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RESUMO

Cada vez mais empresas produtoras de alimentos buscam alternativas para retardar
a deterioracao de seus produtos. A deterioragdo € um processo natural influenciado
por diversos fatores ambientais, bioldgicos e relacionados com a propria composicao
do alimento. Dessa forma, o estudo em questdo objetiva identificar e avaliar a
multiplicacdo das bactérias acido laticas, principal grupo relacionado a deterioracéo
de industrializados carneos, frente a diferentes condicbes de temperatura e
tratamentos, usufruindo deste conhecimento para aplicagdo na conservacao da
linguica tipo calabresa elaborada em escala industrial. Especificamente, minimizar os
impactos da deterioracdo provocados pelas bactérias acido laticas em linguica tipo
calabresa j& tratadas termicamente, quando aplicado diferentes componentes
antimicrobianos combinados, diretamente na superficie dos gomos deste produto.
Ajustados aos preceitos atuais de busca por alimentacdo mais saudavel, propde-se
solugdes de fumaca liquida combinada com os &cidos latico e propibnico, nisina,
nisina com diacetato de sddio e 0s extratos citrico e de alecrim, além de 6leo de soja,
combinado com éleo de coco, agregando valor e confiabilidade ao produto. Para isso,
a sensibilidade das bactérias acido laticas, isoladas diretamente da linguica tipo
calabresa, frente aos agentes antimicrobianos testados, foi determinada pelas
técnicas de concentracdo inibitéria minima e de disco-difusdo. Dentre os quatro
diferentes tratamentos testados, a solucéo identificada como recomendada consiste
naquela composta por fumaca liquida e os acidos latico e propibénico, sendo que seu
efeito ndo foi alterado frente as diferentes condicbes de temperatura as quais a
linguica tipo calabresa foi submetida durante sua estocagem, representando uma
possibilidade promissora para unidades industrializadoras de alimentos e para
alimentos comercializados em temperatura ambiente. A refrigeracao isoladamente
mostrou atender a demanda de conservacao, porém, sabe-se que a aplicacdo de frio
na cadeia desta categoria de alimento, pés distribuicéo, ndo se enquadra na realidade
atual do mercado, limitando as a¢fes pelas empresas industrializadoras. A aplicacao
da solugédo recomendada, sem combinar o uso da temperatura de refrigeracao,
também se mostrou eficaz no controle da multiplicacdo das bactérias acido laticas e
manutencdo das caracteristicas sensoriais aparentes do produto durante todo o

periodo avaliado, correspondendo a 116,7% do periodo de vida util atual deste



alimento, o que contribuiria para reducao de reclamacdes de clientes, de desperdicios

e de recursos financeiros para as unidades industrializadoras.

Palavras-chave:
Antimicrobianos, Bactérias Acido Laticas, Linguica Tipo Calabresa, Vida Util,

Tratamento de Superficie.



ABSTRACT

Nowadays most food producing companies are looking for intending to find ways to
delay the deterioration of their products. Spoilage is a natural process influenced by
several environmental and biological factors, and by food composition. Thus, this study
aims to identify and evaluate the multiplication of lactic acid bacteria, wich is the main
group related to the spoilage of packed meat foods, under different temperature and
treament conditions, using this taking knowledge as an advantage to applyed in the
prevention of sausage spoilage in industrial scale. Specifically, to minimize the efects
caused by lactic acid bacteria in cooked sausages, when different substances
antimicrobials are applyed on the surface of the buds. According to the current
practices to looking forward to produce healthier food, hereby are presented the
folowing potential solutions to this issue, such as: liquid smoke with lactic acid and
propionic acid, nisin, nisin with sodium diacetat, citrus and rosemary extracts, plus soy
oil, combined with coconut oil, in orther to add value and reliability to the product. For
that, the sensitivity of the lactic acid bacteria, isolated to the sausage, against the
antimicrobial chemicals tested, is determined by the minimum inhibitory concentration
and disk-diffusion techniques. Among the four diferente treatments tested, the
recommended solution is composed of liquid smoke, natural smoke aroma, lactic acid,
and propionic acid, and the effect it is not undermind by the different temperature
conditions, with the sausage was submitted during its storage, representing an
enhanced alternative for packed meat companies and for other foods wich can be left
out at room temperature. Refrigeration only proved to meet the demand for food
preservation. However, it is known that the application of cold chain required on this
food category, after distribution, does not fit the current reality of the market, limiting
the actions by packed food companies. The application of the recommended chemical
solution, without combining the refrigeration process, proved to be effective in
controlling the multiplication of lactic acid bacteria and maintaining the apparante
sensory characteristics of the sausage until all evaluated time curse, resulting up to
116.7% of the current shelf-life of the product. This can contribute to the reduction of
customer complains, food waste and unnecessary financial resources for the

companies.



Key-words:
Antimicrobials, Latic Acid Bacteria, Cooked Sausage, Shelf-life, Surface

Treatment.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Curva Padrao da Multiplicacdo Bacteriana.............cccoceeevvvviviiiiiiiieeeeceeiicee e 22
Figura 2 - Etapas de Desenvolvimento do EStudO. ............couviiiiii i, 37
Figura 3 - Distribuicdo dos Tratamentos na Placa de ELISA. ... 40

Figura 4 - Distribuicdo dos Discos Contendo Tratamento Antimicrobiano nas Placas de Petri

Figura 5 - Caracteristicas das Coldnias de BAL Obtidas das Amostras de Linguica Tipo
Calabresa aos 15 Dias de Fabricago. ... 47
Figura 6 - Caracteristicas das Colénias de BAL Obtidas das Amostras Controle de Linguica
Tipo Calabresa, Mantidas em Temperatura de 25°C +/-1, aos 90 Dias de Fabricacdo. 47
Figura 7 - Caracteristicas das Col6nias de BAL Obtidas das Amostras Tratadas e Controle de
Linguica Tipo Calabresa, Mantidas em Temperatura de até 8°C e Amostras Tratadas,

Mantidas em Temperatura de 25°C +/- 1, aos 90 Dias de Fabricagdo (Nado Houve

DESENVOIVIMENTO). ..uiiiiiiiieeeieie et e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e eaarat e e aeeaeeesnnnes 48
Figura 8 - CIM Tratamento 1 (Meio Mueller-Hilton X Caldo MRS)........cccccoeiiiiiiiiiiiiiiiinneeenn, 56
Figura 9 - Disco-Difusdo Tratamento L. ..........ooouiiiiiiii i 57
Figura 10 - CIM Tratamento 2 (Meio Mueller-Hilton X Caldo MRS)........ccccooeeiviiiiiiiiiinneeen., 58
Figura 11 - Disco-Difusdo Tratamento 2. ...........cuuiiiiiiiieiiieeiies et 58
Figura 12 - CIM Tratamento 3 (Meio Mueller-Hilton X Caldo MRS)........ccccooeeiiiiiiiiiiiennnenn, 59
Figura 13 - Disco-Difusdo Tratamento 3. ..........oouiiiiiiii i 60
Figura 14 - CIM Tratamento 4 (Meio Mueller-Hilton X Caldo MRS)........ccccoeeeiviiiiiiiiienneenen. 60
Figura 15 - DiSCO-Difus80 Tratamento 4. .......ccoooeeiiieeeeee e 61

Figura 16 - Superficie integra — Amostras Controle de Linguica Tipo Calabresa, Mantidas em
Temperatura de At 8°C..... ... ittt e e e e e e e 65
Figura 17 - Formacao de Slime — Amostras Controle de Linguica Tipo Calabresa, Mantidas
em Temperatura de 25°C /-1, ..o 68
Figura 18 - Comparativo da Textura Apresentada Pelas Amostras de Linguica Tipo Calabresa,
a0s 60 Dias de FabriCagao. ..., 69
Figura 19 - Superficie integra — Amostras Tratadas de Linguica Tipo Calabresa, Mantidas em
Temperatura de 25°C +/-1 ..o 71
Figura 20 - Superficie integra — Amostras Tratadas de Linguica Tipo Calabresa, Mantidas em
Temperatura de @t€ 8°C.......oviiiiiiiiiiiieeeeee ettt 73

Figura 21 - Curva de Multiplicacdo de Bactérias Acido Laticas pelo Tempo. ........c..c........... 74



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Diferenciacéo dos Principais Géneros de Bactérias Acido Laticas. ..................... 24
Tabela 2 - Composi¢cao dos Tratamentos TestadosS. ........uceeiiieiiiiiiiiiiiiie e e e aaaens 30
Tabela 3 - Comparativo da Identificacdo em Sistema MALDI-TOF das Espécies de Bactérias
Acido Laticas Presentes na Linguica Tipo Calabresa no Inicio (15 Dias de Fabricag&o) e
ao Final (90 Dias de Fabricac&o) do seu Periodo de Vida Util............cccoeeeveerecneinnnne. 48
Tabela 4 - Comparativo do Resultado das Metodologias CIM (em Duplicata) e Disco-Difusao
(em Triplicata), Frente aos Quatro Diferentes Tratamentos Testados. .................vveen... 55
Tabela 5 - Comparativo Quinzenal da Média da Contagem de Bactérias Acido Laticas (BAL)
e Mesobfilos Totais Entre as Amostras Tratadas e Amostras Controle, nas Diferentes
Condicdes de Temperatura de Armazenagem (até 8°C e 25°C +/-1).........cceeeeeeeeeeennn. 63
Tabela 6 - Comparativo do Comportamento Fisico-Quimico Quinzenal Entre as Amostras
Tratadas e Amostras Controle de Linguica Tipo Calabresa, nas Diferentes Condi¢cGes de

Temperatura de Armazenagem (até 8°C € 25°C +/-1). ....cooviiiiiiiiiiiieeeiiiiiiiieeee e 77
Tabela 7 - Andlise de Variancia: PH..........eeieiiiiiii e 78
Tabela 8 - pH (Controle X TratamentO) ..........uuuiiieieeiieiiiiiees e e e e e eeetes s e e e e e e eeereeae e e eeeeeaannes 78
Tabela 9 - pH (Temperatura 8°C X Temperatura 25°C) .....cccoeevvvieiiiiiiineeeeeeeeviiiiann e eeeeeeenees 79

Tabela 10 - ANAIISE e ValiANCIa: AW ...t 80



APPCC
Aw

BAL

CIM

°C

CLsSI

cm?

CMS

DNA
EMBRAPA
g
INMETRO
I

log
MALDI-TOF
mi

mm

MRS
NCCLS
PCA

pH

TSA

UFC

SIF

M9

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

Analise dos Perigos e Pontos Criticos de Controle
Atividade de Agua

Bactéria Acido Latica

Concentracao Inibitéria Minima

Graus Celsius

Clinical Laboratory Standards Institute

Centimetro Quadrado

Carne Mecanicamente Separada

Acido Desoxirribonucleico

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria
Gramas

Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e Tecnologia
Litros

Logaritmo

Matrix-Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight
Mililitros

Milimetros

Man, Rogosa and Sharpe

National Committee for Clinical Laboratory Standards
Plate Count Agar

Potencial Hidrogenidnico

Agar Tripticase de Soja

Unidade Formadora de Colonia

Servico de Inspecao Federal

Microgramas

Microlitros



SUMARIO

L INTRODUGAO ....ocuiieeceeceeeeee ettt ettt ettt reeteeae et et ensereeae e 14
L JUSTIRIC AT IV A ettt e ettt e e e e e e et e e e e e e e e et neeeaaa s 16
2 OBUIETIVOS ...ttt e e e e e e ekt b et e e e e e e e e bbbt b et e e e e e e e e e nnenne e 17
2.1 OBJIETIVO GERAL ...ttt ettt e e e e et e e e e e e e e e e nnneeees 17
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ..ottt 17
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA ......ooitiiitieeeeeeeeeeeeete ettt 18
3.1 CONSUMO DE PRODUTOS CARNEOS ......ccoiviuiitiiiieiecieieeee ettt 18
3.2 DETERIORAGCAQO DE PRODUTOS CARNEOS.........cioiiueeeteeeeeeeeeeeeeeee e 19
3.2.1 Modelo Matemético da Multiplicagcdo Bacteriana...........cccccccvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiennnn, 22
3.3 BACTERIAS ACIDO LATICAS EM PRODUTOS CARNEOS .........cccoveviiiveciecieieevee, 23
3.3.1 Identificacdo das Bactérias Acido Laticas por MALDI-TOF...........cccoeeeeeereennnne. 27
3.4 ALINGUICA TIPO CALABRESA E SEUS REQUISITOS LEGAIS ... 28
3.5 TRATAMENTOS DE SUPERFICIE EM LINGUICAS TIPO CALABRESA ..........c.co.u...... 28
3.6 PROPRIEDADES DOS COMPONENTES ANTIMICROBIANOS TESTADOS................. 30
3.6.1 Fumaca Liquida e Aroma Natural de FUMAGa ..........cooiiiiviiiiiiieeeiiiiiiiiieeee e 31
3.6.2 ACIHOS OFQANICOS .....cvveveveeeeeeeee et eteete ettt et ete et et e et e s reeteeteeae s ensereere s 32
G 7L TR 31\ 113 - S 33
3.6.4 Diacetato e SOUIO ... ...uuueeiiieeeiiiiiiiiiie ettt e et e e e e e e e e e e e e e e aan 35
BiB.5 EXITAEOS ...ttt e e r e e 35
3.6.6 OlE0 U COCO ...ttt ettt ettt ettt et teete et e eae e nseneeee e 35
4 MATERIAIS E METODOS ...ttt ettt ettt te st eteateateanaeeaeeteatnaneanes 37

4.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ACIDO LATICAS A PARTIR DE

AMOSTRAS DE LINGUICA TIPO CALABRESA ......coiiiiiiieiiit et 38
4.2 CONCENTRAGCAO INIBITORIA MINIMA E TESTE DE SENSIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS POR DISCO-DIFUSAO.......cooveueieteeeeeeeeteeeeeeeeee e 39
4.2.1 Concentracao Inibitdria MinimMa ..........coovviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee e 39
4.2.2 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-Difusdo...........ccccccceeeeeeeenee. 41
4.3 APLICACAO DO TRATAMENTO ANTIMICROBIANO NA LINGUICA TIPO CALABRESA
EM FABRICA ...ttt ettt ettt et ettt ae et e et e s neereeae s 42
4.4 ANALISE MICROBIOLOGICA DA LINGUICA TIPO CALABRESA.........coocoveeeieeneenae, 43
4.4.1 Contagem de Bactérias ACIdO LALICAS .........cceccveeeieeeeeeee et 44

4.4.2 Contagem de MeSOfil0S TOLAIS .......uuveiiiieeiiiiiiiiiiieeee et e e 44



4.5 ANALISE FiSICO-QUIMICA DA LINGUICA TIPO CALABRESA.........cccoveveeieieearenen, 44

4.5.1 AtIVIdAE 08 AQUA — Aw c.eeeeieee ettt ee et ete et e st ereeeaeeee e 44
4.5.2 Potencial Hidrogenionico — PH ........ooouiiiii e 45
4.6 ANALISE ESTATISTICA ..ottt ettt ettt eteareane s 45
4.7 MODELAGEM MATEMATICA ...ttt ettt ettt teataana s 45
5 RESULTADOS E DISCUSSAO........cciiieieeeteete ettt st ae s atesaestessens e ene s 46

5.1 IDENTIFICACAO DAS BACTERIA ACIDO LATICAS (BAL) NAS AMOSTRAS DE
LINGUICA TIPO CALABRESA ..o veeeeeeeeeeeeeeeeseeteeeeeeeseeseeeeseese et eseseeseeseeeeeeesaseeeeeens 46

5.2 CONCENTRAGAO INIBITORIA MINIMA E TESTE DE SENSIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS POR DISCO-DIFUSAO FRENTE AOS TRATAMENTOS

LI S I A 51 T 54
5.3 COMPORTAMENTO MICROBIOLOGICO ......ooouieieieeeeee et 62

5.3.1 Curva de Multiplicacdo das Bactérias Acido LAtICAS...........c..cceeviveveeeeeieininenn. 74
5.4 COMPORTAMENTO FISICO-QUIMICO ...ttt 76
6 CONCLUSAOQ ...ttt ettt et e et e et e e e te st eeteeeeeeae s 81
REFERENCIAS ...ttt ettt ettt ettt et e et e et e e et e s e e et e et e eteeeaesaeeaees 83
APENDICES ... .ottt ettt ettt et st et e s e et eae et eae et ese e s e ss et eseesesesaeseaeeneas 93
IDENTIFICA(;AO DAS BACTERIAS ACIDO LATICAS - 15 DIAS DE FABRICA(;AO ...... 93

IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ACIDO LATICAS — 90 DIAS DE FABRICACAO ...... 95



14

1 INTRODUCAO

O tempo de vida util de um alimento é o tempo compreendido entre a sua
producéo e todo o periodo que este apresenta condi¢des satisfatorias e seguras ao
seu consumo, desde que armazenado conforme as condigdes estipuladas pelo
fabricante. E definido como o tempo em que o produto pode ser armazenado, sem
gque comprometa suas caracteristicas sensoriais, estando apto para 0 consumo
humano (SILVA et al., 2020).

Durante todo o periodo de validade devem ser asseguradas as caracteristicas
nutricionais dos seus componentes, o produto deve permanecer seguro, sem a
possibilidade de gerar infecgdes ou intoxicacdes alimentares ocasionadas por micro-
organismos patogénicos ou toxinas (bacterianas ou fangicas). Além disso, deve
manter suas caracteristicas sensoriais (de textura, cor, odor e sabor), sem apresentar
deterioragdo, 0 que o tornaria inapropriado para o consumo. Para a definicdo deste
periodo sdo considerados fatores intrinsecos (quando relacionados com as
caracteristicas proprias do alimento) e os fatores extrinsecos (quando relacionados
com o ambiente no qual o alimento se encontra), além do modo de obtencéo e
processo produtivo do item em questao (ANVISA, 2018).

A deterioracdo envolve qualquer alteracdo no alimento que o torne impréprio
para o consumo. Entre os principais fatores de alteragdo dos alimentos e,
consequentemente, do periodo de vida Util, destacam-se os metabdlitos produzidos
pelos micro-organismos presentes no alimento, responsaveis por provocar alteracdes
sensoriais indesejadas, caracterizadas pelo processo de deterioracdo. Com o avancgo
desta degradacdo surgem alteracbes na coloracdo do produto por processo de
oxidacao, formacao de limosidade na superficie pela producdo de polissacarideos
extracelulares, comprometimento da estrutura e mudanca da textura devido a
protease e degradacdo de matrizes poliméricas, formacdo de gases e odores
desagradaveis pela producdo de compostos volateis e formacdo de exsudatos pela
hidrolise de substratos e liberacdo de agua. Os produtos carneos embalados a vacuo,
como € o caso das linguicas cozidas, estdo em condi¢ao de anaerobiose, contribuindo
para o processo de degradacgéo causado pela multiplicacdo de bactérias 4cido laticas,

que desenvolvem alteracdes sensoriais (sabor azedo, descoloracédo, producédo de gas
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e formacgédo de limo), comprometendo o periodo de vida util definido pelo fabricante
(ANVISA, 2018).

