espectrofotometro de microplacas com comprimento de onda de 450 nm
(Marca: Anthos 2010 Type 17 550 S. N° 17 550 4894). Os isolados foram
classificados seguindo os critérios descritos por Christensen et al., (1985) e Chusri,
Phatthalung e Voravuthikunchai (2012). A D.O média do controle negativo foi o
ponto de corte. Os isolados foram classificados da seguinte forma:

e Nao formadores de biofilme: amostras cuja D.O foi menor que o ponto de corte.
e Fracos formadores de biofilme: amostras com D.O média acima do ponto de
corte, porém menos ou igual ao dobro do PC.
e Moderados formadores de biofilmes: amostras com D.O média acima do dobro
do PC, porém menor ou igual a 4x o PC.
e Fortes formadores de biofilme: amostras com D.O média maior do que 4x o valor
do PC.
DO < DOc Nao-aderente
DOc < DO = 2 x DOc Fraco aderente
2 x DOc < DO =4 x DOc Moderado aderente
4 x DOc < DO Forte aderente

4.10 AVALIACAO DA ADESAO EM ACO INOXIDAVEL PELOS ISOLADOS
PSICROTROFICOS

O ensaio de adesao dos isolados selecionados foi realizado usando um
modelo in vitro para simular a superficie de contato com o ago inoxidavel (AlSI 304)

com superficies de 1 cm?, adaptado de Nornberg et al (2011) e Bayoumi et al (2012).
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Para o preparo do pré-indculo, os isolados selecionados foram
submetidos ao crescimento em meio liquido TSB (Himedia®) acrescido de 1% de
extrato de carne (Himedia®). Para os ensaios, um volume de 1 mL do pré-inéculo da
cultura de interesse com concentracao inicial de células igual a escala 0,5 de Mc
Farland foi inoculado em 4 mL de caldo TSB (Himedia®) adicionado de 1% de
extrato de carne (Himedia®) em tubos Falcon® de 50mL, cada um contendo um
corpo de prova de ago inoxidavel esterilizado. Os tubos foram incubados a 20°C por
24 horas. O experimento foi realizado em duplicata.

Para o procedimento de contagem bacteriana total, os corpos de prova
foram retirados com auxilio de uma pin¢a previamente flambada em alcool e entdo
lavados através da imersdo em agua destilada estéril por trés vezes consecutivas
para remover as células fracamente aderidas. Depois de enxaguados os corpos de
prova foram transferidos para 10 mL de solucéo salina 0,85% e foram submetidas a
um banho ultrassénico (Ultrasonic, USC 700, Inique) com frequéncia de 40kHz
durante 10 minutos. Apos isso diluicdes seriadas foram realizadas em solucéo salina
0,85% e plagueadas em meio PCA (Kasvi®) onde foram incubadas 20°C por 24
horas. As colbnias foram contadas e a quantificacdo foi expressa em unidades

formadoras de coldnias por centimetro quadrado (UFC/cm?).

4.11 AVALIACAO DO COMPORTAMENTO DE BACTERIAS PSICROTROFICAS,
MESOFILAS E PATOGENICAS EM PRESUNTO COZIDO FATIADO, TRATADOS
COM PEDIOCINA E EXTRATO DE HIBISCO

Este experimento objetivou avaliar o efeito da bacteriocina pediocina e do
extrato de hibisco sobre o desenvolvimento das bactérias psicrotréficas, mesoéfilas,
coliformes, Listeria sp. e S. aureus em presunto cozido fatiado conservados sob
refrigeracdo. Para este trabalho foi utilizada a bacteriocina pediocina ALTA™2345
(Kerry®) e o extrato alcodlico de Hibisco (Hibiscus sabdarifa), adquirido de uma

farmacia de manipulacdo (ABC Pharmus manipulagéo).

4.11.1 Avaliacao da Capacidade Inibitéria de Pediocina e Hibisco
Com o objetivo da obtengcdo de uma concentragdo dos compostos

antimicrobianos utilizados nos tratamentos do presunto cozido fatiado, foram feitas
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diluicdes dos mesmos e testadas in vitro perante a bactérias escolhidas
(indicadoras), detalhadas a seguir:

Para pediocina, foram feitas 2 diluicbes, sendo de 0,5% e 1,0%.
Utilizaram-se as bactérias Listeria monocytogenes ATCC 7644, 2 espécies de
Listeria spp. e 2 isolados psicrotréficos selecionados dos experimentos anteriores
para realizacdo desse teste. Cada bactéria foi semeada em uma placa de &gar
Mueller —Hilton (Kasvi®) e 20 uL de cada diluicdo de pediocina foram aplicados
dispersamente na superficie da placa, em sextuplicata. Apés incubacdo a 37°C
durante 24 horas, foi realizada a leitura das placas através da observacédo ou ndo da
formacado de halos translicidos. Nos casos onde houve formacéo de halo, 0 mesmo
foi medido e expresso em milimetros (mm).

Para o extrato alcoolico de hibisco (Hibiscus Sabdarifa) foi realizado o
mesmo procedimento, todavia testado nas concentracdes de 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90% e 100%. Como bactérias indicadoras tiveram-se Listeria
monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC 10536 e 2 isolados psicrotroficos

selecionados de testes anteriores. Cada diluicao foi testada em triplicata.

4.11.2 Avaliagcdo da Vida de Prateleira e Microbiota Mesofila, Psicrotréfica e
Patogénica Presente em Presunto Cozido Fatiado Submetido a Tratamentos de
Pediocina e Hibisco

Foram empregadas amostras de presunto cozido fatiado obtidas do
mercado publico (Banca C) e foram constituidos 3 grupos, os quais ficaram
submersos em tempo continuo (durante todo o ensaio de 12 dias, permanecendo
em temperatura de refrigeracdo) no tratamento de acordo com Paim et al (2015):
Grupo 1 Controle: amostra de presunto cozido fatiado (sem adicdo de
bacteriocina/hibisco e submersa em agua destilada estéril); Grupo 2 Tratado H:
amostra de presunto cozido fatiado submersa com extrato de hibisco a 40% e
Grupo 3 Tratado P: amostra de presunto cozido fatiado submersa em pediocina

0,5%, como demonstra a figura 2.
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Figura 2. Divisdo dos grupos de presunto antes de receberem os tratamentos com

pediocina e extrato de hibisco

Também foram realizados outros tratamentos, que seguiram de acordo
com Barros, Kunigk e Jurkiewicz (2010) que submergem o alimento no tratamento
durante 1 h e 40 minutos. Assim obtiveram-se 4 grupos: Grupo 1 Controle: amostra
de presunto cozido fatiado (sem adicao de bacteriocina/hibisco e submersa em agua
destilada estéril); Grupo 2 Tratado X: amostra de presunto cozido fatiado submersa
em pediocina 1,0%; Grupo 3 Tratado Y: amostra de presunto cozido fatiado
submersa em pediocina 0,5% e Grupo 4 Tratado Z: amostra de presunto cozido

fatiado submersa em extrato de hibisco 40%, como demonstra a figura 3.

Figura 3. Tratamento do presunto com pediocina 1,0% (A) e com extrato de hibisco

40% (B).
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Aproximadamente 250 g de presunto cozido fatiado foram empregados
para avaliacdo de cada tratamento. ApOs os tratamentos foram feitas contagens
para a determinacdo de unidades formadoras de colbnias de bactérias em &gar
PCA. Os experimentos foram feitos em quintuplicata (psicrotréficos e mesofilos) e
em duplicata (Listeria spp., coliformes e S. aureus). As contagens foram feitas nos
dias O (antes do tratamento), 2, 5 e 12 sendo que as amostras ficaram mantidas
sempre em refrigeracao (4 - 8°C).

Foram realizadas contagens de Listeria spp. em agar ALOA, (incubadas
por 48 horas a 30°C), de E. coli em agar Eosin-Methylene Blue (EMB - Himedia®)
incubadas por 48 horas a 37°C, de S. aureus em &gar Baird-Parker (Himedia®),
incubadas por 48 horas a 37°C, de micro-organismos mesofilos em agar PCA
(incubadas por 48 horas a 37°C) e de micro-organismos psicrotroficos em agar PCA
(incubadas por 10 dias em temperatura de refrigeracéo 4 - 8°C). Para cada uma das

analises os resultados foram expressos em unidades UFC/m.

4.12 CONTAGEM E PESQUISA DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS,
BACTERIAS MESOFILAS E PSICROTROFICAS OBTIDAS DE SUABES DE
SUPERFICIE

As coletas previstas nesta metodologia foram todas realizadas nas
Bancas (A, B, C e D), local de onde os presuntos cozidos fatiados foram inicialmente
coletados (item 4.1) no Mercado Publico de Porto Alegre-RS, no periodo de Marco
de 2016.

Seguiu-se a metodologia descrita por Silva et al (2010), que menciona a
ISO 6887-1 (1999) a qual descreve o procedimento de coleta de suabes em
superficie. Foram coletados 32 suabes, sendo 8 de cada banca (2 do fatiador de
alimentos, 2 da superficie de contato com o alimento e 2 de utensilios destinados ao
manuseio de alimentos (como faca e espatula) e 2 da mdo de um manipulador).

No momento da coleta, o suabe estéril foi retirado de sua embalagem,
submergiu-se a ponta de algoddo em um tubo de ensaio contendo 10 mL de agua
peptona tamponada 0,1% estéril. Entdo se utilizou um molde quadrado vazado de 5
cm de aresta (previamente tratado com &alcool 70°) para delimitacdo do local de

contato com o suabe, sendo este aplicado com certa presséo de baixo para cima, da



37

direita para esquerda e diagonalmente, em movimentos rotatorios. O suabe foi
transferido para o tubo de ensaio.

Os suabes foram mantidos em caixa de isopor até a chegada ao
laboratdrio, onde as amostras coletadas foram processadas como segue: o tubo de
ensaio com suabe submerso foi considerado como diluicdo 10™ e 1 mL do mesmo
foi retirado e transferido para um tubo contendo 9 mL de solucéo salina 0,85% estéril
para obtencéo da diluicdo 10 Com isso, 100 L de cada diluicdo foi plaqueado em
duplicata em agar PCA (contagem de mesdfilos e psicrotréficos), em agar ALOA, em
agar Baird-Parker e em agar chromocult para coliformes, sendo todos incubados a
37°C durante 24-48 horas com excecao dos psicrotréficos que foram incubados a
7°C durante 10 dias. Apés o plagueamento, os tubos de ensaio contendo os suabes
submersos foram encaminhados para estufa bacteriologica (DeLeo®) durante 24
horas para dar sequéncia a pesquisa de Salmonella spp., conforme o item 4.3.

Para a Pesquisa de L. monocytogenes, os suabes foram coletados
separadamente e submersos em caldo Half-Fraser e transportados para o
laboratério em refrigeracdo. Ao chegarem ao laboratério estes foram incubados a
30°C durante 24 horas e seguiu-se a metodologia descrita no item 4.2.

A coleta de suabes das maos de manipuladores de alimentos foi feita de
acordo com Hattori e Klaus (2013) que seguem a recomendacdo da American Public
Health Association, com consentimento dos funcionarios. Os suabes foram
coletados apOs a higienizacdo das maos dos operadores e os valores foram
expressos em unidades formadoras de colénias por mao de operador (UFC/méao). O
processo de coleta e laboratorial segue o mesmo descrito por Silva et al (2010) para
suabe de superficie. Esta avaliacdo teve um carater mais qualitativo, pois ndo houve
uma delimitacdo (em cm?) da area da méo a ser coletada.

Também houve uma nova coleta de presuntos nesse mesmo dia para
obtencao de valores de coliformes totais e fecais. O procedimento de contagem de
coliformes totais e fecais seguiu a metodologia descrita por Silva et al. (2010), com
adaptacdes: Pesaram-se 25 g (Balanca Marte® - AD 2000) de amostra em um saco
estéril e acrescentaram-se 225 mL de agua peptonada tamponada (APT - Merck®)
para homogeneizacdo durante 60 segundos. Apoés isso, retirou-se uma aliquota de 1
mL para realizacéo das diluicdes seriadas (107, 102 e 10%) em 9 mL de solucéo

salina 0,85% estéril. Apos foi inoculado 0,1 mL de cada diluigdo em meio de cultura
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chromocult para coliformes (Merck®), com auxilio da alca de Drigalski. As placas
foram incubadas em estufa bacteriologica (DeLeo®) sob uma temperatura de 37°C
durante 24-48 horas. Apés esta etapa, foram selecionadas as placas contendo entre
25 a 250 colbnias para contagem e os resultados foram expressos em unidades

formadoras de col6nias por mililitro (UFC/mL).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONTAGEM DE BACTERIAS MESOFILAS E PSICROTROFICAS EM
PRESUNTO COZIDO FATIADO

Foram realizadas contagens em duplicata de micro-organismos mesofilos
e psicrotréficos em presunto cozido fatiado, vendidos em 4 bancas (identificadas
como A, B, C e D) do Mercado Publico de Porto Alegre. Foram coletadas 2 amostras
do alimento por banca, totalizando 8 amostras. Os resultados obtidos podem ser
visualizados na tabela 4.

Tabela 4. Contagem bacteriana de micro-organismos mesofilos e psicrotroficos

encontrados em presunto cozido fatiado.

Mesofilos Mesofilos DP Psicrotréficos  Psicrotroficos DP

(UFC/mL)  (Logio/mL) Meso. (UFC/mL) (Logio/mL) Psicrot.
BancaA  5,9x10° 5,77 1,212 8,1x10° 5,91 1,012
BancaB  3,3x10* 4,52 0,870 2,1x10* 4,32 0,070
BancaC  3,6x10* 4,55 0,325 3,1x10° 5,50 0,455
BandaD  4,5x10* 4,65 1,414 3,8x10° 5,58 1,768

Legenda: DP: desvio padréo

A contagem de mesofilos em presunto cozido fatiado variou entre 4,52
Logao/mL (3,3 x10*UFC/mL) a 5,77 Logio/mL (5,9 x10°> UFC/mL) e a de psicrotréficos
variou entre 4,32 Logio/mL (2,1 x10*UFC/mL) a 5,91 Log:o/mL (8,1 x10° UFC/mL).

N&do h& nenhuma lei que padronize ou coloque um limite maximo na
contagem total de micro-organismos mesofilos e psicrotréficos. Os valores obtidos
nas contagens desses micro-organismos foram bastante elevados, de acordo com
Champagne (1994), e as contagens de psicrotréficos acima de 6,00 logio (10°
UFC/mL) tornam perceptiveis as alteraces organolépticas de leite e derivados.
Segundo a Health Protection Agency (Reino Unido, 2009), a contagem total
satisfatéria deve ser abaixo de 10* UFC/g para produtos carneos cozidos. Um
estudo desenvolvido por Bressan et al. (2007), sobre a contagem de bactérias
mesofilas, durante o periodo de estocagem do presunto cozido fatiado, adotou como

limite de qualidade valores maximos de contagem de até 103UFC/g.
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Silva et al (2012) analisaram presunto cozido fatiado comercializado em
Florianépolis (SC), obtendo contagens entre 1,6x10° UFC/g a 2,4 x10’ UFCIg.
Fachinello e Casaril (2013) analisaram presuntos fatiados em Francisco Beltrdo
(PR), mensurando contagens de mesdfilos entre 2,5 x101 UFC/g a 2,6 x10* UFC/g.
Menezes, Coelho e Costa (2010) fizeram uma anélise em Sdo Luis (MA), também de
presunto fatiado, sendo que os valores das contagens de psicrotroficos foi entre 1,0
x101 UFC/g até 4,2 x10°® UFC/g. Altunatmaz, Issa e Aydin (2012) realizaram um
estudo da qualidade microbiolégica em alimentos prontos para 0 consumo
comercializados em Edirne (Turquia), e obtiveram valores de contagem de
psicrotréficos entre 4,0 x10' UFC/m? a 8,2 x10* UFC/m3

Através dos valores gerados no presente estudo e nos demais, sugere-se
a necessidade de atualizacdo da legislacdo brasileira, criando um limite toleravel e
maximo desses micro-organismos em alimentos, uma vez que segundo a Health
Protection Agency (Reino Unido, 2009), dependendo o tipo de micro-organismo

presente, pode ocorrer uma alteracdo na qualidade organoléptica dos alimentos.

