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RESUMO

Compreender a diversidade e as concentragdes de bactérias esporuladas anaerdbias
mesdfilas, que possuem potencial patogénico ou deteriorante, em matérias-primas carneas
e ingredientes utilizados no processamento de produtos carneos cozidos e curados, pode
resultar na adogdao de medidas de intervencao eficazes para controlar essa microbiota.
Desta mesma forma, entender o impacto do uso de ingredientes naturais na seguranca
microbioldgica visando atender demandas da populagao por alimentos sem aditivos também
possui relevancia nos dias atuais. Foi analisado um total de 57 amostras de massas cruas
de mortadela comerciais. A quantificagcdo dos esporos de bactérias aerdébias mesodfilas foi
realizado pelo método preconizado da American Public Health Association (APHA) e a
identificagdo das culturas foi realizada por teses bioquimicos e morfologicos e,
posteriormente, confirmada pela presenga dos genes IAC e colA. A partir de trés culturas de
clostridios, isoladas previamente das massas cruas de mortadela comerciais, e das culturas
padrées de C. sporogenes foi realizado um teste de desafio de uma formulagao padrao de
mortadela estavel em temperatura ambiente contendo nitrito sintético e nitrito obtido a partir
de extratos vegetais pré-convertidos e ajustada a atividade de agua (0,940, 0,955 e 0,970).
As mortadelas foram armazenadas na temperatura de 26°C por 90 dias e realizados ensaios
fisico-quimicos e microbiolégicos durante o periodo de armazenamento. Este estudo
comprovou uma prevaléncia de 79% de esporos de bactérias meséfilas anaerdbias em
massas de mortadela, sendo 7,3% destas culturas C. sporogenes. Ao avaliar o impacto da
substituicdo do nitrito sintético pelo nitrito obtido a partir de extratos vegetais pré-convertidos
em mortadela estavel em temperatura ambiente, foi possivel evidenciar que a combinagao
de 150 ppm de nitrito pré-convertido, 400 ppm de eritorbato ou 1500 ppm de acido
ascorbico, em valores de atividade de agua de 0.940 e 0.955 podem inibir a germinacgao de
esporos de C. sporogenes durante o armazenamento a 30°C por 60 dias. Com estes
resultados, podemos concluir que existe o risco de esporos de clostridios em mortadelas
estaveis em tempratura ambiente, mas que o sinergismo entre a atividade de agua, o nitrito
e um acelerador de cura pode garantir a seguranga microbiolégica desta categoria de

alimento.



ABSTRACT

Understanding the diversity and concentrations of mesophilic anaerobic sporulating bacteria,
which have pathogenic or spoilage potential, in meat raw materials and ingredients used in
the processing of cooked and cured meat products, can result in the adoption of effective
intervention measures to control this microbiota. Likewise, understanding the impact of the
use of natural ingredients on microbiological safety in order to meet the population's demand
for additive-free foods is also relevant today. A total of 57 samples of commercial raw
bologna dough were analyzed. The quantification of mesophilic aerobic bacterial spores was
performed using the method recommended by the American Public Health Association
(APHA) and the identification of the cultures was performed by biochemical and
morphological tests and, subsequently, confirmed by the presence of the IAC and colA
genes. From three cultures of clostridia previously isolated from commercial raw mortadella
doughs and standard cultures of C. sporogenes, a challenge test was performed with a
standard formulation of bologna stable at room temperature containing synthetic nitrite and
nitrite obtained from pre-converted plant extracts and adjusted for water activity (0.940, 0.955
and 0.970). The bologna was stored at 26°C for 90 days and physicochemical and
microbiological tests were performed during the storage period. This study demonstrated a
prevalence of 79% of spores of anaerobic mesophilic bacteria in bologna, and that 7.3% of
these cultures were C. sporogenes. When evaluating the impact of replacing synthetic nitrite
with nitrite obtained from pre-converted natural plant extracts in bologna stable at room
temperature, it was possible to demonstrate that the combination of 150 ppm of pre-
converted nitrite, 400 ppm of erythorbate or 1500 ppm of ascorbic acid, at water activity
values of 0.940 and 0.955 can inhibit the germination of C. sporogenes spores during
storage at 30°C for 90 days. With these results, we can conclude that there is a risk of
clostridial spores in bologna stable at room temperature, but that the synergism between
water activity, nitrite and a curing accelerator can guarantee the microbiological safety of this

food category.
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1. INTRODUGAO

Produtos carneos curados sao definidos como aqueles preparados utilizando-se a
adicao sal, agentes de cura (nitrito e/ou nitrato), aceleradores de cura (agentes redutores),
acucares, amido e outros ingredientes tecnolégicos que inferem no sabor do produto.
Podemos classifica-los como crus, semicurados, curados e cozidos, e estes podem ser
embutidos, porcionados, embalados a vacuo e estocados refrigerados ou em temperatura
ambiente (BRASIL, 2000).

O tratamento térmico aplicado durante a producido de produtos carneos curados €&
relativamente brando. Temperaturas inferiores a 100°C em pressao atmosférica normal séo
usadas. Este método inativa as enzimas e destréi os microrganismos sensiveis a
temperaturas mais elevadas, sem modificar o valor nutritivo e as caracteristicas sensoriais
do alimento. Todavia o produto esteja contaminado por esporos bacterianos, esse
tratamento térmico n&o seria eficiente para a eliminagao dos mesmos (FELLOWS, 2009).

Os produtos de origem animal possuem caracteristicas intrinsecas, como elevada
atividade de agua e altos teores de nutrientes, que se constituem em um meio propicio para
o desenvolvimento de microrganismos patogénicos (DUARTE, 2011). Por serem produtos
geralmente embalados a vacuo, apresentam condigdes necessarias para o desenvolvimento
de bactérias do género Clostridium (RIBEIRO & SERAVALLI, 2004). A presenca de nitrito
nos produtos carneos curados inibe a germinagdo dos esporos de bactérias do género
Clostridium. Além disso, o nitrito retarda o desenvolvimento de rancidez oxidativa, auxilia no
desenvolvimento do sabor caracteristico de carne curada e, ao reagir com a mioglobina,
estabiliza a cor da carne curada (POURAZRANG et al., 2002).

A ocorréncia das Doengas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) vem crescendo de
modo significativo no mundo, causando um impacto na saude da populagdo e prejuizos
econdmicos. Nos Estados Unidos, estima-se que o gasto médio anual por pessoa seja de
aproximadamente 1.500 délares, originando um total anual estimado em mais de 75 bilhdes
de dolares (MOYE, Z. D. et al, 2018). Dentre os agentes causadores de DTA em carnes e
produtos carneos destacam-se o Clostridium botulinum e o Clostridium perfringens.

Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2014), o Brasil teve 83 casos
confirmados de botulismo no periodo de 1999 a 2014 sendo que destes, 28,9% foram a
obito. A mortadela, a carne esterilizada e a salsicha sdo os alimentos mais relacionados aos
casos de botulismo alimentar no Brasil. Embora a incidéncia anual de botulismo transmitido
por alimentos seja baixa em comparagao com outras doengas transmitidas por alimentos, o
resultado do processo de intoxicagao apresenta alto risco de mortalidade (SUGIYAMA,
1980).

Bactérias esporogénicas, quando em condi¢cdes desfavoraveis de sobrevivéncia e

desenvolvimento, passam para um estado de laténcia. Devido ao fato dos esporos
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bacterianos serem altamente resistentes a diversos agentes quimicos e fisicos, esta
caracteristica deve ser levada em consideragao quando sao aplicados tratamentos para se
garantir a qualidade e a seguranga de alimentos. Além de serem amplamente distribuidos
na natureza, os esporos bacterianos sdo encontrados nos intestinos de animais e humanos.
Os esporos persistem no solo e em areas sujeitas a contaminagao fecal humana ou animal
(HAUSCHILD, 1993). Dentre as bactérias anaerdbias formadoras de esporos de importancia
para carnes e produtos carneos acondicionados a vacuo, os representantes do género
Clostridium se destacam. Estas bactérias pertencem ao grupo dos clostridios sulfito
redutores, os quais realizam a reagao de redugéo de sulfito a sulfeto de hidrogénio a 46°C.
Estas se caracterizam por serem bactérias Gram positivas, anaerébias estritas, com formato
de bastonetes, usualmente moveis (JAY, 2000). Dentre as bactérias esporogénicas de
importancia para carnes algumas crescem de maneira mais eficaz em temperaturas entre
30°C e 40°C, como as mesofilas, ou na faixa de 12°C a 15°C, como as psicrdfilas, ou de
25°C a 30°C, como as psicrotréficas. No género Clostridium sdo encontradas bactérias
patogénicas veiculadas por alimentos, como o C. botulinum e C. perfringens (SILVA et al.,
2010). A deterioragao causada por clostridios psicrofilos e psicrotroficos esta associada a
producao de grandes volumes de gas, acompanhada pela protedlise, perda de textura,
acumulo de liquido nas embalagens acompanhado de um odor desagradavel,
principalmente de gas sulfidrico (DAINTY et al, 1989).

O conhecimento da diversidade bacteriana com potencial patogénico e deteriorante
em matérias primas carneas e ingredientes usados no processamento de produtos carneos
cozidos e curados, pode levar a adogao de medidas efetivas de intervengao para o controle
desta microbiota. Estas informacdes sdao de grande relevancia para que a industria de
carnes possa garantir a seguranga microbiolégica de seus produtos, assim como garantir a
qualidade dos mesmos (GLASS & MARSHALL, 2013).

A cura da carne tem sido historicamente usada com a finalidade de obter produtos
carneos unicos e com melhores atributos sensoriais (cor, odor e sabor) e de qualidade,
quando comparados a outros produtos carneos (SEBRANEK & FOX, 1985). Nos dias atuais,
a cura da carne é utilizada para atender a demanda dos consumidores por produtos com
caracteristicas sensoriais especificas. Neste contexto, o nitrito atua como um forte
antioxidante, mantendo o sabor do produto, e atua também como um excelente
antimicrobiano para controlar a germinagdo dos esporos de Clostridium botulinum
(PEARSON & TAUBER, 1984; ABERLE et. al, 2001). O nitrito também é responsavel por
estabilizar e controlar os estados oxidativos dos lipidios, evitando a oxidacéo lipidica e o
sabor requentado (warmed-over flavor) (GRAY et al., 1981).

O crescente interesse dos consumidores por alimentos naturais e sem adicao de

aditivos quimicos aumentou as demandas de consumo de produtos carneos nao curados e
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sem adigdo de nitrito ou nitrato. Mesmo com o desenvolvimento de extratos vegetais ricos
em nitrato e nitrito, até o momento nenhum substituto foi capaz de desenvolver o sabor e
aroma caracteristicos da carne curada em produtos carneos (VASAVADA & CORNFORTH,
2005). Estudos realizados por BROWN et al. (1974) indicam que presuntos curados sem
adicdo do nitrito apresentaram pontuag¢des sensoriais de intensidade de sabor mais baixas
(P <0,05) quando comparados aos presuntos curados com 91ppm e 182ppm de nitrito.
Outros estudos (MILLER et al, 1993; GLASS et al, 2024) demonstram que € possivel a
producao de produtos carneos nido curados e sem adicdo de nitrito ou nitrato, mas neste
caso o uso combinado de barreiras de crescimento como o pH, atividade de agua,
armazenamento refrigerado (2°C a 4°C) ou outros conservadores a base de acidos
organicos é fundamental para a manutengdo da seguranga microbiolégica dos produtos
carneos.

O nitrito, proveniente de extratos vegetais, denominado nitrito pré-convertido, pode
ser obtido pela fermentagéo do suco de aipo e/ou acelga com uma cultura iniciadora (starter)
conhecidamente redutora de nitrogénio. A cultura mais usada pela industria de insumos
desta categoria hoje € o Staphylococcus carnosus que converte o nitrato presente no suco
de aipo e/ou acelga em nitrito. O produto final da fermentagéo é transformado em pé pelo
processo de secagem e se torna disponivel para aplicacdo em alimentos (SEBRANEK &
BACUS, 2007). Alguns autores (DJERI, N. & WILLIAMS, 2014; DELGADO-PANDO et al,
2021) relatam a capacidade do nitrito obtido de fonte vegetal ser uma alternativa natural ao
nitrito sintético em relacdo aos aspectos sensoriais de cor, sabor e odor. Entretanto, a
avaliagdo da seguranca microbiolégica e a possivel produgdo de compostos com potencial
mutagénico e carcinogénio ainda requerem estudos e avaliagdes adicionais, principalmente
considerando regides como a América Latina, onde os produtos carneos possuem
formulagdes relativamente diferentes quando comparados a produtos carneos produzidos
nos Estados Unidos e Europa, além de frequentes abusos de temperatura durante o
armazenamento refrigerado.

Considerando os pontos levantados, este estudo visa avaliar a prevaléncia de
esporos de bactérias anaerdbias mesodfilas em massas de mortadela crua comercial
produzidas no brasil e o impacto do uso de nitrito obtido de extratos vegetais e extrato de

acerola na inibicao do crescimento de C. sporogenes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A seguranca dos alimentos

A seguranca alimentar € uma area critica da saude publica que visa garantir que
os alimentos consumidos sejam seguros, nutritivos e livres de contaminantes. Essa
preocupacao é fundamental para prevenir doengas transmitidas por alimentos, que afetam
milhdes de pessoas anualmente em todo o mundo. Segundo a World Health Organization
(WHO) entre os anos de 2007 e 2015 cerca de 600 milhdes de pessoas adoeceram apoés
consumir alimentos contaminados, sendo uma em cada dez pessoas no mundo, € 420 mil
pessoas morreram por ano. O impacto das doengas de origem alimentar recai
desproporcionalmente sobre grupos em situagbes vulneraveis e especialmente sobre
criangas com menos de 5 anos, sendo mais elevado nos paises de baixo e médio
rendimento, como os paises da América Latina, Africa e de algumas regides da Asia (WHO,
2015).