Uma pratica comum nos mercados de produtos carneos industrializados e
embalados a vacuo € a realizagdo da distribuicdo e armazenamento em temperatura
ambiente. Visto a ampla faixa de temperatura a qual o produto acaba sendo submetido,
se inicia o0 aparecimento de sinais de deterioracéo e a reducao no periodo de vida util
(BORTOLOTTO et al.,, 2021). Dessa forma, o desenvolvimento de tecnologias e
alternativas para obtencdo de alimentos quimicamente e biologicamente estaveis e
seguros, bem como o prolongamento da vida Gtil de produtos pereciveis € um aspecto
extremamente relevante para a industria de alimentos contribuindo para fomentar as
vendas, reduzir desperdicios, alcancar a satisfacdo dos consumidores e a fidelizacdo
de clientes. Além de evitar prejuizos pela ocorréncia de desvios e necessidade de
ressarcimento ou recolhimento de produtos pelo ndo atendimento da qualidade
proposta.

Para ampliar a vida atil de um produto sdo utilizados diferentes métodos de
conservacdo que retardam a degradacdo como por exemplo, 0 cozimento,
resfriamento ou congelamento, secagem, acidificacdo, fermentacéo, ou ainda, o uso
de conservantes (VENCATO et al., 2020).

Os conservantes séo classificados entre naturais e artificiais, sendo que o0s
conservantes artificiais cada vez mais tem seu uso questionado devido os potenciais
riscos a saude. Alguns conservantes naturais amplamente utilizados, como o sal e 0
acucar, também podem agravar problemas de satde como a hipertensao e diabetes,
criando-se um interesse pela busca de alternativas mais saudaveis (VENCATO et al.,
2020).

A industrializacdo da carne é um método utilizado deste os primdrdios para sua
conservagao. Dentre os embutidos carneos a linguica tipo calabresa se destaca
devido sua ampla utilizagdo em pratos como pizza, feijoada, sanduiches e ao seu
rapido preparo, por se tratar de produto previamente cozido (LUCINI et al., 2009;
BORTOLOTTO et al., 2021).

Na literatura, o numero de estudos que abordam a conservacao de linguicas
tipo calabresa por meio da adicdo de ingredientes e aditivos na massa durante a
elaboracdo sobressai aqueles que o fazem por outros métodos, como é o caso das

aplicacoes superficiais de antimicrobianos. A aplicacdo superficial configura uma
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alternativa promissora por atuar diretamente na area de contato com 0sS micro-
organismos deteriorantes, agregados apoés etapa de cozimento.

A fundamentacdo e embasamento adquiridos com este estudo poderdo
conduzir as ac¢des implantadas pelas industrias produtoras de linguica tipo calabresa,
contribuindo com a melhoria na qualidade do produto ofertado e o crescimento da

empresa.

1.1 JUSTIFICATIVA

O processo de deterioracdo de produtos carneos segue uma combinacgéo de
eventos biolégicos e quimicos complexos causados por diferentes populacdes
bacterianas, sendo que as bactérias acido laticas tém sido apontadas como principais
responsaveis pela deterioracdo e perda de qualidade das linguicas cozidas tipo
calabresa. Devido ao seu carater fermentativo e deteriorante essas bactérias
interferem nas caracteristicas sensoriais do produto, conferindo odor e sabor azedo,
além de aparéncia limosa a superficie.

Diferentes estudos séo realizados objetivando a conservacdo das linguicas
cozidas por meio de adicao de ingredientes na massa, durante sua elaboracéo. Porém,
conforme citado por Rivas et al. (2018), o uso de metodologias que atuem na
superficie de produtos a base de carne podem apresentar resultado mais eficaz. Isto
se justifica pela prioridade de localizacdo da principal microbiota envolvida na
deterioracdo destes produtos, além de que a aplicacdo em contato direto com a
superficie do alimento requer quantidade menor de antimicrobiano do que através do
uso em massa, reduzindo os custos de processamento.

A identificacdo de métodos que sejam eficazes na desaceleracdo da
multiplicagcdo das bactérias acido laticas e reducao da vulnerabilidade do produto
durante seu periodo de vida util € imperativo para as empresas produtoras de
alimentos pereciveis, sobretudo quando aliados a otimiza¢do dos recursos, resultando

em expressivos ganhos econdmicos e de qualidade ao produto.
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2 OBJETIVOS

Esta pesquisa se constitui dos seguintes objetivos:

2.1 OBJETIVO GERAL

Identificar quais as espécies das bactérias acido laticas atuantes em linguica
tipo calabresa, quando submetidas a diferentes condigcbes de temperatura e de
tratamento antimicrobiano aplicado na superficie dos gomos, a fim de retardar a
deterioragéo deste alimento.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ |dentificar quais as bactérias acido laticas presentes na linguica tipo calabresa,
no inicio e ao final da vida util deste alimento;

e Avaliar a interferéncia de diferentes tratamentos antimicrobianos (fumaca
liquida, acido latico e &cido propibnico; nisina; nisina, diacetato de sédio, extrato
citrico e extrato de alecrim; e 6leo de soja e de coco) no crescimento in vitro de
bactérias acido laticas isoladas de linguica tipo calabresa;

e Aplicar na industria o tratamento antimicrobiano de melhor resultado
identificado in vitro, com aplicagdo na superficie dos gomos da linguica tipo
calabresa, checando a multiplicacdo das bactérias acido laticas durante o
periodo de vida util deste alimento;

e Determinar a influéncia da temperatura de refrigeracdo (até 8°C) e ambiente
(25°C +/-1) no desenvolvimento das bactérias acido laticas em linguica tipo
calabresa, elaboradas em ambiente industrial, com e sem aplicacdo de
tratamento na superficie dos gomos, durante o periodo devida util desde
alimento;

e Corroborar o modelo matematico que descreve a multiplicacdo das bactérias
acido laticas em linguica tipo calabresa, para estimar a vida util deste produto.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 CONSUMO DE PRODUTOS CARNEOS

O aumento da populagdo mundial demanda maior consumo de proteinas de
origem animal, consequentemente o consumo de carne aumentou, ja que € parte
significativa da dieta das pessoas (CHENG et al., 2018). A carne suina € uma das
carnes mais populares do mundo e responde por cerca de 35% da produgcao mundial.
Dados da Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria) demonstram que
nos ultimos cinco anos o consumo médio anual de carne suina chegou a 110 milhdes
de toneladas. A producdo mundial em 2020 foi de 102,95 milhdes de toneladas,
dessas o Brasil produziu 4,25 milhdes e € o quarto maior produtor de carne suina do
mundo com 1.970.611 matrizes alojadas, sendo 77% da producéo destinada para o
mercado interno e 23% para exportacéo, o que representa 1,024 milhdo de toneladas
exportadas e um aumento de 36,53% em relacédo a 2018. O estado de Santa Catarina
é destaque na producéo de alimentos, principalmente de proteinas de origem animal,
sendo o responsavel por 27,15% da producéo brasileira de carne suina e 14,5% da
carne de frango, em 2019 (EMBRAPA, 2021). Mudancas e melhorias nas
organizacdes, bem como o continuo incremento tecnolégico contribuem para o bom
desempenho do pais (EMBRAPA, 2020).

Gerar e sustentar vantagens competitivas s&o fundamentais para a
sobrevivéncia de empresas produtoras e processadoras de carne e produtos carneos.
A elaboracao de produtos diferenciados, de menor custo, desenvolvendo estratégias
inovadoras para insercdo e expansdo de mercados, além de novos modelos de
negdcios estdo entre os principais desafios a serem enfrentados e estratégias a serem
seguidas para o alcance desses objetivos (RAIMUNDO; BATALHA, 2015).

Com a finalidade de atender a demanda dos consumidores, em associa¢ao ao
crescimento da populagao urbana brasileira, mudangas importantes no padrdao da
alimentacdo vém se destacando, como a reducdo do consumo de alimentos que
demandem mais tempo para 0 seu preparo e 0 aumento do consumo de alimentos
previamente elaborados (SCHLINDWEIN; KASSOUF, 2006).

O aumento da demanda de alimentos, principalmente no que se refere a carne

de aves e de suinos, faz com que as industrias invistam cada vez mais em tecnologias,
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buscando atrativo diferencial e agregacdo de valor aos produtos oferecidos. A
industrializacao € a principal alternativa para o destino da matéria prima ap0s remocéao
dos cortes mais nobres, além de proporcionar um maior periodo de vida util aos
produtos. Atualmente, o consumidor tem a sua disposicdo ampla variedade de
derivados céarneos industrializados, como presuntos, apresuntados, linguicas,
salsichas, mortadelas, salames, empanados, entre outros (ORSOLIN et al., 2015).

A industria de alimentos deve estar sintonizada com o interesse dos
consumidores, conhecer a aceitabilidade dos seus produtos no mercado e 0 que 0S
torna melhores do que os oferecidos pela concorréncia. Além de representar um dos
maiores produtores mundiais de carne crua fresca e congelada (bovina, suina e de
aves), o Brasil tem investido na industria processadora de carne fermentada, cozida
e seca (salames, salsichas, hamburgueres, nuggets, presunto, etc.), atendendo a
procura por alimentos de facil preparo (CAVALHEIRO et al., 2020).

O aumento do consumo de alimentos pré-preparados e de maior valor
agregado, possibilitado tanto por melhorias na renda da populacdo, quanto por
oscilacbes de mercado que habitualmente envolvem e condicionam a exportacdo de
carnes, implicam em uma relevancia incontestavel no desenvolvimento do mercado
interno de carnes em geral e particularmente da carne suina. Desenvolver e sustentar
uma forte demanda interna aumenta a seguranca e estabilidade do setor frente as
instabilidades do mercado externo (RAIMUNDO; BATALHA, 2015).

O mercado de produtos a base de carne embutida vem crescendo
continuamente. Esses produtos representam um percentual importante da
alimentacéo da populacéo brasileira e a linguica constitui o produto carneo embutido
mais produzidos e mais vendido no pais. O seu baixo custo para elaboracéo facilita a
aquisicdo por todos os segmentos da populacdo e do mercado varejista. Além da
carne como matéria-prima basica, a formulacéo da linguica contém gordura e o sal
como fonte de sédio (MAIA JUNIOR et al., 2020).

3.2 DETERIORACAO DE PRODUTOS CARNEOS
Os alimentos sdo compostos por uma mistura de muitas substancias quimicas

diferentes, as quais afetam e interferem no seu periodo de vida Gtil. Ha uma série de

efeitos quimicos e fisicos que, isoladamente e em combinacdo, podem afetar este
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periodo de um alimento. Estas interacbes ocorrem naturalmente durante a
manipulacdo e no periodo de armazenamento dos alimentos, sendo que as mudancas
em produtos mais processados, como é o caso das linguicas cozidas, ocorrem em
dias ou semanas (ANVISA, 2018).

As propriedades fisicas e quimicas dos alimentos determinam seu grau de
susceptibilidade a atividade microbiana. Quando relacionada a deterioracdo, um
alimento pode ser perecivel, como € o caso dos alimentos frescos, semiperecivel, para
vegetais como batatas e nozes, ou ainda, classificados como estaveis ou nao
pereciveis, como € o caso da farinha e agucar (MADIGAN et al., 2010).

Devido sua composi¢cdo e caracteristicas, a carne e os produtos a base de
carne sao altamente pereciveis, requerendo cuidados especiais durante todas as
operacdes para minimizar a deterioracdo e prolongar sua vida util. O periodo de vida
atil da carne esta diretamente relacionado com a contagem bacteriana priméria e ao
tipo de bactéria inicialmente presente, além da possibilidade de recontaminacao apés
processamento no caso de industrializados, ou ainda das condi¢des ao qual o produto
foi submetido durante seu armazenamento, como temperatura, pH, luminosidade e
atmosfera (RUSSO et al., 2006).

A carne e seus produtos derivados apresentam alta susceptibilidade a
contaminagdes bacterianas, alterando suas caracteristicas organolépticas,
provocando reducao de suas propriedades nutricionais e até mesmo risco a saude do
consumidor podendo veicular micro-organismos patogénicos ou toxinas (HUGAS,
1998).

Os micro-organismos deteriorantes de carne representam apenas uma fracao
da microbiota inicial, e que em decorréncia das condicdes de armazenamento,
acabam se tornando predominante. Apesar de sua microbiota bastante diversificada,
0S micro-organismos mais comumente encontrado em carnes correspondem a
mesofilos aerdbios totais como Pseudomonas spp., bactérias acido laticas como
Brochothrix  thermosphacta, Flavobacterium spp., bactérias da familia
Enterobacteriaceae, micrococos e estafilococos (SARAIVA, 2008).

Alimentos deteriorados sdo aqueles que possuem sabor e odor ja
desagradéaveis, sendo muitas vezes originados da proliferacdo de micro-organismos
indesejaveis produtores de compostos volateis durante o seu metabolismo, os quais

sdo detectados e identificados pelo olfato e paladar humano. De modo geral, a
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degradacdo dos alimentos envolve qualquer alteracdo que torne o alimento
inadequado para o consumo. As carnes e 0s produtos carneos, em especial, sdo
meios nutritivos ideais para micro-organismos patogénicos e deteriorantes
(GEITENES et al., 2013).

As caracteristicas sensoriais como sabor, maciez, cor e odor influenciam
diretamente na percepcéo da qualidade da carne pelos consumidores (EECKHAUT
et al., 2012).

Segundo Bandeira (2004), o odor e o sabor desagradaveis, azedo, ocorrem
normalmente como consequéncia do acumulo de acidos organicos que se formam
durante a degradacdo enzimatica de moléculas bacterianas complexas. Essas
alteracdes sao resultante da producédo anaerébia de acidos graxos ou acido latico,
ocasionadas pela acdo bacteriana e, também, como consequéncia da protedlise,
produzida por bactérias aerdbias facultativas ou anaerobias (apud ALCANTARA;
CRISTINA; MORAIS, 2012).

Por ser de facil percepcao, a cor e o odor sdo as duas caracteristicas principais
da carne que afetam o comportamento dos consumidores. A descoloracdo e o
esverdeamento tem sido descritos na literatura como resultante do &cido sulfidrico
(H2S) produzido pela conversédo da mioglobina a sulfomioglobina, por bactérias do tipo
anaerobias (EECKHAUT et al., 2012).

O potencial de degradacdo de um micro-organismo € determinado por sua
capacidade de produzir os metabdlitos que estdo associados a deterioracdo dos
alimentos (POTHAKOS et al., 2015).

A deterioracao é definida pelo reconhecimento e interpretacdo de estimulos
sensoriais desagradaveis e, portanto, sujeitos a percep¢ao humana individualizada.
Porém, estd ainda correlacionada com limiares microbiolégicos, concentracdes
quimicas e padrdes da microbiota existente (POTHAKOS et al., 2015).

Um aspecto importante que deve ser considerado € o limiar populacional
necessario para provocar e comprometer as alteragbes sensoriais nos produtos.
Apesar de nao existir uma relacdo direta e clara entre o nUmero de micro-organismos
presentes em um alimento e os efeitos resultantes nas caracteristicas sensoriais, além
da propria variagdo que ocorre para as diferentes categorias de alimentos, a
populacdo de micro-organismos e os defeitos encontrados em produtos deteriorados

geralmente apresentam correlacdo. A literatura recomenda que contagens totais de
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micro-organismos ndo excedam 10° UFC/g ou ml de produto. Deterioragéo microbiana
em carnes processadas ndo é observada em popula¢des menores que 108 UFC/g ou
cm?. Para contagens entre 108 e 107 as carnes embaladas a vacuo podem estar no
limite de deterioragdo, com odores e outras alteracdes j4 sendo perceptiveis (JAY;
LOESSNER; GOLDEN, 2005).

3.2.1 Modelo Matematico da Multiplicacao Bacteriana

Embora a legislagéo brasileira ndo estabeleca padréo para micro-organismos
deteriorantes, conforme comentado anteriormente, o nivel populacional bacteriano
pode estar relacionado com as caracteristicas de deterioracdo dos alimentos.
Comumente, a multiplicacdo populacional segue uma curva padréo, conforme citado

por Tortora, Funke e Case (2012), exemplificado na figura 1, abaixo.

Figura 1 — Curva Padrao da Multiplicacdo Bacteriana.

| Fase lag Fase log Fase estacionria Fase de morte celular

z

; ©

3 o

B

5

i ©

3

g

“0 5 10
Tempo (hj)

Fonte: Tortora, G. J., Funke, B. R., Case, C. L., 2012.

Nesta curva, a fase lag € identificada como a fase em que ha pouca ou
nenhuma multiplicacdo das células, sendo o periodo em que ocorre o preparo celular
e a adaptacdo ao meio. Em seguida, na fase log, ha uma multiplicacdo exponencial
da populacéo bacteriana, onde o tempo de geracéo € constante. Em decorréncia das
alteracdes do ambiente, deplecdo de nutrientes e acumulo de produtos residuais, a
populacdo entra em uma fase estacionaria e se mantém uniforme, ja que a

multiplicacdo é compensada pela morte microbiana em propor¢cdo semelhante. Por
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fim, na fase de declinio, a taxa de mortalidade supera a de multiplicacdo, resultando
num caimento acentuado da curva e acumulo de detritos celulares no meio
(FORSYTHE; HAYES, 2000; TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

A multiplicacdo bacteriana na fase exponencial ocorre em progressao
geomeétrica, de base 2, podendo ser expressa pelas equagodes:

N =N, 2" 1)
g=t/n (2)
logN = logN, +nlog2 (3)
n = 3,3(logN — logN,) (4)

Em que:

N= numero de células no tempo t;

No= numero de células no tempo to;

n= numero de geracdes formadas durante o periodo de multiplicacdo exponencial;
g= tempo de geracédo da populagao celular;

t= tempo em horas ou minutos em que a cultura apresenta uma taxa de multiplicacéo
exponencial.