5.2 PESQUISA DE Listeria monocytogenes EM PRESUNTO COZIDO FATIADO

Das 8 amostras de presunto coletadas, no periodo de Maio a Junho de
2015, nas 4 bancas do mercado publico de Porto Alegre, conseguiu-se isolar 10
col6nias de Listeria sp. (3 da banca A; 2 da banca B; 2 da banca C e 3 da banca D).
Os isolados foram encaminhados para FIOCRUZ para sorotipificacdo e 5 foram
identificadas como L. monocytogenes, sendo que 1 foi do sorotipo 1/2a (banca D), 2
do sorotipo 1/2b (banca A e C) e 2 do sorotipo 1/2c (banca B e D). As outras
col6nias de Listeria foram identificadas como L. innocua (2 da banca A e 1 da banca

D), L. murray (banca B) e L. grayi (banca C), como mostra a tabela 5.

Tabela 5. Espécies e sorotipos de Listeria presentes em presunto fatiado

Banca A (3) Banca B (2) Banca C (2) Banca D (3)
L. m. 1/2b (1) L. m. 1/2c (1) L. m. 1/2b (1) L. m. 1/2a (1)
L. innocua (2) L. murray (1) L. grayi (1) L. m. 1/2c (1)

L. innocua (1)

Legenda: L. m.: Listeria monocytogenes
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Com esses dados foi possivel verificar que todos os presuntos analisados
mostraram contaminacéo pelo género Listeria, obtendo-se 100% da presenca desse
micro-organismo em presunto cozido fatiado, sendo que 50% (5/10) dos isolados
foram identificados como L. monocytogenes; 30% (3/10) como L. innocua; 10%
(1/10) como L. grayi e 10% (1/10) como L. murray.

A ocorréncia de L. monocytogenes nesse estudo, quando comparada com
as outras especies do género, convergem com aquilo que Fai et al (2011)
detectaram nesse mesmo tipo de alimento em Fortaleza: 42,5% de L.
monocytogenes, 22,5% de L. innocua e 2,5% de L. welshimeri. Em outro estudo,
direcionado em Niter6i/RJ por Araujo et al (2002), pesquisou-se L. monocytogenes
em blanquet e presunto de peru, em duas situacdes: a peca inteira recebida em sua
embalagem original e amostras da mesma pecga fatiadas no local de venda. Nas
pecas inteiras ndo houve deteccédo do patégeno (assim como ocorreu no presente
estudo), entretanto 60,0% (6/10) foram positivas para L. monocytogenes em
presunto de peru fatiado e 50,0% (5/10) foram positivas para L. monocytogenes em
blanquet de peru fatiado.

Em contrapartida, Martins (2011) detectou apenas 6,2% de L.
monocytogenes em salame e 0,8% desse patdgeno em presunto cozido fatiado em
Sao Paulo, todavia estes eram todos embalados a vacuo e produzidos por empresas
com servico de inspecao federal, 0 que sugere um maior rigor no processamento.

Vallim et al (2015) analisaram a ocorréncia de Listeria spp. em alimentos
oriundos de 12 estados brasileiros entre 1990 a 2012, e observaram que 81,7% dos
isolados era de origem carnea, dentre eles 24,3% eram de carnes processadas
(cozida, curada ou defumada). Nesse periodo observou-se que L. monocytogenes,
tem maior distribuicdo geografica nos estados de Sdo Paulo, Rio Grande do Sul,
Mato Grosso e Paraiba, fato que converge com o presente estudo, o qual foi
realizado no estado do Rio Grande do Sul. A distribuicdo dos sorotipos de L.
monocytogenes desses mesmos alimentos nesse periodo no Brasil foi a seguinte:
4b (29,0%); 1/2a (28,2%); 1/2b (20,7%); 1/2c (16,8%); os sorotipos 3a, 3b, 3c, 4c, 4e

e cepas nao-tipificaveis deram valores inferiores a 1% cada.



42

5.3 PESQUISA DE Salmonella spp. EM PRESUNTO COZIDO FATIADO

O género Salmonella foi pesquisado em amostras de presunto cozido
fatiado das 4 bancas do mercado publico de Porto Alegre. Quatro colbnias
caracteristicas, uma de cada banca, foram isoladas em meio seletivo para
Salmonella (XLD), e estas foram submetidas a testes bioquimicos de citrato de
Simmons, TSI, SIM, caldo uréia e LIA. Somente 3 dessas col6nias (banca B, C e D)
se portaram bioquimicamente como Salmonella, as quais foram testadas contra o
soro anti-Salmonella. Como resultado final, nenhuma das amostras foi positiva para
esse género, uma vez que nenhuma reagiu com o anti-soro (ndo houve formacao de
grumos). Foi utilizada a Salmonella sp. ATCC 8327 como controle positivo para essa

reagao, como demonstra a figura 4.

Figura 4. Reacdao positiva de Salmonella sp. ATCC 8327 com o anti-soro polivalente

anti-Salmonella

Os resultados de pesquisa de Salmonella spp. nesse estudo foram
negativos, fato similar ocorreu nos presuntos cozidos fatiados analisados por Tonello
e Eckert (2013) em Cascavel (PR), por Fachinello e Casaril (2013) em Francisco
Beltréo (PR), por Caus et al (2007) em Guarapuava (PR) e por Menezes, Coelho e
Costa (2010) em Séo Luis (MA), os quais diferiram do estudo desenvolvido por Fai
et al (2011) que encontrou 34,61% de presenca de Salmonella sp. em presunto
cozido comercializado em Fortaleza (CE). O resultado negativo dessa andlise
significa que o alimento est4 dentro do que recomenda a resolucdo RDC n° 12 de 2
de Janeiro de 2001, a qual exige a auséncia desse micro-organismo em 25 g do

alimento analisado.
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5.4 CONTAGEM E PESQUISA DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS,
MESOFILOS E PSICROTROFICOS EM PRESUNTO COZIDO INTEIRO.

Foi realizada a andlise de uma peca inteira de presunto cozido, em sua
embalagem original, da mesma marca das amostras de presunto cozido fatiado.
Pesquisou-se Listeria monocytogenes e Salmonella spp. e realizou-se as seguintes
contagens: de micro-organismos mesdofilos, psicrotroficos, Staphylococcus
coagulase positiva e de coliformes totais e fecais.

Todas as analises obtiveram resultado negativo, sendo que ndo houve
crescimento de nenhum micro-organismo na menor diluicdo realizada. Resultou-se
como inécua a peca de presunto cozido analisada, sendo assim, a mesma encontra-
se dentro dos padrbes sanitarios exigidos pela Instrucdo Normativa n° 09, de 08 de
abril de 2009, que exige auséncia de L. monocytogenes em 25 g de alimento
analisado e pela RDC n° 12 de 2 de Janeiro de 2001, a qual exige a auséncia de
Salmonella spp. em 25 g de alimento analisado e que a quantificacdo de
Staphylococcus coagulase positiva e de coliformes seja inferior a 103 UFC/g de
alimento. Araujo et al (2002), fizeram um estudo similar em Niteréi (RJ) aonde
pesquisaram L. monocytogenes em blanquet e presunto de peru, analisando a peca
inteira em sua embalagem original e ndo conseguiram detectar a presenca do
patégeno.

Provavelmente a inocuidade desse alimento esta fortemente relacionada
com o Programa de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC)
adotado pela industria que produziu o alimento em questdo. Além disso, possui
certificacbes BRC (British Retail Consortium), IFS (International Food Standard),
Global-GAP, AloFree e da 1S0O17025:25 e é auditada por mercados externos, pelo
MAPA e pela ANVISA. (BRF, 2016)

5.5 SELECAO E CAPACIDADE ENZIMATICA DE BACTERIAS PSICROTROFICAS
ISOLADAS DE PRESUNTO COZIDO FATIADO

Das placas de contagens de micro-organismos psicrotroficos de presunto
cozido fatiado, selecionaram-se e isolaram-se 134 colbnias. Essas colbnias
selecionadas foram submetidas ao teste de protedlise em agar leite, e 71 delas

apresentaram atividade proteolitica sendo a duplicata de seus os halos de protedlise
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mensurados. A média destes pode ser visualizada na tabela 6. Foi utilizado como

controle positivo Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Tabela 6. Média dos halos de protedlise das bactérias psicrotréficas avaliadas em

meio de cultura agar leite.

Banca A

Banca B

Banca C

Banca D

Isolado Média

dos
Halos
8,12
8,53
7,48
10,96
4,61
14,20
5,61
7,04
7,47
9,19
9,40
4,36
3,82

DP

0,00
0,59
0,11
2,41
0,31
1,05
0,48
0,67
0,79
0,00
0,00
0,01
0,19

Isolado Média

i10
i11
i12
i13
i14
i15
i16
i17
i18
i19
i20
i21
i22
i23
i24

dos
Halos
4,41
7,59
9,30
8,96
10,31
2,80
3,76
13,98
8,07
8,04
3,2
4,66
3,01
5,95
6,33
5,69
9,50
6,50
6,97
10,32
6,83
4,40
7,17
13,97

DP

0,26
0,27
1,17
0,00
0,60
0,45
0,26
0,84
0,26
0,68
0,46
0,01
0,07
0,02
0,00
0,29
0,01
1,26
0,10
0,55
0,79
0,50
0,65
0,96

Isolado Média

CP

dos
Halos
8,49
4,06
8,58
9,70
4,39
9,07
4,30
10,89
4,55
6,70
4,20
4,02
7,25
14,62
6,83
3,61
11,18
3,77
3,09
7,14

DP

0,25
0,00
0,23
0,82
0,14
0,37
0,36
1,36
0,72
0,09
0,22
0,96
0,00
1,62
0,53
0,57
0,59
1,19
0,00
0,00

7,32

Isolado Média

DP

dos
Halos
10,62
2,28
5,34
4,30
6,83
8,36
9,32
4,58
6,06
4,41
10,41
5,35
10,80
3,59

DP

0,48
0,00
0,16
0,17
0,08
0,41
0,00
0,12
0,00
0,00
0,26
0,36
0,39
0,31

0,00

Legenda: CP: controle positivo. DP: desvio padrédo. Dados expressos em milimetros (mm). i: isolado.

As 71 colbnias com atividade proteolitica foram submetidas ao teste de

atividade lipolitica em agar tributirina, e destas 58 demonstraram essa atividade

enzimatica. A média dos valores da duplicata dos halos lipoliticos estdo disponiveis

na tabela 7. O controle positivo foi Staphylococcus aureus ATCC 25923.
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Tabela 7. Média dos halos lipoliticos dos isolados psicrotroficos em agar tributirina

Banca A BancaB Banca C Banca D
Isolado Média DP Isolado Média DP Isolado Média DP Isolado Média DP
dos dos dos dos
Halos Halos Halos Halos
i2 3,45 0,15 i1 4,85 0,08 il 285 0,19 i2 10,50 0,16
i3 3,95 0,04 i2 3,05 0,02 i2 785 1,20 i4 4,20 0,01
i4 3,15 0,07 i3 3,25 0,18 i4 7,05 0,02 i5 2,35 0,06
i7 4,55 0,00 i4 2,80 0,04 i5 155 0,12 i6 8,50 0,27
i8 4,75 0,08 i5 3,05 0,09 i6 8,45 0,00 i7 10,75 0,71
i9 3,00 0,05 i6 4,30 0,00 i7 10,60 0,13 i8 495 0,07
i11 3,40 0,17 i7 9,80 0,09 i9 7,90 0,00 i9 2,25 0,18
i12 285 0,04 i8 3,85 0,07 10 1,85 0,11 i10 9,75 0,14
i13 535 0,09 i9 280 0,29 il11 420 0,11 i11 535 0,00
i10 5,30 0,00 13 4,45 0,05 i13 1,80 0,14

i11 1,85 0,19 i14 3,10 0,09
i12 4,00 0,07 i16 6,85 0,08
i13 4,25 0,07 17 3,25 0,00
i14 4,75 0,72 i18 8,25 0,03
i15 435 0,00 i19 2,35 0,02
i16 3,05 0,02

i17 2,85 0,04

i18 455 0,08

i19 2,10 0,00

i20 3,10 0,16

i21 2,80 0,12

i22 4,25 0,02

i23 3,50 0,00

i24 3,85 0,18 CP 7,41 DP 0,00

Legenda: CP: controle positivo. DP: desvio padrédo. Dados expressos em milimetros (mm). i: isolado.

A quantidade de micro-organismos que foram veiculados no ato de

seccionar a peca inteira de presunto, ndo somente € preocupante em termos de

veiculacdo de patdgenos, mas também da quantidade da carga microbiana

depositada, sendo que esta pode ser indcua ao ser humano, todavia sua capacidade

enzimatica pode reduzir drasticamente a qualidade e prazo de validade do produto

(vida de prateleira), uma vez que as atividades proteoliticas e lipoliticas estéo

associadas com a deterioracdo do produto. Um total de 53% dos isolados

psicrotroficos demonstraram capacidade proteolitica e 43% atividade lipolitica,
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lembrando que os 43% com atividade lipolitica também demonstraram atividade
proteolitica.

Ribeiro Junior, Alcantara e Beloti (2016) pesquisaram o potencial
deteriorante de bactérias formadoras de esporos em leite cru brasileiro e
observaram que 29,2% (40/137) apresentaram atividade proteolitica e/ou lipolitica.
Carpiné et al (2010) fizeram um estudo em salames artesanais aonde buscaram
atividade proteolitica e lipolitica de bactérias laticas presentes nesse alimento, com
iISSO constataram que aproximadamente 85% dos isolados apresentaram atividade
proteolitica, porém nenhum apresentou atividade lipolitica. Kenneally, Leushner e
Arendt (1998) testaram culturas starters utilizadas em fermentacéo de carnes quanto
a atividade lipolitica, sendo que 60,8% demonstraram atividade lipolitica em agar
tributirina.

Papamanoli et al (2003) avaliaram a capacidade proteolitica de bactérias
acido-latica presentes em salsicha fermentada grega e detectaram que todos os
isolados de Lactobacillus plantarum (7) e de L. curvatus (24) apresentaram essa
atividade frente a caseina, ja nos isolados de L. sakei, um total de 73% (36/49)
demonstraram atividade proteolitica. Alapont, Martinez-Culebras e Lopez (2014)
determinaram a atividade lipolitica e proteolitica da microbiota fungica presente em
presunto curado, verificando que 94,5% apresentaram atividade lipolitica (70/74) e
52,7% (39/74), atividade proteolitica. Esses estudos literarios mostram uma variacao
na porcentagem de micro-organismos com atividade proteolitica e lipolitica,

salientando o potencial de deterioracéo de alguns isolados estudados.

5.6 AVALIACAO DA PRODUCAO DE EXOPOLISSACARIDEOS PELAS
BACTERIAS PSICROTROFICAS ISOLADAS DE PRESUNTO FATIADO

Para a avaliacdo da producdo de exopolissacarideo (EPS) em agar
vermelho congo (RCA), utilizaram-se os 71 isolados que demonstraram atividade
proteolitica. Apenas 12 micro-organismos demonstraram esse tipo de propriedade,
através da producdo de colbnias rugosas e pretas, diferenciando de culturas néo
produtoras de exopolissacarideo (as quais se apresentaram como colbnias lisas e
vermelhas), como demonstra a figura 5. A cepa Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 foi utilizada como controle positivo. Nenhum dos isolados psicrotréficos da

banca D apresentou a propriedade de producéo de exopolissacarideo.
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Figura 5. Colbnias produtoras de ESP (colénias pretas e metélicas - A) e colbnias

nao produtoras (réseas — B) em meio CRA

Com esse teste, foram observados que somente 4 isolados de micro-
organismos psicrotréficos apresentaram simultaneamente atividade lipoproteinolitica,
producdo de exopolissacarideo e capacidade de crescimento a 37°C, como
demonstra a tabela 8.

Tabela 8. Isolados de bactérias psicrotréficas produtoras de exopolissacarideo em
agar vermelho congo. Testes de producdo de enzimas e crescimento a 37°C
também foram avaliados.