Neste contexto, um dos principais pilares na seguranga dos alimentos é o
Sistema de Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (HACCP), que é amplamente
adotado na industria alimenticia para identificar, avaliar e controlar perigos significativos
para a seguranga dos alimentos. O HACCP, desenvolvido inicialmente pela NASA em
colaboragao com a Pillsbury Company nos anos 1960, se tornou uma abordagem cientifica
e sistematica essencial para a seguranca dos alimentos (ICMSF, 1988; MORTIMORE &
WALLACE, 1998; FRANCO & LANDGRAF, 2008; MORTIMORE & WALLACE, 2015). Esse
sistema envolve a identificagcdo de pontos criticos no processo de producdao onde
intervengdes podem ser aplicadas para prevenir ou eliminar riscos, garantindo que os
alimentos sejam seguros para o consumo (MORTIMORE & WALLACE, 2015).

Além do HACCP, outras ferramentas e tecnologias avancadas tém sido
desenvolvidas para garantir a seguranga dos alimentos. A tecnologia de rastreamento de
informagbes por blockchain, por exemplo, estd emergindo como uma solugao promissora
para aumentar a transparéncia e a rastreabilidade na cadeia de suprimentos alimentares.
Estudos indicam que o blockchain pode reduzir significativamente o tempo necessario para
rastrear um produto alimenticio desde o produtor até o consumidor final, ajudando a
identificar rapidamente a origem de contaminagdes. Essa tecnologia ndo apenas melhora a
confiangca do consumidor, mas também facilita acdes rapidas em casos de surtos de
doengas transmitidas por alimentos (ISO, 2005; GRIFFITH et al, 2010; JESPERSEN, &
WALLACE, 2019).

O monitoramento microbiolégico € outra ferramenta crucial na seguranca dos
alimentos. Métodos avancados de deteccao microbiolégica, como a PCR (Reagdo em

Cadeia da Polimerase) e o sequenciamento de nova geragao, permitem a identificagao



17

rapida e precisa de patdgenos alimentares (JAY, 2000; ADAMS & MOSES, 2008; DOYLE,
2009; SILVA et al, 2017). De acordo com a American Public Health Association (APHA) e o
International Commission on Microbiological Specifications For Foods (ICMSF), essas
técnicas tém revolucionado a capacidade de detectar contaminagbes antes que os produtos
alcancem o mercado, contribuindo significativamente para a redugéo de surtos de doencas
(SALFINGER & TORTORELLO, 2015; ICMSF, 2018). No entanto, a implementagao dessas
tecnologias exige investimentos substanciais e treinamento especializado, representando
um desafio para pequenas e médias empresas do setor alimenticio (ICMSF, 2011; LUNING,
2011).

Além das tecnologias e sistemas, a educacgao e a formagao continua de todos os
envolvidos na cadeia de producdo alimentar sdo essenciais para garantir a seguranca dos
alimentos. Programas de capacitacdo em seguranga dos alimentos, que abordam desde
boas praticas de higiene até o manuseio seguro de alimentos, sdao fundamentais para
minimizar riscos (ICMSF, 2011; LUNING, 2011). A educagédo dos consumidores também
desempenha um papel vital, ja que praticas inadequadas de manuseio e preparo de
alimentos em domicilios sdo uma fonte comum de contaminagdo. Segundo a WHO, a
educacao alimentar pode reduzir significativamente a incidéncia de doengas transmitidas por

alimentos, destacando a necessidade de campanhas educativas eficazes (WHO, 2015).

Finalmente, a regulamentacdo governamental desempenha um papel crucial na
seguranga dos alimentos. Leis e regulamentos rigorosos, implementados e fiscalizados por
autoridades de saude, garantem que os padrdoes de seguranca sejam cumpridos ao longo
de toda a cadeia de suprimentos (ICMSF, 2011; WHO, 2015). A legislagao, como a Food
Safety Modernization Act (FSMA) nos Estados Unidos, que exige uma abordagem
preventiva para a seguranga dos alimentos, exemplifica como a intervengao governamental
pode fortalecer a seguranga dos alimentos (FDA, 2023). A cooperacgéao internacional também
¢ vital, especialmente em um mundo globalizado onde alimentos sdo comercializados entre
paises e continentes (ICMSF, 2011; LUNING, 2011)

A colaboracdo entre industria, governo, universidades e consumidores é
essencial para garantir que os alimentos sejam seguros e saudaveis para todos (WHO,
2015). Garantir que as normas relacionadas a seguranga dos alimentos sejam
criteriosamente avaliadas e aprovadas com base na validacdo de novos ingredientes e
processos pela industria e academia é fundamental para a manutengdo da seguranga dos

alimentos.
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2.1.1. Normas relacionadas a seguranga microbiolégica

As normas de seguranga microbiolégica visam prevenir, reduzir € controlar a
presencga de microrganismos patogénicos nos alimentos, abrangendo desde a producéao até
o0 consumo. Estas normas sao elaboradas com base em analises de risco e em principios
cientificos sélidos, sendo continuamente atualizadas para acompanhar os avangos na
ciéncia e na tecnologia alimentares (ICMSF, 2011; FUNG et al, 2018; ICMSF 2018). Além
disso, a harmonizagao das normas em nivel internacional, por meio de organizagées como o
Codex Alimentarius, desempenha um papel vital na facilitagdo do comércio global seguro de

alimentos.

A implementacao eficaz das normas de seguranga microbioldgica requer um
esforgo coordenado entre governos, industrias e consumidores. As agéncias reguladoras,
como o Food and Drug Administration (FDA) nos Estados Unidos, e a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento
(MAPA) no Brasil, sao responsaveis pela definicdo e fiscalizagdo dessas normas. Estas
entidades utilizam uma combinacdo de inspec¢des, testes laboratoriais e programas de
educacdo para garantir que os produtores e processadores de alimentos cumpram os

requisitos estabelecidos.

As normas de seguranca microbioldgica dos alimentos também tém um impacto
significativo na industria alimenticia. O cumprimento dessas normas nao so6 protege a saude
dos consumidores, mas também fortalece a confianca no mercado, melhora a
competitividade das empresas e reduz as perdas econdmicas decorrentes de surtos de
doencas alimentares. Empresas que adotam praticas de seguranga robustas
frequentemente se destacam no mercado e obtém beneficios econdmicos a longo prazo
(EFSA, 2020).

Dentre estas normas de seguranga podemos destacar:

e Normas de Boas Praticas de Fabricagdo (BPF): sdo um conjunto de
diretrizes e procedimentos que visam garantir a qualidade e a seguranga
dos alimentos durante o processo de producdo. Estas normas abordam
aspectos como higiene pessoal, limpeza e desinfecgdo de instalagdes,
controle de pragas e manipulagdo adequada dos alimentos. A
implementagcdo das BPF é fundamental para prevenir a contaminagao
microbioldgica dos alimentos desde as etapas iniciais da produgéo até o
consumidor final (CAC, 2003).

e Sistemas de Andlise de Perigos e Pontos Criticos de Controle

(APPCC): sdo uma abordagem sistematica para identificar, avaliar e
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controlar os perigos microbiolégicos, fisicos e quimicos ao longo da
cadeia de producdo alimentar. Baseados em principios de analise de
risco, os sistemas APPCC permitem que as empresas identifiquem
pontos criticos de controle e estabelegam medidas preventivas para
garantir a seguranga dos alimentos. Esses sistemas sdo amplamente
reconhecidos como uma ferramenta eficaz na gestdo da seguranca dos
alimentos e sdo frequentemente exigidos por regulamentagdes
governamentais e padrdes da industria (ICMSF, 1988; MORTIMORE &
WALLACE, 1998; BRASIL, 1998; MORTIMORE & WALLACE, 2015)

Normas de Rotulagem e Informagdao ao Consumidor: desempenham
um papel importante na comunicagao de informagdes relevantes sobre a
seguranga microbiologica dos alimentos. Estas normas incluem requisitos
para a declaragdo de ingredientes, datas de validade e informagdes
sobre alergénicos potenciais. Além disso, em muitos paises, as normas
de rotulagem também exigem a inclusdo de instrugbes de
armazenamento e preparo seguro dos alimentos, ajudando a reduzir o

risco de contaminagao microbiolodgica (ANVISA, 2020)

Normas Regulatérias Governamentais: sao estabelecidas por agéncias
governamentais responsaveis pela seguranga dos alimentos em cada
pais. Essas normas sao elaboradas com base em avaliagdes de risco e
em conformidade com padrbées internacionais, e tém o objetivo de
proteger a saude publica e garantir a qualidade dos alimentos disponiveis
no mercado. As agéncias regulatérias frequentemente realizam
inspegdes e fiscalizagdes para garantir o cumprimento dessas normas e
podem impor penalidades as empresas que ndo estejam em
conformidade (BRASIL, 2022).

Normas Internacionais e Harmonizagao: é uma preocupagao crescente
devido a natureza globalizada da industria alimenticia. Organizacdes
internacionais, como o Codex Alimentarius, trabalham para desenvolver e
promover normas e diretrizes internacionais para a segurancga
microbioldgica dos alimentos. A harmonizagdo dessas normas facilita o
comeércio internacional, promove a seguranca dos alimentos em escala
global e reduz as barreiras comerciais (FRANCO & LANDGRAF, 2008;
MORTIMORE & WALLACE, 2015)
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¢ Normas Voluntarias e Certificagées: além das normas regulatorias
obrigatérias, existem também normas voluntarias e programas de
certificacdo que as empresas podem adotar para demonstrar seu
compromisso com a seguranca dos alimentos. Estas normas, como a
ISO 22000 e as certificagdes de seguranga dos alimentos baseadas em
sistemas de gestdo, proporcionam as empresas uma estrutura para
implementar e manter praticas de seguranga dos alimentos robustas. A
adesdo a estas normas voluntarias podem melhorar a reputacido da
empresa e aumentar a confianga dos consumidores em seus produtos
(MANNING et al, 2019)

2.1.2. Métodos analiticos para avaliar a seguranca microbiolégica dos alimentos

Como vimos anteriormente, as normas de seguranga dos alimentos
desempenham um papel fundamental na regulacdo dos alimentos, entretanto, o
monitoramento das condigdes microbiolégicas destes alimentos é fundamental para garantir
que os procedimentos descritos nestas normas sejam efetivos. Assim, a avaliacdo da
seguranga microbiolégica dos alimentos é fundamental para garantir a qualidade e a
integridade dos produtos alimenticios disponiveis para consumo (ICMSF, 2018)

A avaliacdo da seguranga microbiolégica dos alimentos envolve a aplicagdo de
métodos analiticos destinados a detectar, identificar e quantificar microrganismos
patogénicos, bem como indicadores de contaminacgéo, ao longo da cadeia de producgéo e
distribuicao alimentar (JAY, 2000; ADAMS & MOSES, 2008; DOYLE, 2009; FRANCO &
LANDGRAF, 2008; SALFINGER & TORTORELLO, 2015; SILVA et al, 2017; ICMSF, 2018).
Esses métodos desempenham um papel crucial na identificacdo de potenciais riscos a
saude publica e na implementacdo de medidas de controle preventivas para reduzir a
incidéncia de doencgas transmitidas por alimentos.

Uma ampla variedade de métodos analiticos esta disponivel para avaliar a
seguranga microbiolégica dos alimentos, cada um com suas préprias vantagens, limitagdes
e aplicagbes especificas. Estes métodos podem ser classificados em diversas categorias,
incluindo métodos convencionais, como cultivo em meio de cultura, e métodos avangados,
como técnicas moleculares e espectroscopia (FRANCO & LANDGRAF, 2008; SALFINGER
& TORTORELLO, 2015; SILVA et al, 2017). A escolha do método adequado depende de
varios fatores, como o tipo de alimento, o microrganismo-alvo e os requisitos regulatorios
aplicaveis (DOYLE, 2009; SILVA et al, 2017; ICMSF, 2018).

Os métodos analiticos convencionais, como a cultura em meio de cultura, sdo
amplamente utilizados na avaliacdo da seguranga microbiolégica dos alimentos devido a

sua simplicidade, custo relativamente baixo e capacidade de detectar uma ampla gama de
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microrganismos. No entanto, esses métodos podem ser demorados e exigir condigbes
especificas de cultivo, 0 que pode limitar sua aplicagdo em certos contextos (FRANCO &
LANDGRAF, 2008; SALFINGER & TORTORELLO, 2015; SILVA et al, 2017).

Por outro lado, os métodos analiticos avancados oferecem vantagens
significativas em termos de sensibilidade, especificidade e rapidez de analise. Técnicas
moleculares, como a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), permitem a deteccdo rapida e
especifica de microrganismos-alvo, mesmo em concentragcbes muito baixas (JAY et al,
2005; HOORFAR, 2011; SALFINGER & TORTORELLO, 2015; SILVA et al, 2017). Além
disso, a espectroscopia, incluindo a espectroscopia de infravermelho proximo (NIR) e a
espectroscopia de fluorescéncia, oferece métodos rapidos e nao destrutivos para a
identificagdo e quantificagdo de microrganismos e componentes especificos nos alimentos
(HE et al, 2015; GOMEZ-TORRES et al, 2018; ZHU et al, 2020; TIAN et al, 2021; )

Estes métodos analiticos possuem grande relevancia quando buscamos a
deteccao e/ou quantificagdo dos microrganismos presentes nos alimentos. Sao técnicas
usadas rotineiramente pela industria para determinar os niveis de qualidade de seus
produtos, mas também para monitorar os prazos de vida util praticados nos alimentos (JAY
et al, 2005; HOORFAR, 2011; SALFINGER & TORTORELLO, 2015; SILVA et al, 2017).
Porém, a deteccao de contaminantes e toxinas em alimentos representa um desafio
continuo para a industria alimenticia. Uma ferramenta fundamental nesse processo sdo os
testes de desafio de alimentos, que simulam as condicdes reais de produgcdo e
armazenamento para determinar a eficacia dos métodos de controle de patdégenos
(NIEMIRA, 2008; SOFQOS, 2010; ICMSF, 2018).

Os testes de desafio em alimentos ganharam destaque como uma abordagem
promissora para avaliar a seguranga microbioldgica e quimica dos produtos alimenticios. Os
testes de desafio envolvem a exposi¢cdao controlada de alimentos a agentes contaminantes
ou condi¢des adversas, visando simular situagdes reais de contaminagdo ou deterioracéo
que este alimento enfrente durante seu processamento e vida util (NAACMCF. 2010;
SOFOS, 2010; GLASS & MARSHALL, 2013; ICMSF, 2018).