Entdo, conhecendo-se os parametros “N” e “No” na fase de multiplicacdo
exponencial é possivel calcular “n” e, a partir de “n” e do tempo “t”, o tempo de geragéo
“9” (MURRAY et al., 1992 apud ASSIS; VALADAO; CISALPINO, 2011). A taxa de
desenvolvimento é a constante “k”, esta constante € uma medida do nidmero de
geractes formadas, por unidade de tempo e é dada pela equacéo:

k=In2/g (5)

3.3 BACTERIAS ACIDO LATICAS EM PRODUTOS CARNEOS

As bactérias acido laticas constituem um grupo de bactérias gram-positivas,
com caracteristicas morfologicas, metabodlicas e fisiolégicas semelhantes.
Encontradas na forma de cocos ou bacilos, geralmente iméveis, ndo formadores de
esporos e catalase negativa. Sdo basicamente mesofilas (com algumas linhagens
psicrotréficas), capazes de crescer em temperatura entre 5 e 45°C. Apesar de serem
aerotolerantes, sao bastante caracteristicas de ambientes anaerdbios e capazes de
suportar pH muito baixo. (POFFO; ADONAI, 2011; MILKPOINT, 2017).
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Todas as bactérias acido laticas crescem anaerobiamente, porém, nao sao
sensiveis ao oxigénio, podendo crescer em sua presenca. Dessa forma, séo
classificadas como anaerébias aerotolerantes. Uma diferenca importante entre os
subgrupos existentes estd no produto formado a partir da fermentacao de acucares,
composto do qual obtém energia. O grupo denominado homofermentativo gera o
acido latico como unico produto da fermentacdo, enquanto o grupo denominado
heterofermentativo, gera além do acido latico, outros produtos, como dioxido de
carbono, etanol, lactato e outros flavorizantes como produto do seu metabolismo,
sendo dispostos na Tabela 1 os principais géneros envolvidos (MANDIGAN et al.,
2010).

Tabela 1 - Diferenciacéo dos Principais Géneros de Bactérias Acido Laticas.

Formato e arranjo celular Género

Cocos em cadeias ou tétrades
Homofermentativo Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus
Pediococcus
Heterofermentativos Leuconostoc
Bacilos, normalmente em cadeias
Homofermentativo Lactobacillus

Heterofermentativo Lactobacillus

Fonte: Mandigan et al., 2010.

Constituem um grupo formado por treze géneros bacterianos: Carnobacterium,
Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus,
Pediococcus, Paralactobacillus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e
Weissella, associados a plantas, carnes, leite e seus derivados. Muito empregadas
intencionalmente na producédo de alimentos, porém também podem ser responsaveis
pela producéo de sabores e aromas indesejaveis (EMBRAPA, 2011).

A fermentacdo do acido latico pode resultar na deterioracdo de alimentos

carneos. Em contrapartida, também pode contribuir para a producéo de iogurte a partir
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do leite, chucrute a partir do repolho e conservas de pepino (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

As bactérias acido laticas sempre foram de grande importancia para a industria
de alimentos. Os micro-organismos pertencentes a esse grupo sdo amplamente
utilizados como culturas starter, alterando a matéria prima pela produgéo de acidos e
conferindo sabores e aromas especificos. Varias linhagens sdo conhecidas por terem
caracteristicas  benéficas. Existem  cepas utilizadas como  probidticos,
desempenhando um papel importante na melhoria do equilibrio da microbiota nativa
em humanos e outros animais. Outras, detém a capacidade de producao de diferentes
substéancias antimicrobianas, como as bacteriocinas, que podem auxiliar evitando a
deterioracdo e a proliferacdo de patdégenos de origem alimentar, contribuindo para a
seguranca do alimento (DE CASTILHO; NERO; TODOROQV, 2019).

Bacteriocinas sdo peptideos antimicrobianos que diferem entre si quanto a
composicdo de aminoacidos, biossintese, transporte e modo de ag&o. Nos alimentos,
as bacteriocinas podem ser originadas a partir da microbiota normal ou introduzida e
apresentam efeito bactericida ou bacteriostatico, interferindo na multiplicacdo de
outras bactérias de espécies relacionadas. Varios estudos tém sido publicados,
devido a aplicacao das bacteriocinas com uso para protecao de alimentos, compondo
uma alternativa a conservantes quimicos tradicionais (OGAKI; FURLANETO; MAIA,
2015).

Mesmo com a importante interferéncia benéfica de vérias bactérias acido
laticas na industria de alimentos, 0s micro-organismos pertencentes a esse grupo
podem determinar deterioracdo em produtos alimenticios e transportar varios genes
relacionados a viruléncia e a resisténcia a antibidticos (DE CASTILHO; NERO;
TODOROQV, 2019).

Os produtos metabolicos das bactérias acido laticas sdo importantes na
preservacdo dos alimentos. Entretanto, a multiplicagdo incontrolavel de algumas
espécies pode resultar na deterioracdo de carnes e produtos carneos (HUGAS, 1998).
De modo geral, as principais bactérias acido laticas deteriorantes identificadas em
produtos carneos, correspondem a Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., Brochotrix
thermosphacta e Pseudomonas spp.

Devido as suas propriedades intrinsecas de atividade de agua elevada, pH

proximo a neutralidade e presenca de nutrientes, a carne é altamente sensivel a
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deterioragdo microbiana. As bactérias acido laticas constituem uma parte da flora
inicial das carnes que se desenvolve facilmente apos o processamento de embutidos
fermentados, mantidos sob refrigeracdo ou embalados a vacuo ou em atmosfera
modificada (HUGAS, 1998).

As bactérias acido laticas compreendem o principal grupo deteriorante presente
em produtos carneos curados e cozidos, armazenados em temperaturas de
refrigeracdo sob condi¢cdes anaerdbicas, que envolvem embalagens com atmosfera
modificada e embalagem a vacuo (SLONGO et al., 2009). A multiplicacdo a niveis
elevados destas bactérias nestes produtos pode acarretar mudancas sensoriais
indesejaveis como o aparecimento de odores acidos (BORCH; MERMANS; BLIXT,
1996).

A maior parte das bactérias € eliminadas com a aplicacdo de tratamento térmico
em produtos carneos cozidos (65-75°C). Porém, apds o tratamento térmico, o alimento
pode sofrer recontaminacdo provinda da exposicdo ao ambiente produtivo e a
manipulacdo do produto. Devido a esta recontaminacao as linguicas cozidas sofrem
com o problema de deterioracdo superficial e alteracbes sensoriais, ja que Sao
conservadas em temperatura ambiente. As bactérias &cido laticas tém sido apontadas
como principais responsaveis pela deterioracdo de linguicas e salsichas cozidas
embaladas a vacuo, caracterizando como principais defeitos sensoriais a fermentacao,
aroma e sabor azedo do alimento (FREIBERGER et al., 2016).

Resultante da atividade de bactérias acido latica, sdo observadas alteracdes
como sabor e odor acido, reducdo do pH, exsudatos leitosos, producdo de gas,
estufamento da embalagem, descoloracdo ou esverdeamento. De qualquer modo, a
deterioracdo causada por bactérias acido laticas € principalmente decorrente da
producdo de metabdlitos que causam alteracdes indesejadas na aparéncia, textura e
sabor do alimento (JAY, 2005; MASSAGUER, 2006; HU et al., 2009; ZHANG et al.,
2009; AUDENAERT et al., 2010 apud KALSCHNE et al., 2015).

As bactérias acido laticas fermentam a glicose e outros substratos presentes
na carne. Ao terem os substratos esgotados, a multiplicagdo para, normalmente
quando a populacdo atinge 8 log/cm?. Os residuos metabdlicos decorrentes da
multiplicac@o bacteriana podem ser identificados como gostos levemente acidos ou
leitosos (DE OLIVEIRA et al., 2013).
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A deterioracdo dos alimentos por estas bactérias é facilitada quando em
alimentos refrigerados, onde as bactérias acido laticas psicrotroficas tém uma
vantagem consideravel na taxa de multiplicacdo, comparada com outros agentes
aerobios e anaerdbios facultativos e as bactérias gram-negativas (SADE, 2011).

Conforme Labadie, (1999), Nychas et al., (2008), Pothakos et al., (2014), a
combinacdo de técnicas para a preservacao exerce uma pressdo de selecdo em
relacdo aos micro-organismos anaerdbicos psicrotroficos estritos ou facultativos,
como é o caso de parte das bactérias acido laticas, pois a maioria dos micro-
organismos aerébios é inibido pelo CO: utilizado na composicdo da atmosfera
modificada ou acumulado como resultado da atividade microbiana. Esta selecao
ecologica, para Chaillou et al, (2014), em relacdo as bactérias &cido
laticas resistentes ao frio, ao CO2 e aerotolerantes manteve poucas espécies da
microbiota da carne relacionada a deterioracao, que dominam no final do periodo de
vida util de alimentos embalados e refrigerados. Assim, as bactérias acido laticas sédo
o grupo ideal para se desenvolver independentemente do método de embalagem,
enguanto sua ocorréncia depende dos micro-organismos competitivos e da influéncia

das condi¢des de armazenamento (apud POTHAKOS et al., 2015).

3.3.1 Identificac&o das Bactérias Acido Laticas por MALDI-TOF

A espectrometria de massa de tempo de voo de dessoracao/ ionizacdo a laser
assistida por matriz (MALDI-TOF), foi utilizada para a identificacdo das bactérias acido
laticas deste estudo.

Este equipamento mede o tempo de voo em um tubo a vacuo, de particulas
cristalizadas de uma amostra. Em um campo elétrico os ions sdo acelerados,
promovendo a sua separagao, 0 que permite mensurar este tempo e a massa exata
das particulas dessorvidas Com base nessa informacdo, um espectro caracteristico é
registrado e constitui uma impressao digital da amostra, que € Unica para uma
determinada espécie. O software de computador compara automaticamente a leitura
com um banco de dados de referéncia e fornece uma pontuacdo. O equipamento
considera a identificagado do isolado como “confiavel a nivel de espécie (cor verde)”,
quando o score for maior ou igual a 2.00; “confiavel a nivel de género (com amarela)”,
guando o score for entre 1.70 e 1.99; ou “sem identificacdo possivel (cor vermelha)”,

quando o score for menor que 1.69 (WIESER et al., 2012).
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3.4 A LINGUICA TIPO CALABRESA E SEUS REQUISITOS LEGAIS

A linguica calabresa e tipo calabresa representa importante parcela do mercado
mundial de carnes industrializadas e processadas, sendo amplamente utilizada na
dieta brasileira como ingrediente de pizzas, lanches e da tradicional feijoada
(BORTOLOTTO et al., 2021).

A linguica é definida como o produto carneo industrializado obtido a partir de
matérias primas originadas de animais de agougue, adicionados ou nao de gordura
animal, contendo ingredientes, embutidas em envoltério que pode ser de origem
natural ou artificial e submetida a processo de cozimento e/ou cura. A linguica tipo
calabresa tem o sabor picante como caracteristica acentuada, sendo submetida ao
processo de cozimento em estufa ou similar e tendo a defumacdo como uma etapa
opcional. Por sua denominacao “tipo” calabresa, € permitido o uso de até 20% de
carne mecanicamente separada (CMS), desde que devidamente informados no rétulo
(BRASIL, 2000).

Dentre os ingredientes obrigatorios estdo a carne e o sal, enquanto gordura,
agua, proteina vegetal, acucares, plasma, aditivos intencionais, aromas, especiarias
e condimentos sdo de uso opcional. Para o embutimento podem ser utilizados
envoltorios naturais ou artificiais, sendo permitido o uso de substancias glaceantes
para auxiliar na protecao, quando estas forem devidamente aprovadas pelos 6rgaos
competentes.

As linguicas cozidas devem atender ao percentual maximo de 60% de umidade,
35% de gordura e 0,3% de célcio (base seca), além de conter em sua formulacéo pelo
menos 14% de proteina. Quanto aos requisitos microbiolégicos, devem atender a
legislacdo vigente (RDC n°331/2019 e IN n°60/2019).

3.5 TRATAMENTOS DE SUPERFICIE EM LINGUICAS TIPO CALABRESA

Produtos carneos embutidos séo fabricados e consumidos pelo homem desde
a antiguidade devido a busca pela conservacao deste alimento. Dentre estes produtos
embutidos, as linguicas curadas cozidas ou cruas, sdo um dos alimentos mais

populares consumidos em todo o mundo. Segundo Sarantépoulos et al. (2001) e
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Wijnker et al. (2006), estes produtos fazem uso de envoltérios naturais (tripas), que
correspondem a subcamada mucosa remanescente apos a etapa de higienizacéo de
visceras animais como estdmago, intestino, trato urinario ou reto. Conforme relatado
por Varnam & Sutherland (1998), apesar do desenvolvimento de envoltorios artificiais,
0S naturais continuam sendo amplamente aplicados devido suas vantagens como o
fato de serem comestiveis, elasticos, moldaveis, naturais, além de permeaveis a agua
e a fumaca (apud LUCINI et al., 2009)

Conforme relatado por Campos (2012), a disponibilidade de alimentos para
suprir as necessidades e demandas da populagdo, requer amplas redes de
distribuicdo. Entretanto, para que esses produtos estejam aptos e disponiveis para
comercializacdo, € necessario que sua durabilidade seja mantida. Para isso, as
industrias de alimentos fazem uso de aditivos objetivando o aumento do periodo de
vida 0til da maioria dos alimentos processados (apud SILVA et al., 2015).

A industria da carne tem se preocupado com a busca por fontes antioxidantes
naturais, visando o crescente interesse dos consumidores e em resposta a alegacdes
recentes de que os antioxidantes sintéticos tém potencial para causar efeitos
toxicoldgicos (EL-NASHI et al., 2015).

O uso de antioxidantes naturais na preservacdo de carnes jA se mostrou
promissor. Porém, ha pouca informacéo sobre a eficacia do seu uso quando aplicado
por pulverizacdo (JENKO et al., 2018). Ainda em seu estudo, Jenko et al. (2018),
identificaram que extrato de alecrim poderia ser utilizado como antioxidante natural
por pulverizacdo em carne suina, reduzindo os valores de tbars quando comparado
ao controle.

A conservacdo de produtos carneos estad relacionada ao emprego de
especiarias geralmente com aplicacdo devido sua atividade bactericida ou
bacteriostatica. Para a preservacao do alimento é fundamental o conhecimento sobre
0S micro-organismos que atuam sobre ele. Desse modo, para o controle da atuacao
de bactérias acido laticas em linguicas cozidas, é determinante o uso de conservantes
que atuem na superficie do alimento (ou do envoltorio), visto a localizacdo deste
micro-organismo apos tratamento térmico (recontaminacgao).

Estudos tém mostrado que o uso de bacteriocinas quando aplicadas na
superficie dos produtos carneos, podendo ser por meio de pulverizacao, imersédo ou

adicdo dentro da embalagem é mais eficiente do que o uso da bacteriocina
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diretamente como parte da formulagéo, na massa do produto durante sua elaboracao
(BARROS, KUNIGK e JURKIEWICZ, 2010; RIVAS CASTRO, VALLEJO, MARGUET
e CAMPOS, 2014 apud RIVAS et al., 2018). Essa aplicacao de bacteriocinas de modo
indireto, em materiais que fazem contato, ou na superficie do alimento, requer
guantidades menores em comparacao com a adicdo direta ao volume total de carne
e isso contribui com a reducéo do volume de conservante e, consequentemente, dos
custos de processamento (BALCIUNAS et al., 2013).

3.6 PROPRIEDADES DOS COMPONENTES ANTIMICROBIANOS TESTADOS

Quando se fala em antimicrobianos ndo ha apenas um conservante elencado
como ideal, o que leva ao uso de misturas de produtos com essa finalidade, os
chamados blends. O uso de blends amplia o espectro de acdo e consequentemente
de protecdo ao alimento. Neste trabalho foram selecionados tratamentos com

diferentes combinac@es de principios, conforme descrito na tabela 2:

Tabela 2 - Composicao dos Tratamentos Testados.

Tratamento Composicéao
1 Fumaca liquida, aroma natural de fumaca, acido latico e acido
propionico.
2 Nisina e aroma natural de fumaca.

Nisina, diacetato de sédio, extrato citrico e extrato de alecrim.

Oleo de coco e aroma natural de fumaca.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Ha um conhecimento prévio disponivel em literatura a respeito da atividade
antimicrobiana de principios citados como a nisina e alguns acidos organicos, porém
as informacgdes sdo voltadas geralmente a micro-organismos patogénicos, enquanto
principios como o Oleo de coco e o diacetato de sodio, sdo de conhecimento mais
restrito. Desse modo, percebeu-se uma oportunidade na pesquisa da acao destes

antimicrobianos, frente a agentes deteriorantes.



31

3.6.1 Fumaca Liquida e Aroma Natural de Fumacga

A fumaca liquida, considerada como um antioxidante natural, € composta
principalmente de acidos orgéanicos, carbonilas e fendis. Os acidos organicos sao
responsaveis pela aceleragcdo de cura, fazem a regulacao da acidez e possuem acéo
antimicrobiana. As carbonilas sao responséaveis pela formacédo da cor de defumado.
E os fendis sdo os principais responsaveis pelo sabor caracteristico de defumado,
contendo também fungdes antimicrobianas e antioxidantes. Quando aplicada na
superficie do produto, sendo por asperséao, imersao, borrifamento ou diretamente na
embalagem, a fumaca liquida forma um filme em torno do alimento, contribuindo para
a protecao contra os micro-organismos formadores de acidez externa ali presentes
(FUCHS GEWURZE DO BRASIL LTDA, 2017).

Além de conferir textura, cor, sabor e apresentar acdo antimicrobiana, o uso da
fumaca liquida é facilitado por ter baixa dosagem de aplicacdo e reduzir etapas que
envolvem manipuladores e equipamentos. O uso das fumacas liquidas e aromas de
fumaca minimizam as chances de contaminacéo e proliferacdo bacteriana.

Embora a defumacéo seja um método antigo de conservacéao, o uso de fumaca
liguida tem sido potencializado visto a tecnologia envolvida, garantindo maior higiene,
menor tempo de processamento e menor poluicdo ambiental. Além destas vantagens,
o uso de fumaca liquida garante maior uniformidade na cor, sabor e na deposicéo de
substancias antioxidantes e antimicrobianas nos produtos (FERNANDES et al., 2014).

Souza et al. (2015), compararam o uso de diferentes técnicas de defumacéao
na elaboracdo de alméndega a partir da filetagem de tilapia e identificou que os
métodos de defumacéo a quente, assado em grelha e defumacgéo com fumaca liquida,
sao similares no atendimento ao requisito microbiologico, resultando em um produto
apto ao consumo humano. Desse modo, além de demonstrar a eficacia da fumaca
liquida no fator microbiologico, concluiu que o uso deste método apresentou o melhor
resultado nos quesitos sabor e percentual de proteina.

Resultado semelhante foi identificado por Fernandes et al. (2014), durante o
preparo de hamburguer e salsicha a partir de carne de jacaré, submetidos a
defumacéo a quente, defumacéo liquida e sem defumacao. A contagem microbiana
de ambos os métodos de defumacdo atendeu aos requisitos vigentes em legislagéo
para estes produtos, enquanto a defumacdo liquida apresentou maior aceitagdo

sensorial.
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3.6.2 Acidos Organicos

Conforme citado por Surekha & Reddy (2000), acidos orgénicos, como por
exemplo o acido acético, latico, propibnico e soOrbico, vém sendo aplicados em
alimentos com o objetivo de contribuir na conservacéo, ja que muitos tem seu uso
aprovado como aditivo alimentar e sdo dotados de atividade antibacteriana (apud
GONZALEZ-FANDOS; HERRERA, 2013).