Isolado Caodigo Interno Banca Proteinase Lipase EPS Crescimento
37°C
i1 P7K A + - + -
i5 P3B A + - + -
i6 P7J A + - + -
i10 P7T A + - + -
i7 PAM B + + + +
i10 PAE B + - + -
i3 P10 C + - + -
i8 P5F C + - + -
i11 P1B C + + + +
i14 P5D C + + + +
i15 P5N C + - + +
i18 P5H C + + + +

Legenda: EPS: exopolissacarideo. i: isolado. +: positivo. -: negativo.
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Kaiser et al (2013) detectaram a producao de biofilme por S. epidermidis
em agar vermelho congo; Hassan et al (2011) realizaram a avaliacdo de diferentes
meios, incluindo o CRA, frente a producdo de biofilme por isolados de amostras
clinicas, utilizando também S. epidermidis ATCC 35984 como controle positivo;
Mathur et al (2006) conduziram a deteccdo da formagcdo de biofilme por
Staphylococcus spp. oriundos de isolados clinicos; Melo et al (2013) detectaram a
producéao de biofilme por S. aureus, em CRA, de isolados causadores de mastite
bovina. O trabalho de Mariana et al (2009), que objetivou a deteccao da producéo de
biofilme por S. aureus de amostras clinicas, fez uso do S. epidermidis ATCC 12228
como controle negativo, sugerindo-o como néo produtor de biofilme. Esse teste do
CRA é importante, pois através dele pode-se projetar que os isolados produtores de

exopolissacarideo também demonstrem chances de serem produtores de biofilme.

5.7 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS PSICROTROFICAS SELECIONADAS E
AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS.

5.7.1 Identificacdo Molecular

Para obtencdo do sequenciamento de DNA bacteriano, selecionaram-se 2
bactérias (i7 e i14, das bancas B e C, respectivamente) dentre os 4 isolados que
apresentaram simultaneamente  atividade lipoproteinolitica, producdo de
exopolissacarideo e crescimento a 37°C. O servico de sequenciamento foi realizado
pela Ludwig Biotec e através do programa Chromas e do site do Genbank elas
foram identificadas molecularmente, com 99% de identidade como Kluyvera
intermedia NBRC 102594 e com 98% de similaridade com Carnobacterium
maltaromaticum DSM 20342.

Por ser uma enterobactéria, a presenca de Kluyvera sp. vem indicar
possivel contaminacdo fecal do alimento analisado e pode ser uma bactéria
oportunista, a qual venha a causar alguma injiria a satde. Osterblad et al (1999)
identificaram esse micro-organismo contaminando vegetais; Farmer et al (1981)
isolaram Kluyvera ascorbata e Kluyvera cryocrescens de amostras clinicas, agua,
solo e alimentos. Duarte et al (2002) identificaram uma Kluyvera sp. oriunda de
amostras clinicas hospitalares; Sezer et al (1996) identificaram uma Kluyvera

cryocrescens de um isolado clinico; Ahmed, Das e Geroge (2015) identificaram em
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sémen de aves 11 bactérias como Kluyvera ascorbata e Bastos et al (2008) isolaram
uma Kluyvera sp. de amostra clinica de origem animal.

Segundo a Health Protection Agency (Reino Unido, 2009), a microbiota
normalmente encontrada em produtos carneos € composta por bactérias acido-
laticas, como Lactobacillus sp. e Carnobacterium sp., 0s quais ndo causam danos a
satude do consumidor, porém com quantidades préximas a 10°UFC/g ocorrera a
deterioracdo do alimento, devido a producéo de &cido latico.

5.7.2 Perfil de Sensibilidade aos Antimicrobianos

Foi realizada a avaliagdo do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
dos 2 isolados produtores de exopolissacarideo identificados e dos 10 isolados de
Listeria oriundas de presunto fatiado, sendo utilizados os seguintes antimicrobianos:
amicacina (AMI), ampicilina (AMP), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO),
eritromicina (ERI), imipenem (IPM), norfloxacina (NOR), tetraciclina (TET), cefalotina
(CFL), cefepima (CPM), gentamicina (GEN), levofloxacina (LVX), meropenem
(MER), penicilina (PEN), piperacilina com tazobactam (PPT) e tobramicina (TOB),
como mostra a tabela 9. A sensibilidade da bactéria gram-negativa néao foi avaliada
frente a ERI e PEN uma vez que esses antibidticos tém acdo em gram-positivos.

L. grayi apresentou resisténcia a AMI, CPM, PEN e TOB, e intermediaria
sensibilidade a ERI, GEN e MER, sendo assim, esses 8 antibioticos corresponderam
a 41% (7/17) dos antimicrobianos testados. L. murray mostrou resisténcia a AMI,
GEN e TOB, e intermediaria sensibilidade a ERI, CLF, CPM, e MER, também
correspondendo a 41% (7/17) dos antimicrobianos testados. Com isso esses foram
0S micro-organismos que apresentaram maior capacidade de resisténcia a multiplos
farmacos, todavia ambos sdo considerados inécuos ao ser humano. O perfil de
resisténcia destes micro-organismos torna-se preocupante a medida que eles
podem vir a transferir plasmideos de resisténcia aos antimicrobianos, a outras
bactérias patogénicas, como L. monocytogenes, todavia seria nhecessario um estudo

detectando a presenca desses plasmideos nos micro-organismos citados.
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Tabela 9. Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos micro-organismos

psicrotréficos isolados de presunto cozido fatiado
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Legenda: R: resistente; S: sensivel; I: intermediario. BA: isolado da banca A; BB: isolado da banca B; BC: isolado
da banca C; BD: isolado da banca D. AMI: amicacina; AMP: ampicilina; CIP: ciprofloxacina; CLO: cloranfenicol;
ERI: eritromicina; IMP: imipenem; NOR: norfloxacina; TET: tetraciclina; CFL: cefalotina; CPM: cefepima; GEN:
gentamicina; LVX: levofloxacina; MER: meropenem; PEN: penicilina; PPT: piperacilina com tazobactam; TOB:
tobramicina.

Uma grande preocupacdo que ocorre nos dias atuais € a resisténcia
microbiana frente aos farmacos antimicrobianos, principalmente os de dUltima
geracdo. Pode-se observar alguns casos decorridos na realizacdo do teste de
sensibilidade realizado nesse estudo, como se menciona a seguir:

O meropenem € um antimicrobiano do grupo dos carbapenémicos, que
mostra grande resisténcia contra as betalactamases e grande espectro de acgéo
dentre os beta-lactamicos. A cefepima é uma cefalosporina de 42 geracéao, tendo boa
acao contra micro-organismos gram-positivos e gram-negativos (TAVARES, 1993).
Todavia 5 bactérias apresentaram resisténcia a cefepima. O imipenem também € um
carbapenémico, e demonstrou-se eficaz em 100% (12/12) dos micro-organismos
testados, ja o meropenem mostrou 83% (10/12) de eficicia, dando sensibilidade
intermediaria em 2 isolados. Outro aspecto interessante observa-se ao comparar

esse antimicrobiano beta-lactamicos (cefepime) com a penicilina, a qual apresentou
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apenas 1 micro-organismo resistente. Isso pode ter ocorrido devido ao uso mais
frequente de antibidticos de Ultima geragcdo por terem um espectro de acdo maior,
gue consequentemente leva a um uso menos frequente de antibiéticos de primeira
geracao, como a penicilina. Todavia para afirmar esse fato deve-se fazer um estudo
mais amplo desses farmacos frente a resisténcia microbiana.

Nyenje et al (2012) realizaram o perfii de sensibilidade aos
antimicrobianos de L. ivanovii isolada de varios alimentos prontos para consumo na
cidade de Alice (Africa do Sul), utilizando ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO),
eritromicina (ERI), penicilina (PEN). Todos os isolados de L. ivanovii foram
resistentes a PEN e ERI, divergindo das espécies de Listeria sp. encontradas nesse
estudo, que se mostraram sensiveis a esses antimicrobianos, com excegéo de L.
grayi que mostrou resisténcia a PEN. O estudo de Nyenje et al (2012) também
mostrou que todos os isolados de L. ivanovii foram sensiveis ao CLO e CIP,
convergindo com o presente estudo.

leren, Bello e Kwaga (2013) testaram CIP, CLO, AMP, ERI, PEN, TET e
GEN contra L. monocytogenes e Listeria sp. isoladas de saladas e legumes
vendidos em Zaria (Nigéria) e observaram que 92,9% dos isolados mostraram
resisténcia a AMP; 78,5% resisténcia a PEN; 71,4 resisténcia a TET; 42,8% de
resisténcia ao CLO; 64,2% resisténcia a ERI; 21,4% resisténcia a GEN e 14,3%
resisténcia a CIP. Ja no presente estudo observa-se que todos os isolados (100%)
do género Listeria sp. foram sensiveis a AMP; 90% sensiveis a PEN; 100%
sensiveis a TET; 100% sensiveis a CLO; 80% sensiveis a ERI; 80% sensiveis a
GEN e 90% sensiveis a CIP.

Issa et al (2011) realizou o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
frente a isolados de Listeria monocytogenes oriundos de alimentos vendidos em
Selangor (Malasia). Para o teste utilizou AMP, CLO, ERI, PEN e TET, obtendo 100%
de resisténcia a AMP; 100% de resisténcia a PEN; 86,9% de resisténcia a TET,;
52,1% de sensibilidade ao CLO e 56,5% de sensibilidade a ERI, divergindo do
encontrado no presente estudo.

Wong et al (2012) testaram isolados de L. monocytogenes obtidos de
hamburgueres empanados comercializados na Malasia frente a AMP, PEN, IPM,
GEN, TET, ERI e CLO, obtendo 95,1% de sensibilidade a AMP; 97,6% de
sensibilidade a PEN; 100% de sensibilidade ao IPM; 100% de sensibilidade a GEN;
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53,7% de sensibilidade a TET; 63,4% de sensibilidade a ERI e 92,7% de
sensibilidade ao CLO, convergindo com os dados do presente estudo.

O trabalho de Ligimol et al (2016) testa isolados de Lactobacillus sp.
oriundos de alimentos e fezes de gansos mantidos na colecéo de cultura do College
of Dairy Science and Technology (india) frente a AMP, CLO, CIP, GEN e TET.
Obtiveram-se 100% de resisténcia a AMP; 100% de sensibilidade ao CLO; 50% de
sensibilidade a CIP; 100% de sensibilidade a GEN e 100% de sensibilidade a TET.
No presente estudo obtiveram-se 100% de sensibilidade desse género a AMP, CLO,
CIP, GEN e TET. O isolado de Carnobacterium sp. do presente estudo mostrou
sensibilidade a GEN, TET, CLO, PEN e AMP. Uma vez que Carnobacterium sp. é
um lactobacilo, ndo causa injurias ao ser humano e ainda possuem atividade
antimicrobiana frente a muitos patdgenos, ndo € comumente realizado o perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos desse género, mas sim utilizar sua capacidade
antimicrobiana frente a outros micro-organismos, com isso ndo ha muita informacgao
a respeito de perfil antimicrobiano do género na literatura.

Kluyvera sp. apresentou resisténcia a AMP, ERI, IMP e CFL. Farmer et al
(1981) fez o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos frente a Kluyvera ascorbata e
Kluyvera cryocrescens isoladas de amostras clinicas, agua, solo e alimentos. Testou
esses micro-organismos contra GEN, TET, CLO, PEN e AMP, obtendo 100% de
sensibilidade a GEN para ambas; 100% de sensibiidade a TET para K.
cryocrescens e 85% de sensibilidade para K. ascorbata; 97% de sensibilidade ao
CLO para K. ascorbata e 94% de sensibilidade para K. cryocrescens; 100% de
resisténcia a PEN para ambas e 93% de resisténcia a AMP para K. ascorbata e 75%
de resisténcia para K. cryocrescens. Sezer et al (1996) identificou uma Kluyvera
cryocrescens de um isolado clinico que se mostrou resistente a AMP, sensivel ao
IPM, GEN, TOB e CIP, praticamente igual ao atual estudo. Ahmed, Das e Geroge
(2015) identificaram em sémen de aves 11 bactérias como Kluyvera ascorbata e
testaram elas frente a NOR, CIP e GEN, obtendo 100% de sensibilidade a NOR;
100% de sensibilidade a CIP e 63,6% de sensibilidade a GEN. Bastos et al (2008)
isolou uma Kluyvera sp. de amostra clinica animal e esta foi sensivel a AMP, CLO,
GEN, TET e TOB. No presente estudo Kluyvera sp. mostrou sensibilidade a NOR,
CIP e GEN e também a CLO, TET e TOB.
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5.8 FORMAQAO DE BIOFILME PELAS BACTERIAS PSICROTROFICAS
SELECIONADAS

Dentre as 4 bactérias que apresentaram simultaneamente atividade
lipoproteinolitica, produgéo de LPS e crescimento a 37°C, selecionaram-se 2 destas
(Kluyvera sp. e Carnobacterium sp.) e mais 2 isolados Listeria monocytogenes (L.
monocytogenes 1/2b (banca A) e L. monocytogenes 1/2c (banca B)) oriundos de
presunto cozido fatiado para verificacdo da capacidade de producgéo de biofilme em
placas de 96 pocos, em octoplicata. Foi utilizado Staphylococcus epidermidis ATCC
35984 como controle positivo, pois é forte produtor de biofilme.

As bactérias selecionadas (Kluyvera sp. (banca B), Carnobacterium sp.
(banca C), L. monocytogenes 1/2b (banca A) e L. monocytogenes 1/2c (banca B))
para esse teste, apresentaram fraca formacao de biofilme, tanto em presenca como

em auséncia de glicose, como demonstra a tabela 10.

Tabela 10. Média da densidade Optica da producdo de biofilme pelos isolados

selecionados com e sem adicéo de 1% de glicose

Amostra Média Desvio Média Desvio Resultado

(Glicose) Padrdao (Sem Glicose) Padréo

Controle Positivo 0,318 0,011 0,355 0,023 Forte
Kluyvera sp. 0,074 0,005 0,082 0,003 Fraco
Carnobacterium sp. 0,047 0,001 0,051 0,003 Fraco
K. sp. + C. sp. 0,088 0,005 0,081 0,005 Fraco
L. monocytogenes 1/2b 0,066 0,006 0,064 0,006 Fraco
L. monocytogenes 1/2c 0,066 0,002 0,072 0,017 Fraco

Legenda: CP: controle positivo; K. sp.: Kluyvera sp.; C. sp.: Carnobacterium sp.; L. m.: Listeria monocytogenes

Rodrigues et al (2010) realizaram o mesmo método para quantificacdo de
biofiime produzido por Listeria sp. isoladas de abatedouro de aves, obtiveram 4
isolados nao produtores de biofilme, 1 fraco produtor e 2 moderados produtores na
presenca de 0,5% de glicose. Ja com a adicdo de 1% de glicose, obtiveram 1
isolado ndo produtor, 5 fracos produtores e 1 moderado produtor; e sem adicdo de
glicose obtiveram 1 isolado ndo produtor, 3 fracos produtores e 3 moderados
produtores de biofilme. Stepanovic et al (2004) realizaram essa técnica e obtiveram

5 isolados de L. monocytogenes como fortes formadores de biofilme, 1 como
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moderado formador e 1 como fraco formador, em meio TSB. Barbosa et al (2009)
determinaram a capacidade de 258 Listeria monocytogenes isoladas de alimentos
em produzir biofilme, obtendo 2 isolados ndo formadores, 177 fracos formadores e
79 como moderados formadores de biofilme. Doijad et al (2015) determinaram a
guantificacdo de biofilmes produzidos por L. monocytogenes, obtendo 63,25% de
isolados fraco formadores, 27,55% de moderados formadores e 9 fortes formadores
de biofiime. Barbosa et al (2013) analisaram a producédo de biofilme de L.
monocytogenes oriunda de alimentos e amostras clinicas, obtendo 54% de fracos
formadores, aproximadamente 40% de moderados formadores, menos de 5% de
fortes formadores de biofiime a 37°C de origem alimentar e 70% de fracos
formadores, aproximadamente 25% de moderados e menos de 5% de fortes de
origem clinica, a 37°C.

Sendo assim, no presente estudo, a adicdo ou ndo de glicose nao alterou
a classificacéo de Listeria monocytogenes frente a producao de biofilme, mantendo-
as como fracas produtoras em ambos 0s casos. Esse resultado ja é preocupante,
uma vez que o biofilme promove uma maior protecéo a vida bacteriana, dificultando
a sua eliminacéo da linha industrial.

Até o presente momento ndo foram encontrados dados literarios
utilizando essa técnica para quantificacdo de biofilme para Kluyvera sp. e

Carnobacterium sp.

5.9 AVALIACAO DA ADESAO DOS ISOLADOS PSICROTROFICOS EM CORPOS
DE ACO INOXIDAVEL

Dentre as 4 bactérias que apresentaram simultaneamente atividade
lipoproteinolitica, producdo de exopolissacarideo e crescimento a 37°C,
selecionaram-se 2 destas (Kluyvera sp. (banca B) e Carnobacterium sp. (banca C) e
mais 2 isolados Listeria monocytogenes (L. monocytogenes 1/2b (banca A) e L.
monocytogenes 1/2c¢ (banca B)) oriundos de presunto cozido fatiado para verificagéo
da capacidade de aderéncia em corpos de prova de aco inoxidavel.