A necessidade de testes de desafio eficazes é ressaltada pela diversidade de
ameagas potenciais aos alimentos, que incluem agentes patogénicos, toxinas naturais,
aditivos alimentares e residuos de produtos quimicos agricolas. Além disso, fatores como
mudancgas climaticas, praticas agricolas intensivas e adaptacao microbiana representam
desafios adicionais na manutencao da seguranga dos alimentos. Portanto, a implementacao
de métodos robustos de teste de desafio é fundamental para garantir a protecdo dos
consumidores e a conformidade regulatéria na industria alimenticia (NAACMCF. 2010;
SOFOS, 2010; GLASS & MARSHALL, 2013; ICMSF, 2018)
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A pesquisa cientifica tem avangado significativamente na compreensao dos
mecanismos de contaminagao e deterioragdo de alimentos, bem como no desenvolvimento
de técnicas analiticas avangadas para deteccdo e quantificacdo de contaminantes. Nesse
contexto, os testes de desafio representam uma ferramenta valiosa para avaliar a eficacia
de medidas preventivas e de controle adotadas ao longo da cadeia de produgdo de
alimentos. A capacidade de replicar condigdes realistas em ambiente laboratorial permite
uma avaliacdo precisa dos riscos associados a presenga de contaminantes em alimentos e
auxilia na formulagdo de estratégias de mitigacdo de riscos (NAACMCF. 2010; SOFQOS,
2010; ICMSF, 2011; DOGAN, 2021).

A literatura cientifica oferece uma variedade de abordagens e metodologias para
a realizacao de testes de desafio em alimentos. Desde estudos que investigam a resisténcia
de microrganismos patogénicos a condi¢cdes de processamento até aqueles que avaliam a
estabilidade de aditivos alimentares em diferentes matrizes, a diversidade de aplicagdes
desses testes reflete a complexidade dos desafios enfrentados pela industria alimenticia. A
compreensao abrangente dos principios subjacentes aos testes de desafio é essencial para
a interpretagdo adequada dos resultados e para o desenvolvimento de estratégias eficazes
de controle de riscos (GLASS et al, 2004a; GLASS et al, 2004b; SABAH et al, 2003;
NAACMCEF. 2010; SOFOS, 2010; BROWN et al, 2012; TAYLOR et al, 2013; GOLDEN et al,
2017).

No entanto, apesar dos avancgos significativos, alguns desafios persistem na
aplicagao pratica dos testes de desafio em alimentos. A variabilidade intrinseca das matrizes
alimentares, as interagdes complexas entre diferentes componentes, as barreiras de
legislagbes regionais em relacdo aos microrganismos que podem ser manipulados, as
estruturas laboratoriais para execugdo destes testes e as limitagdes dos modelos de
simulagao representam obstaculos para a padronizagao e a validagdo desses testes. Além
disso, a evolugdo continua das ameagas a seguranga dos alimentos requer uma abordagem
adaptativa e em constante evolugdo na condugao dos testes de desafio (NAACMCF. 2010;
SOFOS, 2010; ICMSF, 2018; SMITH & JONES, 2019; GARCIA et al, 2020).

2.1.3. Uso de microrganismos substitutos ndao patogénicos na avaliagdo da seguranca
microbiolégica

Uma abordagem comum nos testes de desafio de alimentos é o uso de
microrganismos substitutos ndo patogénicos, que sao utilizados como substitutos de
patdgenos especificos devido a sua similaridade de resposta aos tratamentos aplicados.
Estes microrganismos oferecem vantagens praticas, incluindo a facilidade de manipulagéo

em laboratério, custos reduzidos e, o mais importante, a capacidade de fornecer
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informacdes precisas sobre a eficacia do processo de controle de patégenos (NAACMCF.
2010; SMITH & JONES, 2019; GARCIA et al, 2020).

Entre os microrganismos substitutos nao patogénicos mais comumente
empregados em testes de desafio estdo as espécies de Escherichia coli, Enterococcus
faecium e Listeria innocua, que compartilham caracteristicas fenotipicas e fisiolégicas com
seus homologos patogénicos, como Escherichia coli O157:H7, Salmonella spp. e Listeria
monocytogenes, respectivamente. Esses microrganismos sao frequentemente utilizados em
estudos de desafio de alimentos devido a sua capacidade de fornecer informacdes precisas
sobre a eficacia dos tratamentos aplicados durante a produgdo e processamento de
alimentos (SMITH & JONES, 2019; GARCIA et al, 2020).

A escolha dos microrganismos substitutos n&o patogénicos adequados é crucial
para garantir a validade e a relevancia dos resultados dos testes de desafio. Idealmente, os
microrganismos  substitutos ndo patogénicos devem compartilhar caracteristicas
semelhantes aos patdégenos de interesse em termos de resisténcia aos processos de
producdo de alimentos, capacidade de sobrevivéncia em condicdes adversas e
comportamento de crescimento em diferentes ambientes alimentares. No entanto, a
diversidade de alimentos, as condicbes de processamento variaveis e a complexidade das
interacbes microbioldgicas nos sistemas alimentares dificultam a identificagcdo de
microrganismos substitutos nao patogénicos que possam representar adequadamente o
risco microbiolégico (NAACMCEF. 2010; SMITH & JONES, 2019; GARCIA et al, 2020; PATEL
et al., 2021; BROWN et al, 2022).

A busca por microrganismos substitutos n&do patogénicos apropriados para
testes de desafio em alimentos tem sido amplamente documentada na literatura cientifica.
Estudos tém explorado uma variedade de critérios para a selecdo de microrganismos
substitutos ndo patogénicos, incluindo sua prevaléncia em alimentos contaminados, sua
resisténcia a tratamentos térmicos e quimicos, bem como sua capacidade de simular o
comportamento dos patdogenos de interesse em condicdes de armazenamento e
processamento de alimentos. No entanto, a falta de consenso sobre quais critérios sdo os
mais relevantes e a dificuldade em encontrar microrganismos que atendam a todos esses
critérios continuam a ser desafios significativos nesta area de pesquisa (SMITH & JONES,
2019; GARCIA et al, 2020; PATEL et al., 2021; BROWN et al, 2022). No Brasil, devido a
determinagéo da ANVISA sobre a indisponibilidade de comercializagéo de linhagens de C.
botulinum e pela auséncia de um laboratério de testes de desafio de alimentos com nivel de
seguranga NB-3, opta-se pelo emprego da cepa de Clostridium sporogenes na avaliagéo da
eficacia de alimentos e processos. Em outros paises, como Estados Unidos e Inglaterra, por

exemplo, existem laboratérios de testes de desafio que possuem uma estrutura fisica
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adequada ao nivel de seguranga NB-3, sendo possivel a realizacao de testes de desafio
inoculando linhagens de Clostridium botulinum e a avaliagdo do risco de baseada na
producao de toxinas botulinicas.

A evolucao continua dos métodos de detecgao microbioldgica e a compreensao
em constante aprimoramento da ecologia microbiana em alimentos adicionam complexidade
a selecdo de microrganismos substitutos nao patogénicos. Novas técnicas moleculares e
bioinformaticas permitem uma analise mais detalhada da diversidade microbiana em
alimentos, mas também destacam a necessidade de uma abordagem mais abrangente na
selecdo de microrganismos substitutos ndo patogénicos que leve em consideragdo nédo
apenas sua sobrevivéncia e crescimento, mas também sua capacidade de interagir com
outros microrganismos presentes nos alimentos (GARCIA et al, 2020; PATEL et al., 2021;
BROWN et al, 2022).

Desde a sua descoberta e reconhecimento como patdégenos de importancia
clinica e industrial, Clostridium botulinum e Clostridium sporogenes tém despertado
interesse  significativo na comunidade cientifica. Estas duas espécies bacterianas
compartilham semelhangas notaveis em termos de morfologia, fisiologia e metabolismo,
levantando questdes sobre a sua possivel relagdo filogenética e a extensao de suas
semelhancgas funcionais (JOHNSON & MONTVILLE, 1987; HATHEWAY, 1992; HAUSCHILD
et al, 1993; COLLINS et al, 1994; MCCLURE, 2006; DONG et al, 2007; SEBAIHIA et al,
2007; CARTER et al, 2009; PECK et al, 2009; PECK et al, 2011; BRADBURY et al, 2012;
TAYLOR et al, 2013; STRINGER et al, 2013; CARTER et al, 2015; SMITH, 2018; BOIX et
al, 2022).

e Similaridades Morfologicas e Fisiolégicas: C. botulinum e C. sporogenes
compartilham uma morfologia bacteriana tipica de células Gram-positivas em forma
de bastonete, com a formagao de esporos resistentes ao calor em condigcbes
adversas. Além disso, ambas as espécies sao anaerdbias estritas, demonstrando
uma notavel tolerancia a ambientes com baixo teor de oxigénio (JOHNSON &
MONTVILLE, 1987; HATHEWAY, 1992; HAUSCHILD et al, 1993).

o Expressdo de Toxinas e Patogenicidade: um dos aspectos mais proeminentes
dessas duas espécies é a producao de toxinas com potencial patogénico. Enquanto
C. botulinum é bem conhecido por sua producido da potente neurotoxina botulinica,
associada a doencga botulinica, estudos recentes tém revelado a capacidade de
algumas cepas de C. sporogenes de produzir toxinas semelhantes. Essa descoberta
suscita preocupagdes quanto a sua possivel implicagdo na seguranca dos alimentos
e na saude publica (COLLINS et al, 1994; CARTER et al, 2009; PECK et al, 2011;
BRADBURY et al, 2012; TAYLOR et al, 2013; CARTER et al, 2015).
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o Filogenia e Gendémica Comparativa: analises filogenéticas baseadas em
sequenciamento de genomas completos tém revelado uma relagao genética proxima
entre C. botulinum e C. sporogenes, indicando uma origem evolutiva comum. A
presenca de genes homologos envolvidos na formacao de esporos e na producao de
toxinas ressalta a afinidade genética entre essas duas espécies (COLLINS et al,
1994; CARTER et al, 2009; PECK et al, 2009; PECK et al, 2011; BRADBURY et al,
2012; STRINGER et al, 2013; TAYLOR et al, 2013; BOIX et al, 2022).

e Consideragoes sobre a Seguranga dos Alimentos: dada a semelhanga genética e
funcional entre C. botulinum e C. sporogenes, é crucial considerar as implicagbes
para a seguranga dos alimentos. A capacidade de algumas cepas de C. sporogenes
de produzir toxinas semelhantes a botulinica destaca a necessidade de vigilancia e
medidas preventivas rigorosas para evitar a contaminacdo de alimentos e prevenir
surtos de doencgas transmitidas por alimentos (COLLINS et al, 1994; CARTER et al,
2009; BRADBURY et al, 2012; TAYLOR et al, 2013; BOIX et al, 2022).

2.2. Produtos carneos curados

A produgdo de produtos carneos € uma industria globalmente significativa,
desempenhando um papel fundamental na alimentagcdo humana e na economia. Produtos
carneos curados representam uma categoria ampla e diversificada de alimentos que tém
desempenhado um papel significativo na dieta humana ao longo da histéria. Esses produtos,
caracterizados por processos de cura que envolvem a adicdo de sal, nitrito/nitrato, agucar e
outros ingredientes, possuem uma longa tradicdo cultural em varias partes do mundo
(RUUSUNEN & PUOLANNE, 2005). A cura é um método antigo de conservagéo de carne
que nado sO prolonga a vida util dos produtos carneos, mas também contribui para o
desenvolvimento de sabores unicos e desejaveis, bem como para a melhoria da textura e
estabilidade microbiolégica (TOLDRA, 2006).

A popularidade dos produtos carneos curados persiste até os dias atuais, com
uma ampla variedade de tipos disponiveis, incluindo bacon, presunto, salame, chourico e
muitos outros. No entanto, a producdo desses alimentos ndo esta isenta de desafios,
especialmente a luz das demandas crescentes por seguranca dos alimentos, qualidade e
autenticidade. A crescente preocupagdo com aditivos alimentares, como nitrito/nitrato, bem
como com questdes relacionadas a saude, como teor de gordura e sal, tem impulsionado a
pesquisa e o desenvolvimento de métodos alternativos de cura e formulagées de produtos
carneos (PAPAMANOLI et al., 2011).

Além disso, as preferéncias dos consumidores estdo em constante evolugéao,
com uma demanda crescente por produtos carneos que atendam a critérios especificos,

como serem livres de aditivos quimicos, provenientes de fontes sustentaveis e com perfis
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nutricionais aprimorados. Nesse contexto, a pesquisa cientifica desempenha um papel
crucial na investigacdo de novas tecnologias e ingredientes que possam atender a essas
demandas, sem comprometer a qualidade e a seguranca dos produtos carneos curados
(MORALES & FLORES, 2016).

2.2.1. Desafios na elaborag¢ao de produtos carneos

Nos ultimos anos, temos observado um aumento significativo na demanda por
produtos carneos de alta qualidade e com valor agregado, impulsionado principalmente
pelas mudangas nos habitos alimentares, mas também pelas preferéncias dos
consumidores. No entanto, a elaboragdo desses produtos enfrenta diversos desafios, que
vao desde questdes relacionadas a qualidade e seguranca dos alimentos até preocupacgdes
ambientais e éticas (GARCIA et al, 2017; SANCHEZ-ALDANA et al, 2020; VIDAL et al,
2021; SMITH & JONES, 2021; DELGADO-PANDO et al, 2021; KUREK et al, 2022;
SBARDELOTTO et al, 2023).

Um dos principais desafios na elaboragdo de produtos carneos é garantir a
seguranga dos alimentos, minimizando o risco de contaminagdo por patdgenos, como
Salmonella spp., E. coli, L. monocytogenes e C. perfringens e C. botulinum. Além disso, a
crescente preocupagdo com a saude e o bem-estar animal tem levado os consumidores a
buscarem produtos provenientes de sistemas de producdo mais sustentaveis e éticos. Isso
tem gerado pressao sobre a industria para adotar praticas mais responsaveis em toda a
cadeia de producao (SOFOS, 2010; WANG et al, 2018; JOHNSON & BROWN, 2019).

Outro desafio importante é atender as demandas de um mercado cada vez mais
diversificado, que busca produtos carneos com caracteristicas especificas, como baixo teor
de gordura, reduzido teor de sodio e auséncia de aditivos artificiais (VIDAL et al, 2021;
SABAH et al, 2003). Além disso, a crescente popularidade de dietas alternativas, como o
vegetarianismo e o veganismo, tem impulsionado a busca por produtos carneos a base de
plantas, representando um desafio adicional para a industria tradicional de carne (SILVA &
MARTINEZ, 2020; JOHNSON & BROWN, 2019).