O acido lactico e seus sais, lactato de s6dio ou de potassio, atuam como
agentes bacteriostaticos, reduzindo a taxa de multiplicacdo dos micro-organismos.
Estes componentes agem sobre o metabolismo bacteriano fazendo a acidificacdo
intracelular, interferindo na transferéncia de prétons entre a membrana e inibindo
mecanismos essenciais ao desenvolvimento de patdgenos.

Neste ambito Samelis et al. (2005), citam que o uso do lactato de sédio, um sal
natural com acdo acidificante do meio intracelular dos micro-organismos e
consequente reducdo da sua atividade metabdlica, além de permitir o alcance de uma
menor atividade de &gua, tem sido empregado por sua funcao antimicrobiana.

Identificado em estudo realizado por Gonzalez-Fandos, E. e Herrera, B. (2013)
gue a imersédo, por um periodo de 5 minutos, em uma concentracdo de 1 ou 2% de
acido propibnico, reduziu a contagem de mesofilos entre 0,81 e 1,78 unidades
logaritmicas em comparag&do com os cortes de frango utilizados como controle durante
0 armazenamento.

Campélo et al. (2017), avaliaram o uso de &cido latico, lactato de sodio e uma
combinac¢éo de ambos para conservacao de carne de sol refrigerada, reduzindo o uso
do sal como conservante. As carnes tratadas apresentaram menor contagem
microbiana do que as amostras controles e a combinac¢&o dos acidos chegou a elevar
o periodo de vida util em seis dias. Neste estudo, a equipe concluiu que conservantes
naturais, em especial o 4cido latico, podem ser alternativas viaveis como substituicdo
ao cloreto de sédio na conservacao de alimentos.

Metri et al. (2006), aspergiram solucdo contendo acido acético, latico, citrico e
ascorbico na matéria prima cérnea utilizada para elaboragdo de hamburguer
defumado. Apesar de no dia zero a contagem de coliformes fecais se apresentar
acima do limite permitido em legislacao vigente, com o decorrer do tempo, apos sete
dias da aplicacdo dos acidos e da defumacéo liquida, este parametro atendeu ao
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requisito microbiologico na matéria prima e, ao final de 14 dias, todos os parametros
microbiolégicos foram atendidos para o produto final.

Freiberger et al. (2016), aplicaram o uso dos acidos laurico, citrico, latico,
aceético, ascorbico e seus sais de sadio, diluidos em 6leo de soja na superficie de
linguicas cozidas. Os critérios utilizados pelos autores para avaliar se 0os produtos
eram aptos ou improprios para consumo incluiram presenca de slime, pH e contagem
de bactérias acido laticas. Ao final do estudo, apenas 7,6% das amostras sem
aplicacdo do conservante apresentavam caracteristicas similares ao produto padréo,
frente a 41,3% das amostras com a adicdo do conservante. O tempo de vida de
prateleira elevado de 65,21 dias para 95,58 dias demonstra o efeito bactericida e
bacteriostatico dos acidos organicos sobre as bactérias acido laticas, responsaveis
pela deterioracdo das amostras.

GOmez Cérdenas et al. (2013), mostraram em seu estudo que a aplicacao de
antimicrobianos naturais podem conferir protecdo extra ao processamento de carne
bovina. O resultado obtido pela equipe que analisou a aplicacéo de nisina, lactato de
sédio, lactato de potassio e acetato lactato individualmente quando aplicados na carne
moida para fabricagdo de hambuarguer, demonstrou eficacia no controle
microbiolégico de todos os tratamentos, porém com restricbes na aceitacdo sensorial
para o uso de nisina.

Silva et al. (2014), adicionaram na formulacdo da linguica toscana lactato de
sédio, nisina e uma combinacéo de lactato de s6dio com nisina, para checar o periodo
de validade deste alimento. Sob o ponto de vista bacteriolégico a adicdo da
combinacédo de lactato de sédio e nisina apresentou os melhores resultados, elevando
em pelo menos cinco dias o periodo de vida util do produto. O uso isolado do lactato
de sbédio se mostrou mais eficaz para retardar o desenvolvimento das bactérias
mesofilas. A nisina quando aplicada isoladamente ndo manifestou aumento na

validade, tendo comportamento semelhante aos das amostras controle.

3.6.3 Nisina

Muitas bactérias produzem proteinas que inibem, ou até mesmo matam,
espécies estreitamente relacionadas ou linhagens diferentes de uma mesma espécie.
Estes agentes sdo chamados de bacteriocinas. As bactérias acido laticas produzem

a bacteriocina nisina, que inibe o desenvolvimento de uma ampla variedade de
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bactérias gram-positivas, sendo a Unica bacteriocina largamente comercializada e de
uso permitido como conservante na industria de alimentos (MADIGAN et al., 2010).

A nisina consiste em uma bacteriocina geralmente reconhecida como segura,
que atua reconhecendo e ligando os lipidios aniénicos da célula alvo, resultando em
perturbacdes temporarias e na formacao de um poro na membrana citoplasmatica que
resulta na lise celular e morte do micro-organismo (BORTOLOTTO et al., 2021).

A nisina também pode atuar interagindo com os locais onde séo ligados os
pirofosfatos de alta afinidade, no lipidio Il da membrana. Com a formac&o dos poros,
partes vitais do citoplasma séo perdidos, extravasando da célula e levando a sua
morte (BORTOLOTTO et al., 2021).

Apesar da interferéncia pela interacdo com muitos fatores intrinsecos do
alimento como composi¢ao, gordura, fosfato ou ainda micro-organismos, condicbes
de processamento e estocagem, a nisina tem apresentado eficacia no controle de
bactérias patogénicas e deteriorantes em muitos produtos carneos (DE BARROS;
KUNIGK; JURKIEWICZ, 2010).

No estudo conduzido por Bortolotto et al. (2021), foi identificado que o uso de
nisina combinada com e-poly-L-lysina, apresentou efeito inibitério contra o
Lactobacillus plantarum, bactéria do género &cido latico isolada durante o experimento
a partir de amostra de linguica cozida. O efeito inibitério identificado em laboratério,
pelo método da concentracao inibitdria minima, requer baixas concentracdes destes
componentes, 0,05ug/l e 9,375ug/l, respectivamente. Sabe-se que a aplicagéo in vitro
requer geralmente menor concentracdo de antimicrobianos, no entanto, o efeito
sinérgico obtido, mostra que é possivel a aplicacdo em matriz carnea, auxiliando as
industrias de alimentos.

Grisi e Gorlach-Lira (2005), compararam o uso de nisina e pH elevado para
controlar a proliferacdo de micro-organismos em carne de caranguejo. No entanto,
esta combinacdo apresentou efeito inibitério somente para culturas de S. aureus e
Salmonella sp. aplicado em caldo. O mesmo comportamento nao foi observado
guando aplicado na carne de caranguejo, visto seu alto pH e capacidade tamp&o. Ao
fixar pH entre 6 e 7,5, a nisina preveniu efetivamente a multiplicacdo de patdgenos.

Nos estudos comentados fica evidente a interferéncia de fatores como pH,
temperatura, acidos organicos, entre outros na efetividade de ac¢do da nisina como

conservantes microbioldgico.
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3.6.4 Diacetato de Sodio

O diacetato de sddio € um agente acidulante, com acdo conservante e
aromatizante sabor vinagre. Utilizado principalmente contra a germinacao de fungos
em produtos de panificacdo. Também pode ser aplicado em produtos carneos,
conservas e para elaboracéo de temperos e aromas (ASAE, NI).

A aplicacdo do diacetato de sédio em produtos carneos, composto por 60% de
acetato de sodio e 40% de acido acético, contribui para a reducdo de bactérias

aerobicas e impede o desenvolvimento de patégenos.

3.6.5 Extratos

Os extratos citricos séo utilizados com o objetivo de prevenir o surgimento e
proliferacéo de micro-organismos deteriorantes. A aplicacdo na industria de alimentos
€ recomendada por sua agdo antifungica e antibacteriana, conferindo efeito sinérgico
ao uso de outros antioxidantes. Enquanto o extrato de alecrim, por possuir alto teor
de polifendis, controla a oxidacdo, prevenindo a rancidez nos produtos carneos
(JENKO et al., 2018).

Boeira et al. (2018), utilizaram diferentes métodos de extracdo dos compostos
bioativos do capim-limédo (Cymbopogon citratus) para checar sua atividade
antioxidante e antimicrobiana em linguicas de frango. A extracdo dos compostos pelo
método convencional, utilizando solvente, e a extracéo assistida por ultrassom, foram
obtidas em diferentes temperaturas, tendo o método convencional a 60°C extraido a
maior quantidade de compostos bioativos. Neste estudo, a equipe identificou que a
adicao de 1,0% do extrato foi suficiente para protecao das linguicas, mantendo estavel
a multiplicacdo de mesofilos totais até o 21° dia de fabricacdo e protegendo contra

bactérias psicrotroficas até o 42° dia de fabricacao.

3.6.6 Oleo de Coco

O oleo de coco detém propriedades como sabor suave, odor agradavel e
elevada resisténcia ao ranco. Sua insaturacdo em baixo nivel, o torna estavel para a
oxidagdo. E conhecido por ter efeitos antivirais e antibacterianos e excelentes

propriedades curativas.



36

Ramos, Andreani Junior e Kozusny-Andreani (2016), testaram o uso de dez
diferentes 6leos essenciais no controle in vitro de Colletotrichum gloeosporioides em
frutas. Dentre os tratamentos, 0 6leo de coco apresentou resultado intermediério, ja
gue a atividade fungicida foi comprovada somente em concentragdes de 50%.

O fruto do coqueiro tem na &rea alimenticia sua principal aplicacao. Acreditasse
gue o desenvolvimento de tecnologias na area de alimentos proporcione inovagao e
aperfeicoamento de técnicas, produtos e processamento que possam conhecer e
explorar melhor este recurso (FREIRE ARAUJO et al., 2020).

Conforme mencionado por Freiberger et al. (2016), existem varios estudos
relacionados ao uso de acidos organicos, porém pesquisas utilizando combinacdes
de &cidos sdo escassas. Grisi e Gorlach-Lira (2005), comentam a necessidade de
mais pesquisas considerando a interacdo do tratamento testado, com outros fatores
como pH e temperatura, visto a correlacdo que podem apresentar. Além disso, fica
clara a diversidade dos tratamentos aplicados para os diferentes micro-organismos
envolvidos em cada produto, idéntico ao observado por Silva et al. (2014).

Desse modo, o presente trabalho visa considerar as variacbes as quais o
produto foi submetido e as interacdes entre os componentes de cada tratamento
aplicado na linguica tipo calabresa. Outro fator importante é a escassez de material
no que se refere a produtos industrializados, condimentados. O maior volume de
estudos disponivel esta focado na carne in natura, sendo a aplicagdo em linguica

cozida um diferencial do estudo desenvolvido.
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4 MATERIAIS E METODOS

O estudo foi conduzido em trés etapas. A etapa inicial consistiu no isolamento de
bactérias &cido laticas (BAL) a partir de linguica tipo calabresa e identificacdo das
espécies em laboratorio. Em seguida, esses isolados foram submetidos a aplicacéo
de quatro tratamentos in vitro (fumaca liquida, acido latico e acido propidnico, nisina,
nisina com diacetato de sédio e extratos citrico e de alecrim e, 6leo de soja, com 0Oleo
de coco), utilizando a concentracdo inibitoria minima e o teste de sensibilidade a
antimicrobianos pela técnica de disco-difusdo. A condicdo mais adequada foi
interpretada como a solucao que apresentou maior dificuldade para a proliferagéo dos
micro-organismos testados.

Apos determinacao in vitro da melhor solugdo antimicrobiana para retardo da
multiplicacdo das bactérias acido laticas isoladas de amostras de linguica tipo
calabresa, o estudo seguiu para sua etapa final, onde o tratamento foi replicado no
produto, em uma unidade de alimentos industrializados do Oeste do estado de Santa
Catarina. A aplicacdo se deu pela dosagem da solucdo diretamente sobre os gomos
da linguiga tipo calabresa, dentro da embalagem e acondicionamento posterior em
camaras com temperatura controlada para acompanhamento da multiplicagcdo das
bactérias acido laticas e sua interferéncia na conservacao do produto.

De modo a facilitar a visualizacdo e entendimento do estudo, as etapas de

desenvolvimento estéo relacionadas na figura 2.

Figura 2 - Etapas de Desenvolvimento do Estudo.

Coleta de amostras . -
—_— Técnica Disco-
de produto na —: | Isolamento de BAL. }—I{ Congelamento. |—p| Reativagao. |—> Difus3o.

inddstria. |
Idenfificacio. Técnica CIN. ‘

.

Definigdo do antimicrobiano
mais indicado no controle
de BAL.

'

Isolamento de BAL Acompanhamento Coletae Aplicagdo do

Identificag&o. — (80 dias de f—— da vida dtil e [«—— armazenamento 4—— antimicrobiane na
fabricagao). analises quinzenais. das amostras. indstria.

v

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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4.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ACIDO LATICAS A PARTIR
DE AMOSTRAS DE LINGUICA TIPO CALABRESA

Trés amostras de linguica tipo calabresa (identificadas como A, B e C),
elaboradas seguindo a formulagédo e o programa de cozimento padrédo da empresa e
atendendo ao Regulamento Técnico de Identidade e Qualidade (RTIQ) do produto,
foram coletadas em uma indUstria durante a etapa de embalagem. As amostras foram
embaladas a vacuo em sacos de nylon e mantidas em temperatura ambiente durante
um periodo de 15 dias.

A etapa seguinte foi realizada no Laboratorio de Biologia Molecular, Imunologia
e Microbiologia — LABMIM, localizado na UDESC/Oeste, Departamento de Zootecnia,
em Chapecé (SC), onde junto a chama do bico de Bunsen e utilizando materiais
estéreis, foram pesadas e homogeneizadas 1 grama de cada amostra em 9ml de 4gua
peptonada.

O isolamento das bactérias foi realizado por plaqueamento, pelo método direto
em meio solido. Para isto, foram preparadas diluicbes seriadas a partir da diluicao
inicial (correspondente ao 101), até 10°, em solucdo de 4gua peptonada. Nas placas
de Petri, contendo o meio MRS (Man, Rogosa and Sharpe) seletivo para bactérias
acido laticas, foi adicionado 0,1ml de cada uma das amostras diluidas e espalhadas
uniformemente por toda a extenséo da placa, utilizando alca de Drigalski. As placas
foram transferidas para estufa em jarras de anaerobiose, com temperatura controlada
de 30°C, durante 72 horas, conforme prevé a ISO 15214:1998.

Seguindo a metodologia de Silva et al. (2010), colénias dos micro-organismos
que se desenvolveram nas placas de diluicdo 101, 102 e 102 foram transferidas para
tubos contendo TSA (Agar Tripticase de Soja) inclinado. A inoculacéo foi realizada
fazendo-se uma picada no centro do meio, sem atingir o fundo do tubo e, depois, por
movimentos estriados na por¢ao inclinada. Apos, os tubos foram incubados durante
24 horas em temperatura de 36°C e, ao identificar multiplicacdo, as amostras foram
armazenadas a -80°C.

As bactérias acido laticas isoladas das amostras de linguica tipo calabresa com
15 dias de fabricacdo foram identificadas por sistema MALDI-TOF (Matrix-Assisted

Laser Desorption lonization — Time of Flight) no laboratério de Pesquisa em
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Resisténcia Bacteriana — LABRESIS, situado no Hospital de Clinicas, em Porto Alegre
(RS).

O laboratorio utiliza o equipamento Microflex LT, da Bruker e identifica as
amostras com base em uma pontuagéo, que pode variar de 0 a 3, e compara 0s
espectros com um banco de dados proprio. Nos resultados apresentados neste estudo
foram utilizadas as identificagdes “confiaveis a nivel de espécie (cor verde)”, exceto
para o género Enterococcus, onde seguindo as recomendacdes do laboratorio, foram
considerados resultados com score maior que 1.80.

Aos 90 dias de fabricacdo da linguica tipo clabresa, periodo utilizado
habitualmente como o de vida uatil do produto, o isolamento e a identificagcdo das
bactérias acido laticas, seguindo as metodologias acima descritas, foram repetidos,
de modo a comparar as espécies presentes.

Para isso, foram preparadas quatro condicbes de amostras para avaliacao,
sendo: placas originadas das amostras de linguica tipo calabresa controle, mantidas
em temperatura de até 8°C, placas originadas das amostras de linguica tipo calabresa
controle, mantidas em temperatura de 25°C +/-1, placas originadas das amostras de
linguicga tipo calabresa tratada, mantidas em temperatura de até 8°C e, por fim, placas
originadas das amostras de linguica tipo calabresa tratada e mantidas em temperatura
de 25°C +/-1. ApGs periodo de incubacdo e checagem das placas, aquelas que
apresentaram multiplicacdo bacteriana foram enviadas novamente para identificacéo
em sistema MALDI-TOF, permitindo a comparacao entre as espécies de acido laticas
presentes no inicio e ao final do tempo de vida util do produto.

4.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E TESTE DE SENSIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS POR DISCO-DIFUSAO

4.2.1 Concentracdao Inibitéria Minima

Os isolados obtidos aos 15 dias de fabricagcdo da linguica tipo calabresa e
conservados em freezer, foram reativados em caldo MRS, em temperatura de 35°C e
padronizados por comparagdo com a escala 0,5 da de McFarland (1,5x108 UFC/m).
Posteriormente, foram submetidos aos tratamentos 1, 2, 3 e 4 (tabela 2) utilizando a

metodologia da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM, do inglés minumum inhibitory
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concentration), seguindo as recomendacdes do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2017).

Este método é utilizado para determinar a menor concentracdo do tratamento
necesséria para inibir ou eliminar determinado micro-organismo (TRABULSI;
LATERTHUM, 2008).

Para a determinacao da CIM, em capela de fluxo laminar e proximo a chama
do bico de Bunsen, concentracdes de 107, 102, 102 e 10* de cada tratamento
antimicrobiano (tabela 2) foram acrescidas ao meio liquido Mueller-Hilton e ao caldo
MRS, distribuido em placas de ELISA e aproximadamente 1,5x108 UFC/mI dos micro-
organismos isolados foram inoculados em cada poc¢o da placa. Nas placas, a linha B
foi utilizada para inoculacdo dos isolados em tratamento puro. A primeira linha (A) foi
utilizada como controle positivo, onde foram inoculadas as bactérias e adicionado o
meio Mueller-Hilton ou o caldo MRS, sem a aplicacdo de nenhum tratamento e a Gltima
linha (H) foi utilizada como controle negativo, contendo somente o meio Mueller-Hilton
ou o caldo MRS. A linha G nao foi utilizada, de forma a evitar uma possivel
contaminagcdo no controle negativo. O volume aplicado em cada po¢co compreende
100 pl da solugao, tratamento puro ou caldo e 20 pl no inéculo.