Realizaram-se as contagens das células planctdnicas livres (néo
aderentes) encontradas no meio de cultura, e também das células que estavam

aderidas no inox, como demonstra a tabela 11 e figura 6. O experimento foi



55

realizado em duplicata e o controle positivo foi 0 Staphylococcus epidermidis ATCC

35984.

Os resultados mostram que 0Ss micro-organismos testados tem

capacidade de adesdo em aco inoxidavel.

Figura 6. Contagem de coldnias plancténicas em meio PCA

Tabela 11. Valores das contagens de bactérias plancténicas e de bactérias aderidas

em aco inoxidavel

Células Planctbnicas

Aderéncia em Inox

L. monocytogenes 1/2b 8,2902 4,171°
L. monocytogenes 1/2¢ 8,000% 4,406°
Kluyvera sp. 8,5052 5,267°
Carnobacterium sp. 8,4692 4,447°
Controle Positivo 8,2782 4,389°

Legenda: Dados expressos em Logio/ cm2. Letras diferentes significa que ha diferenca estatistica nos valores

para a analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).

Todos o0s micro-organismos submetidos ao teste tiveram o mesmo

resultado estatistico nos valores de células planctdnicas, de acordo com o teste de

Tukey. O mesmo ocorreu com as células aderidas em aco inoxidavel, com exce¢ao

da Kluyvera sp., que obteve valores maiores que as demais em termos de aderéncia

em inox.
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Tanto a capacidade de producéo de biofilme quanto a aderéncia em acgo
inoxidavel sdo fatores preocupantes na industria de alimentos, uma vez que esse
tipo de material € comumente usado em larga escala. A associacao de aderéncia
com a producao de biofilme acaba dificultando a remocéo e/ou eliminagédo de micro-
organismos no setor industrial, uma vez que o biofilme confere maior protecdo aos
micro-organismos que se encontram aderidos e formando o biofilme (DAVIES, 2003;
CIOFU et al, 2015).

Bae et al (2012) determinaram a capacidade de adeséo de L.
monocytogenes em superficies de aco inoxidavel e obtiveram, a 25 °C, um total de 3
Logio UFC/cm? células aderidas em corpos de aco inoxidavel. Casarin et al (2014)
também demonstraram a capacidade de aderéncia de L. monocytogenes em aco
inoxidavel, obtendo valores proximos a 3 Logip UFC/cm?2. No presente estudo ambas
as culturas de Listeria monocytogenes ficaram proximas a 4 Logiy UFC/cmz.
Stepanovic et al (2004) avaliaram a aderéncia desse patdgeno em superficies
plasticas, sendo que o numero de células aderidas variou entre 2 a 3 Logio
UFC/cm?. Niveis similares de aderéncia por esse micro-organismo foram observados
em superficies de vidro, no estudo de Chae e Schraft (2000). O estudo realizado por
Oliveira et al (2010), mostra que um total de 4,89 Logio UFC/cm? de células de L.
monocytogenes foram capazes de se aderirem em aco inoxidavel apés 3 horas de
contato, e 4,08 Logiy UFC/cm? apoOs 48 horas, esses valores mostram maior
proximidade com os encontrados no presente estudo, vindo a convergirem. A
guantidade de células plancténicas no trabalho de Oliveira et al (2010), mostrou
valores de 8,97 Logis/cm2 apds 3 horas e de 8,85 Logip UFC/cm? apds 48 horas,
lembrando que o valor do inéculo adicionado para o experimento foi de 8 Logio
UFC/cm?, os valores de células planctonicas também mostraram convergéncia com
0 presente estudo.

Até o presente momento ndo foram encontrados dados literarios
utilizando essa técnica para capacidade de aderéncia em aco inoxidavel para

Kluyvera sp. e Carnobacterium sp.
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5.10 AVALIAC}AO DO COMPORTAMENTO DE BACTERIAS PSICROTROFICAS,
MESOFILAS E PATOGENICAS EM PRESUNTO COZIDO FATIADO, TRATADOS
COM PEDIOCINA E EXTRATO DE HIBISCO

Antes de dar sequéncia ao tratamento do presunto cozido fatiado, com o
objetivo da reducdo da carga microbiana presente nesse alimento através do uso de
pediocina e extrato de hibisco, foi realizada a concentragdo efetiva desses
compostos frente certos micro-organismos, para obtencdo de uma concentracao

minima para tratar o alimento.

5.10.1 Avaliagdo da Concentracao Inibitéria de Pediocina e Extrato de Hibisco

Com o objetivo de incorporar pediocina ALTA™2345 (Kerry®) e extrato de
hibisco (ABC Pharmus manipulacdo) no presunto cozido fatiado realizou-se um teste
para obter qual concentracdo dos compostos seria efetiva contra micro-organismos
durante o tratamento do alimento.

Foram utilizadas como bactérias indicadoras para o teste da pediocina:
Carnobacterium sp. (banca C), Kluyvera sp. (banca B), L. monocytogenes 1/2b
(banca A), L. monocytogenes 1/2c¢ (banca B) e L. monocytogenes ATCC 7644, esta
tltima sendo usada como controle positivo, uma vez que pediocina tem efeito
antilisteria. Foi utilizada a técnica de difusdo em agar do CLSI (2013), modificada,
onde se semeou 0 micro-organismo em agar Mueller Hinton (Himmedia ®) numa
concentracdo de 0,5 da escala de McFarland e apés isso 20 uL de pediocina
ALTA™2345 (Kerry®) 0,5% e 1,0% (concentracdo maxima permitida para testes em
produtos carneos) foram distribuidas em forma de gotas. Levou-se por 24 horas a
37°C para incubacéo. Apds foi possivel visualizar e mensurar halos transltcidos nas

gotas de pediocina adicionadas na superficie da placa, como demonstra a figura 7.

Figura 7. Mensuragao dos halos translucidos por adi¢éo de pediocina 0,5% (A) e de
pediocina 1,0% (B).
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A tabela 12 mostra a média da sextuplicata dos halos translicidos
formados entorno das gotas de pediocina 0,5% e 1,0% em agar Mueller Hinton.

Tabela 12. Médias dos halos transltcidos apés a adicdo de pediocina 0,5% e 1,0%
em agar Mueller Hinton.

Carnobacterium L. m. L. m. L. m. Kluyvera
sp. 1/2b 1/2c  ATCC 7644 sp.
Pediocina 0,5% 11,8 15,5 10,6 14,6
Pediocina 1,0% 14,6 19,3 13,0 16,1

Legenda: Dados expressos em milimetro (mm). L. m.: Listeria monocytogenes.

As bactérias indicadoras escolhidas para o teste de concentracao
necessaria efetiva de extrato de hibisco foram: Kluyvera sp., Carnobacterium sp.,
Listeria monocytogenes ATCC 7644, E. coli ATCC 10536. Foi utilizada a técnica de
disco difusdo do CLSI (2013), modificada, onde se semeou 0 micro-organismo em
agar Mueller Hinton (Himmedia ®) numa concentracdo de 0,5 da escala de Mc
Farland e apos isso 20 uyL de extrato de hibisco (ABC Pharmus manipulacdo) em
concentracgfes de 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 % foram distribuidas em forma de
gotas nesse meio. Levou-se por 24 horas a 37°C para incubacéo. Apos foi possivel
visualizar e mensurar halos translucidos apés a adicdo da gota de extrato de hibisco,
havendo crescimento microbiano somente envolta dele. A tabela 13 mostra a média
da triplicata dos halos translicidos formados nas diferentes concentracbes de
extrato de hibisco em agar Mueller Hinton.

Tabela 13. Médias dos halos translucidos formados nas diferentes concentracdes de

extrato de hibisco em agar Mueller Hinton.

Indicadora 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
E. coli 10536 0 0 0 0 0 8,0 10 10
L. m. 7644 0 11 12 12 13 11 12 12
Kluyvera sp. 0 12 12 11 12 12 13 12
C. sp. 0 12 12 12 13 13 12 13

Legenda: Dados expressos em milimetro (mm); L. m.: Listeria monocytogenes; C. sp.: Carnobacterium sp.
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Com os resultados gerados, foram escolhidas para aplicagdo em presunto
fatiado como tratamento as 2 concentracbes de pediocina (0,5% e 1,0%) e a
concentragcédo de 40% do extrato de hibisco, uma vez que foi a menor concentragao
testada que mostrou eficacia frente a todos os micro-organismos testados, exceto
para E. coli.

5.10.2 Resultados do Comportamento de Micro-organismos Psicrotréficos, Mesofilos
e Patogénicos em Presunto Cozido Fatiado frente ao Tratamento com Pediocina e
Extrato de Hibisco

Aproximadamente 250 g de presunto cozido fatiado foram empregados
para avaliacdo de cada tipo de tratamento. Apés a adicédo de pediocina e extrato de
hibisco ao presunto, foram feitas contagens de Listeria spp. (em agar ALOA,
incubadas por 48 horas a 30°C), de E. coli (em agar EMB, incubadas por 48 horas a
37°C), de S. aureus (em agar Baird-Parker, incubadas por 48 horas a 37°C), de
micro-organismos mesofilos (em agar PCA, incubadas por 48 horas a 37°C) e de
micro-organismos psicrotréficos (em éagar PCA, incubadas por 10 dias em
temperatura de refrigeracéo 4 - 8°C) para a determinacéo de unidades formadoras
de colbnias de cada tipo dessas bactérias. As contagens dos experimentos foram
feitas em quintuplicata (psicrotréficos e mesofilos) e em duplicata (contagem de
Listeria spp., E. coli e S. aureus), sendo realizadas nos dias 0 (antes do tratamento),
2, 5 e 12 dias. As amostras ficaram sempre mantidas sempre em refrigeracao (4 -
8°C).

Os dados foram submetidos ao teste de Tukey, para avaliar as diferencas
significativas (p>0,05) entre os grupos de tratamentos, com o auxilio do programa
SPSS verséo 18.0.3.

5.10.2.1 Presunto Cozido Fatiado Submerso Continuamente ao Tratamento com
Pediocina e Extrato de Hibisco

Nesse experimento, o presunto fatiado permaneceu submerso em tempo
integral nos tratamentos, sendo eles divididos em: grupo controle (C), grupo tratado
com pediocina 0,5% (P) e grupo tratado com extrato de hibisco a 40% (H).

Através de andlise estatistica pode-se afirmar que o dia 0 de todos os

tratamentos foram iguais, em todas as contagens realizadas, isso significa que todos
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continham a mesma carga microbiana antes da submissdo desse alimento aos

tratamentos realizados.

5.10.2.1.1 Contagem de Mesdfilos

Pediocina 0,5% foi eficaz nas andlises dos dias 2 e 5, sendo que reduziu
0,53 10910 NO dia 2 e 0,28 1310 NO dia 5. Entretanto o tratamento com hibisco mostrou-
se mais eficiente em termos de reducdo de carga microbiana, ou seja, 0 hibisco
somente no dia 12 apresentou a carga microbiana que a pediocina ja apresentou no
dia 2, mostrando assim maior controle. O tratamento com hibisco reduziu 2,06 og10
no dia 2, 3,5 jog10 NO dia 5 e 3,02 o510 NO dia 12.Sendo assim pediocina teve acao
contra mesofilos nos dias 2 e 5 e 0 extrato de hibisco nos dias 2, 5 e 12. Os valores

podem ser visualizados na tabela 14 e no grafico 1.

Tabela 14. Contagem de micro-organismos mesofilos durante o tratamento continuo
com pediocina 0,5% e extrato de hibisco 40% do presunto cozido fatiado e avaliacéo

da similaridade estatistica entre eles

Co Cc2 C5 Cl12 HO H2 H5 H12 PO P2 PS5 P12

Mes6- 3,86 5,23 7,00 750 385 3,17 350 4,48 339 470 6,72 7,53

filos A D E B A F G C A C H B

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; P0O: pediocina dia 0; P2: pediocina dia 2; P5: pediocina dia 5;
P12: pediocina dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras diferentes significa que h& diferencga estatistica nos
valores para a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).
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Gréfico 1. Contagem de micro-organismos mesofilos durante o tratamento continuo

com pediocina 0,5% e extrato de hibisco 40% do presunto cozido fatiado
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5.10.2.1.2 Contagem de Psicrotroéficos

Pediocina 0,5% foi estatisticamente igual ao grupo controle, ou seja, nao
demonstrou nenhuma eficiéncia. No tratamento com hibisco, os dias 2 e 5 foram
estatisticamente iguais, sugerindo um controle da carga microbiana nesse periodo.
Ao se comparar o grupo controle com o hibisco, nota-se uma redugéo de 2,08 |10
no dia 2, 3,22 1,g10 N0 dia 5 e 3,71 10g10 NO dia 12, tendo comportamento similar frente
aos mesofilos. Com isso, pediocina ndo demonstrou nenhum efeito frente a
psicrotroficos, todavia o extrato de hibisco o fez nos dias 2, 5 e 12. Os valores
podem ser visualizados na tabela 15 e no gréfico 2.

Tabela 15. Contagem de micro-organismos psicrotroficos durante o tratamento
continuo com pediocina 0,5% e extrato de hibisco 40% do presunto cozido fatiado e

similaridade estatistica entre eles

co C2 C5 Cl12 HO H2 H5 H12 PO P2 P5 P12

Psicro 4,20 6,01 7,16 8,26 4,17 3,93 3,94 455 4,17 5,00 7,07 8,11

tréficos A B C D A E E F A B C D

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; PO: pediocina dia 0; P2: pediocina dia 2; P5: pediocina dia 5;
P12: pediocina dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras diferentes significa que ha diferenca estatistica nos
valores para a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).
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Gréfico 2. Contagem de micro-organismos psicrotréficos durante o tratamento

continuo com pediocina 0,5% e extrato de hibisco 40% do presunto cozido fatiado
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5.10.2.1.3 Contagem de Listeria spp.

O tratamento com hibisco mostrou grande eficiéncia contra esse
patdgeno, observando-se auséncia de crescimento, quando as contagens foram
realizadas nos dias 2, 5 e 12. A pediocina 0,5% mostrou efeito exclusivamente no
dia 2 (reducéo de 3,56 iq10), NO dia 5 ja foi estatisticamente igual ao controle, ou
seja, ineficiente. O hibisco mostrou reducéo de 3,56 |,g10 NO dia 2, 4,46 |og10 NO dia 5
e 4,95 o510 N0 dia 12. Com isso pode-se afirmar que o extrato de hibisco teve boa
atuacdo frente a esses micro-organismos nos dias 2, 5 e 12, j4 a pediocina mostrou
efeito somente no dia 2, sugerindo uma ac¢édo curta desse Ultimo composto. Os

valores podem ser visualizados na tabela 16 e no gréfico 3.

Tabela 16. Contagem de Listeria spp. durante o tratamento continuo com pediocina
0,5% e extrato de hibisco 40% do presunto cozido fatiado e similaridade estatistica

entre eles

Co Cc2 C5 Cl12 HO H2 H5 H12 PO P2 P5 P12

Listeria 2,15 356 4,46 495 215 0 O 0O 215 0 4,18 5,53
spp. A D B E A c c c A c B F

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; PO: pediocina dia 0; P2: pediocina dia 2; P5: pediocina dia 5;
P12: pediocina dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras diferentes significa que ha diferencga estatistica nos
valores para a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).
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Gréfico 3. Contagem de Listeria spp. durante o tratamento continuo com

pediocina 0,5% e extrato de hibisco 40% do presunto cozido fatiado
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5.10.2.1.4 Contagem de E. coli

As contagens de todos os tratamentos no dia O nao diferiram
estatisticamente do hibisco nos dias 2, 5 e 12, nem da pediocina 0,5% no dia 2, isso
mostra que o hibisco foi eficiente no controle da multiplicagdo microbiana desse
micro-organismo durante os dias analisados, tendo um efeito bacteriostatico sobre a
divisdo bacteriana e a pediocina teve essa capacidade exclusivamente no dia 2.

O hibisco reduziu cerca de 0,51 joq10 NO dia 2, 0,60 jog10 NO dia 5 € 1,01 jog10
no dia 12, e a pediocina 0,5% reduziu 0,24 o410 N0 dia 2. Os valores podem ser
visualizados na tabela 17 e no grafico 4.