A busca por alternativas sustentaveis na produgdo de carne também tem se
intensificado, com um foco crescente na redugdo do impacto ambiental da pecuaria, como
as emissbes de gases de efeito estufa e o uso de recursos naturais, como agua e terra.
Nesse contexto, surgem desafios tecnoldgicos relacionados ao desenvolvimento de
processos de produgdo mais eficientes e ambientalmente responsaveis (GARCIA et al,
2017; DELGADO-PANDO et al, 2021).

Além dos desafios técnicos e cientificos, a industria de produtos carneos
enfrenta também desafios regulatérios, decorrentes das crescentes exigéncias dos érgaos

reguladores em relagdo a seguranga dos alimentos, rotulagem e declaragao de ingredientes.
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A conformidade com essas regulamentagbes representa um desafio adicional para as
empresas do setor (GARCIA et al, 2017; SBARDELOTTO et al, 2023).

Nos ultimos anos, também temos testemunhado uma mudanga significativa nas
preferéncias dos consumidores em relagdo aos alimentos que consomem. Cada vez mais,
os consumidores estao buscando produtos alimenticios que sejam nao apenas saborosos e
nutritivos, mas também feitos com ingredientes naturais e facilmente reconheciveis. Nesse
contexto, surge a tendéncia do Clean Label, que se refere a demanda por produtos
alimenticios que contenham ingredientes simples, minimamente processados e livres de
aditivos artificiais (GARCIA et al, 2017; WANG et al, 2018; SILVA & MARTINEZ, 2020;
FLORES & TOLDRA, 2021; SMITH & JONES, 2021).

Os produtos carneos representam uma categoria importante no contexto do
Clean Label, dada a sua relevancia na dieta humana e as complexidades envolvidas em sua
producado. Tradicionalmente, a industria de processamento de carne tem utilizado uma
variedade de aditivos e ingredientes artificiais para melhorar a qualidade, a textura e a vida
utii dos produtos carneos. No entanto, com o aumento da conscientizacdo dos
consumidores sobre os potenciais efeitos adversos dos aditivos artificiais para a saude, tem-
se observado um interesse crescente na formulagdo de produtos carneos mais limpos e
naturais (GARCIA et al, 2017; WANG et al, 2018; JOHNSON & BROWN, 2019; SILVA &
MARTINEZ, 2020; SMITH & JONES, 2021).

Nas Ultimas décadas, estudos cientificos tém levantado preocupacgdes
significativas quanto aos riscos associados ao consumo de produtos carneos curados, como
mortadelas, salsichas, bacon e presunto. Estes alimentos contém elevados niveis de
conservantes, como nitritos e nitratos, que sdo conhecidamente usados para controlar o
crescimento de alguns microrganismos patogénicos, como C. botulinum e C. perfringens,
mas também sao responsaveis pelas reacdes de cura da carne, proporcionando cor e sabor
aos alimentos (TOLDRA, 2006; FEINER, 2016).

Originalmente, a cura da carne era a adigao de sal marinho ou outro tipo de sal
em pequenos cortes de carne com o objetivo de reduzir a atividade de agua, prevenir o
crescimento microbiano e a deterioragdo quimica. Também tinha como objetivo deixar a
carne mais macia e promover sabor e aroma ao produto. No século 19, as industrias de
carne notaram que a aplicagdo de alguns tipos de sais ressaltava e estabilizava a cor
vermelha do produto, entretanto a reagdo quimica por tras deste fendbmeno ainda era
desconhecida. Entre os componentes presentes nesses sais caracterizados como melhores,
o nitrito de potassio (Salitre) foi reconhecido como contaminante (GREVER & RUITER,
2001).
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Desta forma, a reacao do nitrito na preservacao ou na prevengao de alteragdes
oxidativa permaneceu em segredo até 1891, quando o pesquisador Polenske, que fazia
parte do Gabinete Imperial de Saude Alem&o, publicou um experimento em que ele
comprovava que a adicdo de nitrato a uma solucdo de decapagem formava nitrito,
aparentemente pela agdo de microrganismos presentes na salmoura (POLENSKE, 1987).
Em 1899, Lehmann confirmou que o nitrito era o agente que produzia a cor vermelha na
carne e promovia a estabilidade deste pigmento no calor (Lehmann, 1899). Em 1901,
Haldane descreveu a quimica do processo de cura, apresentando as reagdes de reducgao
ocorrendo durante a cura na carne. Ele também extraiu a substancia responsavel pela cor
vermelho brilhante de carne curada (mioglobina-NO) (Haldane, 1901). Por fim, entre 1910 e
1914, o pesquisador Hoagland demonstrou que o anion nitrito ndo era o reagente, mas sim
o acido nitroso (HNOZ2) ou um metabdlito dele (Figura 1) (HOAGLAND, 2010; HOAGLAND,
2014). Na virada do século 20 foi compreendida que a coloragao da carne se dava pelo
nitrogénio, mas ainda se pensava que a atividade antimicrobiana e o aroma se dava
principalmente pela concentracdo de sal (NaCl) (EFSA, 2003; TOLDRA, 2006; FEINER,
2016).

Nitrato (KNOs) # Redug&o por microrganismos 2 Nitrito (KNO2)
KNO: + H* HNO: + K*
2HNOs = Nz0s + H:z0
M=05 5 NO + NO:
MO + mioglobina -

Figura 1. Esquema da proposta de Hoagland (1910; 1914) para a acao do nitrato em carnes
curadas produtos no desenvolvimento da cor.

ihy

NC-mioglobina I

O nitrito ou acido nitroso, quando reduzido por agcdo microbiana, € capaz de
sequestrar o oxigénio na carne ou na massa de produtos carneos. Esta reacdo inversa para
formar nitrato previne os processos oxidativos e a formagao do odor e sabor de rango. Além
disso, a formagdo de algumas substancias aromatizantes durante o processamento da
carne ou o armazenamento na presenca de oxigénio, ndo ocorrem em carnes curadas, uma
vez que o nitrito sequestra o oxigénio prevenindo a formagédo destes aromas. A mudanga
formada pela cura leva o nome de sabor de cura, e a ligagéo do nitrito ou seus derivados a
mioglobina, forma um pigmento vermelho estavel ao calor responsavel pela coloracido em
produtos curados. E importante ressaltar, que o nitrito também reage com o ascorbato,
aminoacidos e outros compostos (PEARSON & TAUBER, 1984; ABERLE et al, 2001;
HONIKEL, 2008).

Ainda segundo Honikel (2008), o nitrito de sédio pode estar envolvido em
diversas reagdes quimicas interativas que ocorrem nos produtos carneos curados. Por se

tratar de um composto muito reativo, o nitrito tem a agdo de agente oxidante, de agente
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redutor ou agente nitrosante, podendo converter-se em compostos relevantes na obtengao

de produtos carneos curados.

Além dos beneficios de cor, sabor e controle da oxidagao, o nitrito desempenha
um papel fundamental na segurancga dos alimentos. O nitrito foi identificado como um agente
altamente eficaz tanto bacteriostatico quanto bactericida, capaz de inibir ou regular o
desenvolvimento de bactérias em produtos carneos. Segundo relatado pela literatura,
existem dois principais efeitos do nitrito no controle do crescimento de Clostridium
botulinum: a inibicdo do desenvolvimento de células vegetativas a partir de esporos
sobreviventes e a prevengdo da divisdo celular de células vegetativa (SHAKIL et al, 2022;
HOSPITAL et al, 2016; PIERSON et al, 1983).

Estudos demonstraram que o nitrito impede a reprodugao de Clostridium
botulinum e inibe a formagao de toxinas botulinicas em salsichas durante o armazenamento
(PIERSON et al, 1983; HOSPITAL et al, 2016; SHAKIL et al, 2022). Durante a preservagao
da carne, o nitrito também reduz a quantidade de Clostridium sporogenes, que possui
caracteristicas semelhantes ao Clostridium botulinum. Além disso, diversos estudos indicam
que o nitrito pode inibir o desenvolvimento de Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Clostridium perfringens e Staphylococcus aureus em varios produtos carneos. A eficacia do
nitrito, o sinergismo com outros agentes antimicrobianos e seus mecanismos inibitérios
variam entre as diferentes espécies bacterianas (PARTHASARATY & BRYAN, 2012;
MYERS et al, 2013; SHAKIL et al, 2022;). A atividade antimicrobiana do nitrito depende de
varios fatores, como pH, nivel de nitrito residual, concentragdo de sal, teor de ferro,
presenca de agentes redutores e temperatura de armazenamento, etc. (CUI & NAKANO,
2010; SHAKIL et al, 2022;). Em condi¢gbes de pH acido, por exemplo, o nitrito € mais eficaz
na inibicdo do crescimento de microrganismos indesejados (ALLAKER et al, 2001; SHAKIL
et al, 2022;).

O nitrito atua em diversos locais das bactérias, blogueando enzimas
metabdlicas, restringindo a absor¢céo de oxigénio e rompendo o gradiente de prétons. Mas é
importante destacar que o nitrito em si ndo tem agao direta, sendo a atividade antibacteriana
do nitrito atribuida a formagao de peroxinitrito e éxido nitrico produzidos a partir do nitrito
(SHAKIL et al, 2022). O nitrito se liga ao ferro, reduzindo sua disponibilidade, essencial para
a atividade enzimatica e o metabolismo bacteriano. Devido a alta reatividade do ferro e do
nitrito, os centros de ions heme das enzimas e os complexos ferro-enxofre sdo os principais
alvos do nitrito. A catélise acida pode levar a autoxidagdo da oximioglobina, gerando radicais
superoxido. A interagdo do 6xido nitrico com radicais superoxido, assim como a reacéo do
nitrito com peroxido de hidrogénio, pode produzir peroxinitrito (MAJOU & CHRISTIEANS,

2018; SHAKIL et al, 2022). Em ambientes fisioldgicos, o peroxinitrito e o acido peroxinitroso
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permanecem em equilibrio. Esses compostos sao fortes oxidantes e agentes nitrantes, que
penetram nas células bacterianas por difusdo aniénica passiva, interrompendo as atividades
metabdlicas dos microrganismos e causando oxidacao de proteinas e lipidios ou danos ao
DNA celular (PROLO eta al, 2014; SHAKIL et al, 2022). Cabe ressaltar que alguns
microrganismos, como as bactérias lacticas também sdo produtoras de pedxido de
hidrogénio, sendo que sua presenga em produtos carneos poderia favorecer a formacao de
peoxinitrito. O 6xido nitrico (NO) também pode inibir o crescimento microbiano ao formar
complexos de ferro dinitrosil ligados a proteinas, quando reage com proteinas ferro-enxofre,
que estao envolvidas em atividades fisiologicas criticas, como metabolismo energético e
sintese de DNA (LANDRY et al, 2011; SHAKIL et al, 2022;).

E importante destacar que os microrganismos presentes em produtos carneos
possuem diferentes vias metabdlicas e estratégias de defesa, sendo que alguns destes
microrganismos sao resistentes ao estresse oxidativo causado pelo peroxinitrito e pelo acido
peroxinitroso (MAJOU & CHRISTIEANS, 2018; SHAKIL et al, 2022;). Além disso, a agao
antibacteriana do nitrito tem se mostrado mais eficaz contra bactérias anaerébicas Gram-

positivas do que contra bactérias aerébicas Gram-negativas (SHAKIL et al, 2022).

Ao avaliar as concentragbes de nitrito usadas atualmente pela industria de
alimentos na elaboragcao de produtos carneos curados, a maior parte do nitrito tem a
finalidade de controlar a germinagido e o crescimento de esporos de C. botulinum, sendo
necessaria apenas uma pequena quantidade, cerca de 25 ppm, para o desenvolvimento da
cor. O controle do crescimento de C. botulinum e da producéo de toxinas botulinicas eleva
proporcionalmente com o aumento dos niveis de nitrito. Acredita-se que o nitrito adicionado
nos produtos carneos tenha um impacto maior na inibicdo de C. botulinum do que o nitrito
residual durante o0 armazenamento, sugerindo que a produgdo de compostos
antimicrobianos resultantes de reacdes relacionadas ao nitrito pode ser significativa durante
as etapas de cozimento e resfriamento dos produtos carneos (LIM et al, 2016; SHAKIL et al,
2022). O crescimento de culturas fermentadoras (culturas starter) e a produgdo de
bacteriocina foram reduzidas quando a concentragéo de nitrito era de 100 ppm em salsichas
fermentadas com Lactococcus lactis. Ao observar este dado, podemos inferir que os teores
de nitrito possuem um impacto direto no metabolismo de Lactococcus lactis e que a
presenga do nitrito poderia impactar na fermentagao de salsichas fermentadas (SCANNELL
et al, 2001; SHAKIL et al, 2022). Outras estimativas indicam que patdégenos como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus e E. coli crescem mais lentamente
na presenca de nitrito em niveis encontrados em produtos carneos curados e produtos
avicolas (MILKOWSKI et al, 2010; SHAKIL et al, 2022).
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Mesmo com todos os beneficios que o nitrito pode proporcionar em relagao aos
aspectos sensorias do produto carneo, controle da oxidagdo e controle microbioldgico, seu
uso em produtos carneos é frequentemente questionado. A elevada reatividade quimica do
nitrito, proporciona sua combinacdo com diversos componentes quimicos da carne. Esta
elevada reatividade é acelerada quando exposto a elevadas temperaturas, pratica comum
no processamento de produtos carneos curados e cozidos. Em condi¢des de pH abaixo de 7
os ions de nitrito sdo especialmente reativos, podendo interagir com diversos componentes
da carne, como aminoacidos, grupos sulfidrila, aminas, compostos fendlicos, acido
ascorbico e mioglobina. O nitrito pode atuar como agente nitrosante, formando varios
compostos nitrosos, sendo que outros agentes nitrosantes incluem o acido nitroso e o éxido
nitrico. O acido nitroso é envolvido nos processos que levam a formagdo de compostos N-
nitrosos enddgenos (ZANARDI et al, 2002; SHAKIL et al, 2022). Os compostos N-nitrosos
sdo classificados em seis tipos: N-nitrosaminas ndo volateis, Nnitrosaminas volateis,
produtos carboxilicos heterociclicos N-nitrosados, N-nitrosamidas, compostos de Amadori e
glicosilaminas N-nitrosadas (POURAZRANG et al, 2002; SHAKIL et al, 2022).