A figura 3 exemplifica a distribuicdo dos tratamentos na placa de ELISA.

Figura 3 - Distribuicdo dos Tratamentos na Placa de ELISA.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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As placas foram incubadas por 24 horas (para o meio liquido Mueller-Hinton) e
48 horas (para o caldo MRS), a 35°C e foi considerada a CIM a menor concentracao
entre os tratamentos, que apresentou maior inibicdo a multiplicacdo das bactérias
inoculadas.

Durante a multiplicacdo exponencial, os componentes celulares aumentam
conforme a proliferacdo no namero de células. Com isso, uma alternativa para
identificacdo do numero de células ao longo do tempo, € a identificacdo do aumento
da quantidade de proteina, ou DNA. Este método rapido para estimativa de
multiplicacéo celular esta embasado na medida de turbidez da amostra (MADIGAN et
al., 2010). As células de uma suspenséo, dispersam a luz que a atravessa. Sendo
assim, quanto maior o numero de células, maior a dispersdo da luz e turbidez da

suspensao, representando a multiplicacdo bacteriana.

4.2.2 Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-Difuséo

Os isolados obtidos a partir da linguica tipo calabresa com 15 dias de fabricacéo,
e conservados em -80°C, foram reativados em caldo MRS, em temperatura de 35°C
e padronizados por comparac¢éo com a escala 0,5 da de McFarland (1,5x108 UFC/mI).
Posteriormente, foram submetidos aos tratamentos 1, 2, 3 e 4 (tabela 2) utilizando o
Teste de Sensibilidade a Antimicrobianos por Disco-Difusdo, seguindo as
recomendacgOes do National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2003).

O método de disco-difusao é aplicado para avaliacdo da eficacia de um agente
quimico. Para isso, um disco de papel filtro embebido no composto a ser testado é
colocado em uma placa contendo agar que foi previamente inoculada com o micro-
organismo alvo. Apés incubacéo, a formacgédo de uma zona clara em torno do disco,
inibindo a multiplicagéo bacteriana, indica que o produto é eficaz (TORTORA; FUNKE;
CASE, 2012).

Em capela de fluxo laminar, préximo a chama do bico de Bunsen, swab’s
estéreis foram utilizados para semear uniformemente o inéculo por toda a superficie
das placas de Petri, contendo o meio MRS. O procedimento foi repetido trés vezes,
girando a placa aproximadamente 60°, por fim, o swab foi aplicado na margem da

placa, assegurando a distribuicdo uniforme do inéculo.
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Discos de papel filtro, com 6 milimetros de didmetro, previamente autoclavados,
foram dispostos espacadamente nas placas, pressionando-os levemente para um
contato completo com a superficie do meio. Os discos foram embebidos com 1, 2, 4,
6, 8 e 10 pl de cada um dos quatro tratamentos antimicrobianos testados. As placas
foram elaboradas em triplicata e incubadas a 35°C, por 24 horas. As zonas de inibic&o
foram consideradas as areas sem multiplicacdo bacteriana detectavel a olho nu e os
diametros medidos com auxilio de uma régua, incluindo o diametro do disco.

A distribuicdo dos discos contendo os tratamentos nas placas de Petri esta
representada na figura 4.

Figura 4 - Distribuicdo dos Discos Contendo Tratamento Antimicrobiano nas Placas

de Petri
2ul
10pl 4pl
1ul
aul Bl

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

4.3 APLICACAO DO TRATAMENTO ANTIMICROBIANO NA LINGUICA TIPO
CALABRESA EM FABRICA

Os experimentos foram desenvolvidos em uma unidade de industrializados
localizada na regido Oeste do estado de Santa Catarina, a qual opera com Servico de
Inspecdo Federal (SIF) atuante e tem o programa de Andlise de Perigos e Pontos

Criticos de Controle (APPCC) devidamente implantado.
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A linguiga tipo calabresa em sua formulagdo padrao foi obtida a partir de carne
suina e de frango, tratada por sais de cura e condimentos. As matérias primas foram
moidas, misturadas e receberam os ingredientes. Apds, foram destinadas para
embutimento em envoltério natural, cozimento em programa especifico e padréo para
o item, defumacéo, resfriamento, pesagem e embalagem.

O tratamento numero 1 (tabela 2), cuja fumaca liquida € composta de acido
lactico e acido propidnico, de melhor resultado identificado pela técnica de
Sensibilidade a Antimicrobiano por Disco-Difuséo, foi utilizado a nivel industrial. A
adicao do referido tratamento ocorreu na etapa de embalagem, em concentracéo de
50 gramas do antimicrobiano, por quilo de linguica tipo calabresa, conforme
recomendacao do fabricante, diretamente sobre os gomos, dentro da embalagem de
nylon. Para este volume, o principio ativo corresponde a 5 gramas de acido latico e
0,05 gramas de acido propidnico. Posteriormente, os pacotes foram selados e extraido
0 vacuo, estando finalizados para a coleta.

Com as amostras preparadas, foram coletados 70 pacotes de produto tratado,
sendo que metade foi mantido em temperatura controlada de até 8°C e a outra metade
em temperatura de 25°C +/-1.

Do mesmo modo, foram coletados 70 pacotes sem adicdo de tratamento.
Metade destes armazenados em camara de estocagem a temperatura de até 8°C e a
outra metade em camara de estocagem com temperatura de 25°C +/-1, a servir de

controle.

4.4 ANALISE MICROBIOLOGICA DA LINGUICA TIPO CALABRESA

As amostras com aplicacdo de tratamento antimicrobiano e as amostras
controle, em ambas as condicbes de armazenagem, foram submetidas a ensaios
microbiolégicos para a quantificagdo de mesdofilos totais e bactérias acido lacticas, aos
1, 15, 30, 45, 60, 75, 90 e 105 dias de armazenamento. Os ensaios foram realizados
em triplicata em laboratério da empresa, acreditado pelo INMETRO, utilizando
metodologia de referéncia.
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4.4.1 Contagem de Bactérias Acido Laticas

Para a contagem de bactérias acido laticas foi utilizado sistema pronto de meio
de cultura que contém nutrientes, agentes seletivos, um agente geleificante soltvel
em agua fria e um indicador de tetrazdélio que facilita a enumeracao de colbénias. A
placa contém compostos para eliminagcdo de oxigénio que criam um ambiente
anaerobico para a recuperacao de bactérias laticas homofermentativas (produtoras
de acido latico) e heterofermentativas (produtoras de gas e acido latico).

A metodologia reconhecida utilizada foi a AFNOR Validation, Certificate
Number 3M 01/19-11/17, 3MTM PetrifilmTM Lactic Acid Bacteria Count Plate.

4.4.2 Contagem de Mesoéfilos Totais

Para determinacdo de mesdfilos totais das amostras foi utilizado um sistema
pronto de meio de cultura que contém nutrientes do agar padrdo (PCA), um agente
geleificante solavel em agua fria e um indicador tetrazolio que facilita a enumeracao
das colonias.

A metodologia de referéncia utilizada foi a AOAC Official Method 990.12,
Aerobic Plate Count in Foods Dry Rehydratable Film (PetrifiimTM Aerobic Count Plate)
Method. 212 ed. 2019.

4.5 ANALISE FiSICO-QUIMICA DA LINGUICA TIPO CALABRESA

As amostras do tratamento e controle tiveram suas caracteristicas fisico-
guimicas de atividade de agua e pH avaliados aos 1, 15, 30, 45, 60, 75, 90 e 105 dias

de fabricagéo.

4.5.1 Atividade de Agua — Aw

A quantidade de agua presente em um alimento pode se encontrar na forma de
agua ligada e ndo-ligada. A relagéo entre o teor de adgua nao-ligada (disponivel) das
amostras foi avaliada com o uso do aparelho AqualLab, em triplicata.

A amostra de linguica tipo calabresa foi triturada em liquidificador e
acondicionada na capsula de leitura até a linha de marcacao, preenchendo todo o

fundo da cdpsula. A borda e area externa da capsula foram limpas para devida leitura.
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Cada capsula foi colocada no equipamento e acionada a leitura. A cada término

0 equipamento emite sinal sonoro e luminoso.

4.5.2 Potencial Hidrogenidnico — pH

O pH de todas as amostras de linguica tipo calabresa durante o
armazenamento foi medido em triplicata, com equipamento LinelLab, provido de
eletrodo de vidro para leitura.

Ao ligar o equipamento ele estava automaticamente no modo de medig&do. A
sonda com eletrodo foi inserida no produto e aguardado até estabilizacdo e indicacdo

do sinal sonoro, quando foi realizada a leitura.

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os dados da contagem bacteriana (acido laticas e mesoéfilos totais), pH e
atividade de agua foram obtidos em triplicata e testados para homogeneidade de
variancia e normalidade de residuos (pressuposi¢des a analise de variancia). Foram
analisados segundo um delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial
2 X 2 x 8 (2 grupos, 2 condi¢cBes de temperatura e 8 periodos de armazenamento). Foi
testado o efeito da interacdo tripla entre grupos, temperaturas e dias. Quando a
interacdo tripla € nado significativa (p > 0,05), observa-se as interacBes duplas.
Somente serdo avaliados os fatores isoladamente se nenhuma interacdo for
significativa. Quando detectada diferenca significativa, foram utilizados os testes de
Fisher-Snedecor e Tukey (5%). Os procedimentos foram calculados utilizando-se o
SAS 9.4.

4.7 MODELAGEM MATEMATICA

De acordo com Tortora, Funke e Case (2012) a curva que representa o modelo
de multiplicacéo bacteriana é a da figura 01. No presente estudo foi corroborado este
comportamento através das analises de contagem das bactérias acido laticas (UFC/q)
e 0 ajuste pelo modelo matematico N = N,2", equacdes (1) a (4). Utilizado o software
Microsoft Excel para mostrar o comportamento semelhante entre as curvas de

multiplicacéo bacteriana descritas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 IDENTIFICACAO DAS BACTERIA ACIDO LATICAS (BAL) NAS AMOSTRAS DE
LINGUICA TIPO CALABRESA

A identificacdo das bactérias acido laticas presentes na linguica tipo calabresa
aos 15 dias de fabricacéo, sem a aplicacao de qualquer tratamento antimicrobiano na
superficie dos gomos ou temperatura de refrigeracdo, identificou as espécies
Leuconostoc citreum e Lactobacillus sakei, comumente relacionadas a produtos
carneos cozidos, embalados a vacuo (KALSCHNE et al., 2014; FREIBERGUER et al.,
2016).

Para as placas elaboradas a partir da linguica tipo calabresa com 90 dias de
fabricacdo, somente aquelas preparadas a partir das amostras de produto controle e
mantidas em temperatura de 25°C +/-1, apresentaram multiplicacdo de bactérias
acido laticas. E nelas, foram identificadas as espécies Staphylococcus hominis e
Enterococcus devriesei, sendo uma constatacdo pouco comum em alimentos.

As colbdnias cultivadas em placas contendo meio MRS, a partir de amostras de
linguica tipo calabresa elaboradas em nivel industrial, com 15 dias de fabricacéo,
estdo exibidas na figura 5, enquanto as col6nias identificadas nas amostras controle,
mantidas a temperatura de 25°C +/-1 e com 90 dias de fabricacdo, estdo apresentadas
na figura 6.

Para os dois periodos de multiplicacdo, aos 15 e aos 90 dias, as col6nias
formadas nas placas apresentaram coloracdo branca, formato circular e didametro
pequeno (0,5 a 2,0mm), caracteristicas idénticas as observadas anteriormente em
estudo desenvolvido por Kalschne et al. (2014), ao isolarem bactérias do género acido

latico a partir de presunto cozido embalado a vacuo.
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Figura 5 - Caracteristicas das Colbénias de BAL Obtidas das Amostras de Linguica
Tipo Calabresa aos 15 Dias de Fabricacao.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Figura 6 - Caracteristicas das Col6nias de BAL Obtidas das Amostras Controle de

Linguica Tipo Calabresa, Mantidas em Temperatura de 25°C +/-1, aos 90 Dias de

Fabricacéao.
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

J& as placas elaboradas a partir da linguica tipo calabresa com 90 dias de
fabricacéo e que receberam o tratamento 1 (fumaca liquida composta dos acidos latico
e propiénico), em ambas as condi¢cOes de temperatura de armazenagem, bem como
as placas elaboradas a partir da linguica tipo calabresa controle, com 90 dias de
fabricacdo e mantida em temperatura de até 8°C, ndo apresentaram multiplicacdo de

bactérias acido laticas, conforme observado na figura 7.

Figura 7 - Caracteristicas das Col6nias de BAL Obtidas das Amostras Tratadas e
Controle de Linguica Tipo Calabresa, Mantidas em Temperatura de até 8°C e
Amostras Tratadas, Mantidas em Temperatura de 25°C +/- 1, aos 90 Dias de

Fabricacdo (Nao Houve Desenvolvimento).

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Para a identificagdo em sistema MALDI-TOF, as amostras com 15 dias de
fabricacao foram identificadas como “A”, “B” e “C”, enquanto as amostras controle aos
90 dias de fabricagéo, que apresentaram multiplicacdo, foram identificadas como “C
a 25°C” (com expoente referenciando a diluicdo da amostra, conforme apresentado
na tabela 3). As espécies de bactérias acido laticas resultantes das analises estédo
relacionados na tabela 3:

Tabela 3 - Comparativo da Identificacdo em Sistema MALDI-TOF das Espécies de
Bactérias Acido Laticas Presentes na Linguica Tipo Calabresa no Inicio (15 Dias de

Fabricac&o) e ao Final (90 Dias de Fabricag&o) do seu Periodo de Vida Util.

Amostra Dias de Fabricacao Identificacéo
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A-1 15 Leuconostoc citreum
A-2 15 Leuconostoc citreum
Leuconostoc citreum
A-3 15 _ _
Lactobacillus sakei
Staphylococcus hominis
C25-1 90 o
Enterococcus devriesei
Staphylococcus hominis
C25-2 90 o
Enterococcus devriesei
Staphylococcus hominis
C25-3 90 o
Enterococcus devriesei
Staphylococcus hominis
C25-4 90

Enterococcus devriesei

A: Amostra mantida em temperatura ambiente. C25: Amostra controle mantida em temperatura de
25°C +/-1.
Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

A identificacdo das bactérias acido laticas a partir das linguicas tipo calabresa
aos 15 dias de fabricacdo, apresentados na tabela 3, demonstra a similaridade dos
resultados obtidos por Freiberguer et al. (2016), que relacionam em seu estudo a
deterioracdo de produtos carneos cozidos embalados a vacuo com 0s géneros
Lactobacillus spp., L. sakei e L. curvatus, seguido por Leuconostoc spp., Weissella
spp. e Carnobacterium spp.

Leuconostoc sdo cocos mesofilos Gram-positivos, catalase negativa e
obrigatoriamente heterofermentadores. Toleram concentracdes elevadas de sal e
acucar e sdo produtores de gas (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Esta capacidade de
tolerar elevado teor de soluto elucida o seu desenvolvimento em produtos
industrializados condimentados, como € o caso da linguica tipo calabresa.

S&o micro-organismos imoveis, aerotolerantes e, por serem muito exigentes
nutricionalmente, precisam de fonte de aminoacidos, vitaminas e minerais para
crescer. Apresentam o CO2 como produto primario da fermentacdo (HOLLAND; LIU,
2011), o que € evidenciado pela frequente producédo de gas identificado em produtos
industrializados, relacionado as bactérias do género acido latico.

O Leuconostoc citreum, identificado no estudo, pode comprometer a qualidade
de produtos carneos e da linguica tipo calabresa pela formacdo de slime (“ropy

spoilage”). Confirmando a afirmagdo de Ivami (2018), que cita que o género
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Leuconostoc estda amplamente distribuido na natureza e, apesar de ser utilizado
intencionalmente na industria alimenticia por conferir sabor, aroma e textura em
produtos lacteos e pela protecdo proporcionada pela producdo de bacteriocinas,
algumas espécies também sdo responsaveis pela deterioragdo de alimentos. O
género € composto por 24 espécies diferentes e tem o Leuconostoc citreum como um
dos mais importantes.

Kalschne et al. (2014), identificaram em amostras de presunto cozido embalado
a vacuo a presenca de Lactobacillus sp. e Leuconostoc desde o primeiro dia de
armazenamento. Aos 45 dias de fabricagcdo a microbiota predominante era formada
por Lactobacillus curvatus, Lactobacillus sakei e Leuconostoc mesenteroides. O
resultado obtido por estes pesquisadores sobrepdem ao do presente estudo,
comprovando o envolvimento dos géneros Lactobacillus e Leuconostoc na
deterioracdo de industrializados carneos cozidos, embalados a vacuo.

Lactobacillus séo bacilos Gram-positivos, catalase negativa e microaerofilos.
Franco e Landgraf (2008), indicam ainda em seu estudo que os Lactobacillus séo
capazes de suportar temperatura tanto de refrigeracdo, quanto de pasteurizacéo e
outros processos térmicos, contribuindo para a deterioracdo de alimentos submetidos
a esses tipos de tratamentos. Da mesma forma que para os autores, 0 género foi
identificado neste estudo, apds submissao das linguicas a tratamento térmico, ja nos
primeiros dias de armazenagem.

Na etapa de embalagem das linguicas tipo calabresa, a extracao de vacuo e a
eliminagdo do oxigénio dos pacotes, ndo ocorre em sua totalidade. Isso justifica a
identificacdo dos Lactobacillus nas amostras deste estudo, j& que conforme citado por
Tortora, Funke e Case (2012), a maioria das bactérias deste género nao possui um
sistema de citocromo e nao utiliza o oxigénio como aceptor de elétrons, diferente do
que ocorre com a maioria dos anaerobios obrigatorios, essas bactérias séo
aerotolerantes e capazes de se multiplicar na presenca de oxigénio.

Os Lactobacillus podem ainda representar um importante aliado na prevencao
e combate ao desenvolvimento de bactérias patogénicas nas linguicas tipo calabresa.
Isto ocorre pois, conforme citado por Tortora, Funke e Case (2012), mesmo
apresentando um metabolismo reduzido, a producdo de &cido latico a partir de
carboidratos simples faz com que esse grupo cres¢ca de modo competitivo, inibindo o

desenvolvimento de organismos concorrentes. Bactérias patogénicas frequentemente
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relacionadas a alimentos, sdo pouco resistentes a condi¢des de acidez, como € o caso
da Salmonella, com pH 6timo de multiplicacdo entre 6,5 e 7,5, da Listeria
monocytogenes, que apresenta pH 6timo entre 6 e 8 e do Staphylococcus aureus,
com pH 6timo na faixa de 6 a 7.