Tabela 17. Contagem de E. coli durante o tratamento continuo com pediocina 0,5%
e extrato de hibisco 40% do presunto cozido fatiado e similaridade estatistica entre

eles

Co C2 C5 Cl2 HO H2 H5 H12 PO P2 P5 P12

E. 320 321 3,69 4,07 317 2,70 3,09 3,06 3,18 297 3,60 3,59

coli A A B D A C A A A AC B B

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; PO: pediocina dia 0; P2: pediocina dia 2; P5: pediocina dia 5;
P12: pediocina dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras diferentes significa que ha diferenca estatistica nos
valores para a andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05).
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Gréfico 4. Contagem de E. coli durante o tratamento continuo com pediocina 0,5% e

extrato de hibisco 40% do presunto cozido fatiado
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5.10.2.1.5 Contagem de S. aureus
Nenhuma colbnia caracteristica cresceu em meio Baird-Parker, em

nenhum dos dias analisados.

5.10.2.2 Presunto Submerso por 1hora e 40 minutos no Tratamento

Nesse experimento, o presunto fatiado permaneceu submerso durante o
tempo de 1 hora e 40 minutos nos tratamentos, sendo eles: grupo controle (C),
grupo tratado com pediocina 0,5% (P0,5%), grupo tratado com pediocina 1,0%
(P1,0%) e grupo tratado com extrato de hibisco a 40% (H). Através de analise
estatistica pode-se afirmar que o dia 0 de todos os tratamentos néo diferiu uns dos

outros, em todas as contagens realizadas.

5.10.2.2.1 Contagem de Mesofilos
N&o houve diferenca estatistica entre o grupo controle e pediocina 0,5%,
isso quer dizer que ela foi ineficiente no controle de mesofilos. A pediocina 1% e a
pediocina 0,5% demonstraram o mesmo efeito no dia 2. A carga microbiana foi
constante entre os dias 5 e 12 da pediocina 1%, sugerindo um controle da
multiplicacdo microbiana, todavia no dia 5 ela aumentou 0,81 Logs, sendo ineficaz.
Hibisco reduziu 0,96 o410 N0 dia 2, 0,89 |oq10 NO dia 5 e 0,73 jog10 NO dia 12.

Os valores podem ser visualizados na tabela 18 e no grafico 5.

Tabela 18. Contagem de mesofilos durante o tratamento de 1h e 40min com

pediocina e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado e similaridade estatistica

entre eles
CO Cc2 C5 C12 HO H2 H5 H12
4,37 6,19 7,34 8,75 4,26 5,23 6,45 8,02
A B C F A G H E

Mesofilos P1% P1% P1% P1% PO5% PO0,5% PO05% PO0,5%

0 2 5 12 0 2 5 12
4,35 6,02 8,15 8,26 4,30 6,15 7,44 8,16
A D E E A BD c E

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; P1% 0: pediocina 1% dia 0; P1% 2: pediocina 1% dia 2; P1%
5: pediocina 1% dia 5; P1% 12: pediocina 1% dia 12; P0,5 0: pediocina 0,5% dia 0; P0,5% 2: pediocina 0,5% dia
2; P0,5% 5: pediocina 0,5% dia 5; P0,5 12: pediocina 0,5% dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras
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diferentes significa que h& diferenca estatistica nos valores para a anélise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (p<0,05).
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Grafico 5. Contagem de mesofilos durante o tratamento de 1h e 40min com

pediocina e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado

5.10.2.2.2 Contagem de Psicrotroficos

Pediocina 0,5% mostrou-se ineficaz. A carga microbiana foi constante
entre os dias 5 e 12 da pediocina 1%, porém as contagens deram superiores ao
grupo controle O hibisco provocou uma redugéo de 0,61 jog10 N0 dia 2 € 1,19 jog10 NO

dia 5. Os valores podem ser visualizados na tabela 19 e no grafico 6.
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Gréfico 6. Contagem de psicrotréficos durante o tratamento de 1h e 40min com

pediocina e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado
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Tabela 19. Contagem de psicrotréficos durante o tratamento de 1h e 40min com

pediocina e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado e similaridade estatistica

entre eles
CO Cc2 C5 C12 HO H2 H5 H12
5,21 6,46 8,46 8,51 5,21 5,84 7,27 8,65
A B C C A F G D
Psicrotroficos P1% P1% P1% P1% P0,5% PO05% P05% P0,5%
0 2 5 12 0 2 5 12
5,21 6,25 8,78 8,73 5,18 6,43 8,54 8,55
A H DE DE A B CD CDE

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; P1% 0: pediocina 1% dia 0; P1% 2: pediocina 1% dia 2; P1%
5: pediocina 1% dia 5; P1% 12: pediocina 1% dia 12; P0,5 0: pediocina 0,5% dia 0; P0,5% 2: pediocina 0,5% dia
2; P0,5% 5: pediocina 0,5% dia 5; P0,5 12: pediocina 0,5% dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras
diferentes significa que ha diferenca estatistica nos valores para a andlise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (p<0,05).

5.10.2.2.3 Contagem de Listeria spp.

O tratamento com hibisco mostrou um bom efeito nos dias 2 e 5, zerando
as contagens desse micro-organismo. As pediocinas 0,5% e 1% atuaram
similarmente no dia 5.

A contagem obtida no dia 2 do grupo controle foi igual a encontrada no
dia 12 de ambas pediocinas, ou seja, somente no dia 12 que as pediocinas
chegaram ao resultado obtido no dia 2 do grupo controle, mostrando assim um
controle da multiplicacdo microbiana.

O hibisco reduziu cerca de 5,19 |og10 N0 dia 2, 5,82 jog10 N0 dia 5 € 3,57 jog10
no dia 12. A pediocina 1,0% reduziu 2,38 jog10 NO dia 2, 1,52 joq10 NO dia 5 € 1,00 jog10
no dia 12. A pediocina 0,5% mostrou redugéo de 1,62 jog10 NO dia 2, 1,31 jog10 NO dia
5 e 1,00 jog10 NO dia 12.

Os valores podem ser visualizados na tabela 20 e no grafico 7.
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Tabela 20. Contagem de Listeria spp. durante o tratamento de 1h e 40min com

pediocina e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado e similaridade estatistica

entre eles
CO Cc2 C5 Cl12 HO H2 H5 H12
5,19 5,82 6,00 0 0 0 2,42
A B C C A A A E
Listeria spp. P1% P1% P1% P1% P0,5% PO05% P05% P0,5%
0 2 5 12 0 2 5 12
0 2,80 4,30 5,00 0 3,56 4,50 5,00
A F D B A G D B

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; P1% O: pediocina 1% dia 0; P1% 2: pediocina 1% dia 2; P1%
5: pediocina 1% dia 5; P1% 12: pediocina 1% dia 12; P0,5 0: pediocina 0,5% dia 0; P0,5% 2: pediocina 0,5% dia
2; P0,5% 5: pediocina 0,5% dia 5; P0,5 12: pediocina 0,5% dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras
diferentes significa que ha diferenca estatistica nos valores para a anélise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (p<0,05).
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Gréfico 7. Contagem de Listeria spp. durante o tratamento de 1h e 40min com

pediocina e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado

5.10.2.2.4 Contagem de E. coli
A contagem no dia O foi estatisticamente igual entre todos o0s grupos e
ainda foi igual aos dias 2, 5 e 12 do grupo tratado com hibisco, ou seja, o hibisco

controlou a multiplicagdo microbiana, deixando-a constante durante os dias
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analisados. As pediocinas mostraram eficiéncia de atuagéo igual dias 2 e 5. O
hibisco causou redugéo de 1,56 og10 N0 dia 2, 2,34 o410 N0 dia 5 e 3,41 j,g10 NO dia 12.
As pediocinas reduziram 1,00 jg10 NO dia 5 e 1,00 0g10 NO dia 12. A pediocina 1,0%
reduziu 0,35 o410 NO dia 2 e a pediocina 0,5% reduziu 0,27 o510 Nesse mesmo dia. Os

valores podem ser visualizados na tabela 21 e no gréfico 8.

Tabela 21. Contagem de E. coli durante o tratamento de 1h e 40min com pediocina

e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado e similaridade estatistica entre eles

Co Cc2 C5 C12 HO H2 H5 H12
2,70 4,10 5,00 6,00 2,73 2,53 2,65 2,60
A B c E A A A A
E. coli P1% P1% P1% P1% PO05% PO5% P05% P0,5%
0 2 5 12 0 2 5 12
2,65 3,75 4,00 5,00 2,81 3,83 4,00 5,00
A D BD c A D BD c

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; P1% 0: pediocina 1% dia 0; P1% 2: pediocina 1% dia 2; P1%
5: pediocina 1% dia 5; P1% 12: pediocina 1% dia 12; P0,5 0: pediocina 0,5% dia 0; P0,5% 2: pediocina 0,5% dia
2; P0,5% 5: pediocina 0,5% dia 5; P0,5 12: pediocina 0,5% dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras
diferentes significa que h& diferenca estatistica nos valores para a analise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (p<0,05).
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Gréfico 8. Contagem de E. coli durante o tratamento de 1h e 40min com pediocina e

extrato de hibisco do presunto cozido fatiado
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5.10.2.2.5 Contagem de S. aureus

Pediocina 0,5% e pediocina 1,0% mantiveram a multiplicagdo microbiana
controlada ao longo dos dias. A pediocina 1,0% mostrou eficiéncia igual ao dia 5 do
grupo tratado com hibisco, mostrando novamente maior eficiéncia por parte do
hibisco. O hibisco reduziu 1,13 o190 NO dia 2, 1,26 jog10 NO dia 5 € 4,99 j,g10 NO dia 12.
A pediocina 1% mostrou redugao de 0,52 410 NO dia 2, 1,48 |og10 NO dia 5 € 2,30 jog10
no dia 12. Ja a pediocina 0,5% reduziu 0,35 jog10 NO dia 2, 0,57 jpg10 NO dia 5 e 1,31
logio NO dia 12. Os valores podem ser visualizados na tabela 22 e no gréfico 9.

- /

E %,/ —+—Controle

23

> %—4 ~m-Hibisco

=12 Pediocina 0,5%

. \ ——Pediocina 1,0%

Dias

Grafico 9. Contagem de S. aureus durante o tratamento de 1h e 40min com

pediocina e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado

Tabela 22. Contagem de S. aureus durante o tratamento de 1h e 40min com

pediocina e extrato de hibisco do presunto cozido fatiado e similaridade estatistica

entre eles
CO C2 C5 C12 HO H2 H5 H12
3,70 3,20 4,11 5,00 3,65 2,07 2,84 0]
A C D E A F B G
S. aureus P1% P1% P1% P1% P0,5% PO0,5% P05% P0,5%
0 2 5 12 0 2 5 12
3,70 2,67 2,62 2,70 3,70 3,55 3,54 3,68
A B B B A A A A

Legenda: CO: controle dia 0; C2: controle dia 2; C5: controle dia 5; C12: controle dia 12; HO: hibisco dia 0; H2:
hibisco dia 2; H5: hibisco dia 5; H12: hibisco dia 12; P1% 0: pediocina 1% dia 0; P1% 2: pediocina 1% dia 2; P1%
5: pediocina 1% dia 5; P1% 12: pediocina 1% dia 12; P0,5 0: pediocina 0,5% dia 0; P0,5% 2: pediocina 0,5% dia
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2; P0,5% 5: pediocina 0,5% dia 5; P0,5 12: pediocina 0,5% dia 12. Dados expressos em Logio/mL. Letras
diferentes significa que h& diferenca estatistica nos valores para a anélise de variancia (ANOVA) e teste de
Tukey (p<0,05).

5.10.3 Discussdo do Comportamento de Micro-organismos Psicrotroficos, Mesofilos
e Patogénicos em Presunto Cozido Fatiado frente ao Tratamento com Pediocina e
Extrato de Hibisco

O extrato de hibisco demonstrou maior eficiéncia e maior espectro de
acdo, quando comparado a pediocina, frente aos micro-organismos presentes no
presunto cozido fatiado, principalmente frente ao controle da multiplicacdo de
Listeria spp., podendo assim ser considerado uma estratégia alternativa no controle
desses micro-organismos.

As pediocinas tiveram um bom resultado na inibicdo de Listeria spp.,
comprovando a acdo antilisteria esperada por essa bacteriocina. Também
demonstraram em certos casos, alguma capacidade de reducdo de outros micro-
organismos no inicio dos tratamentos, sugerindo que perderam o efeito ao longo do
tempo. Esse fato pode estar relacionado com a capacidade de degradacao
enzimatica dessas estruturas pela microbiota encontrada no presunto fatiado,
todavia seria necessario outro estudo correlacionando esse fato.

Pattanayaiying, Kittikun e Cutter (2015) realizaram um estudo no qual
incorporaram nisina Z em embalagens que envolvem alimentos carneos prontos
para 0 consumo, com isso observaram que essa bacteriocina conseguiu controlar a
carga microbiana de L. monocytogenes, S. aureus e E. coli em determinado periodo,
sendo que para S. aureus as contagens oscilaram (aumentando e diminuindo a
populacédo) no periodo de tempo analisado, a pediocina aplicada no presente estudo
mostrou pouca oscilagdo, tanto € que a carga microbiana de S. aureus foi
considerada estatisticamente constante. No mesmo estudo de Pattanayaiying,
Kittikun e Cutter (2015) ainda pode-se observar que a nisina Z nao foi capaz de
controlar L. monocytogenes, uma vez que a populacdo desse patdgeno cresceu
significativamente durante a estocagem. No presente estudo, pediocina conseguiu
reduzir a zero no dia 2 a carga microbiana no experimento que permaneceu
submerso continuamente, porém perdeu sua eficacia ja no dia 5.

No experimento que ficou 1 hora e 40min em contato com os tratamentos,

houve reducédo da carga microbiana de Listeria sp. nos dias analisados, porém ela
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aumentou ao longo do tempo, de forma mais amena e foi eficaz contra esse
patégeno. No estudo de Pattanayaiying, Kittikun e Cutter (2015), nisina Z mostrou-se
ineficaz contra E. coli O111, todavia mostrou oscilagdo na contagem desse micro-
organismo (reduzindo entre 0,2 a 0,4 j,g10 UFC/cm? ap6s o dia 14), no presente
estudo, pediocina mostrou reducéo variando entre 1 a 0,5 jog10, UMa vez que se é
esperado que essas bacteriocinas nao atuem em bactérias gram-negativas sugere-
se gue nisina e pediocina podem ter predisposto um ambiente favoravel a micro-
organismos competidores de E. coli, explicando assim essa diminuicdo da
populacdo dessa bactéria.

Ruiz et al (2010) observaram o crescimento de L. monocytogenes em
presunto de peru tratados com nisina, constatando que nisina 0,5% frente L.
monocytogenes, foi efetiva, reduzindo cerca de 4 g0 UFC/g durante 14 dias de
analise, ja no presente estudo, pediocina 0,5% do experimento submerso
continuamente no tratamento, reduziu cerca de 4,5 ,q10 UFC/mL no dia 2, sendo que
apos isso foi ineficiente, ja a pediocina 1,0% e pediocina 0,5% do experimento que
permaneceu 1 hora e 40min em contato com os tratamentos, reduziram cerca de 2
logroUFC/ML e 1,6 10g10UFC/mL no dia 2, respectivamente. Ja no dia 5 e 12 reduziram
em média 1,5 ,510UFC/mL. Essa diferenga pode-se dar ao fato de Ruiz et al (2010)
terem realizado um inéculo de L. monocytogenes no alimento, diferindo do presente
estudo, o qual o alimento ja veio contaminado com esse micro-organismo e ainda
acompanhado de uma microbiota desconhecida.

Ravishankar et al (2012) incorporaram extrato de hibisco, carvacrol e
cinamaldeido em plasticos filme alimenticios a fim de testarem sua atividade
antimicrobiana em presunto e mortadela fatiados, ambos inoculados com L.
monocytogenes. Foi observada uma reducédo desse patégeno de até 3 logi;0UFC/mL
da associacdo de extrato de hibisco com carvacol e reducdo inferior a 1
log10UFC/mL de extrato de hibisco com cinamaldeido.

Jaroni e Ravishankar (2012) verificaram a atividade antibacteriana de
extrato de hibisco frente a L. monocytogenes, Salmonella enterica. e E. coli O157:H7
in vitro e em alface e alfafa. Observaram uma reducéo de até 7 log;0UFC/mL de L.
monocytogenes, sendo que apdés 72 horas ndo conseguiram mais detectar a

presenca desse patdgeno. Frente a E. coli e Salmonella enterica em 24 horas ja ndo
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foi mais possivel detectar a presenca de ambos patégenos tanto in vitro como em
alface e alfafa.