E consenso que o nitrito pode formar N-nitrosaminas carcinogénicas e outros
produtos nitrosados em produtos carneos (HONIKEL et al, 2008), mas a quantidade de
nitrosaminas varia de acordo com o tipo de produto carneo. Em carnes processadas, por
exemplo, a quantidade de N-nitrosaminas pode ser menor que o limite de deteccdo do
meétodo analitico (1 ug/kg). Ressaltando também que as nitrosaminas sao formadas quando
o alimento é cozido em altas temperaturas ou quando a carne curada é processada
(SANCHEZ-ECHANIZ et al, 2001; SHAKIL et al, 2022).

Estudos epidemioldgicos recentes sugerem que nitrato, nitrito e compostos N-
nitrosos podem representar um risco potencial de cancer (SANCHEZ-ECHANIZ et al, 2001;
SHAKIL et al, 2022). Entre esses compostos, a N-nitroso dimetilamina é considerada uma
das mais cancerigenas para o corpo humano. Embora o nitrito seja geralmente associado a
implicagbes para a saude, ndo ha evidéncias que comprovem uma ligacdo direta entre o
consumo de carnes processadas e o risco de cancer. Apenas a alta exposigcao a nitritos de
diversas fontes tem sido relacionada a um aumento no risco de problemas de saude
(SANCHEZ-ECHANIZ et al, 2001; SHAKIL et al, 2022). Devido a estas evidéncias, os
Estados Unidos e Europa vém tentando encontrar alternativas para o uso de nitrito e nitrato
de sodio (EFSA, 2003).

O nitrito usado em produtos carneos, pode ser originado de fontes sintéticas ou
naturais; o sintético, como o nitrito de sddio e o nitrito de potassio, é bastante usado nas
industrias de carnes pela facilidade, estabilidade e pelo custo, porém as preocupacgdes dos

consumidores sobre os aditivos sintéticos e a preferéncias por alimentos de fontes naturais
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e organicas vem aumentando consideravelmente nos ultimos anos. Portanto, varios estudos
tém sido realizados para substituir aditivos sintéticos por produtos naturais. (SEBRANEK &
BACUS, 2007).

O nitrito natural é geralmente produzido pela reducao nos vegetais do nitrato a
nitrito, com a ajuda de bactérias redutoras, como por exemplo o Staphylococcus carnosus.
Alguns vegetais sao conhecidos por terem alto teor de nitrato endégeno, por exemplo, aipo,
beterraba, alho poré e alface (SEBRANEK & BACUS, 2007; FLORES & TOLDRA, 2021).
Com a obtencdo desse nitrato de fonte natural, o nivel residual do nitrito diminui em
comparagao aos de fontes sintética, isso acontece porque os vegetais geralmente contém
antioxidantes que promovem a decomposicdo do nitrito para 6xido nitrico. Dessa forma,
obter o nitrito de fonte natural, e consequentemente diminuir o teor do nitrito residual em
produtos carneos, pode reduzir o risco de formagao de nitrosaminas (JO et al., 2020).
Apesar de reduzir o potencial risco de formagao das nitrosaminas, o uso dessa cura natural
ainda é limitado, pelo fato da cor e do sabor dos vegetais afetarem a qualidade sensorial dos
produtos de carne curada. Mesmo com o desenvolvimento de extratos vegetais ricos em
nitrato e nitrito, até o momento nenhum substituto foi capaz de desenvolver o sabor e aroma
caracteristicos da carne curada em produtos carneos (VASAVADA & CORNFORTH, 2005).
Estudos realizados por BROWN et al. (1974) indicam que presuntos curados sem adicado do
nitrito apresentaram pontuagdes sensoriais de intensidade de sabor mais baixas (P <0,05)

quando comparados aos presuntos curados com 91 ppm e 182 ppm de nitrito.

No Brasil, apesar dos avangos tecnoldgicos nos processos de producao de
produtos carneos curados, a ocorréncia de microrganismos patogénicos, como Salmonella
spp., Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum e surtos associados a estes produtos
tem chamado a atencido para a sua seguranca microbiolégica (BRASIL, 2021). Entre os
anos de 1999 e 2014, as mortadelas foram implicadas em 15 casos confirmados de
botulismo, enquanto as salsichas foram implicadas em nove casos no mesmo periodo.
Estes produtos tém despertado a preocupagdo dos orgaos regulatérios brasileiros, pois
durante o processo de fabricagdo ndo ha nenhuma etapa que garanta a redugdo dos
esporos de C. botulinum presentes, apesar da existéncia do nitrito e nitrato como agentes
inibitérios da germinagao durante a estocagem do produto final (BRASIL, 2021). Outro fator
que se destaca € o volume de produgao destes produtos, sendo as linguigas (1230.210
toneladas), as salsichas (918.252 toneladas), as mortadelas (587.643 toneladas) e

presuntos/apresuntados (235.089 toneladas) segundo dados da Datamark (2024).

Em 2013, apds o ultimo surto de C. botulinum envolvendo mortadelas no estado
de Santa Catarina (SC), o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA)

iniciou um trabalho de monitoramento neste produto e publicou em 2015 o Oficio-Circular n°
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005/2015/CGI/DIPOA/DAS (BRASIL, 2015) que estabelece os seguintes requisitos: a) o
produto possua atividade de agua (aw) maxima de 0,955; b) o processo de cozimento seja
validado por profissional competente e que assegure, no minimo, a redugdo de seis ciclos
logaritmicos (6D) do Streptococcus D (Enterococcus faecium); c) o prazo de validade nao
exceda 60 dias; d) o plano APPCC da empresa inclua, na analise de perigos, o C. botulinum
nas etapas do processo, estabelecendo medidas de controle adequadas; e €) a solicitagao

de registro atenda as demais legisla¢des pertinentes.
2.2.2. A Mortadela estavel em temperatura ambiente

Conforme a Instrucdo Normativa SDA n° 4, de 31/03/2000 que trata sobre o
Regulamentos Técnicos de Identidade e Qualidade de Carne Mecanicamente Separada
(CMS), de Mortadela, de Linguica e de Salsicha. (BRASIL, 2000), define-se mortadela como
“produto carneo industrializado, obtido de uma emulsdo das carnes de animais de agougue,
acrescido ou ndo de toucinho, adicionado de ingredientes, embutido em envoltério natural
artificial, em diferentes formas, e submetido ao tratamento térmico adequado”. Dentre os
tipos de mortadela, podemos destacar a mortadela produzida com carne de diferentes
espécies de animais de acougue, Carnes Mecanicamente Separadas (CMS) (até o limite
maximo de 60%); miudos comestiveis de diferentes espécies de animais de agougue
(Estbmago, Coragao, Lingua, Figado, Rins, Miolos), pele e tenddes (no limite maximo de

10%) e gorduras.

A CMS é uma matéria-prima com elevada carga microbiana devido a sua
composicao rica em nutrientes e etapas tecnoldgicas durante o processo de desossa
mecéanica. Uma pesquisa realizada com amostras de CMS estocadas a 7°C apresentou
contagens de 4 log UFC/g de Clostridium spp. (KUMAR et al., 1976). Sendo a CMS a
matéria-prima carnea predominante na mortadela, os padrbes microbioldgicos desta

influenciam diretamente na qualidade do produto.

O tratamento térmico aplicado durante a produgdo de produtos carneos é
relativamente brando. Utilizam-se temperaturas inferiores a 100°C em pressao atmosférica
normal. Este método inativa as enzimas e destréi os microrganismos sensiveis a
temperaturas mais elevadas, sem modificar o valor nutritivo e as caracteristicas sensoriais
do alimento, permitindo apenas o prolongamento da sua vida util. Caso o produto esteja
contaminado por esporos do C. botulinum, esse tratamento térmico néo seria eficiente para
a eliminagéo deles. Durante o periodo de estocagem das mortadelas comerciais estaveis
em temperatura ambiente, consta em sua rotulagem a temperatura entre 22 e 25°C por até
60 dias de validade. Esta temperatura permite a germinacéo, o crescimento e a producao de
toxinas do C. botulinum (FELLOWS, 2009)
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Desta forma, o conhecimento dos parametros intrinsecos e extrinsecos de
produtos carneos, assim como o estudo de novas tecnologias e ingredientes, pode propiciar
0 uso de métodos combinados de conservagido. Entre estes métodos podemos citar a
atividade de agua, a qual possui uma faixa limitante na germinacdo dos esporos de C.
botulinum e a adi¢do de sais de sddio ou potassio, como por exemplo, o nitrito e nitrato, que
atuam na inibicdo da germinacao dos esporos de C. botulinum e nos aspectos sensoriais
dos produtos carneos curados (GELLI et al., 2002; LIDON & SILVESTRE, 2008).
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Determinar a prevaléncia de esporos de bactérias anaerdbias mesofilas em
massas cruas de mortadelas estaveis em temperatura ambiente produzidas no Brasil e
avaliar o impacto do uso de nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido e do
extrato de acerola na inibicdo de Clostridium sporogenes em mortadelas estaveis em

temperatura ambiente.

3.2. Objetivos especificos

a) Determinar a prevaléncia de esporos de bactérias anaerdbias mesofilas em
massas cruas de mortadela estaveis em temperatura ambiente produzidas no

Brasil

b) Isolar e identificar os esporos de bactérias anaerdbias mesdfilas presentes em
massas cruas de mortadela estaveis em temperatura ambiente produzidas no

Brasil.

c) Avaliar in vitro a susceptibilidade dos esporos de bactérias anaerdbias
mesdfilas presente em massas de mortadela quanto aos obstaculos presentes

em mortadelas estaveis em temperatura ambiente.

d) Avaliar o impacto da substituicdo de nitrito sintético por nitrito obtido a partir de
extrato vegetal pré-convertido e do eritorbato de sddio por extrato de acerola no

crescimento de C. sporogenes em mortadela estavel em temperatura ambiente.
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4. MATERIAL E METODOS

Para a organizacdo geral dos temas propostos neste trabalho, todas as atividades

realizadas foram divididas em duas etapas, sendo elas:

Etapa I. Prevaléncia, caracterizacao e identificagdo molecular dos esporos de

bactérias anaerébias mesofilas isoladas a partir de massas cruas de mortadela

produzidas no Brasil

Avaliacdo do meétodo analitico para determinacdo de esporos de bactérias
mesofilas anaerdbias

Deteccdo de esporos de bactérias mesdfilas anaerdbias em massas cruas de
mortadelas produzidas no Brasil

Isolamento, caracterizagdo bioquimica e identificagcdo molecular dos esporos de
bactérias mesdfilas anaerdbias

Avaliacdo da susceptibilidade dos esporos de bactérias anaerébias mesdfilas
isoladas de mortadelas comerciais frente aos principais obstaculos usados em

produtos carneos curados e cozidos

Etapa Il. Avaliacao da seguranca microbiolégica da substituicao do nitrito sintético

por nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido e de eritorbato de sédio

por extrato de acerola em mortadela estavel em temperatura ambiente

Aquisicado dos extratos vegetais comerciais de nitrito e de acerola

Avaliagao antimicrobiana in vitro da eficacia da substituicdo de nitrito sintético por
nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido e de eritorbato de sédio por
extrato de acerola

Avaliagdo da seguranca microbiolégica da substituicdo de nitrito sintético por
nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido e de eritorbato de sédio por
extrato de acerola em mortadela estavel em temperatura ambiente durante seu

armazenamento

Todas as atividades descritas nas etapas | e |l foram realizadas no Laboratério

de Microbiologia do Centro de Tecnologia de Carnes (CTC), pertencente ao Instituto de

Tecnologia de Alimentos (ltal), localizado na cidade de Campinas/SP.
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4.1. Microrganismos e condigoes de cultivo

Em todas as atividades deste projeto foram usadas como referéncia as culturas
de C. sporogenes (PA3679, ATCC3584 e ATCC11437). Para tanto, as culturas foram
ativadas transferindo-se uma aliquota de 1 mL da solugao de esporos armazenada em jarro
de anaerobiose em geladeira (5 °C = 1 °C) para um tubo contendo 10 mL de Meio
Tioglicolato (TGM) e este tubo foi incubado em estufa BOD regulada a 35 °C £ 1 °C por 24h

em jarros de anaerobiose.

4.1.1. Produgao de esporos

As solucdes de esporos foram preparadas inoculando-se 10 pL da cultura ativa
em 10 mL de caldo Tripticase-Peptona-Glicose-Extrato de Levedura (TPGY) (50 g triptona,
20 g extrato de levedura, 5 g peptona, 6 g dextrose e 1g tioglicolato de sédio, em 1L de agua
destilada), seguida de incubacdo em anaerobiose a 32 °C por 48 h. Apés a incubagao, uma
aliquota de 1 mL deste caldo foi transferida para 100 mL de caldo TPGY e incubada nas
mesmas condicoes descritas anteriormente. A seguir, uma aliquota de 10 mL deste caldo foi
transferida para 1 L de caldo TPGY e incubado a 32 °C por 48 h. Apéds, a cultura foi
centrifugada a 14.000 RPM, a 4 °C, por 10 min, seguida por trés lavagens sucessivas em
solugdo salina a 0,85 %. O precipitado foi ressuspendido em 100 mL do meio de
esporulacao (60 g triptona, 1 g dextrose e 1 g de tioglicolato de sddio suplementado com 5 g
carbonato de célcio em 1 L de agua destilada, pH 5,0) e, em seguida, este foi incorporado
em 900 mL de meio de esporulacdo e incubado sob anaerobiose a 32°C por 10 dias. Ao
final, a cultura foi centrifugada a 14.000 RPM, a 4 °C, por 10 min e o precipitado
ressuspendido em 100 mL de solugao tampéao (Na;HPO4 5.675g, KH.PO4 3,63g em 1L de
agua destilada, pH 7,0) (MAH et al., 2009). Durante este projeto foram preparadas duas
solugdes de esporos contendo 300mL cada, sendo preparadas e usadas nas Etapas | e Il

As solucdes de esporos foram mantidas na solugdo tampéao e armazenada 4 °C.