Do mesmo modo que neste estudo, Kalschne et al. (2014), também
identificaram a presenca de Lactobacillus aos 45 dias de fabricagcdo do presunto
cozido. Isso ocorre, pois, seguindo o observado por Madigan et al. (2010), os
Lactobacillus sdo geralmente mais resistentes a condi¢cées &cidas do que outras
bactérias do grupo &cido latico, capazes de crescer em pH 4, por exemplo. Essa
resisténcia a ambientes acidos permite que os Lactobacillus continuem a crescer
mesmo nos casos em que o pH se tornou demasiadamente baixo para o
desenvolvimento de outras bactérias do grupo. Por conta disso, S80 0s responsaveis
pelos estagios finais da maioria dos processos de fermentacéo do acido latico.

Os micro-organismos relacionados na tabela 3, Staphylococcus hominis e
Enterococcus devriesel, identificados nas amostras controle mantidas a 25°C +/-1,
aos 90 dias de fabricacao, representam bactérias ubiquas, facilmente encontrados na
pele de humanos e intestino de bovinos e outros animais de sangue quente,
respectivamente (VELEZ-PAEZ et al., 2020; LI et al., 2014). Entretanto, estes micro-
organismos estdo comumente relacionados com infeccdes hospitalares, sendo que o
Staphylococcus hominis € incomum em alimentos, enquanto o Enterococcus devriesei
ja foi identificado em produtos derivados do leite, como o queijo e em produtos
fermentados, porém, com baixa relevancia.

De acordo com Zhou et al. (2022), os Staphylococcus spp. sdo patdgenos
comuns, amplamente identificados na superficie de alimentos e na pele de animais e
humanos. Dentre eles, o Staphylococcus aureus é um importante patégeno alimentar
pela sua produgédo de toxina, capaz de provocar vomito, diarreia e outros danos a
saude humana. Porém, a espécie identificada neste estudo compreende o
Staphylococcus hominis, para o qual ha poucos relatos na literatura da sua
interferéncia em alimentos, além de ndo ser patogénico.

A identificacdo do Staphylococcus hominis nas amostras de linguica tipo
calabresa pode ser resultante de uma contaminagdo cruzada, decorrente de
manipulagéo indevida durante a etapa de embalagem, ja que este micro-organismo é

identificado em humanos. Seguindo Wang et al. (2017) e Zhou et al. (2022), o
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Staphylococcus hominis, assim como outras espécies pertencentes a este género, é
um micro-organismo oportunista e esta relacionado a infecgcdes nosocomiais da
circulacdo sanguinea, na ocorréncia de uso de dispositivos médicos implantados e a
infeccbes agudas do trato urinario, bacteremia e endocardite em pacientes
imunocomprometidos, sendo imprevista a sua identificacado neste estudo.

Apesar de ndo ser comum, a presenca do Staphylococcus hominis nas
linguicas tipo calabresa, pode ter proporcionado protecdo do alimento contra cepas
do Staphylococcus aureus, micro-organismo patogénico pela producao de toxinas e
frequentemente identificado em alimentos. Isso porque, conforme citado por Pauer et
al. (2019), o Staphylococcus hominis produz a hominicina, uma bacteriocina com
potente atividade antimicrobiana, eficaz contra cepas de Staphylococcus aureus,
podendo ser um agente promissor quando devidamente aplicado. O S. hominis ndo é
um micro-organismo identificado comumente em alimentos e a hominicina € uma
bacteriocina recentemente descoberta e pouco conhecida, representando entdo um
possivel campo para futuros estudos e aplicacao.

Os Enterococcus sao bactérias pertencente ao grupo do &cido latico, com
formato de cocos, gram-positivas, aerotolerantes e catalase negativos. Apresentam
capacidade de multiplicacdo em condicbes moderadamente restritivas, como
temperatura entre 10 e 45°C, altas concentracfes de sal, pH elevado, além de reter
sua viabilidade apds passarem por temperatura de 60°C, durante 30 minutos.

A linguiga tipo calabresa representa um produto abundante em solutos,
adicionados durante sua elaboracao. Aliado a este fator, a presenca do Enterococcus
devriesei nas amostras, ap0s processo de cozimento, reitera sua sobrevivéncia a
ambientes pouco favoraveis. Esta identificacdo nas linguicas vem ao encontro do que
foi relatado por Martin-Platero et al. (2009), que citam que devido esta capacidade de
sobrevivéncia a temperaturas elevadas e outras condicdes ambientais adversas, 0s
Enterococcus podem estar presente em muitos alimentos de origem animal, como
embutidos carneos, lacteos, além de vegetais fermentados, como conservas e
azeitonas

Conforme Rubio et al. (2013), o interesse pelo género Enterococcus tem
aumentado nos ultimos anos devido seus pontos positivos e negativos na saude
humana, higiene e tecnologia de alimentos. Esses micro-organismos possuem

potencial probidtico, além de contribuir para a maturacdo e desenvolvimento de
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aromas em queijos e embutidos carneos. No entanto, a presenca do Enterococcus
devriesei nas amostras de linguica tipo calabresa € um resultado que requer atencéo,
ja que apesar das caracteristicas positivas apresentadas e de ndo ser um agente
patogénico, o Enterococcus € oportunista e vém desenvolvendo resisténcia a
antimicrobianos.

Ainda nesta ideia e comprovando a afirmacéo anterior, Martin-Platero et al.
(2009) e Rubio et al. (2013), citam que os Enterococcus tém sido estudado com o
objetivo de estender a vida util de alimentos devido sua capacidade de producao de
substancias antimicrobianas, como &cido latico, peroxido de hidrogénio e
bacteriocinas, como a enterocina. Apesar disso, 0 uso em alimentos ainda é bastante
controverso pois também podem estar associados e infeccbes nosocomiais,
envolvidos na deterioracdo de alimentos e ainda na resisténcia a antibiéticos.

Martin-Platero et al. (2009), comentam ainda que nos Ultimos anos 0s
Enterococcus estao sendo relacionados por sua patogenia identificada em ambientes
hospitalares, visto a crescente resisténcia de suas cepas a vancomicina.

O Enterococcus devriesei pode ter contribuido com a protecdo das amostras
de linguica tipo calabresa, frente a micro-organismos patogénicos como a Listeria
monocytogenes. Em um estudo, Rubio et al. (2013), utilizaram cepas de Enterococcus
devriesei isoladas a partir de massadas em uma fabrica de produtos carneos, como
bioprotetor em salsichas de baixa acidez, inoculadas com L. monocytogenes. O
Enterococcus devriesei apresentou capacidade de inibicdo frente ao micro-organismo
patogénico inoculado j4 no inicio da maturacdo. Esta protecdo, porém, néo foi
identificada frente ao Staphylococcus aureus.

Aliado a isso, os Enterococcus tém baixa capacidade de acidificacdo de carnes,
desse modo, sua presenca em embutidos carneos fermentados, com pH
relativamente alto, torna a condi¢cdo adequada para sua sobrevivéncia e multiplicacéo,
0 que justifica o desenvolvimento deste micro-organismo somente nas amostras
controle deste estudo, com pH médio de 5,67, consideravelmente maior do que o das
amostras tratadas, que resultaram em um pH médio de 3,87.

Desse modo, constata-se que a protecdo oferecida pelo Enterococccus
devriesei é seletiva e restrita, ja que sua capacidade de acidificacdo do meio é baixa,
0 gque o torna menos competitivo. No entanto, em estudo realizado por Martin-Platero

et al. (2009), ap0s caracterizacao de 95 Enterococcus isolados de trés tipos diferentes
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de queijo de cabra, foi identificado que apenas uma pequena proporgéo (12,6%) foi
capaz de produzir enterocinas, sendo identificado que o E. devriesei representava a
principal espécie bacteriocinogénica, cabendo ainda maiores estudos a respeito de
sua aplicagao controlada.

Apés discussdo acerca de cada bactéria identificada, percebe-se que a
primeira avaliacéo, realizada no inicio do periodo de vida util da linguica tipo calabresa,
resultou em micro-organismos esperados e ja identificados por outros autores. No
entanto, as espécies identificadas ao final do periodo de vida util do alimento,
trouxeram resultados perturbadores, principalmente no que se refere ao
Staphylococcus hominis e sua baixa relagédo com alimentos.

Outra constatacao cabivel as quatro espécies identificadas nas amostras de
linguica tipo calabresa € que cada uma delas apresenta mecanismos que podem
conferir protegao, quando sua aplicacao for devidamente conhecida, ao mesmo tempo
em que apresentam caracteristicas que podem ocasionar a perda da qualidade, tanto

pela sua deterioracdo, quanto pelo comprometimento da seguranca deste alimento.

5.2 CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA E TESTE DE SENSIBILIDADE A
ANTIMICROBIANOS POR DISCO-DIFUSAO FRENTE AOS TRATAMENTOS
TESTADOS

Para a checagem da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) foram realizadas
duas repeticoes da aplicacdo dos tratamentos antimicrobiano (tabela 2) nas placas,
uma utilizando o meio liquido Mueller-Hilton e na outra o caldo MRS. A cada poco foi
adicionado 20 pl de tetrazodlio, utilizado como revelador, de modo a facilitar a
identificacdo de multiplicagéo bacteriana por meio do desenvolvimento da coloragéao
rosea a avermelhada.

Em nenhuma das placas da CIM ocorreu multiplicagdo comprovada por meio
do revelador em 100% dos pocos da linha A, divergindo da expectativa, ja que esta
correspondia ao controle positivo. Diferente da turvacéo, que foi observada em todos
0S pocos desta linha para os tratamentos 2 e 4. A linha H ndo apresentou multiplicacado
em nenhuma das repeticdes, o0 que era esperado por se tratar do controle negativo,
indicando que nao ocorreu nenhum tipo de contaminacdo durante a elaboracdo das

placas e aplicacéo dos tratamentos.
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Devido a dubiedade dos dados revelados pelas placas, optou-se pela aplicacao
de uma segunda metodologia, representada pelo Teste de Sensibilidade a
Antimicrobianos por Disco-difusdo, buscando maior seguranca para a definicdo do
tratamento antimicrobiano mais indicado para uso e aplicacdo na linguica tipo
calabresa em fabrica.

No teste de sensibilidade por disco-difusdo, realizado em triplicata, foram
aplicados em cada placa 6 discos de cada tratamento antimicrobiano (tabela 2), de
modo a identificar a capacidade de cada solugcédo em inibir a multiplicacdo do micro-
organismo inoculado.

Os resultados obtidos em cada metodologia utilizada estédo apresentados na
tabela 4:

Tabela 4 - Comparativo do Resultado das Metodologias CIM (em Duplicata) e Disco-

Difusdo (em Triplicata), Frente aos Quatro Diferentes Tratamentos Testados.

Tratamentos e Repeticdes

Método 1 2 3 4
CIM 107 1072 107 10? 10¢ 10? 10? 10?
a ou 16 18 18 8 8 7 - - - - - -
C o~
S E 8 ul 14 11 19 8 - - - - - - - -
oT ep 12 12 13 - - ] S ..
zg 18
33 4 ul 10 12 8 - - - - - - - - -
ac
oo 2 pl 8 8 - - - - - - - - - -
3 ke
a 1l - - - - - - - - - - - -

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Conforme dados apresentados na tabela 4, o tratamento que desencadeou
maior dificuldade para a proliferacdo das bactérias acido laticas tanto na metodologia
da CIM, guanto na dimensé&o das zonas de inibicdo formadas pelo método de disco-
difusao, foi o tratamento 1 (combinacao de fumaca liquida, aroma natural de fumaca,
acido latico e acido propidnico).

Neste tratamento, a primeira linha em que n&o ocorreu multiplicagdo em
nenhum dos 12 pogos na placa de ELISA foi a linha D, que corresponde a diluigdo
102 da solucéo aplicada, visualizados pelo uso do revelador na placa elaborada com

o meio liquido Mueller-Hilton. Ao utilizar o caldo MRS, a linha D também correspondeu
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a primeira linha a ndo apresentar nenhum pog¢o com turvacao do seu conteudo, porém

nao houve comprovacao de multiplicacéo bacteriana pelo uso do indicador.

Figura 8 - CIM Tratamento 1 (Meio Mueller-Hilton X Caldo MRS).
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Para o método de disco-difusdo as zonas de inibicdo foram observadas em 4
dos 6 discos testados em todas as repeticbes, demonstrando a capacidade de
contencdo da proliferacdo das bactérias acido laticas nos discos contendo 4, 6, 8 e 10
pl do tratamento. Nas repeticbes 1 e 2, também foi possivel identificar pequena
inibicdo no disco contendo 2 pl do tratamento. Somente o disco contendo 1ul da
solugcdo ndo foi capaz de inibir o desenvolvimento microbiano em nenhuma das
avaliagoes.

O volume de principio ativo nos discos contendo 1, 2, 4, 6, 8 e 10 ul do
tratamento, corresponde a 0,1, 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1,0 ug de acido latico e 0,0005,
0,001, 0,002, 0,003, 0,004 e 0,005 ug de acido propidnico, respectivamente.

As maiores zonas de inibicdo foram observadas nos discos de 8 e 10 pl, com

dimensodes entre 14 e 19 mm.
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Figura 9 - Disco-Difusdo Tratamento 1.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Ao aplicar &cidos organicos em carne de ovinos, Metri et al. (2006), também
observou bons resultados no critério microbiolégico, assim como os evidenciados
neste estudo. O uso por aspersao de 2% de acido acético, 1% de acido latico, 0,25%
de acido citrico e 0,1% de &cido ascorbico foi capaz de reduzir a contagem no numero
de coliformes totais, até atendimento dos padrfes previstos em legislagdo. A matéria
prima tratada foi utilizada para elaboracdo de hamburguer, ao qual foi adicionado o
uso de fumaca liquida. Todos o0s micro-organismos analisados no experimento,
coliformes fecais, clostridium sulfito redutor, salmonela e mesofilos, apresentaram
niveis satisfatorios.

Resultado compativel foi observado pelo uso dos acidos laurico, citrico, latico,
acético, ascorbico e seus sais de sédio em trabalho conduzido por Freiberguer et al.
(2016). A pulverizacdo da combinacdo de acidos organicos sobre os gomos de
linguica cozida acarretou no desvio de 11,11% dos pacotes tratados, frente a 48,15%
dos pacotes sem tratamento.

No tratamento de nimero 2, a primeira linha em que nao ocorreu multiplicacao
em nenhum dos 12 poc¢os das placas de ELISA foi na linha C, que corresponde a
diluicdo 10* da solucdo aplicada, visualizados pelo uso do revelador na placa
elaborada com o meio liquido Mueller-Hilton. Ao utilizar o caldo MRS, a linha C
também correspondeu a primeira linha a ndo apresentar nenhum pog¢o com turvagcao
do seu contetdo, porém n&do houve comprovacdo de multiplicacdo bacteriana pelo

uso do indicador.
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Figura 10 - CIM Tratamento 2 (Meio Mueller-Hilton X Caldo MRS).
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Corroborando ao resultado obtido pela CIM, a metodologia de disco-difusao
mostrou menor eficacia para o tratamento de namero 2, quando comparado ao
primeiro tratamento. As zonas de inibicdo formadas apresentaram diametro maximo
de 8 mm nos discos contendo 8 e 10 ul do tratamento. Os demais discos nao

apresentaram efetividade no combate a multiplicacéo das bactérias acido laticas.

Figura 11 - Disco-Difusdo Tratamento 2.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

O tratamento de numero 2 compreendia a aplicacdo de nisina e nao
desempenhou bons resultados no combate a proliferacdo de bactérias acido laticas.
Este comportamento vem ao encontro do descrito por Silva et al. (2014), onde a
aplicacdo isolada de nisina ndo foi eficaz no controle da contagem de bactérias
mesofilas e psicrotréficas e nem no controle de bactérias acido laticas e

enterobactérias, quando aplicado em linguica Toscana.
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Entretanto, Bortolotto et al. (2020), trazem a combinag&o da nisina com g-poly-
L-lysine como uso potencial para o controle de lactobacilos associados a deterioracéo
de linguica cozida, visto resultados obtidos pela técnica da CIM conduzidos em
laboratério. Este trabalho direciona ao pensamento de maior probabilidade de eficicia
da nisina quando combinada a outros fatores, o que requer maiores estudos.

O tratamento de numero 3 compunha uma combinacéo de nisina, diacetato de
sodio, extrato citrico e extrato de alecrim e, a exemplo do tratamento de nimero 2,
ndo atendeu a expectativa no atendimento ao controle da contagem de bactérias &cido
laticas, sendo a diluigdo 10 a primeira linha em que n&o ocorreu multiplicacdo em

nenhum dos 12 pocos das placas de ELISA.

Figura 12 - CIM Tratamento 3 (Meio Mueller-Hilton X Caldo MRS).
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Contribuindo ao identificado pela CIM, o método de disco-difusdo ndo se
mostrou eficaz para o tratamento 3, identificado pela multiplicacdo bacteriana em toda

a extenséo da placa, sem sofrer interferéncia dos discos embebidos em solucéo.
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Figura 13 - Disco-Difusdo Tratamento 3.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Estudos utilizando diacetato de s6dio no controle microbiologico de alimentos
sdo escassos, dificultando a comparacdo do resultado. Por este estudo, nao foi
possivel confirmar sua efetividade frente a proliferacdo de bactérias &cido laticas,
descartando o interesse de aplicacdo do diacetato de sédio como antimicrobiano em
produtos carneos cozidos, embalados a vacuo.

Na andlise feita por Boeira et al. (2018), o uso do capim-limao se mostrou eficaz
no controle da multiplicacdo de aerdbios mesdfilos e bactérias psicrotréficas. Esta
capacidade antimicrobiana ndo pode ser estendida para bactérias do género acido
latico, visto resultados in vitro obtidos neste estudo.

A exemplo do tratamento 3, o tratamento de niamero 4 que continha o 6leo de
coco, também se mostrou menos eficiente na metodologia CIM tendo a diluicdo 10!

como a primeira linha em que ndo ocorreu multiplicagdo em nenhum dos 12 pocos.

Figura 14 - CIM Tratamento 4 (Meio Mueller-Hilton X Caldo MRS).
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Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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Aliado a isso, a dispersédo das colbnias de bactérias acido laticas por toda a
area da placa de Petri, contribui para a confirmacédo da ineficacia do tratamento

fundamentado no 6leo de coco.

Figura 15 - Disco-Difusdo Tratamento 4.

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

O 6leo de coco tem amplo uso na elaboracdo de cosméticos e na composicao
de alimentos saudaveis, apesar da opinido ainda controversa dos especialistas visto
seu elevado grau de saturacdo. Estudos sobre este ingrediente com apelo
antimicrobiano ainda sao escassos. No entanto, Olatunde, Benjakul e Vongkamjan
(2019), avaliaram a aplicacéo desta propriedade a partir do extrato etanélico extraido
da casca do coco.