Olaleye (2007) conduziu um estudo sobre a citotoxidade e atividade
antimicrobiana de extrato de hibisco, sendo que foi eficaz contra S. aureus, Bacillus
stearothermophilus, Micrococcus luteus, Serratia mascances, Clostridium
sporogenes, E. coli, Klebsiella pneumoniae, Bacillus cereus e Pseudomonas
fluorescens. Para verificar a citotoxidade, utilizou camardes e a dose letal que matou
50% da populacgéo foi com o valor de 55.1 ppm.

Paim et al (2015) conduziram um estudo no qual avaliaram o efeito anti-
Escherichia coli do extrato de hibisco, sendo utilizado como aditivo alimentar na
carne bovina moida. Com isso foi possivel observar o decréscimo de 2 log10UFC/mL.
Nesse trabalho também foi avaliado o comportamento de mesdfilos frente a esse
extrato, sendo que houve uma reducdo de 1 a 2 log;,0UFC/mL na contagem de
micro-organismos mesofilos. No atual estudo, o tratamento submerso continuamente
com hibisco reduziu mesofilos em 2 a 3 log10UFC/mL e no tratamento submerso
durante 1 hora e 40 minutos em extrato de hibisco, mesadfilos foram reduzidos em
torno de 1 logio0UFC/mL.

Ruban e Gajalakshmi (2012) pesquisaram in vitro a atividade
antibacteriana de extrato de hibisco contra patdgenos humanos, sendo relatado que
esse extrato mostrou atividade contra Bacillus subtilis, E. coli, Salmonella sp., P.
aeruginosa, Streptococcus sp. e S. aureus.

Em resumo, tanto o experimento com o presunto cozido fatiado submerso
continuamente no tratamento quanto o submerso por 1 hora e 40 minutos
demonstraram maior efetividade contra Listeria spp. nos dias 2, 5 e 12 quando
tratados com extrato de hibisco. A pediocina 0,5% foi mais eficaz contra esse
patdgeno quando submersa continuamente no tratamento, porém também
demonstrou atividade contra essa bactéria quando submersa por 1 hora e 40
minutos.

A pediocina 0,5% ndo € uma boa alternativa no controle para micro-
organismos mesofilos e nem psicrotréficos, em ambos experimentos demonstraram
pouca ou nenhuma reducéo bacteriana sobre esses micro-organismos. A pediocina
1% tem pouca acdo nesses micro-organismos também, porém ainda € melhor que a

pediocina 0,5%, uma vez que conseguiu estabilizar o crescimento microbiano
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mesofilico e psicrotrofilico nos dias 2 e 5, porém depois perdeu o efeito. O extrato de
hibisco teve uma melhor resposta frente a esses micro-organismos que as
pediocinas.

O extrato de hibisco foi eficiente frente a E. coli, uma vez que se pode
observar uma estabilizagdo do crescimento microbiano em ambos experimentos. As
pediocinas tiveram fraca agao frente a esse micro-organismo.

S. aureus nao foi detectado no experimento submerso continuamente,
sendo que no experimento submerso por 1 hora e 40 minutos, tanto a pediocina
0,5% quanto a pediocina 1,0% mantiveram a carga microbiana controlada ao longo
dos dias. O extrato de hibisco teve boa a¢éo no controle dessa bactéria também.

Uma vez que se buscam aditivos naturais para industria alimenticia, pode-
se dizer, através dos dados obtidos, que o extrato de hibisco tem bom potencial
como conservante de alimentos, podendo ter suas propriedades exploradas também
para a possibilidade de desenvolvimento de algum produto sanitizante que possa ser
utilizado industrialmente, sendo uma boa estratégia contra Listeria monocytogenes,
uma vez que esse patdgeno tem natureza ubiqua e por ser capaz de resistir a
erradicacao feita no local de processamento de alimentos (CARPENTIER E CERF,
2011).

5.11 CONTAGEM E PESQUISA DE MICRO-ORGANISMOS PATOGENICOS,
BACTERIAS MESOFILAS E PSICROTROFICAS OBTIDAS DE SUABE DE
SUPERFICIE

Visto a quantidade de micro-organismos encontrados em presunto cozido
fatiado oriundo do mercado publico de Porto Alegre, a Coordenadoria Geral de
Vigilancia em Saude — Equipe de Alimentos, acompanhou as coletas de suabes de
superficie nas Bancas do mercado publico, uma vez que a causa da contaminacéo
da peca carnea de presunto ficou bem evidente ao compara-la com a peca inteira
analisada. O objetivo dessa etapa foi verificar se a principal fonte de contaminacéo
do presunto realmente € o ambiente em que ele é fatiado. Foram coletados suabes
em duplicata de superficie que entra em contato com o alimento, de fatiador de
alimentos, de utensilio (faca/espéatula) e de mao dos manipuladores (ap06s lavagem).
Também foram coletadas novas amostras de presunto cozido fatiado para contagem

de coliformes totais e fecais.
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5.11.1 Contagem de micro-organismos mesofilos e psicrotroficos em suabes
coletados no mercado publico

A contagem de mesofilos em fatiador variou entre 3,720 Logio/cm? (5,2
x10°® UFC/cm?) a 5,386 Logidcm? (2,4 x10° UFC/cm?) e psicrotréficos 4,376
Logio/cm? (3,3 x 10° UFC/cm?) a 5,328 Logio/cm? (2,1 x10° UFC/cm?). Em contagem
de suabe de maos, mesdfilos ficou entre 3,113 Logio/méao de manipulador (1,3 x10°
UFC/mé&o de manipulador) a 4,453 Logio/médo de manipulador (2,8 x10* UFC/mé&o de
manipulador) e a de psicrotréficos entre 0 a 4,150 Log;o/médo de manipulador (1,4
x10* UFC/m&o de manipulador), como mostra a tabela 23.

A contagem oriunda de suabe de superficie de contato variou entre 4,375
Logl0/cm? (2,3 x10* UFC/cm?) a 5,400 LoglO/cm? (2,6 x10° UFC/cm?) para
meséfilos e 3,361 LoglO/cm? (2,3 x10° UFC/cm?) a 5,602 Logl0/cm? (2,0 x10°
UFC/cm?) para psicrotroficos. Finalmente a contagem de mesofilos em utensilios
variou entre 3,969 Logl0/cm? (9,3 x10° UFC/cm?) a 4,838 Logl0/cm? (6,9 x10*
UFC/cm?) e a de psicrotréficos, entre 3,812 Logio/cm? (6,5 x10° UFC/cm?) a 4,313
Logio/cm? (4,0 x10° UFC/cm?).

Tabela 23. Contagem de micro-organismos mesofilos e psicrotréficos presentes em

suabes do ambiente do mercado publico

Mesofilos  Psicro- Mesodfilos  Psicro-

troficos troficos

Banca Fatiador 4,153 4,091 Banca Fatiador 5,386 5,328
A Mao* 4,453 4,150 C Mao* 4,324 3,462
Superficie 5,400 5,317 Superficie 5,425 5,602
Utensilio 4,424 4,287 Utensilio 3,969 3,812
Banca Fatiador 4,376 3,528 Banca Fatiador 3,720 4,579

B Mao* 3,949 2,477 D Mao* 3,113 0

Superficie 4,375 3,361 Superficie 4,491 4,301
Utensilio 4,838 4,235 Utensilio 4,717 4,313

Legenda: dados expressos em Logio/cm?; *Dados expressos em Logio/mao de manipulador.

Ndo h& nenhuma lei que padronize ou coloque um limite maximo na
contagem total de micro-organismos mesoéfilos e psicrotréficos. Segundo a Health

Protection Agency (Reino Unido, 2009), a contagem total satisfatéria deve ser abaixo
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de 10* UFC/g para produtos carneos cozidos. J4 para Bressan et al (2007), adotou
como limite de qualidade valores maximos de contagem de até 103UFC/g de
mesofilos. Com os dados gerados se considerarmos como limite de qualidade uma
contagem com até 103 UFC/cm? (3 Logip UFC/cm?2) haveriam apenas 2 amostras
com padrdo sanitario satisfatorio.

Pode-se concluir com isso que a contaminacdo da peca inteira de
presunto é dada pelo processamento e pelo ambiente em que ele é fatiado, havendo
uma caréncia em boas préaticas de fabricacdo e programa de higienizacdo de
equipamentos, predispondo a contaminacéo do alimento.

Através dos valores gerados no presente estudo, sugere-se a
necessidade de atualizacdo da legislacdo brasileira, criando um limite toleravel e
maximo desses micro-organismos em setor alimenticio, uma vez que segundo a
Health Protection Agency (Reino Unido, 2009), dependendo o tipo de micro-

organismo presente, altera a qualidade organoléptica dos alimentos.

5.11.2 Contagem de Listeria spp. em suabes coletados no mercado publico

A contagem de Listeria spp. foi realizada em duplicata no agar ALOA, os
resultados apresentaram variacdo de 2,204 LoglO/cm? (1,6 x10° UFC/cm?) na
superficie banca D até 4,345 Log10/cm? (2,2 x10* UFC/cm?) na superficie da banca

C, como ilustra a tabela 24.

Tabela 24. Contagem de Listeria spp. presente em suabes do ambiente do mercado

publico
Listeria spp. Listeria spp.
Banca  Fatiador 2,991 Banca  Fatiador 3,800
A Superficie 2,380 C Superficie 4,345
Utensilio 2,806 Utensilio 2,505
Banca  Fatiador 3,296 Banca  Fatiador 3,139
B Superficie 3,120 D Superficie 2,204
Utensilio 3,482 Utensilio 2,991

Legenda: Valores das médias da contagem em duplicata. Dados expressos em Logig/cm?

Em fatiador de alimentos isolaram-se 2 colénias de Listeria

monocytogenes, uma pertencente ao sorotipo 1/2b (banca A) e outro do sorotipo 4b
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(banca D). A ocorréncia de cada sorotipo obtida no presente estudo, tanto em
presunto cozido fatiado quanto em suabe de fatiador de alimentos, foi de 42,9% do
sorotipo 1/2b (3); 28,5% do sorotipo 1/2c (2); 14,3% do sorotipo 1/2a (1) e 14,3% do
sorotipo 4b (1). Em outro estudo desenvolvido no sul do Brasil por Haubert (2015) foi
detectada a ocorréncia dos sorotipos de L. monocytogenes oriundos de alimentos e
de industria de alimentos, também tendo o sorotipo 1/2b (42%) como o mais
prevalente, convergindo com o que foi observado nesse trabalho. Haubert (2015)
também detectou os sorotipos 4b (26%), 1/2c (22%) e 1/2a (10%), 0S mesmos
detectados nesse trabalho.

Camargo et al (2016) fizeram a sorotipificacdo de L. monocytogenes
isoladas de amostras clinicas, ambientais e de alimentos, obtendo o seguinte
resultado quanto aos sorotipos: 1/2c (53%); 4b (22%); 1/2b (16%) e 1/2a (9%).
Bueno et al (2010) sorotipificou amostras de L. monocytogenes isoladas de
alimentos e amostras clinicas e obteve o seguinte resultado: 4b (49%); 1/2b (30%));
1/2a (10%); 1/2c (6%); 3c (3%) e 3b (2%). Sakate et al (2003) pesquisou a presenca
de L. monocytogenes em diferentes tipos e marcas de salames fatiados
comercializados em Sao Paulo, detectando a bactéria em 6,7% (3/45), contendo os
sorotipos 1/2a e 1/2b. Martins (2011) detectou em salame e presunto cozido fatiado
0S seguintes sorotipos: 4b (37,5%); 1/2b (25%); 3b (35%) e 1/2c (12,5%).

Com esses dados literarios pode-se concluir que o0s sorotipos mais
encontrados entre os isolados de L. monocytogenes sdo 1/2a, 1/2b, 1/2c e 4b,
variando a incidéncia entre si, provavelmente de acordo com a regido brasileira
estudada. Mesmo com o predominio de algum sorotipo sobre os demais, pode-se
observar a presenca continua desses 4 sorotipos em grande parte dos estudos

realizados.

5.11.3 Contagem de Staphylococcus coagulase positiva em suabes coletados no
mercado publico

Foi realizada em agar Baird-Parker, em duplicata, a contagem de
Staphylococcus coagulase positiva dos suabes do fatiador, de utensilio, de
superficie de contato e de mdo de manipulador de alimentos, das bancas do

mercado publico. Os valores minimo e maximo obtidos foram de 0 a 2,892
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Log10/mé&o de manipulador (7,8 x10?> UFC/méo de manipulador), tendo valor maximo
em suabe da mao de manipulador da banca A, como demonstra a tabela 25.

Selecionaram-se entdo 13 coldnias caracteristicas das contagens
realizadas em Baird-Parker, as quais foram submetidas a prova da coagulase em
tubo, porém nenhuma foi capaz de coagular o plasma de coelho. Para esse teste de
coagulase foi utilizado como controle positivo o Staphylococcus aureus ATCC
25923.

Tabela 25. Contagem de Staphylococcus coagulase positiva presentes em suabes

do ambiente do mercado publico

S. Coagulase Positiva S. Coagulase Positiva

Banca  Fatiador 0 Banca Fatiador 1,602
A Mao* 2,892 C Mao* 2,397
Superficie 2,146 Superficie 2

Utensilio 0 Utensilio 0

Banca  Fatiador 0 Banca Fatiador 0
B Mao* 1,698 D Mao* 2,544
Superficie 1,301 Superficie 0

Utensilio 1,301 Utensilio 1,778

Legenda: Valores das médias da contagem em duplicata. Dados expressos em Logio/cm?; * Dados expressos
em Logie/mé&o de manipulador.

Apés a prova da coagulase em tubo, pode-se dizer que os resultados de
Staphylococcus coagulase positiva nesse estudo foram negativos, fato similar
ocorreu nos presuntos cozidos fatiados analisados por Tonello e Eckert (2013), por
Fachinello e Casaril (2013), por Caus et al (2007). No trabalho conduzido por
Menezes, Coelho e Costa (2010), obtiveram-se valores de contagens de
Staphylococcus sp. em presuntos fatiados, todavia quando submetidos a prova de
coagulase, também foram incapazes de coagular o plasma de coelho, convergindo
com o atual estudo, estando dentro do exigido pela legislacdo (tolerancia de até
3x103 UFC/ml). Através desses dados pode-se concluir que a higienizacéo
adequada das mdaos, as quais sdo a maior fonte de contaminagédo dessa bactéria, é

uma medida efetiva contra a veiculagdo desse patdgeno no alimento.
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5.11.4 Contagem de coliformes totais e fecais em suabes e presunto cozido fatiado
coletados no mercado publico

Realizou-se em meio cromogénico a contagem em duplicata de
coliformes totais e fecais dos suabes coletados nas bancas do mercado publico.
Juntamente com a coleta dos suabes, coletou-se ainda uma amostra de presunto
fatiado para quantificacdo desses micro-organismos nesse alimento. Os valores
obtidos da contagem de coliformes totais variaram de 0 a 4,327 Logl0/cm? (2,1
x10*UFC/cm?), tendo valor maximo na superficie da banca A. J4 a contagem de
coliformes fecais variou de 0 a 2,892 Log10/cm? (7,8 x10? UFC/cm?), tendo seu valor

maximo no fatiador de alimentos da banca C, como demonstra a tabela 26.

Tabela 26. Contagem de coliformes totais e fecais presentes em presunto fatiado e

no ambiente do mercado publico

C. C. C. C.

Totais Fecais Totais Fecais

Banca Fatiador 2,880 0 Banca Fatiador 3,338 2,892
A Mao** 2,176 0 C Mao** 0 0
Superficie 4,327 0 Superficie 3,563 0
Utensilio 3,570 1,301 Utensilio 0 0

Presunto* 3,017 2,000 Presunto* 3,418 2,880
Banca Fatiador 3,204 0 Banca Fatiador 2,732 0
B Mao** 0 0 D Mao** 0 0
Superficie 2,792 0 Superficie 3,354 0
Utensilio 3,837 0 Utensilio 3,639 0
Presunto* 3,755 1,602 Presunto* 2,414 0

Legenda: Valores das médias da contagem em duplicata. Dados expressos em Logio/cm?; *Dados expressos em
Logio/mL; **Dados expressos em Logio/méo de manipulador.