4.1.2. Quantificagado e padronizacao da cultura de esporos

Apoés a produgao da solugido de esporo, esta foi submetida a choque térmico a
80 °C % 1°C por 12 min seguido por imersdo em banho de gelo por 5 min. Foi realizada a
diluicdo decimal seriada da solugado de esporos e transferida uma aliquota de 1 mL de cada
diluichio em placas de Petri estéreis. Em cada placa de Petri foram transferidos
aproximadamente 20 mL de agar Triptose Sulfito Cicloserina (TSC), homogeneizado oito
vezes em formato de oito e, apds sua solidificagéo foi adicionada uma sobrecamada de agar
TSC. Apods a solidificagdo, as placas foram incubadas a 35 °C £ 1 °C por 24 h. Apds o
periodo de incubacgao, placas que apresentaram entre 20 e 200 coldnias foram selecionadas
para contagem e o resultado expresso em Unidades Formadoras de Coldnias por mililitro
(UFC/mL) (SALFINGER & TORTORELLO, 2015).



38

4.2. Etapa I: Prevaléncia, caracterizagcdo e identificagdo molecular dos esporos de
bactérias anaerébias mesofilas isoladas a partir de massas de mortadela produzidas
no Brasil

A quantificagdo de esporos de bactérias mesdfilas anaerdbias foi realizada
conforme preconizado pela APHA (FRANK e YOUSEF, 2004) para amostras de leite fluido e
queijo, adaptado para a analise de massas de mortadela estavel em temperatura ambiente

conforme descrito na letra b do item 4.2.1.

4.2.1. Avaliacdo do método analitico para determinacdo de esporos de bactérias

mesofilas anaerdbias
a). Padronizagao do inéculo nas massas de mortadela

O ajuste da concentragéo da solugédo de esporos a ser inoculada nas amostras

foi calculado conforme a equacao:

Concentracdo de esporos na massa = Concentracio da solucio de esporos (UFCimL)

Peso da amostra (g)

b) Inoculagao artificial do pool de esporos de C. sporogenes em massas de mortadela

Para a avaliagdo dos métodos analiticos selecionados foram usadas massas de
mortadela nao tratadas termicamente (cruas) e refrigeradas. Estas massas foram
produzidas na planta piloto do Centro de Tecnologia de Carnes (CTC) do Instituto de

Tecnologia de Alimentos (ITAL) e foram analisadas em até 20 min apds sua obtengéo.

Vinte por¢des de 50 g de massas cruas de mortadela foram acondicionadas em
bolsas estéreis. Foram inoculados 50 uL da diluigdo da solugdo de esporos 106 UFC/mL em
dez amostras (concentragdo final de esporos de 10° UFC/g) e nas outras dez amostras
foram inoculados 5 yL da diluigdo 10° UFC/mL da solugéo de esporo (concentragdo final de
esporos de 10 UFC/g). Apos a inoculagao, foi realizada a homogeneizagao dos indculos nas
massas realizando-se movimentos verticais com as maos na parte externa das bolsas
contendo as amostras. O método de homogeneizagéo escolhido levou em consideragao a
dificuldade de distribui¢do uniforme do inéculo em uma amostra com caracteristica de alta
viscosidade, tendo em vista que este procedimento é fundamental para permitir a execugao

correta das demais etapas de analise.
c) Deteccao de esporos de bactérias mesoéfilas anaerébias

Em cada amostra inoculada artificialmente pelo poo/ de esporos de
C. sporogenes foram adicionados 450 mL de agua peptonada a 0,01 % seguindo-se para a
homogeneizacao da amostra em Stomacher (Bioscence International, EUA) por 60 seg. A

seguir, as bolsas foram transferidas para um banho maria regulado a 85 °C £ 1 °C e a
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temperatura das amostras foi monitorada usando um termdémetro acoplado em uma amostra
adicional. O volume da agua do banho foi controlado garantindo que o conteiudo das
amostras permanecesse submerso. Quando a amostra monitorada atingiu a temperatura de
79 °C, o banho foi regulado a 80 °C £ 1 °C e foi iniciada a contagem do tempo de tratamento
térmico por 12 min. Ao final, as amostras foram imediatamente resfriadas em banho de gelo

por 5 min.

Foram selecionadas trés diluicdes de acordo com o nivel de contaminagao
estimado para as amostras e transferidos 10 mL da primeira diluicdo em uma série de trés
tubos de caldo de Carne Cozida (CMM) em concentragao dupla e 1 mL da primeira diluicao
em trés tubos de caldo CMM em concentracdo simples, procedendo da mesma forma para
as demais diluigbes. Nos tubos inoculados, foram adicionados 5 mL de agar selo 1 % e,
apos a completa solidificagdo do agar, os tubos foram incubados a 35 °C + 1 °C por 24 h.
Para a leitura dos resultados observou-se a presenca de bolhas proximas da regido do agar
selo ou o rompimento dele. Os resultados foram expressos em Numero Mais Provavel
(NMP) por grama (NMP/g), apdés comparagdo com a tabela de calculo de NMP
disponibilizada pelo Bacteriological Analytical Manual — BAM (BLODGETT, 2006). Esta

técnica de inoculacao proporcionou um limite minimo de detec¢éo de 0,3 NMP/g.

4.2.2. Detecgcdo de esporos de bactérias mesoéfilas anaerébias em massas cruas de

mortadelas comerciais
a) Coleta das amostras

As amostras de massas de mortadela crua industrial foram solicitadas para
plantas processadoras de produtos carneos cozidos localizadas em diferentes regides do
Brasil. A solicitagao foi realizada por intermédio da Associacao Brasileira de Proteina Animal
(ABPA), a qual & a entidade representante do segmento industrial de empresas
processadoras de produtos carneos. Junto com a solicitacdo foi encaminhado para as
plantas processadoras um formulario padronizado para a descricdo de informagdes sobre o
produto e o processo de fabricacdo. As massas cruas de mortadela usadas nesta etapa do
projeto foram provenientes de mortadelas que s&do comercializadas em temperatura
ambiente. Estas amostras foram coletadas por um funcionario da empresa responsavel pela
producdo da mortadela apds a etapa de embutimento em tripa impermeavel e antes da
etapa de cozimento. Estas amostras foram acondicionadas em caixas de isopor contendo
gelo reciclavel e imediatamente transportadas ao CTC/Ital. No momento do recebimento foi
realizada a afericdo da temperatura nas amostras e foram consideradas aptas para analise

as amostras que apresentaram temperatura entre 0°C e 4°C. Foi recebido e analisado um
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total de 57 amostras de massas cruas de mortadelas provenientes de quatro empresas de

meédio e grande porte localizadas nos estados de Sao Paulo e Santa Catarina (Tabela 5).

b) Quantificacdo de esporos de bactérias meséfilas anaerébias

A quantificagdo de esporos de bactérias anaerdbias mesdfilas foi realizada
conforme preconizado pela American Public Health Association — APHA (FRANK e
YOUSEF, 2004) para amostras de leite fluido e queijo e adaptado adaptados para a analise
de massas de mortadela, substituindo o Meio Reforgado para Clostridios (RCM) pelo Caldo
de Carne Cozida (CMM), conforme descrito e avaliado na letra ¢ do item 4.2.1. Os
resultados foram expressos em Numero Mais Provavel por grama (NM/g) e posteriormente

convertidos em numero logaritmico para analise estatistica.

4.2.3. Isolamento, caracterizacdo bioquimica e identificagdao molecular dos isolados de

esporos de bactérias mesofilas anaerdbias

a) Isolamento de esporos de bactérias mesofilas anaerdbias

A partir das amostras de massas carneas cruas e comerciais de mortadela
previamente analisadas foram obtidos tubos de ensaio com crescimento positivo. Os tubos
de caldo CMM correspondentes a mesma amostra tiveram seu conteddo transferido
assepticamente para tubos tipo Falcon, os quais foram submetidos a centrifugacao (10.000
RPM por 10 min a 4 °C £ 1 °C). O sobrenadante foi descartado e o pellet foi ressuspendido
em 40 mL de caldo Infusdo Cérebro Coragdo (BHI) adicionado de 15% de glicerol. Apos
homogeneizacdo em vortex foram distribuidos 20 mL do material em quatro criotubos
estéreis e estes foram congelados em biofreezer a -82 °C. Os 20mL restantes foram
mantidos em refrigeracéo (6 °C =+ 1 °C) até o momento do uso. A partir dos tubos tipo Falcon
contendo o material concentrado, foi retirada uma aliquota de 2 mL de cada tubo, referente
a triplicata de amostras do mesmo lote, e esta foi transferida para um unico tubo de ensaio

estéril onde recebeu uma codificagao.

b) Purificagao das culturas

Aliquotas de 1 mL dos isolados provenientes das ftriplicatas de amostras
concentradas foram plaqueadas em profundidade em agar TSC. Apos a solidificagdo do
agar foi adicionada uma sobrecamada do mesmo meio e, apds a solidificagdo desta, as
placas foram incubadas em camara de anaerobiose a 35 °C £ 1 °C por 48 h. Foi observado
o desenvolvimento de colbnias caracteristicas com aspecto circular e coloragao preta. Com
o auxilio de uma alga tipo agulha foi realizada a transferéncia de um nimero minimo de
cinco coldnias tipicas para tubos de ensaio contendo caldo BHI. Estes foram incubados em
condi¢des similares as mencionadas anteriormente e, a seguir, aliquotas de 1 mL foram

retiradas e transferidas para tubos tipo Eppendorf, mantidos a -82 °C.
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c) Caracterizacao morfoldgica e bioquimica das culturas isoladas

A caracterizacdo das culturas isoladas a partir de massas cruas de mortadela
comerciais foi realizada por meio de testes bioquimicos, fisioldgicos e morfologicos,
conforme SILVA et. al. (2017). Devido ao alto risco na manipulagédo de culturas padrdes de
C. botulinum e auséncia de um laboratério com nivel de segura BLS3 (Biosafety Level 3), foi
usada a cultura de C. sporogenes PA 3679, que possui similaridade genética com o C.
botulinum, como cultura indicadora (controle positivo). As analises bioquimicas e
morfologicas foram realizadas a fim de reduzir o nimero de culturas isoladas para a

identificagdo molecular pela técnica de PCR.

Determinacdo morfolégica

A partir do tubo de caldo BHI foi realizada a coloragao de Gram para avaliagao
da morfologia das culturas. Uma algada do caldo BHI foi transferida para uma lamina de
vidro, esta foi fixada em bico de Bunsen e, apods resfriamento, esta foi coberta com 1 mL da
solugdo de cristal violeta durante 1 min. A seguir, foi realizada uma lavagem em agua
corrente e foi acrescentado 1 mL de solugdo de Lugol durante 1 min. Foi realizada uma
lavagem com alcool etilico 98 °GL seguida de lavagem em agua corrente durante 30 seg.
Foi adicionado 1 mL de solugao de safranina durante 20 seg e realizada uma nova lavagem
em agua corrente. As laminas foram dispostas em papel de filtro para secagem e estas
foram visualizadas em microscopio com lente objetiva de 100 X e 6leo de imersado. Durante
a microscopia foram observados o formato das células e sua coloragdo. As cepas de C.

sporogenes, assim como as cepas de C. botulinum, sdo bastonetes Gram positivas.

Teste de catalase

A partir do tubo de caldo BHI foi transferido 0,1 mL para uma lamina de vidro e
acrescentado 0,1mL da solugao de peroxido de hidrogénio a 30 %. Foi observada a reagao
de efervescéncia (resultado positivo) ou ndo (resultado negativo). O objetivo do teste foi
avaliar a capacidade das culturas isoladas em produzir a enzima catalase. As cepas de

C. sporogenes, assim como as cepas de C. botulinum, ndo apresentam a enzima catalase.

Teste de reducao do nitrato e motilidade

Com o auxilio de uma alga de inoculagao tipo agulha, as culturas contidas nos
tubos de caldo BHI foram inoculadas por picada em tubos contendo o &agar Nitrato
Motilidade (NM) até uma profundidade de 1 cm do fundo e estes foram incubados a 35 °C +
1 °C por 24 h. Para a leitura do teste de motilidade foi observado se houve migragao de
células para regides fora da linha de inoculagdo (motilidade positiva), ou se o crescimento se
restringiu a regiao da picada (motilidade negativa). Para a realizagéo do teste de redugéo do

nitrato, foi adicionado 0,1 mL dos reagentes de nitrato (A = solugcdo de 0,8 % de acido
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sulfanilico; B = solugdo 0,5 % de alfa-naftol). Foi observado imediatamente se houve o
desenvolvimento de uma cor vermelha no meio de cultura (teste positivo) e, nos tubos
negativos, foi adicionado uma pitada de pd de zinco ao meio e verificado se houve a
alteragdo de cor. Os tubos que néao tiveram a cor do meio alterada apos adigdo do po de
zinco foram considerados positivos. As cepas de C. sporogenes, assim como as cepas de

C. botulinum, possuem motilidade variavel e reduzem o nitrato.

Teste de fermentacéo da lactose e hidrélise da gelatina

A partir dos tubos de caldo BHI foi inoculada uma algada em tubos de meio de
Lactose Gelatina (LG) e estes foram incubados a 35 °C + 1 °C por 24 h. Apés a incubagao
foi verificada a fermentagao da lactose pela presenca de bolhas e alteragdo da cor do meio
de vermelha para amarela (teste positivo). Posteriormente, os tubos foram transferidos para
geladeira por duas horas e foi observado se o meio continuava liquido (teste de hidrélise da
gelatina positivo) ou se este adquiriu uma consisténcia firme (teste de hidrolise da gelatina
negativo). As cepas de C. sporogenes, assim como as cepas de C. botulinum, nao

fermentam lactose, porém hidrolisam a gelatina.

Teste de producéo de lipase e lecitinase

A partir dos tubos de caldo BHI foram realizadas estrias de esgotamento em
agar TSC suplementado com 0,8 % de solucdo de gema de ovo (1:1), seguidas de
incubacao a 35 °C + 1 °C por 24 h. No teste de lecitinase foi observado o desenvolvimento
de um halo de precipitacdo ao redor da colbnia, indicando a reacido de lecitinase com a
gema do ovo (teste positivo) ou o ndo desenvolvimento do halo de precipitacdo (teste
negativo). Para o teste de lipase foi observado o desenvolvimento de uma camada lipidica e
com brilho ao redor da colénia (teste positivo) ou verificada a opacidade da colbnia (teste
negativo). As cepas de C. sporogenes, assim como as cepas de C. botulinum, produzem a

enzima lipase, porém nao a lecitinase.