Olatunde, Benjakul e Vongkamjan (2019), obtiveram um aumento de 3 para 9
dias na vida util da carne de robalo com a aplicacdo do extrato originado da casca do
coco. Este feito foi alcancado pela reducédo da oxidacdo de lipidios, retardando a
deterioracdo, além de proteger as fatias da carne de peixe de bactérias patogénicas.
Porém, este resultado satisfatério ndo foi identificado para as bactérias acido laticas
do presente estudo.

De Sousa, Serra e De Melo (2012), estudaram o efeito de 6leos essenciais de
eucalipto, copaiba, andiroba, babacgu, coco, neem, semente de uva, améndoa, horteld
e pau rosa como alternativa para o controle do fungo Colletotrichum gloeosporioides,
in vitro e em frutos de pimenta apds colheita. O 6leo de coco, quando aplicado in vitro,
apresentou melhor resultado durante o uso de altas concentracdes. Ainda, mostrou
inibicdo no desenvolvimento da lesdo provocada pelo fungo na planta. A maior eficacia

foi apresentada durante o uso do Oleo obtido a partir da semente de uva e do 6leo de
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améndoa. No caso do presente estudo, o tratamento ndo se mostrou eficaz nem
mesmo para o0s discos contendo 10ul de solucdo, que correspondia a maior

concentracdo avaliada.

Fundamentado nos dados obtidos e estudos prévios, direciona-se o tratamento
namero 1, composto por fumaca liquida, aroma natural de fumaca, acido latico e acido
propiénico como a solucdo de maior interesse para continuidade do estudo. Um dos
fatores que pode ter contribuido para que este tratamento apresentasse os melhores
resultados € o fato de sua composicdo estar embasada em componentes acidos, o
que proporciona reducao do pH do meio, tornando um ambiente pouco adequado para
a maior parte dos micro-organismos patogénicos e ainda competitivo para as bactérias
do grupo acido latico.

Desse modo, o tratamento de numero 1 foi o elencado para aplicagdo na
linguica tipo calabresa e avaliacdo do comportamento microbiolégico deste produto

durante seu periodo de validade e até 105 dias, quando aplicado em nivel industrial.

5.3 COMPORTAMENTO MICROBIOLOGICO

Durante a etapa de embalagem da linguica tipo calabresa em fabrica foram
adicionadas 50 gramas do tratamento 1 (tabela 2), elencado como o mais indicado, a
cada quilograma de produto, na superficie dos gomos.

Os pacotes que receberam o tratamento e 0s pacotes das amostras controle,
foram selados a vacuo e armazenados em temperatura ambiente controlada de até
8°C e 25°C +/-1, sendo destinados para avaliacédo laboratorial nos periodos de 1, 15,
30, 45, 60, 75, 90 e 105 dias de fabricacdo, conforme pré-determinado.

As analises quinzenais para quantificacédo de bactérias acido laticas e mesofilos
totais, nas amostras submetidas ao tratamento e amostras controle, em ambas as
condi¢cbes de temperatura ambiente, estdo apresentadas na tabela 5. A variabilidade
praticamente nula obtida nos resultados, 10 UFC/g em ambos os ensaios, tanto nas
amostras tratadas, quanto nas amostras controle mantidas em temperatura de
refrigeracdo, torna dispensavel a andlise de varidncia. Os resultados similares
evidenciam a diferenca no comportamento das bactérias 4cido laticas e mesofilos

totais apenas para as amostras controle, mantidas em temperatura de 25°C +/-1.
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Tabela 5 - Comparativo Quinzenal da Média da Contagem de Bactérias Acido
Laticas (BAL) e Mesofilos Totais Entre as Amostras Tratadas e Amostras Controle,

nas Diferentes Condi¢cdes de Temperatura de Armazenagem (até 8°C e 25°C +/-1).

Dias de Tratamento Controle
] BAL (UFC/g) Meséfilos (UFC/g) BAL (UFC/qg) Meséfilos (UFC/g)
Fabricacéao

8°C 25°C 8°C 25°C 8°C 25°C 8°C 25°C

1 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 2,0x10
15 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 1,77x10° <1,0x10 2,83x10°
30 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 1,0x10 1,67x10" 1,4x10°> 4,1x10°
45 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,33x10 <1,0x10 9,09x107 1,0x10 6,27x107
60 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 1,0x108 <1,0x10 6,7x107
75 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 8,67x107 <1,0x10 2,7x108
90 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 5,67x107 <1,0x10 1,84x107
105 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 <1,0x10 1,47x10”" <1,0x10 1,68x107

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

No caso da industria de alimentos e do presente trabalho, a avaliacdo de
culturas seletivas possibilita a checagem quantitativa e qualitativa do micro-organismo
alvo. A partir de uma amostra, € possivel a contagem do grupo do micro-organismo
alvo do estudo e sua comparacao com o grupo maior, envolvendo todas as bactérias
com comportamento mesofilo. Madigan et al. (2010), citam o uso de meios de cultura
e condicdes seletivas de desenvolvimento como uma ferramenta que permite que se
aprimore sobre espécies em patrticular, dentro de uma populacdo mista de micro-
organismos como € o caso, neste estudo, das bactérias acido laticas dentro do grupo
maior, de mesofilos totais.

Sendo assim, conforme observado na tabela 5, a partir do 45° dia de fabricacéo
foram identificadas contagens tanto de bactérias acido laticas, quanto de mesofilos
totais, atingindo 108 UFC/g em amostras pontuais, sendo que este limiar foi
identificado como média aos 60 dias de fabricagdo para as bactérias acido laticas e
75 dias de fabricacdo para mesofilos totais, tendo comportamento bastante similar
guando analisados os resultados individuais. Conforme mencionado por Franco e
Landgraf (2008), a maioria dos alimentos apresenta caracteristicas de deterioragédo e
alteracGes organolépticas quando o nimero de micro-organismos € superior a 108

UFC/g. Porém, para determinados tipos de alimentos, como os produtos carneos
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industrializados, o que inclui a linguica tipo calabresa, é necessério valores de 107 ou
até mesmo 108 UFC/g de alimento.

Em contrapartida, o resultado satisfatorio identificado tanto nas amostras
tratadas, quanto nas amostras controle de linguica tipo calabresa submetidas a
temperatura de refrigeracdo, onde ndo ocorreram contagens elevadas de bactérias
acido laticas, representam alternativas para a indastria de alimentos.

Adotando o descrito por Madigan et al. (2010), dentre os fatores que controlam
o0 desenvolvimento de micro-organismos, quatro Sao essenciais: temperatura, pH,
disponibilidade de 4gua e oxigénio.

Diante disso, pode-se afirmar que a temperatura de refrigeragéo, utilizada nas
amostras sem aplicacdo de tratamento, foi eficaz no controle da multiplicacdo das
bactérias acido laticas na linguica tipo calabresa deste estudo, se mostrando apta ao
consumo humano até o final do periodo avaliado. Esta correlacdo com a temperatura
também foi citada por Pelczar, Chan e Krieg (2005), afirmando que este fator
apresenta grande influéncia na multiplicacdo de bactérias e que todos 0s processos
de multiplicacdo sdo dependentes de reacdes quimicas, as quais sofrem interferéncia
da temperatura aplicada. De modo geral, as bactérias geralmente podem crescer em
ampla faixa de temperatura, sendo que para cada 10°C de elevacédo, h& duplicacéo
da taxa de multiplicacdo quando em temperaturas favoraveis.

As amostras de linguica tipo calabresa que nédo receberam tratamento, porém
foram mantidas em temperatura de até 8°C, ndo apresentavam temperatura ambiente
favoravel para o desenvolvimento das bactérias acido laticas, com isso, o produto
manteve sua aparéncia durante todo o periodo de avaliacdo. Isso pode ser identificado
pelas imagens dispostas na figura 16, onde a superficie dos gomos se apresenta

integra, com coloracéo caracteristica, sem a formacéao de slime ou gas na embalagem.
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Figura 16 - Superficie integra — Amostras Controle de Linguica Tipo Calabresa,

Mantidas em Temperatura de até 8°C

- UV
Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Seguindo o uso da aplicagédo de temperatura controlada, o método mais comum
utilizado para conservagdo de alimentos é a refrigeracdo, pois esta condicdo reduz a
velocidade de multiplicacdo bacteriana. Porém, conforme relatado por Tortora, Funke
e Case (2012), mesmo quando em temperatura de refrigeracdo, o tempo prolongado

de contato, pode possibilitar a alteracdo do aspecto e sabor e a deterioracdo do
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alimento por micro-organismos deteriorantes, estando as linguicas tipo calabresa
Sujeitas a esta alteracao.

Outra dificuldade particularmente presente € a condicdo de armazenagem,
durante o comércio da linguica tipo calabresa. O mercado atual demanda de produto
gue possa ser mantido em temperatura ambiente, em decorréncia da maior facilidade
e praticidade tanto para transporte, quanto para o estoque e controle no ponto de
venda. Desse modo, a aplicacdo de temperatura de refrigeracdo nem sempre €&
possivel ou vidvel na comercializacdo desta categoria de alimento.

Um importante fator que auxilia no entendimento da baixa contagem de
mesofilos totais e bactérias acido laticas observados nas amostras controle de linguica
tipo calabresa, submetidas a temperatura de armazenagem de 25°C +/-1 no dia 1 de
fabricacdo, com elevacdo gradativa na contagem destes micro-organismos € a
resisténcia a tratamento térmico citada por Franco e Landgraf (2008). Essa resisténcia
também € explicada por Fontana, Cocconcelli e Vignolo (2006), e identificada pelo
fato de logo ap0Os ser embalada a vacuo, a linguica tipo calabresa apresentar bactéria
acido latica abaixo do limite de deteccdo, sendo que estas aumentaram durante o
armazenamento. Ou seja, h4 uma reducdo na microbiota em resposta ao tratamento
térmico ao qual o produto foi submetido, justificando os valores inferiores ao limite de
deteccdo de 1,0x10 UFC/g identificados neste estudo. Porém, essas bactérias nao
sdo eliminadas em sua totalidade, sendo que retomam a proliferacdo ao encontrar
condi¢cdes favoraveis, conforme observado nas linguicas a partir do 15° dia de
fabricacéo.

Outra possibilidade que justifica a elevada contagem observada nas amostras
controle de linguica tipo calabresa, submetidas a temperatura de 25°C +/-1 € a
contaminagcdo da massa da linguica a partir da condimentacdo utilizada na sua
elaboracdo, como por exemplo o sal, aclcar, proteina de soja, além de outros
ingredientes adicionados intencionalmente. Essa afirmacéo é justificada por estudo
desenvolvido por Sade, Lassila e Bjorkroth (2016), que identificaram a presenca de
bactérias acido laticas em especiarias utilizadas na condimentacéo de alimentos. Do
mesmo modo, Vermeiren et al. (2005), citaram a reproducdo de Leuconostoc
citreum e Leuconostoc mesenteroides em carnes curadas, identificados inicialmente
em especiarias e vegetais secos, provocando viscosidade, gases e odores

desagradaveis neste alimento.



67

A formacdo do liquido viscoso, esbranquicado nas amostras controle de
linguica tipo calabresa mantidas a 25°C +/- 1 € resultado caracteristico da acao e da
elevada populacdo das bactérias acido laticas presentes. O Leuconostoc citreum
identificado pode ter sido um dos agentes que contribuiram para esta formacéo, pois
conforme citado em trabalho de Lee et al. (2020), este micro-organismo é conhecido
por causar deterioracdo em alimentos e bebidas. Sua producdo de dextrana,
importante fator deteriorante, leva a viscosidade em sucos de frutas.

Esta anomalia comecou a ser observado nas amostras controle, submetidas a
temperatura de 25°C +/-1 de modo sutil a partir do 45° dia de fabricacdo, se tornando
mais evidente com o avancar dos dias e concomitante ao acréscimo na contagem
destes micro-organismos, quando identificado em laboratério. Madigan et al. (2010),
citam que ao longo de um determinado periodo da multiplicacdo exponencial de micro-
organismos, a quantidade de bactérias presentes no alimento pode ser tdo reduzida,
que impede a observacao de efeitos mensuraveis, apresentando sinais evidentes de
deterioracdo somente nos ultimos periodos de duplicacdo populacional. Desse modo,
durante parte da multiplicacdo bacteriana nédo ha alteracdo de facil identificacdo no
alimento, sendo observado somente quando a densidade populacional ja é bastante
elevada, compativel ao resultado da contagem obtida aos 45 dias de fabricacao das
linguicas, neste estudo.

Peguenas formacdes de liquido esbranquicado ja sdo observadas na superficie
do gomo da linguica tipo calabresa aos 45 dias de fabricacdo, conforme observado na
figura 17. Esta condicdo foi se tornando mais evidente, até a formacdo de grande
acumulo de liguido aos 105 dias de fabricacao, conforme destacado na mesma figura.
Outra alteracéo evidente, identificada no 105° dia de fabricacdo é a coloracéo palida

a esverdeada do gomo, comprometendo sua aparéncia.
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Figura 17 - Formacéo de Slime — Amostras Controle de Linguica Tipo Calabresa,

Mantidas em Temperatura de 25°C +/-1

v CER,

Fonte: Elaborada pelo autor (021).



69

Aliado a isso e complementando a citagdo de Madigan et al. (2010),
mencionada anteriormente, aos 60 dias de fabricacdo era possivel identificar
comprometimento na estrutura do produto mantido a 25°C +/-1, tanto nas amostras
controle, quanto nas amostras submetidas ao tratamento. Desse modo, a alteragéo
mais evidente observada na figura 18, ocorreu nas amostras controle de linguica tipo
calabresa, mantidas a 25°C +/-1, que apresentavam contagem elevada, porém,
alteracéo similar foi observada nas amostras tratadas, onde ndo houve contagem, o
gue pode ser um indicio de acdo proteolitica ou bacteriana, mesmo quando em
contagens reduzidas.

O produto apresentava estrutura mais fragil e amolecida, formando uma massa
pastosa ao ser triturada. Este comportamento ndo foi observado nas amostradas

mantida em temperatura de refrigeracao.

Figura 18 - Comparativo da Textura Apresentada Pelas Amostras de Linguica Tipo
Calabresa, aos 60 Dias de Fabricacao.
Tratamento 8°C

60 dias de
- fabricacao

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).
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A elevada contagem identificada para os mesofilos totais, pontualmente em
amostra com 45 dias de fabricacdo e, como média, nas amostras com 75 dias, pode
estar relacionada com a qualidade da matéria prima utilizada ou a fatores ambientais
e de manipulacdo. Conforme comentado por Franco e Landgraf (2008), essa
contagem de placas de bactérias aerdbias mesofilas € empregada comumente para
indicar a qualidade sanitarias dos alimentos. Mesmo em situacdes em que o alimento
esteja livre de patégenos e onde ndo houve alteracdo sensorial, a presenca de
contagem elevada pode indicar um alimento ndo apto para consumo (0 que néo se
aplica em alimentos fermentados). Isso pode ocorrer por uso de matéria prima
contaminada na elaboracdo do produto ou processamento com condi¢cdes sanitarias
insatisfatorias. Micro-organismos que ndo sdo patogénicos, como Proteus,
enterococos e Pseudomonas, quando em numero elevado, podem provocar casos de
toxinfeccdo alimentar, fato preocupante visto a identificacdo do Enterococcus
devriesei ao final do periodo de vida util das linguicas.

Outros fatores que contribuem de modo importante com a proliferacao
bacteriana € a disponibilidade de nutrientes, amplamente presente nas amostras de
linguica tipo calabresa, bem como a condi¢cdo proporcionada pelo ambiente, sendo
Otima nas amostras mantidas em temperatura de 25°C +/-1. Madigan et al. (2010),
relacionam a velocidade de multiplicacdo bacteriana a estes fatores. Ou seja, a
multiplicacdo exponencial é dependente da temperatura e do valor nutritivo oferecido
pelo alimento, sofrendo também interferéncia pelas propriedades do micro-organismo
avaliado. Corroborando a qualidade da matéria prima citada por Franco e Landgraf
(2008), Madigan et al. (2010), também relacionam o indculo inicial como um fator que
determina o tempo necessario para a densidade populacional do micro-organismo
contaminante, alcancar um nivel significativo.

O resultado oposto, identificado pela falta de multiplicacdo bacteriana
observada nas amostras tratadas de linguica tipo calabresa, submetidas a
temperatura de 25°C +/-1, comprova a eficacia do tratamento aplicado, ja que ambas
as condicbes tiveram o mesmo inéculo inicial e proporcionavam nutrientes e
temperatura favoraveis para a multiplicacdo bacteriana, e este foi identificado apenas

nas amostras que nao receberam tratamento.
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Este comportamento confirma a eficacia da acdo concomitante entre os acidos
latico e propidnico na inativacdo das bactérias acido laticas nas amostras de linguica
tipo calabresa tratadas, visto que ndo foi observado formacdo de limosidade na
superficie dos gomos, bem como multiplicacdo e contagem nas andlises laboratoriais.

Na figura 19, pode ser observada a comprovacdo da manutengdo da aparéncia
caracteristica do produto pela aplicacdo do tratamento antimicrobiano, onde nao
houve formacdo de gas, producdo ou acumulo de liquido e nem mesmo

comprometimento da coloracao durante todo o periodo avaliado neste estudo.

Figura 19 - Superficie integra — Amostras Tratadas de Linguica Tipo Calabresa,

Mantidas em Temperatura de 25°C +/-1
s de 'Tﬂn '

o,

»

75 dias de fabricacao
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105 dias de fabricagéo

|
)

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Conforme j& observado por Pelczar, Chan e Krieg (2005), os agentes
antimicrobianos utilizados podem sofrer influéncia de diferentes fatores ambientais,
bem como de caracteristicas das células. Para avaliar a agcdo de um antimicrobiano,
deve ser levado em consideragéo o tamanho da populacéo microbiana, a temperatura
em que os micro-organismos foram mantidos e expostos ao agente, a concentragdo
e o tempo de acdo do agente, assim como realizado neste estudo.