A legislacao brasileira RDC n° 12 de Janeiro de 2001 estabelece um limite
de até 103 UFC/g (3 Logi10UFC/g) de coliformes crescidos a 45°C/g (coliformes fecais
ou termotolerantes), sendo assim, nenhuma amostra esta fora da legislacdo nas
contagens de coliformes fecais. Se usar o0 mesmo padréo para coliformes totais, 11
das contagens obtidas estdo fora dos padrbes exigidos, sugerindo falta de boas

praticas higiénico-sanitarias desses estabelecimentos e contaminagéo do alimento.
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Menezes, Coelho e Costa (2010) analisaram presuntos cozidos fatiados,
sendo que 66,6% apresentaram coliformes totais e 23,3%, coliformes fecais. Caus et
al (2007), detectaram 6,25% da presenca de coliformes fecais em presunto cozido
fatiado, todavia estavam abaixo do limite maximo exigido pela legislagdo, como no
presente estudo. Fachinello e Casaril (2013) detectaram 21,4% de coliformes fecais
em presunto cozido fatiado, porém a presenca de coliformes fecais, estava dentro do
limite exigido pela legislagao. Tonello e Eckert (2013) detectaram 50% de coliformes
fecais em presunto cozido fatiado, todavia néo fizeram a quantificacdo desses micro-
organismos, nao se podendo dizer se as amostras atendiam ou n&o a legislacéo.
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6. CONCLUSOES

Pela crescente preocupacao com a inocuidade dos alimentos, a industria
alimenticia padroniza uma série de programas para controlar a veiculagdo de micro-
organismos que por ventura podem estar presentes nos alimentos ou no ambiente
gue os mesmos sdo processados. Esse fato é garantido desde a chegada da
matéria prima na industria até o produto final chegar as maos dos consumidores. Ao
observarem-se os dados gerados nesse estudo, a industria mostrou excelente
eficacia no controle da peca carnea que foi analisada, no entanto o ambiente no qual
a peca in6cua foi seccionada e distribuida para o consumidor final, acabou por
contaminar e carrear micro-organismos, inclusive patogénicos, nesse alimento.
Pelos niveis bacterianos encontrados nos suabes de fatiador de alimentos, utensilio
e superficie de contato, pode-se associar a contaminacdo do presunto através do
ambiente de comercializacdo e ainda pode-se concluir que 0 mesmo apresenta
caréncias de boas praticas de fabricacdo, higienizacdo inadequada dos
equipamentos e falta de treinamento dos funcionarios perante essas praticas e de
manuseio adequado do alimento.

Uma vez que esse produto ndo sofre mais nenhum processo térmico ao
ser fatiado, pode ocorrer a veiculagdo de bactérias nos alimentos e
consequentemente a diminuicdo da vida de prateleira do produto por acéo
enzimatica microbiana. Nesse trabalho pode ser visto que grande parte das
bactérias psicrotréficas apresentou atividade proteolitica e lipolitica, as quais alteram
organolepticamente o produto. Ainda verificou-se que algumas dessas bactérias
apresentaram producado de biofilme e capacidade de aderéncia em acgo inoxidavel,
fato indesejado na induastria de alimentos, uma vez que o quando o biofiime é
formado, torna-se mais dificil a remo¢cdo e erradicacdo de micro-organismos no
ambiente de processamento industrial.

Através dos dados gerados no estudo, pode-se mencionar que a
legislacdo brasileira apresenta uma caréncia em termos de pesquisa de micro-
organismos psicrotroficos em produtos carneos mantidos refrigerados, em
consequéncia da presenca dos mesmos terem surgido em niveis consideraveis nas
analises realizadas. Algumas alternativas podem ser ministradas a fim de controlar

nao s6 a carga microbiana de psicrotréficos, como também de uma grande faixa de
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micro-organismos em geral, como a adicdo de componentes com potencial
antimicrobiano nesse alimento.

Reparou-se que através do uso de componentes naturais houve reducdo
da quantidade microbiana presente no presunto. O extrato de hibisco demonstrou
acao frente a todos os micro-organismos quantificados, destacando-se a reducao de
Listeria monocytogenes. Ja a pediocina demonstrou acado também frente a esse
mesmo patégeno, porém com o passar do tempo perdeu eficiéncia, fato esse que
pode ser dado pela degradagcéo do composto pela microbiota presente no alimento.
Uma vez que se buscam aditivos naturais para industria alimenticia, pode-se dizer,
através dos dados obtidos, que o extrato de hibisco tem bom potencial como
conservante de alimentos, podendo ter suas propriedades exploradas para o
desenvolvimento de algum produto conservante ou até mesmo sanitizante, evitando
a proliferagcdo microbiana e atuando na erradicagdo no setor industrial,

respectivamente.
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Abstract

One of the major trends today are the products ready-to-eat, as cooked ham. Listeria
monocytogenes is the pathogen that has been associated as the most commonly found in this
kind of food. This study aimed to evaluate the presence of Listeria monocytogenes and
psychrotrophic microorganisms in sliced ham sold in public market of Porto Alegre/RS and
check the enzymatic activity, the production capacity of biofilm and adhesion ability of some
of these microorganisms’ colonies. The psychrotrophic count showed colony forming units
(CFU) ranging from 2.1x10” to 8.1x10°> CFU/mL. Listeria spp. Was detected in 8 samples and
showed 100% of presence, which 50% were L. monocytogenes with serotypes 1/2a, 1/2b and
1/2c. 134 psychrotrophics were isolated and 71 showed proteolytic activity, 58 lipolytic
activity and 12 showed production of exopolysaccharide. Two bacteria were selected for
molecular identification and were identified as Kluyvera intermedia and Carnobacterium
maltaromaticum Four bacteria were subjected to biofilm production and stainless steel

adhesion resulting as weak producer and positive to adhesion.
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1. Introduction

Cooked meat products are economically important and the shelf life of these products is the
interest of food industry. These properties could promote the development of pathogenic and
deteriorating microorganisms, leading these foods to problems of deterioration and
impairment of microbiological safety (Mottin et al., 2006; Mehrabian and Jaberi, 2007). As
properties, this product present minimum of 14% for crude protein, pH between 5.9 and 6.1
and a water activity ranging from 0.91 to 0.97, in consequence, the product can be susceptible
to contamination by microorganisms (Brazil, 2000; Franco and Landgraf, 2008).

Historically Listeria monocytogenes is the pathogen that has been associated as the most
commonly found in ready-to-eat foods, mainly due to its ubiquitous nature and to be able to
resist the eradication in the food processing environment (Carpentier and Cerf, 2011). It’s a
psychrotrophic bacteria and is able to grow at low temperatures (Rhoades, Duffy and
Koutsoumanis, 2009; Carvalho, 2010). This capability makes L. monocytogenes an important
pathogen, particularly in foods that were kept under refrigeration, highlighting the ready-to-
eat food (Kathariou, 2002).

The psychrotrophic bacteria are known to have the ability to grow at refrigerator
temperatures, regardless of the optimum temperature for their growth. The metabolism
predominantly in this kind of bacteria is proteolytic and lipolytic (Valsechi, 2006; Carvalho,
2010) and these bacteria produce alterations in the organoleptic properties of the products.
(Carvalho, 2010; Sade, 2011). There is no legislation that standardize or put a maximum limit
on the total count of psychrotrophic microorganisms. According to Champagne (1994),
psychrotrophic counts above 6,0 Logiy (10° CFU/mL) make the organoleptic changes
noticeable. According to the Health Protection Agency (United Kingdom, 2009) a satisfactory
total counts should be below 10* CFU/g for cooked meat products. Then the presence of
psychrotrophic is undesirable once it can produce lipolytic and proteolytic enzymes
thermoresistant, which maintain their viable degrading activity even after thermal treatment
and thereby changing the appearance and properties of the food in consequences of bacteria’s
metabolism (Rossi Jr et al., 2006; Food Ingredients Brazil, 2011).

Biofilms are a major form of microbial life in which one or more species of bacteria form
densely populated communities, typically enclosed in a matrix of a polymer that is secreted
(Hall-Stoodley and Stoodley, 2009 ; Abee et al., 2011;. Steenackers, Hermans and
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Vanderleyden, 2012; Hobley, Harkins and Macphee, 2015) which commonly consists of
DNA, lipids, exopolysaccharides and extracellular proteins (Branda et al., 2005; Flemming
and Wingender, 2010). The ubiquity of biofilms is related to the colonizing ability of
microorganisms in biotic or abiotic surfaces, like the surfaces present in an industrial lines,
since the bacteria who live in biofilms are more able to tolerate physical and chemical damage
when compared to planktonic cells (Hall-Stoodley, Costerton and Stoodley, 2004; Ciofu et al.,
2015). Among the sources of food contamination there are the failures in the cleaning
processes of surfaces and equipment, favoring the adhesion and formation of biofilm, a fact
that has greater concern when it comes to food stored for long periods at refrigeration
temperature. Bacteria in biofilms can exhibit the ability to deterioration of food for the
production of heat-resistant enzymes (Marques, 2008).

2. Materials and Methods

2.1 Collection of sliced cooked ham samples

Eigth samples of sliced cooked ham were collected from 4 stores of the Public Market in
Porto Alegre, Rio Grande do Sul (Store A, Store B, Store C and Store D) for research
psychrotrophic bacteria and Listeria monocytogenes. It is carried out from May to June of
2015.

2.2 Psychrotrophic bacteria count

The psychrotrophic bacteria count was performed according to the methodology indicated by
the National Agricultural Laboratory (LANAGRO), of the Ministry of Agriculture Food
Supply (Brazil, 1992). 25 g of sliced cooled ham were deposited in a sterile bag and added to
225 mL of Buffered Peptone Water (BPW - Merck®) and mixed for 60 seconds. Serial
dilutions (107, 10 and 107) in 0.85% saline solution were prepared. The dilutions were
inoculated in culture medium Plate Count Agar (PCA - Kasvi®). The plates were incubated at
refrigeration temperature (4 to 8°C) for 10 days. After this step, the plates were selected
containing between 25 to 250 colonies to count, and the results were expressed as colony

forming units per milliliter (CFU/mL).

2.3 Listeria monocytogenes research
The isolation of Listeria monocytogenes followed the methodology described by Silva et al.
(2010) using the 1SO 11290-1:1996 amendment 1:2004. The biochemical identification of the
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isolates, was performed by sugar fermentation tests (rhamnose, xylose and mannitol), CAMP
test (blood agar - Himmedia®) and motility test (Himmedia®). Cultures identified as Listeria
monocytogenes were send to Bacterial Zoonoses Laboratory of the Oswaldo Cruz Foundation
(FIOCRUZ) for serotyping.

2.4 Evaluation of proteolytic, lipolytic and and exopolysaccharide production

The assays of the expression of extracellular enzymes were performed according Ruaro et al.
(2013), with some modifications. For proteolytic activity, bacterial cultures were inoculated
by chopped in milk agar (5 g L™ meat peptone, 3 g L™ yeast extract, 12 g L™ agar, 10 % skim
bovine milk) and incubated at 30 °C for 48 hours. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
was used as positive control. For lipolytic activity, the psychrotrophic bacterial isolates were
inoculated in culture medium Tributyrin Agar (Sigma, EUA) and incubated at temperature of
25 °C for 48 hours. Staphylococcus aureus ATCC 25923 was used as positive control. In both
tests, the appearance of clear zones around the colony represented enzymatic activity and the
results were expressed in millimeters (mm). The production of exopolysaccharides (EPS) was
determined by culturing in congo red agar (CRA) using 0.8 g of congo red dye (Dindmica®),
to 1 L to Brain hearth infusion (BHI) agar (Himedia®) and 50 g of sucrose. The production of
rough and black colonies features the EPS production, differentiating not producing crops
EPS, which showed smooth and red colonies (Freeman et al., 1989). Staphylococcus
epidermidis ATCC 35984 strain was used as a positive control. All plates were incubated at
30 °C for 48 hours.

2.5 Selection and identification of psycrotrophic bacteria

Bacteria that grew on refrigeration temperature, were considered psychrotrophic and
subsequently selected. These colonies were subcultured on BHI agar medium and incubated at
25 °C for 48 hours. The molecular identification followed the methodology by Riggio et al.
(2011), Kusumaningrum et al. (2003) and Song et al. (2000). Pure colonies had 500
nucleotides of DNA from the 16S region extracted following the protocol of PowerSoil ™
DNA Isolation Kit (MO BIO Laboratories®). After visualization of DNA bands on agarose
gel using a transilluminator, the thermal cycler was programmed to perform the PCR reaction
to amplify the DNA. Soon the DNA were purified using a commercial kit EXoSAP-IT®
(Affimetrix-USB®) and then was sent to Ludwig Biotec Laboratory to provide sequencing

service.
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2.6 Evaluation of biofilm formation

For this test were selected two psychrotrophic bacteria and two strains of Listeria
monocytogenes. To evaluate the biofilm ability 2 medium were tested. The 96-well plates
were filled with 180 pL of Tryptic Soy Broth (TSB - Himedia®) supplemented with 1.0 % of
meat extract and 0.75 % glucose (Dindmica®) or 180 puL of TSB supplemented with 1.0 %
meat extract and no glucose was add. The suspensions of cultures were adjusted to a 0.5
McFarland scale, and 20 pL were inoculated into each well. For the negative control, was
used only TSB with glucose or TSB with meat extract. For the positive control was used
Staphylococcus epidermidis ATCC 25923, which is strong biofilm-forming. The 96-well
plates were sealed and incubated at 25 °C for 48 hours. After this, the wells were washed 3
times with 200 pL of sterile 0.85 % saline solution. The fixing of the bacteria was carried out
with 200 pL. of methanol (VETEC) for 20 minutes, then the microplates were maintained
inverted until drying. Then the samples were stained with 200 pL of crystal violet 0.5 %
(Dinamica®) for 15 minutes, followed by washing with distilled water. After this step, the
colored button attached to the bottom of the wells, were resuspended with 150 pL of ethanol
95 % (VETEC). The microplate was kept standing for 30 minutes and then the quantification
of biofilms was performed through optical density (OD) of wells using a spectrophotometer at
wavelength of 450 nm (Brand: Anthos 2010 Type 17 550 S. N° 17 550 4894). The isolates
were classified as non-formers, weak, moderate or strong formers of biofilm (Stepanovic et

al., 2007). All isolates were tested at least eight times.

2.7 Evaluation of adhesion of psychrotrophic bacteria on stainless steel surfaces

The adhesion assay was performed using stainless steel (AISI 304) with surfaces of 1 cm?
according to the Nornberg et al (2011) and Bayoumi et al (2012), with modifications. For the
preparation of the pre-inoculum, selected isolates were subjected to growth in TSB
(Himedia®) with 1 % of meat extract (Himedia®). The volume of 1mL pre-inoculum culture
with an initial cell concentration equal to 0.5 McFarland scale was inoculated into 4 mL of
TSB broth (Himedia®) supplemented with 1 % meat extract (Himedia®) in 50 mL Falcon®
tubes, each containing a sterile stainless steel that were incubated at 25 °C for 24 hours. For
total bacterial count procedure, the stainless steels were removed with a tweezer and then
washed by immersion in sterile distilled water for three consecutive times to remove weakly

adherent cells. After rinsing the samples were transferred to 10 mL of saline solution 0.85 %
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and were subjected to an ultrasonic bath (Ultrasonic, USC 700, Inique) with frequency of 40
kHz for 10 minutes. After that serial dilutions were performed and plated in plate count agar
(Kasvi®), were incubated at 25 °C for 24 hours. The colonies were counted and the

quantification was expressed in colony forming units per square centimeter (CFU/cm?).

2.8 Statistical Analysis

The statistical analysis were conducted in SPSS 18.0.3 program. It used the ANOVA test to
verify the distribution’s normality of the data and applied Tukey’s test to analyzed the
significance of the data (p>0,05).

3. Results

3.1 Count of psychotropic bacteria

The psychrotrophic bacteria count ranged from 4.32 log;o/mL (2.1 x10* CFU/mL) to 5.91
logio/mL (8.1 x10° CFU/mL). The values found for the scores were considered high since that
are working with a highly perishable and ready to eat foods. The results can be seen in Table
1.

Table 1. Result of psychrotrophic bacteria counts from sliced cooked ham.