Crescimento em aerobiose

Foi realizado o teste de crescimento aerdbio, que consistiu em realizar o
esgotamento das culturas em meio TGM adicionado de 1 % de &agar e incubagdo em
aerobiose a 35 °C = 1 °C durante 24 h. Foi observado se houve a turvagdo do meio de
cultura (teste positivo), indicando o crescimento em aerobiose, ou se o meio de cultura

permaneceu inalterado (teste negativo).

Producéo de esporos

Foi verificada a capacidade de producgéo de esporos de acordo com o método de
esporulagao de MAH et. al (2009). Apds, a solugdo de esporos foi submetida a choque-

térmico a 80 °C + 1 °C por 10 min, no qual se removeu as células vegetativas presentes.
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Uma aliquota de 0,1 mL foi transferida para uma lamina de microscépio limpa e realizada a
coloragao de esporos segundo SILVA et. al. (2017). As laminas foram dispostas em papel
de filtro para secagem e estas foram visualizadas em microscépio com lente objetiva de
100 X e 6leo de imersao. Durante a microscopia foram observados o formato das células e
sua coloragcdo. Os esporos possuem a coloracao verde, enquanto as células vegetativas
apresentam coloragao rosa.

d) Identificagao molecular de C. sporogenes

Para a identificagdo de C. sporogenes dentre as culturas isoladas foi usada a
técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Para tanto, foram selecionados os
primers, com base nos estudos realizados por Cremonesi et al (2012) e De Medici (2009),
IAC (controle interno), colA (colagenase), IOA (toxina botulinica A), CBMLB (toxina
botulinica B), CBMLE (toxina botulinica E) e CBMLF (toxina botulinica R).

Tabela 1. Primers utilizados para amplificacdo por PCR neste estudo.

Primer Sequéncia do Primer (5'-3") Pb
IAC foward CGGCTTCATTAGAGAACGGACGTTTGGTATGGCTTCATTC 698
reverse TAACTCCCCTAGCCCCGTATTAGACGTCAGGTGGCACTTT
foward TTGGGATTTTGGGGATAACA
oA everse TCCGTATCGTTGTCGTCTTG 549
foward GGGCCTAGAGGTAGCGTARTG?
I0A reverse TCTTYATTTCCAGAAGCATATTTT® 101
CBML  foward CAGGAGAAGTGGAGCGAAAA 05
B reverse CTTGCGCCTTTGTTTTCTTG
CBML  foward CCAAGATTTTCATCCGCCTA 389
E reverse GCTATTGATCCAAAACGGTGA
CBML  foward CGGCTTCATTAGAGAACGGA 543
F reverse TAACTCCCCTAGCCCCGTAT

aR=CouT;?PY=AouG.

Os primers de toxinas botulinicas foram selecionados e avaliados nesta etapa
como medida de seguranga para garantir que as culturas previamente isoladas (CP5, JP2 e
OP2) nao apresentassem genes de producao de toxina e fossem consideradas seguras
para os testes de desafio.

Extracdo do DNA

A extragao de DNA foi realizada de acordo com o método de lise térmica adaptado
de VAN SOOLINGEN et al. (1991). A partir dos tubos de caldo BHI, foi realizada a extracao
do DNA bacteriano das culturas transferindo-se uma aliquota de 1mL para tubos tipo
Eppendorf de 2mL e centrifugado a 10.000 RCF por 5 minutos e o sobrenadante
descartado. Ao precipitado foram adicionados 100 yL de agua deionizada estéril e esta

suspensao foi homogeneizada com o auxilio de uma micropipeta. Os tubos foram
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submetidos ao congelamento a -82 °C por 15 min, apds aquecimento em banho seco a 90
°C por 15 min. Os DNAs bacterianos foram estocados a -20 + 2 °C até o momento da

amplificacao.

Amplificacéo e eletroforese do DNA

Foram preparadas duas amplificacdes, sendo a primeira para o gene target colA e a
segunda uma reacao multiplex para os genes target IAC (controle interno), I0A (toxina
botulinica A), CBMLB (toxina botulinica B), CBMLE (toxina botulinica E) e CBMLF (toxina
botulinica R). Para cada reagdo de amplificagdo foi preparada uma solugdo mix com
volume final de 100pL, a qual continha: 2U de Taq DNA Polimerase (Sigma-Aldrich, EUA),
0,2mM de desoxirribonucleotideos fosfatados (dNTP), 50mM de Tris-HCI, 10mM KClI,
50mM (NH4)2SO4, 2Mm MgCl, e 1uM de cada primer especifico para cada gene. Em
seguida, 5uL de DNA extraido foi adicionado a 45uL do mix. Como controle negativo da
reagdo foram usados os reagentes adicionados de agua deionizada. A amplificagdo dos
fragmentos de DNA dos genes IAC, IOA, CBMLB, CBMLE, e CBMLE foi realizada em
termociclador (Proflex, Applied Biossystem, EUA), incluindo-se a desnaturagéo a 95 °C por
10 min, seguida de 30 ciclos a 95 °C por 1 min, anelamento a 55 °C por 1 min, extensao a
72 °C por 2 min e a extensao final a 72 °C por 10 min. Para o gene colA foi realizada a
desnaturagado a 94 °C por 10 min, seguida de 30 ciclos a 94 °C por 1 min, anelamento a
56 °C por 1 min, extensdo a 72 °C por 1 min e a extensao final a 72 °C por 5 min. Os
fragmentos de DNA amplificados foram separados por eletroforese em gel de agarose a
1,5% (p/v) em tampéo TAE 1X a 100V por 90min, corados em solu¢cdo de Brometo de
Etidio (10ng/mL) e visualizados em fotodocumentador (PhotoDoc-It, UVP, EUA). O padrao
de peso molecular (ladder) de 100pb foi usado para a eletroforese.

4.2.4. Avaliacao in vitro da susceptibilidade dos esporos de bactérias anaerobias
mesofilas isoladas de mortadelas comerciais frente as principais barreiras usadas em
produtos cadrneos curados e cozidos
a) Padronizagao das culturas de clostridios

Para padronizagéo das solugbes de esporos foi usada a metodologia descrita
por ALNOMAN et al. (2015). A partir das suspensdes de esporos dos microrganismos
identificados e do C. sporogenes PA3679 foi transferida uma aliquota de 1 mL de cada
suspensdo para um tubo de ensaio e ajustada a concentragdo com agua deionizada no
espectrofotdmetro na densidade optica (OD) de 630 nm até atingir a faixa entre 0,8 e 1,0 de
absorbancia (equivalente a 1,5 x 108 esporos/mL).
b) Determinacao da curva de germinagao dos esporos

A determinacido da curva de crescimento foi realizada usando a metodologia

descrita por DONG et al. (2007). Para tanto, foram transferidos 100 pL da solugcdo de
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esporos das culturas previamente isoladas de massas de mortadela e do controle positivo C.
sporogenes PA3679 para cada po¢o de uma microplaca de poliestireno estéril. Em seguida,
foram adicionados 100 pyL de caldo BHI em concentracdo dupla nos mesmos pocos. O
controle do meio de cultura foi preparado inoculando 100 uL do caldo BHI em concentragao
dupla e 100 uL de agua estéril A microplaca foi incubada a 30 °C £ 1°C por 48 h em camara
de anaerobiose. Foram realizadas leituras em leitora de microplacas (Microplate Reader,
Alpax) em periodos pré-determinados e os resultados foram expressos em absorbancia. Em
paralelo foi realizada avaliagao microscopica das culturas usando a técnica de contraste de
fase a fim de identificar a porcentagem de germinagao dos esporos. Os dados obtidos foram
tratados pelo modelo de Gompertz modificado usando o programa DMFit (BARANY &
ROBERTS, 1995) para avaliar o periodo de germinagédo dos esporos e o tempo de fase lag
durante o crescimento dos microrganismos.
c) Verificagao da capacidade de germinacao dos esporos em diferentes temperaturas

Foram transferidos 100uL da solucdo de esporos das culturas previamente
isoladas de massas de mortadela e dos controles positivos (C. sporogenes PA3679) para
cada poco de uma microplaca de poliestireno com 96 pocos em U, individualizadas para
cada cultura, conforme a metodologia descrita na letra b do item 4.2.4. As microplacas foram
incubadas nas seguintes condicbes: 25°C+1°Ce 35°C+1°Cpor4d8he4°C+1°Ce10
°C £ 1 °C por 30 d em anaerobiose. Os dados obtidos foram tratados pelo modelo de
Gompertz modificado usando o programa DMFit (BARANY & ROBERTS, 1995) para avaliar
o periodo de germinacao dos esporos. Em paralelo foi realizada avaliagao microscépica das
culturas usando a técnica de contraste de fase a fim de identificar a porcentagem de
germinagiao dos esporos.
d) Avaliacao do efeito inibitério de agentes quimicos, fisicos e biolégicos na
germinacao dos esporos

Para a avaliagao do efeito inibitério de agentes quimicos e fisicos na germinagéao
dos esporos foi empregada a metodologia descrita por ALNOMAN et al. (2015). Foram
avaliados diferentes valores que representam fatores intrinsecos que controlam a
estabilidade microbiologica e fisico-quimica das mortadelas estaveis em temperatura
ambiente, como a atividade de agua (0,930; 0,940; 0,950; 0,955; 0,960 e 0,970), o pH (3,0;
4,0; 4,6; 5,0; 6,0; 7,0 e 9,0), o nitrito (10; 25; 50; 100; 150; 200; 250 e 300ppm), o eritorbato
de sdédio (500; 1000; 1500; 2000 e 2500 ppm) e o lactato de sédio (0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5 e
3,0%).

Para tanto, foram transferidos 100 pL da solugdo de esporos das culturas
previamente isoladas de massas de mortadela e C. sporogenes para tubos contendo 6 mL
de caldo BHI em concentragdo dupla suplementado com o agente quimico ou fisico na

concentragao desejada. Os tubos foram homogeneizados em Vortex por 60 seg e uma
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aliquota de 1 mL foi usada para leitura inicial da absorbancia em leitora de microplacas na
ODeé3on. Os tubos foram incubados a 30 °C por 48 h em cAmara de anaerobiose e, apés, uma
nova aliquota de 1mL foi retirada dos tubos, realizada leitura na ODe3onm € 0s resultados
foram expressos em absorbancia.
4.3. Etapa Il: Avaliagdo da seguranga microbiologica da substituicdo do nitrito
sintético por nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido e de eritorbato de
sodio por extrato de acerola em mortadela estavel em temperatura ambiente

A mortadela estavel em temperatura ambiente foi selecionada como produto a
ser avaliado devido ao estresse térmico deste produto durante a etapa de armazenamento e
também pela sua formulagdo, que permite o uso de 60% de CMS e de miudos. Cabe
ressaltar que devido ao uso de miudos, os niveis de mioglobina neste produto podem ser
superiores aos encontrados em formulagbes elaboradas somente com carne e este fator
pode impactar na quantidade de nitrito que foi ofertada para o processo de cura e o residual
de nitrito presente durante a vida util do produto para auxiliar na manutencdo da seguranca
microbioldgica.
4.3.1. Aquisicao dos extratos vegetais

Os extratos vegetais comerciais que foram usados neste trabalho foram
solicitados a duas empresas de ingredientes multinacionais que atuam no mercado
brasileiro. Para a substituicdo do nitrito foram usados dois extratos vegetais (Aipo e Acelga)
que passaram pelo processo de fermentagdo e conversdo do nitrato a nitrito, sendo estes
denominados extratos vegetais pré-convertidos. Para a substituicdo do eritorbato de sodio
foi usado um extrato de acerola contendo 16% de acido ascérbico. Considerando questdes
de sigilos comerciais, os extratos ndo receberdo seu nome comercial, mas o extrato base
usado em sua obtengéo.
4.3.2 Avaliagao antimicrobiana in vitro da eficacia da substituicao de nitrito sintético
por nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido
a) Avaliacao da atividade antimicrobiana in vitro

Preparo do inéculo

O preparo dos inéculos para os testes de atividade antimicrobiana foi realizado
segundo as recomendacoes do protocolo M11-A8 para bactérias anaerdbias (CLS, 2015).
Para tanto, as solugdes de esporos foram transferidas para tubos de ensaio contendo 4 mL
de solugéo salina estéril e homogeneizados em agitador tipo Vortex. Aliquotas de 2 mL
destas suspensodes foram tomadas para leitura em espectrofotdbmetro a 540nm e ajustadas
com solugao salina estéril para valores ODssnm de 0,08 a 0,10, correspondentes a
concentracdo de 108 UFC/mL. Aos 2 mL remanescentes das suspensdes de esporos, foi
adicionado o mesmo volume de solucéo salina estéril. A partir das solu¢gdes padronizadas,

foi realizada a diluicdo decimal seriada de forma a se obter, ao final da mesma, a
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concentragdo de 108 UFC/mL. Destas ultimas diluigdes, 6 mL foram transferidos para tubos
contendo 3 mL de caldo BHI, estabelecendo-se uma concentragdo de 10° UFC a 10°
UFC/mL em 100 pL, sendo que nos pogos das microplacas inoculados as concentragbes
foram de 10° UFC/mL.

Preparo das solucbes de compostos antimicrobianos

Para a determinacao de atividade antimicrobiana das culturas foram preparadas
solugdes individuais de cada composto, diluidas em caldo BHI em concentragao dupla.
Foram avaliados os seguintes compostos e concentragdes: nitrito (25 ppm, 50 ppm e 150
ppm); eritorbato de sddio (500 ppm); eritorbato de sodio (500 ppm) suplementado com nitrito
(25 ppm, 50 ppm e 150 ppm); nitrito obtido a partir de extrato de acelga (25 ppm, 50 ppm e
150 ppm nitrito), nitrito obtido a partir de extrato de aipo (25 ppm, 50 ppm e 150 ppm),
sorbato de potassio (2,5 % e 5,0 %) e lactato de sodio (5,0 % e 10,0 %). A partir dos
resultados encontrados na avaliagao individual de cada composto antimicrobiano foram
formulados blends com os compostos que apresentaram resultados promissores e foi
determinada sua atividade antimicrobiana.