A combinacdo do tratamento e da temperatura de refrigeracdo, tiveram
resultado tdo satisfatorio quanto ao da aplicacéo de tratamento, ou quanto ao uso da
temperatura de refrigeracdo, quando aplicados isoladamente. Ou seja, ndo houve
multiplicacdo de bactérias acido laticas durante todo o periodo avaliado, conforme
resultados laboratoriais, nem o comprometimento das caracteristicas aparentes,
formacdo de slime ou alteracdo na cor, conforme evidenciado na figura 20. Nesta
figura, pode ser observada a manutencdo das caracteristicas da linguica tipo

calabresa em todo o periodo do estudo.
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Figura 20 - Superficie integra — Amostras Tratadas de Linguica Tipo Calabresa,
Mantidas em Temperatura de até 8°C

gy

45 dia

l

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

Sendo assim, tanto pelos resultados obtidos nas analises laboratoriais, quanto
pela avaliacdo da aparéncia do produto, conclui-se que o tratamento antimicrobiano
se mostrou tdo eficaz, quanto a temperatura de refrigeracdo na conservacdo das
linguicas tipo calabresa, impedindo a proliferacdo e atuacdo das bactérias &cido
laticas. A inocuidade do produto avaliado foi mantida até o fim do estudo (105 dias), o
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que corresponde a um atendimento de 116,7% do periodo de vida util praticado
atualmente (90 dias). Sabe-se ainda que este resultado poderia ser prolongado, no
entanto, periodos maiores que 105 dias ndo foram considerados neste estudo e que

outros fatores, como a possivel interferéncia no sabor, devem ser conceituados.

5.3.1 Curva de Multiplicacdo das Bactérias Acido Laticas

A multiplicacé@o das bactérias &cido laticas (BAL) obtida por meio das analises
laboratoriais ao longo do periodo de 105 dias, esta representada na figura 21. Nela, é
possivel identificar comportamento semelhante a curva de multiplicacdo bacteriana

descrita por Tortora, Funke e Case (2012).

Figura 21 - Curva de Multiplicacdo de Bactérias Acido Laticas pelo Tempo.

Curva do Crescimento de BAL
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Fonte: Elaborada pelo autor (2022).

Analisando a figura 21, obtida no estudo, e comparando com a figura 01,
extraida de Tortora, Funke e Case (2012), verifica-se que o periodo de adaptacéo e
preparo, ou fase lag, € observado no grafico, até préximo aos 15 dias de analises.
Galarz, Fonseca e Prentice-Hernandez (2010), identificaram ao avaliar carne de peito

de frango in natura e com adicao de sal, mantidas em temperatura de refrigeracéo, o
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periodo de duracdo da fase lag de multiplicacdo bacteriana para mesofilos e
psicrotréficos até o 6° dia de armazenamento, isso conduz a ideia de que para as
bactérias acido laticas o comportamento nesta fase de adaptacdo e preparo para a
multiplicacdo, é semelhante ao identificado por Galarz, Fonseca e Prentice-
Hernandez.

Por se tratar de produto in natura, a contagem maxima observada por Galarz,
Fonseca e Prentice-Hernandez (2010), foi identificada no 15° dia de fabricacéo, inicio
da fase exponencial de multiplicacdo bacteriana, até 60° dia de fabricacdo. No caso
das bactérias acido laticas, o modo de obtencdo e cozimento ao qual as linguicas
foram submetidas, postergaram a fase exponencial, atingindo seu apice no 45° dia de
fabricacéao.

Mantilla et al. 2011, também utilizaram carne de peito de frango em seu estudo,
aplicando radiac@o na carne embalada a vacuo. Como resultado, identificaram que o
tratamento prolongou a fase lag, estendendo o periodo de vida util do alimento. De
modo similar, o tratamento térmico das linguicas tipo calabresa pode ser o
responsavel por prolongar a fase lag, fazendo com que as bactérias demorem um
tempo maior para retornarem a condicao 6tima de proliferacdo. As amostras de peito
de frango mantidas em embalagem sem vacuo e que nao foram irradiadas, resultaram
em 5 dias de vida util nas avaliagdes sensoriais € microbiolégicas, enquanto as
amostras embaladas a vacuo e que receberam radiacdo, se mantiveram aptas até o
12° dia de fabricacdo, mostrando ainda que o vacuo aplicado durante a embalagem
das linguicas tipo calabresa também contribuiu com sua conservacao.

Comportamento idéntico ao das linguicas tipo calabresa mantidas em
temperatura de até 8°C, em que ndo houve multiplicacdo bacteriana, foi identificado
por Silva et al. 2018. Em seu estudo, Silva et al. relacionaram a temperatura ambiente
ao desenvolvimento de bactérias acido laticas e observaram que a duragao da fase
lag foi fortemente influenciada pela redugcdo da temperatura até 4°C para 0s
Lactobacillus plantarum, onde néo ocorreu multiplicagéo. Para o Lactobacillus sakei e
a Weissella viridescens a temperatura de 4°C provocou reducdo na taxa maxima de
multiplicagéo. O incremento de temperatura para 12°C no estudo de Silva et al. elevou
a taxa de multiplicagcdo em 77% para Lactobacillus plantarum, 60% para a Weissella

viridescens e 64% para o Lactobacillus sakei.



76

No presente estudo, a temperatura de 25°C das amostras controle de linguica
tipo calabresa proporcionou condi¢des apropriadas para a rapida adaptacao e preparo
para a multiplicacdo bacteriana, ja que esta é identificada ainda no inicio do gréfico.
Esta capacidade de interferéncia e da adaptacdo ao meio e na taxa de multiplicagao,
pode ser a responsavel pela auséncia de desenvolvimento nas amostras controle
mantidas até 8°C, dificultando a fase de adaptacdo das bactérias nas amostras que
nao receberam tratamento na superficie dos gomos.

Diferente do que foi observado na fase lag das linguicas tipo calabresa, a fase
log apresentou comportamento de facil identificagdo na figura 21 até o 60° de
fabricacdo, quando a populacéo atingiu limiares préximos a 8 log de UFC/g, resultado
semelhante ao identificado para o peito de frango, ao atingir 15 dias de armazenagem.
Esta diferenca para o alcance da fase estacionaria entre a linguica tipo calabresa e o
peito de frango in natura, comprovam a implicacdo do tratamento térmico na
conservacgao das linguicas cozidas, conforme mencionado.

ApoOs o 60° dia de fabricacdo a populacdo de bactérias acido laticas nas
linguicas tipo calabresa entrou em uma fase estacionéaria até aproximadamente o 70°
dia, seguida do declive populacional. Em caso de continuidade do estudo,
possivelmente seriam observados dados populacionais rapidamente decrescentes,

conforme pode ser verificado até o 105° dia.

5.4 COMPORTAMENTO FiSICO-QUIMICO

Do mesmo modo que realizado para a obtencdo das amostras utilizadas para
avaliacao microbioldgica, aos pacotes preparados para avaliacao fisico-quimica foram
adicionadas 50 gramas do tratamento 1 (tabela 2), durante a etapa de embalagem, a
cada quilograma de produto, na superficie dos gomos da linguica tipo calabresa.

Posteriormente, tanto 0s pacotes que receberam o tratamento antimicrobiano,
guanto os pacotes das amostras controle de linguica tipo calabresa, foram selados a
vacuo e armazenados em temperatura ambiente controlada de até 8°C e 25°C +/-1,
sendo destinados para as avaliagdes cabiveis nos periodos de 1, 15, 30, 45, 60, 75,

90 e 105 dias de fabricagéo, conforme pré-determinado.
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As analises quinzenais para determinacdo do pH e da atividade de 4gua, nas
amostras submetidas ao tratamento e amostras controle, em ambas as condicdes de

temperatura ambiente, estdo apresentadas na tabela 6.

Tabela 6 - Comparativo do Comportamento Fisico-Quimico Quinzenal Entre as
Amostras Tratadas e Amostras Controle de Linguica Tipo Calabresa, nas Diferentes

Condicoes de Temperatura de Armazenagem (até 8°C e 25°C +/-1).

) Tratamento Controle
Dias de
. pH Aw pH Aw
Fabricacéo
8°C 25°C 8°C 25°C 8°C 25°C 8°C 25°C
1 5,35 5,86 0,963 0,951 5,66 5,62 0,961 0,960
15 4,18 3,38 0,953 0,955 5,95 5,75 0,957 0,963
30 3,94 3,84 0,954 0,959 5,69 5,47 0,958 0,958
45 3,43 3,55 0,959 0,958 5,74 5,85 0,963 0,964
60 3,61 3,30 0,955 0,947 5,50 5,63 0,952 0,952
75 3,98 3,34 0,957 0,952 5,80 5,92 0,953 0,950
90 3,78 3,17 0,959 0,956 5,70 5,72 0,960 0,959
105 3,67 3,57 0,954 0,959 5,89 5,10 0,964 0,962

Fonte: Elaborada pelo autor (2021).

O grupo de bactérias acido laticas compreendem cerca de 530 espécies e
subespécies, o que condiciona seu pH 6timo de multiplicacdo. Pelczar, Chan e Krieg
(2005), afirmam que o pH 6timo para a multiplicacédo bacteriana é definido pelo valor
mediano da variacao sobre a qual a multiplicacdo € capaz de ocorrer. Cada espécie
normalmente apresenta um pH 6timo bem definido para desenvolvimento. Porém,
para um desenvolvimento adequado em meios de pH extremos, 0 micro-organismo
deve ser capaz de manter seu pH intracelular em torno de 7,5, independente do indice
externo. Esse controle é realizado pela expulsdo ou absorcao de ions hidrogénio.

O grupo do &cido latico compreende micro-organismos capazes de resistir a
pH bastante acido, condic&o pouco toleravel a outros agentes. Madigan et al. (2010),
citam que os alimentos diferem entre si em relacédo ao pH, porém, a maioria € de
natureza neutra ou acida. Cada micro-organismo apresenta caracteristica diferente
quanto a capacidade de crescer em condi¢cdes &cidas, sendo que a maioria dos

agentes deteriorantes sao inibidos em condi¢cdes de pH inferior a 5. Isso justifica o
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grupo das 4cido laticas ser o responsavel pela deterioracdo da linguica tipo calabresa,
ja que outras bactérias dificilmente sobrevivem a esta condicao

Tortora, Funke e Case (2012), identificaram que poucas bactérias sdo capazes
de crescer em pH baixo, como 4,0. Em decorréncia disto, alimentos como chucrute,
pepino em conserva e diferentes tipos de queijo, ndo sofrem com deterioracao, ja que
0s acidos produzidos durante a fermentacdo contribuem para a sua protecdo. No
entanto, bactérias aciddfilas resistem a pH acido, contribuindo com a reducéo da vida
atil do alimento. A alcalinidade € um fator que também contribui para inibir a
multiplicac@o bacteriana, porém raramente € utilizada com a finalidade de preservagéo
de alimentos.

No estudo em gquestéo, foi testado o efeito da interacdo tripla entre grupos,
temperaturas e dias de fabricacdo. Quando a interacéo tripla é ndo significativa (p >
0,05), observa-se as interagcbes duplas. Somente foram avaliados os fatores

isoladamente, quando nenhuma interacao era significativa

Tabela 7 - Andlise de Variancia: pH

Temperatura 8°C Temperatura 25°C  p-valor

Controle 5,74 Aa 5,63 Aa 0,1050
Tratamento 3,99 Ba 3,75 8P 0,0002
p-valor <0,0001 <0,0001

Médias seguidas por letras mailsculas/minusculas diferentes na mesma coluna/linha diferem (P<0,05)
entre si pelo teste de Fisher-Snedecor.

Tabela 8 - pH (Controle X Tratamento)

Dias de Fabricacéo Controle Tratamento p-valor
1 5,64 5,60 A 0,7709
15 5852 3,78 Bb <0,0001
30 5,582 3,89 Bb <0,0001
45 5792 3,49 Bb <0,0001
60 5,56 @ 3,45 Bb <0,0001
75 5,86 2 3,66 B <0,0001
90 5,712 3,47 B <0,0001

105 5,49 @ 3,62 Bb <0,0001
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p-valor 0,0525 <0,0001

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem (P<0,05) entre si pelo teste
de Fisher-Snedecor. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem
(P<0,05) entre si pelo teste de Tukey.

Tabela 9 - pH (Temperatura 8°C X Temperatura 25°C)

Dias de Fabricacdo  Temperatura 8°C Temperatura 25°C p-valor
1 550A 574 A 0,0815

15 5,07 ABa 4,57 Bb 0,0002

30 4,82 BC 4,65 B 0,2170

45 4,58 C 4,70B 0,3625

60 455C 4,46 B 0,4424

75 4,89 BCa 4,63 Bb 0,0346

90 4,74 BCa 4,44 Bb 0,0169

105 4,78 BCa 4,33 Bb 0,0012

p-valor <0,0001 <0,0001

Médias seguidas por letras minUsculas diferentes na mesma linha diferem (P<0,05) entre si pelo teste
de Fisher-Snedecor. Médias seguidas por letras mailsculas diferentes na mesma coluna diferem
(P<0,05) entre si pelo teste de Tukey.

Né&o foi identificada interacdo na analise de pH das amostras entre 0s grupos
(controle e tratamento), temperaturas e dias de fabricacéo, e este fator ndo impactou
nos resultados obtidos.

As amostras tratadas apresentaram pH de ordem decrescente ao longo do
periodo avaliado, enquanto as amostras controle de linguica tipo calabresa se
mostraram estaveis. Este comportamento ndo foi decorrente da acdo e metabolismo
das bactérias acido laticas, ja que estas mantiveram contagens baixas nas amostras
tratadas, mas sim, da composicdo do tratamento, formado pelos acidos latico e
propidnico, interferindo diretamente no meio ao qual foi aplicado, protegendo o
produto de agentes patogénicos e deteriorantes, ndo resistentes a esta condigéo e
acidificando o meio em contato.

Madigan et al. (2010), define a disponibilidade de agua, expressa como
atividade de agua (Aw), como a razao entre a pressao de vapor do ar em equilibrio
com uma solucédo, em relacdo a pressao de vapor da agua pura. A disponibilidade de
agua nao depende somente do contetudo de 4gua presente, mas sim, da quantidade

de solutos dissolvidos na agua. Quanto maior a quantidade de soluto, maior a
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competicdo entre as células microbianas e o soluto, pela quantidade de agua livre. De
modo geral, as bactérias sédo fracas competidoras pela dgua remanescente.

A analise de variancia indicou que houve interacdo para a avaliacdo da
atividade de &gua entre temperaturas de armazenamento e dias de estocagem,
independente do grupo (controle ou tratado).

Tabela 10 - Analise de Variancia: Aw

Temp Dias de Fabricacé&o
°C 1 15 30 45 60 75 90 105
8 0,9624 0,955 0,956 0,961 0,954 0,955 0,959 0,959

25 0,955Babc 0,959 0,959 0,9612 0,949¢ 0,951b¢  0,9573c 0,960

Médias seguidas por letras mailsculas/minUsculas diferentes, na mesma coluna/linha, diferem (P<0,05)
entre si pelo teste de Fisher-Snedecor/Tukey.

Porém, apesar de a andlise indicar que o grupo controle apresentou maior
atividade de &gua do que o grupo tratado, ndo houve varia¢do no teor de solutos das
amostras de linguica tipo calabresa controle e tratadas analisadas, ja que ambas
seguiram a mesma formulacdo padrdo. Desse modo, a atividade de &gua nao
representou, neste estudo, uma propriedade com interferéncia no comportamento
bacteriano e se mostrou estavel em todas as condigbes as quais a linguica foi
submetida, durante todo o periodo avaliado.

De modo geral, atividade de agua superior a 0,900 oferece condicéo favoravel
ao desenvolvimento de micro-organismos. Sendo assim, a atividade de agua no
presente estudo se apresentou ideal ao desenvolvimento das bactérias acido laticas
para todas as condigcbes as quais a linguica tipo calabresa foi submetida e nao
correspondeu a um fator limitante para a proliferacdo de bactérias patogénicas e/ou
deteriorantes, ndo podendo ser utilizada como justificativa para o comportamento

bacteriano observado em cada condicao testada.
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6 CONCLUSAO

As bactérias acido laticas desempenham atividade controversa na indastria de
alimentos. Apesar de serem intencionalmente aplicadas para maturacdo e
desenvolvimentos de sabores e odores em derivados lacteos e em conservas, sdo
também os mais importantes agentes deteriorantes de produtos carneos, causando
desperdicios e perdas econdmicas.

Em decorréncia disso, o uso de aditivos antimicrobianos que retardem a acgéo
destas bactérias € visto como uma alternativa promissora na industria de alimentos,
principalmente aqueles de origem natural.

No presente estudo, o0 acido latico e o acido propidénico, compondo uma fumaca
liquida, tiveram efeito positivo pela aplicacdo na superficie dos gomos, impedindo o
desenvolvimento de bactérias &cido laticas e contribuindo com a conservacdao da
linguica tipo calabresa.

Este método apresenta facil aplicacdo em nivel industrial e baixo custo, porém,
0 uso de aditivos pode comprometer o sabor e odor do alimento, descaracterizando
um produto j& consolidado no mercado e provocando a recusa de clientes fidelizados.

Representando um método menos invasivo, a refrigeracdo da linguica tipo
calabresa e a manutencdo da cadeia de frio durante o periodo de vida util deste
alimento, também se mostrou eficiente no controle de organismos deteriorantes.

Este método é o mais indicado quando se trata de manutencé&o do sabor e odor
caracteristicos do produto. No entanto, € um método caro e dependente de fatores
externos a industria, visto a necessidade da manutencdo do frio durante toda a
logistica, distribuicdo e permanéncia do produto no ponto de venda, tendo, portanto,
baixa possibilidade de aplicacdo para esta categoria de alimento.

A multiplicacdo bacteriana neste estudo confere com o modelo descrito por
Tortora, Funke e Case (2012), ou seja, bactérias acido laticas presentes em linguicas
cozidas tipo calabresa, ja tratadas termicamente e com inibidores na superficie dos
gomos, seguem o modelo apresentado de multiplicacao.

De modo geral, tanto a aplicacao do tratamento, quanto o uso de temperatura
de refrigeragéo foram eficientes no retardo a deterioracéo e no controle da proliferacéo
de bactérias &cido laticas do produto durante todo o periodo do estudo,

correspondendo a 116,7% do tempo de vida util praticado atualmente. Esta condi¢ao
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representa ganho para a empresa fabricante, visto maior disponibilidade de tempo na
vida util, de distribuicdo, comercializacdo e consumo das linguicas cozidas, além da
reducdo nas ocorréncias de insatisfacdo de clientes.

Verificado ainda, variacdo nas espécies de bactérias 4cido laticas presentes no
produto ao longo do seu periodo de vida til. Confirmada a relagdo com produtos
carneos cozidos, embalados a vacuo, de micro-organismos ja descritos como
Lactobacillus sakei e Leuconostoc citreum, entretanto, identificados micro-organismos
de baixa relacdo prévia com alimentos, representados pelo Enterococcus devriesei e
Staphylococcus hominis.

Cada espécie de bactéria 4cido latica identificada pode apresentar interesse
guando devidamente aplicado. Para tanto, a conducao de novos estudos € necessaria
para esclarecer e assegurar 0 uso controlado e intencional dos agentes e das
bacteriocinas originadas. Alternativas inovadoras despertam grande interesse pelas
indastrias de alimentos e o Enterococcus devriesei, identificado neste estudo,
caracteriza uma bactéria com ampla possibilidade de exploracdo devido a producéo

da ainda pouco conhecida, enterocina.
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