Psychrotrophic Psychrotrophic Standard

(CFU/mL) (Logio/mL) Deviation
Store A 8.1x10° 591 1.012
Store B 2.1x10* 4.32 0.070
Store C 3.1x10° 5.50 0.455
Store D 3.8x10° 5.58 1.768

3.2 Listeria monocytogenes research

From the 8 ham samples collected in 4 Stores of the public market in Porto Alegre, 10
colonies of Listeria sp. were isolated (3 to Store A, 2 to Store B, 2 to Store C and 3 to Store
D); of these eight colonies were biochemically identified as L. monocytogenes. These were
forwarded to FIOCRUZ for serotyping and 5 of these colonies were confirmed as L.
monocytogenes: 1 was 1/2a serotype (store D), 2 of 1/2b serotype (stores A and C) and 2 of
1/2c serotype (stores B and D). The other Listeria sp. colonies were identified as L. innocua

(3), L. murray (1) and L. grayi (1) as shown in Table 2.
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Table 2. Listeria sp. species and serotypes presents in sliced cooked ham

Store A (3) Store B (2) Store C (2) Store D (3)
L. m. 1/2b (1) L. m. 1/2c (1) L. m. 1/2b (1) L. m. 1/2a (1)
L. innocua (2) L. murrayi (1) L. grayi (1) L. m. 1/2c (1)

L. innocua (1)

L. m.: Listeria monocytogenes

3.3 Evaluation of proteolytic and lipolytic activity and exopolysaccharide production

A total of 134 psychrotrophic microorganisms were selected and 71 of them showed
proteolytic activity. Of Store A were tested 13 psychrotrophic bacteria, with minimum and
maximum average values of 3.82 to 14.20 mm. In Store B, 24 bacteria were tested, with
minimum and maximum values of 2.8 to 13.98 mm. In the Store C for 20 psychrotrophic
bacteria tested, the values of 3.09 to 14,62 mm were observed and Store D, the 14 isolates
tested showed values ranging from 2.28 to 10.80 mm. The positive control Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853 showed average results of 7.32 mm.

The 71 psychrotrophic bacteria that showed proteolytic activity were subjected to evaluation
of lipase production in tributyrin agar. It was observed that 58 bacteria had the lipolytic
profile. For Stores the results, minimum and maximum diameters of halos measures were:
Store A, were tested 9 bacteria, with values of 2.85 to 5.35 mm; in Store B were 13 bacteria
tested, with values of 2.80 to 9.80 mm, in Store C for 13 bacteria tested, the values were 1.55
to 10.60 mm and in Store D, for 10 bacteria tested, the values were 1.80 to 10.75 mm. To the
positive control Staphylococcus aureus ATCC 25923 the value was 7.41 mm. For the
evaluation of production of exopolysaccharide (EPS) the 71 psychrotrophic bacteria were
spread in red congo agar (RCA) and only 12 microorganisms showed this type of property.
None of psychrotrophic isolates for Store D were presented the exopolysaccharide production
property. With this test, it was observed that only 4 isolated of psychrotrophic
microorganisms  presented simultaneously proteolytic and lipolytic activity and

exopolysaccharide production.

3.4 Identification of psychrotrophic bacteria of sliced cooked ham
Were selected 2 isolates for 12 that shown production of exopolysaccharides to identify.
These isolates codes were shown in Table 3 with the results of extracellular enzymes. For

molecular identification were selected only 2 cultures (P4M and P5D) which showed positive
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results for all tests done. The analysis was carried out by Ludwig Biotec and through the
Chromas program and the GenBank website. These microorganisms were identified
molecularly with 99 % of similarity with Kluyvera intermedia NBRC 102594 and 98 % of
similarity with Carnobacterium maltaromaticum DSM 20342.

Table 3. Results of preliminary biochemical identification, production of hydrolytic enzymes
and production of exopolysaccharide by psychrotrophic bacteria isolated from sliced baked

ham.
Isolated Code Store Proteolytic Lipolytic Exopolissacarides
Enzyme Enzyme production
P5D C + +
P1B C + +
P10 C + - +
P4AM B + + +
P3B A + - +
P7J A + - +
PSF C + - +
P5H C + + +
P5N C + - +
P7K A + - +
P7T A + - +
PAE B + - +

i: isolated code

3.5 Biofilm formation by selected bacterial isolates

To these tests were selected 4 bacteria - Kluyvera sp., Carnobacterium sp. and 2 Listeria
monocytogenes (serotype 1/2b (store A) and serotype 1/2c (store B) — and all of them showed
weak biofilm production in presence and absence of glucose. The culture S. epidermidis

ATCC 35984 was showed as strong biofilm formers in all tested conditions.

3.6 Adherence of psychrotrophic strains in stainless steel AISI 304 coupons

This test aimed at assessing the ability of cells to adhere on stainless steel AlISI 304 surfaces
at the temperature of 25 °C. The results of this test are shown in Table 4. The count of
planktonic cells of all strains ranged from 8.00 to 8.505 log CFU /cm? and 8.278 log CFU
/cm® to positive control S. epidermidis ATCC 35984, which is considered strong biofilm

former. The count of bacterial cells adhered of L. monocytogenes 1/2b, L. monocytogenes 1/2¢
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and Carnobacterium sp. was similar, with values of 4,171, 4,406 and 4,447, respectively at 24
hours. The higher count cell adhered on the surface of stainless steel AlSI 304 was found in
Kluyvera sp. in 24 hours of incubation, showing a difference of the counts of other bacteria.
The results showed that the selected microorganisms had adherence in stainless steel. All

microorganisms showed approximated values in planktonic cells.

Table 4. Values of the counts of planktonic bacteria and attached bacteria in stainless steel
after 24 hours of incubation and statistic difference between then

Planktonic Bacteria Attached Bacteria
L. monocytogenes 1/2b 8.290 a 4171Db
L. monocytogenes 1/2¢c 8.000 a 4.406 b
Kluyvera sp. 8.505 a 5.267 c
Carnobacterium sp. 8.469 a 4.447 b
S. epidermidis ATCC 35984 8.278 a 4.389 b

Data expressed in Logio/ cm?2. Equal letters represent equal statistically values in the variance
analysis (ANOVA) and Tukey’s test (p<0,05).

4. Discussion

There is no legislation that standardizes a maximum limit on the total count of psychrotrophic
microorganisms. The values obtained in counts of these micro-organisms were quite high, in
accordance with Champagne (1994) that says that psychrotrophic counts above 6.0 logo (10°
CFU/mL) become perceptible organoleptic changes in food. According to the Health
Protection Agency (United Kingdom, 2009), a satisfactory total count should be below 10*
CFU/qg for cooked meat products.

Menezes, Coelho and Costa (2010) made an analysis in sliced cooked ham and the values of
psychrotrophic counts varied from 1.0 x10! to 4.2 x10® CFU/g. Altunatmaz, Issa and Aydin
(2012) conducted a study of the microbiological quality of ready-to-eat food and obtained
psychrotrophic count values between 40.0 CFU/m3 to 82.3 CFU/m3. The values generated in
this study, suggest the need to update the brazilian legislation, creating a tolerable limit of
these microorganisms in food, since according to the Health Protection Agency (UK, 2009).
With the present results it can be seen that the sliced cooked hams are considered unsuitable
for consumption according to the RDC 12 (2001). This legislation establishes the absence of
Listeria monocytogenes in 25 g samples. In the collections carried out in this work, it was
possible to find bacteria of the genus Listeria spp. as follows: 50 % (5/10) of Listeria
monocytogenes; 30 % (3/10) of L. innocua; 10% (1/10) of L. grayi and 10 % (1/10) of L.
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murray. Whereas the contamination source of this bacterium group is the same, the presence
of any species of Listeria can refer to the possibility of the presence of pathogenic specie,
Listeria monocytogenes, in food sample.

Vallim et al. (2015) analyzed the occurrence of Listeria spp. in food from 12 Brazilian states,
from 1990 to 2012. Was found that 81.7 % of the isolates were meat origin, among them, 24.3
% were processed meats (cooked, cured or smoked). In this period could observe that L.
monocytogenes, has greater geographic distribution in the states of S&o Paulo, Rio Grande do
Sul, Mato Grosso and Paraiba, a fact that converges with the present study, which was
conducted in the state of Rio Grande do Sul. The distribution of L. monocytogenes serotypes,
in Brazil during this period were as follows: 4b (29.0 %); 1/2a (28.2 %); 1/2b (20.7 %); 1/2c
(16.8 %); serotypes 3a, 3b, 3c, 4c, 4e and non-typeable strains gave values less than 1 % each.
In another study conducted in southern Brazil by Haubert (2015), the occurrence of serotypes
of L. monocytogenes originating from food and food industry was detected, that the serotype
1/2b (42 %) was the most prevalent, also detected the serotypes 4b (26 %), 1/ 2¢ (22 %) and
1/2a (10 %), the same detected in this work. Camargo et al. (2016) made the serotyping of L.
monocytogenes isolated from clinical samples, environmental and brazilian foods, obtaining
the following results: 1/2¢ (53 %); 4b (22 %); 1/2b (16 %) and 1/2a (9 %). Sakate et al. (2003)
investigated the presence of L. monocytogenes in different sliced salamis types and brands
and detected this bacteria in 6.7 % (3/45) containing serotypes 1/2a and 1/2b. Martins (2011)
found in sliced cooked ham and salami the following serotypes: 4b (37.5 %); 1/2b (25 %); 3b
(35 %) and 1/2c (12.5 %). With these data, it can be concluded that the most common
serotypes found in brazilian isolates of L. monocytogenes are 1/2a, 1/2b, 1/2c and 4b with the
incidence varying between them, probably according to the brazilian region studied, one
serotype predominates over the others, however can observe the continued presence of these 4
serotypes in literary studies like converging with the predominantly of serotypes 1/2b and
1/2c as found in the present study.

Being an enteric bacterium, the presence of Kluyvera sp. comes to indicate a possible fecal
contamination of food that was analyzed and still this microorganism can be an opportunistic
bacterium, which will cause some injury to health (Sarria, Vidal and Kimbrough 111, 2001).
Osterblad et al. (1999) identified this microorganism contaminating vegetables. Farmer et al.
(1981) isolated Kluyvera ascorbata and Kluyvera cryocrescens of clinical samples, water, soil
and food. Duarte et al. (2002) identified a Kluyvera sp. from hospital samples; Sezer et al.

(1996) identified a Kluyvera cryocrescens from a clinical sample; Ahmed, Das and Geroge
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(2015) identified 11 bacteria in semen of poultry as Kluyvera ascorbata and Bastos et al.
(2008) isolated a Kluyvera sp. clinical sample of animal origin.

According to the Health Protection Agency (UK, 2009), the microorganisms normally found
in meat product comprises lactic acid bacteria such as Lactobacillus sp. and Carnobacterium
sp. which do not cause damage to consumers' health, but with amounts close to 10° CFU/g
occurs deterioration of food in consequence to the production of lactic acid. The amount of
microorganisms that may be transported at the time of slicing the cooked ham piece is an
important point to consider. The placement of pathogenic or deteriorating environmental
bacteria will compromise the safety and shelf life of the product. Psychrotrophic bacteria can
drastically reduce the quality and durability of food, since proteolytic and lipolytic activities
are associated with deterioration of the product. A total of 53 % (71/134) of psychrotrophs
presented proteolytic capacity and 43 % (58/134) lipase activity, observing that 43 %
presented lipolytic and proteolytic activity simultaneously. Ribeiro Junior, Alcantara and
Beloti (2016) investigated the deterioration potential spore-forming bacteria in brazilian raw
milk and 29.2 % (40/137) showed proteolytic and/or lipolytic activity. Carpiné et al. (2010)
conducted a study in handmade salamis where proteolytic and lipolytic activity of lactic acid
bacteria, were present. Kenneally, Leushner and Arendt (1998) tested starter cultures used in
meat, and 60.8 % showed lipolytic activity on tributyrin agar. Papamanoli et al. (2003)
evaluated the ability of proteolytic lactic acid bacteria present in Greek fermented sausage and
all of the isolates of Lactobacillus plantarum (7) and L. curvatus (24) showed that activity
against in milk agar. Alapont, Martinez-Culebras and Lopez (2014) determined the lipolityc
and proteolytic activity of fungal microbiota present in cured ham and finding that 94.5 %
showed lipolytic activity (70/74) and 52.7 % (39/74) showed activity proteolytic. These
studies show a variation in the percentage of microorganisms with proteolytic and lipolytic
activity. It can be concluded that with these data showed in the studies previously mentioned
and in the actual study, this variation may be for type of food analyzed, for the present
microbiota, for the colonies that were selected or for the region that the study was conducted.
Kayser et al. (2013) found the production of exopolysaccharide by S. epidermidis in red
congo agar. Hassan et al. (2011) conducted the evaluation of different broth, including the
CRA, comparing the production of exopolysaccharide by clinical isolates also using S.
epidermidis ATCC 35984 as positive control. Mathur et al. (2006) led to the detection of
exopolysaccharide formation by Staphylococcus spp. derived from clinical isolates. Melo et

al. (2013) found the exopolysaccharide’s production in CRA by S. aureus that were causing



115

bovine mastitis. These previously studies showed a similar result with the present study. This
test of the CRA is important because through it can be projected that the cultures
exopolysaccharide producers also show chances of being biofilm producers.

Rodrigues et al. (2010) carried out the same method for quantification of the biofilm produced
by Listeria sp. isolated from poultry slaughterhouse and obtained 4 isolates that do not
produce biofilms, 1 weak producer and 2 moderate producers in the presence of 0.5%
glucose; However, with the addition of 1% glucose 1 isolate obtained non-producer, 5 weak
producers and 1 moderate producer; and without addition of glucose obtained 1 isolated not
producer biofilms, 3 weak producers and 3 moderate producers of biofilm. Stepanovic et al.
(2004) performed this technique and obtained 5 L. monocytogenes as strong producers of
biofilm, 1 as moderate producer and 1 as weak producer in TSB broth. Barbosa et al. (2009)
determined the capacity of 258 Listeria monocytogenes isolated from food to produce biofilm
and 2 isolated do not producers biofilm, 177 weak producers and 79 as moderate forming
biofilms. Doijad et al. (2015) determined the quantification of biofilms produced by L.
monocytogenes, obtaining 63.25 % of isolated as weak producers, 27.55 % of moderate
producers and 9 as strong producers biofilms. Barbosa et al. (2013) studied the production of
L. monocytogenes biofilms from food and clinical samples, and 54 % of were weak producers,
approximately 40% of moderate producers, less than 5 % of strong biofilm formers at 37 °C
from food samples and 70 % of weak producers, approximately 25 % of moderate producers,
and less than 5 % by strong producers from clinical origin.

In this study, with or without addition of glucose did not change the classification of Listeria
monocytogenes, Kluyvera sp. and Carnobacterium sp., front of biofilm production, keeping
them as weak producers in both cases. This result shows a potential of these microorganisms
in the formation of structures such as biofilms, together with the other production data of
hydrolytic enzymes. Considering the possibility of these isolates being in high quantities, the
compromise of innocuity and microbiological quality will be perceived. The biofilm
production capacity and the stainless steel adhesion are disturbing factors in the food industry,
since this type of material is commonly used in large scale. The adhesion association with
biofilm production makes it difficult removal and/or elimination of microorganisms in
industry, since the biofilm confers greater protection for microorganisms which are adhered to
and forming biofilms (Davies, 2003; Ciofu et al., 2015).

Bae et al. (2012) determined the ability of adhesion of L. monocytogenes to stainless steel

surfaces and obtained at 25 °C a total of 3 Logio CFU/cm? of adhered cells on stainless steel
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bodies. Casarin et al. (2014) also demonstrated L. monocytogenes adhesiveness in stainless
steel obtaining values around 3 log;o CFU/cm?. In this study both Listeria monocytogenes
were close to 4 Logio CFU/cm?. The adhesion of Kluyvera sp. Carnobacterium sp., in
stainless steel coupons, was also observed. Stepanovic et al. (2004) evaluated the adhesion of
L. monocytogenes in plastic surfaces and the numbers of adhered cells were ranged from 2 to
3 logip CFU/cm?2. Similar levels of adherence by this microorganism were observed on glass
surfaces, in the study by Chae and Schraft (2000). The study by Oliveira et al. (2010) shows
that a total of 4.89 Log:o CFU/cm? of L. monocytogenes cells were able to adhered to stainless
steel after 3 hours of contact and 4.08 Logio CFU/cm? after 48 hours. These values show
closer to those found in the present study, coming to converge. The results of this work
indicate a concern with the quality and safety of the sliced baked goods collected in the Public
Market of Porto Alegre. With the studies conducted, it was possible to identify potential for

deterioration and adherence by the studied cultures.

5. Conclusion

The results of this study show that many psychrotrophic bacterial isolated from ham
have the potential to produce proteolytic, lipolytic and also adhesion and biofilm formation.
Thus, all these combined factors and presented by psychrotrophic bacterial represent a source
of contamination and deterioration to food, causing problems for the economy and public
health.
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