Os valores de atividade de agua das solugbes dos compostos antimicrobianos
foram determinados com medidor de atividade de agua Aqualab 4TE (BRASIL, 2019) e o pH
foi determinado em pHmetro Digimed DM-23 (BRASIL, 2019) com eletrodo tipo penetracgéo.

Preparo da microplaca

Foram usadas nos testes microplacas com 96 pocos de fundo em U, com
capacidade de 300 uL e tampas descartaveis e estéreis. Em cada poco foram adicionados
100 yL das solugdes dos compostos com atividade antimicrobiana. Posteriormente, foram
inoculados 100 pL de cada suspensdo de esporos bacterianos. Como controle positivo
foram inoculados 100 pyL de caldo BHI sem adicdo do composto testado e 100 uL das
culturas, enquanto o controle negativo foi preparado com a solugao de 100 pL dos caldos e
100 pL de agua deionizada estéril. As microplacas foram incubadas a 37 °C £ 1°C por 24 h
em anaerobiose. Os testes foram repetidos duas vezes.

Leitura dos resultados

Apos o periodo de incubagao foram adicionados 50 uL da solugdo reveladora de
0,1% de Resazurina (7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) em cada pogo e as placas
foram reincubadas em anaerobiose a 37 °C £ 1°C por 2 h. A atividade antimicrobiana dos
compostos foi definida como a menor concentracdo da amostra, capaz de impedir o
aparecimento de coloragao rosa, conferida ao meio quando as células apresentam atividade

metabdlica.
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4.3.3. Avaliacdao da seguranga microbioldgica da substituicdo de nitrito sintético por
nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido e de eritorbato de sédio por
extrato de acerola em mortadela estavel em temperatura ambiente

A partir dos resultados obtidos no teste de avaliagdo antimicrobiana in vitro da
eficacia da substituicdo de nitrito sintético por nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-
convertido, um extrato vegetal foi selecionado para realizagdo do teste de desafio em
mortadela estavel em temperatura ambiente. Para tanto, foram seguidos os procedimentos
estabelecidos no NACMF (2010).
a) Processamento do lote experimental de mortadela artificialmente contaminada com
esporos de Clostridium sporogenes

Preparo do “pool” de esporos de Clostridium sporogenes

A partir das solugdes de esporos de Clostridium sporogens previamente isolados
de massas de mortadela e das culturas de referéncia de C. sporogenes (PA3679,
ATCC3584 e ATCC11437) foi transferida uma aliquota de 10mL de cada solugao para um
Erlenmeyer estéril. Este pool de esporos foi submetido a choque térmico a 80 °C + 1°C por
12 min seguido por imersdo em banho de gelo por 5 min e realizada sua quantificagéo
confome descrito no item 4.1.2. Este pool de esporos foi armazenado sob refrigeracao (5 °C
+ 1 °C) até o momento do uso.

Caracterizacdo das matérias-primas

Para a caracterizagdo das matérias-primas foram realizados os ensaios de
cinzas (BRASIL, 2019), umidade (BRASIL, 2019), proteina (BRASIL, 2019) e gordura
(BRASIL, 2019), Enterobacteriacea (1ISO 21528-2, 2017), bactérias lacticas (ISO 13721,
1996), clostridios sulfito redutores (SALFINGER & TORTORELLO, 2015), esporos de
clostridios sulfito redutores (SALFINGER & TORTORELLO, 2015), Clostridium perfringens
(ISO 7937, 2004) e estafilococos coagulase positiva (ISO 6888-1, 2021).

Processamento das amostras de mortadela

Neste estudo foi usada uma unica concentragao de nitrito adicionado (150 ppm),
eritorbato de sodio (500 ppm), extrato de acerola (1400 ppm), e com trés condigbes de
atividade de agua sendo: 0,94, limite minimo na literatura para inibicdo da germinacéo e
crescimento de C. botulinum; 0,970, valor considerado de risco na literatura para a
germinagao e crescimento de C. botulinum e 0,955 atendendo aos parametros definidos no
oficio circular n.° 005/2015/CGI/DIPOA/DAS (BRASIL, 2015) para produgéo de mortadelas
estaveis em temperatura ambiente. Desta forma, as amostras de mortadela foram
elaboradas na planta piloto do CTC/Ital usando uma formulagdo padréo (Tabela 2) e foram

produzidos seis tratamentos, sendo eles:
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CT94: nitrito de sddio (cura tradicional); atividade de agua 0,940;
CT95: nitrito de sddio (cura tradicional); atividade de agua 0,955;
CT97: nitrito de sddio (cura tradicional); atividade de agua 0,970;
CN94: extrato vegetal (cura natural); atividade de agua 0,940;
CNO95: extrato vegetal (cura natural); atividade de agua 0,955;
CNO97: extrato vegetal (cura natural); atividade de agua 0,970.

Tabela 2. Formulacdo das amostras com a cura tradicional e natural.

. . . Cura Tradicional Cura Natural
Matérias-primas / Ingredientes . .
Yo g Yo g
CMS frango 60,00 9000 60,00 9000
Retalho suino 15,20 2280 15,20 2280
Figado suino 1,00 150 1,00 150
Rim suino 1,00 150 1,00 150
Gel de pele suina crua (2:1) 12,00 1800 10,96 1644
Proteina texturizada de soja 3,50 525 3,50 525
Fécula mandioca 5,00 750 5,00 750
Sal * * * «
Agucar 0,60 90 0,60 90
Condimento mortadela (38% de sal) 1,00 150 1,00 150
Fosfatos 0,50 75 0,50 75
Extrato vegetal de Aipo - - 1,00 150
Sal de cura (90% de sal e 10% de nitrito) 0,15 22,5 - -
Acerola (16% de acido ascorbico) - - 0,24 36
Eritorbato de sdédio 0,05 7.5 - -
TOTAL 100 15000 100 15000

* A quantidade de sal adicionada foi calculada e ajustada apos analise de umidade micro-ondas da massa carnea (Tabela 3).

As matérias-primas carneas congeladas foram quebradas em quebrador de
blocos, e apdés foram moidas com o CMS em discos de 16 mm. A massa carnea, a CMS, os
miudos e o gel de pele foram transferidos para o Blixer® 4 (Robot Coupe, Franga) e
homogeneizadas. Aproximadamente 50 % da massa carnea foi inoculada, por meio da
técnica de gotejamento usando uma pipeta graduada, com o pool de esporos de clostridios
(3 log UFC/g) e os demais 50 % de massa carnea ndo inoculadas com os esporos destas
bactérias foram usadas como controle dos testes. Foram adicionados o fosfato, o sal de
cura e/ou o extrato vegetal, o condimento, a proteina texturizada de soja, a fécula de
mandioca e o agucar e a mistura foi submetida a homogeneizacao para formagdo de uma
emulsao (Figura 2).

Uma aliquota da massa de cura tradicional e uma outra de cura natural foram
retiradas e foi determinada a umidade (% UR) por metodologia rapida (microondas) segundo

Pettinati (1975), onde foi possivel obter os calculos para ajustar a atividade de agua (Aw) de
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cada tratamento, através da adicdo de NaCl, conforme a equacao de Krispien, Rodel e
Leistner (1979) modificada.
Equacao 1:

Aw alve = [0,99918 + (—0,00726 * CS)] [Equacio 1]
Onde CS ¢ a concentragao salina, calculada conforme a Equacgéo 2.

Equacgao 2:

NaCl (%) * 100
NaCl (%) + Umidade (%)

C5(Concentracio salina) = (

Tabela 3. Valores adicionados de cloreto de sédio na massa carnea apés ajuste de Aw.

Tratamentos
Teor de sal
CT94 CT95 CT197 CN94 CN95 CN97
% 4,53 3,58 1,75 455 3,56 1,72
g* 679,5 537 262,5 682,5 534 258

* Valor calculado considerando 5 Kg de massa carnea para cada tratamento.

Ap6s adigao do cloreto de sddio e o ajuste da atividade de agua, a emulsao foi
homogeneizada e as amostras dos seis tratamentos foram embutidas em envoltério plastico
impermeavel e encaminhadas para o cozimento em forno combinado (Rational Combimaster
Plus). O regime de cozimento utilizado nessa etapa foi 85 °C até que o interior do produto
atingisse 72 °C. Apds o cozimento, o produto foi resfriado em agua corrente e as amostras
foram armazenadas em sala climatizada a 26 °C + 1 °C com umidade relativa de 80 % por
90 dias.

As amostras de mortadela foram encaminhadas para analises fisico-quimicas,
microbiolégicas e sensoriais apés 24 h de armazenamento a 26 °C + 1 °C. Foram
produzidos dois lotes experimentais e foi considerada como unidade experimental do estudo
uma pega de mortadela com aproximadamente 200 g. Todos os ensaios foram realizados

em triplicata de amostras.
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arnes

Adicao de sal para ajuste da
atividade de agua

I Sl

Cozimento (85°C)
(72°C no interior do produto)

Embutimento em tripa
plastica impermeavel 60mm

Produto final

Figura 2. Etapas do processamento do lote experimental.
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b) Caracterizagao fisico-quimica e microbiolégica das mortadelas

Apdés 24 horas de armazenamento, trés amostras de mortadela de cada
tratamento foram selecionadas para a realizagcado dos ensaios fisico-quimicos de umidade,
proteina, gordura, carboidratos, cinzas, atividade de agua, pH, nitrito e nitrato (BRASIL,
2019). Também foram realizados os ensaios de Salmonella spp. (ISO 6579-1, 2020),
Escherichia coli (1ISO 16649-2, 2001), Clostridium perfringens (ISO 7937, 2004) e
estafilococos coagulase positive (ISO 6888-1, 2018) conforme preconizados na Instrugao
Normativa n°® 161 de 1° de julho de 2022 (BRASIL, 2022). Com o objetivo de avaliar as
caracteristicas sensoriais, também foram realizados os ensaios de cor objetiva e perfil de
textura conforme descritos abaixo.

As atividades da Etapa Il deste projeto foram realizadas entre junho de 2021 e
maio de 2022, periodo afetado pela Pandemia de Covid-19. Sendo assim, ndo foi possivel a
realizagdo de avaliagdes sensoriais com provadores. Com o objetivo de caracterizar o

produto foram realizados os ensaios de cor objetiva L*a*b* e perfil de textura.

A analise de cor objetiva foi realizada utilizando espectrofotdmetro portatil
Minolta Chroma Meter 508D (Minolta Camera Co., Japan), previamente calibrado em
superficie branca (Figura 3a). Os parametros avaliados foram L* (luminosidade), a*
(intensidade de vermelho/verde) e b* (intensidade de amarelo/azul). A analise foi realizada

em cinco replicatas de analise.

O perfil de textura foi realizado no equipamento Texture Analyser TA-XT2i. com
o probe acoplado, as amostras de mortadela foram padronizadas com diametro de 1,5 cm
por 1,5 cm de altura, foram feitas oito repeticdes para cada formulagcao de mortadela (Figura
3b). Para a determinagao do perfil de textura foram analisadas as propriedades de dureza,

elasticidade, coesividade, gomosidade e mastigabilidade.

b)
|

(e ——
h ;

a)

Figura 3. Anadlises instrumentais em mortadela. a) Espectrofotémetro portatili Minolta
Chroma Meter 508D e b) Texturédmetro Texture Analyser TA-XT2i
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¢) Acompanhamento da vida util das mortadelas

No 15° 30°, 45° 60° 75° e 90° dia de armazenamento foram realizados os
ensaios de bactérias lacticas (ISO 13721, 1996), clostridios sulfito redutores (SALFINGER &
TORTORELLO, 2015), nitrito (BRASIL, 2019) e nitrato (BRASIL, 2019). Os ensaios foram
realizados em ftriplicata de amostras. Os resultados microbioldgicos foram expressos em log

UFC/g e os resultados de nitrito e nitrato em g/100g.

4.4. Andlise estatistica

Os resultados de caracterizagdo das mortadelas (24 h) foram submetidos a
analise de variancia (ANOVA) simples (One Way) e a diferenga significativa entre as médias
foi determinada com o teste de Tukey com 95% de significancia. Nos resultados dos ensaios
microbiolégicos foram avaliados o efeito do tratamento e da interagdo tratamento X tempo,
quando presentes na etapa analisada. A diferenca entre as médias para os efeitos
significativos (p<0,05) foram comparadas pelo teste de Tukey. Foi usado o programa
Statistica 10
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Produgao de esporos

O método de esporulagdao de MAH et al. (2009) possibilitou a obtencado de
contagens consideraveis de esporos das quatro culturas de Clostridium: 5,4 x 107 UFC/mL
de C. sporogenes PA3679; 2,5 x 10" UFC/mL de C. sporogenes ATCC3584; 1,7 x 107
UFC/mL de C. sporogenes ATCC11437, e 1,6 x 107 UFC/mL de C. sporogenes ATCC19404.
De acordo com esta metodologia o tempo de obtencao dos esporos é relativamente longo
(18 dias). No entanto, as concentragbes elevadas de esporos obtidas possibilitaram a
inoculagdo das massas cruas de mortadela para determinar a eficiéncia dos testes de
determinacgao de esporos de mesofilos anaerdbios, os estudos de avaliagao in vitro e o teste
de desafio na mortadela.
5.2. Etapa I: Prevaléncia, caracterizacao e identificagdo molecular dos esporos de
bactérias anaerébias meséfilas isoladas a partir de massas de mortadela comerciais
5.2.1. Avaliacao do método analitico para determinagcdo de esporos de meséfilos
anaerobios

Na determinagcdo da concentracdo de esporos de mesodfilos anaerdbios nas
massas cruas de mortadela que foram artificialmente inoculadas pelo pool de esporos,
constituido pelas trés espécies de C. sporogenes, verificou-se que a metodologia
empregada foi eficaz para a recuperagao dos esporos nesta matriz carnea (Tabela 4). Desta
forma, constatou-se que as concentragdes dos esporos inoculados foram recuperadas pelo
método empregado. Observou-se pela analise da amostra controle que as massas cruas
ndo apresentavam contaminagdo natural por esporos antes de sua inoculagédo. As baixas
concentragdes de esporos inoculadas nas amostras com concentragdes de 10" UFC/g foram
recuperadas satisfatoriamente, o que evidencia que os métodos poderdao ser usados em
amostras em que se prevé a obtencdo de um numero reduzido de esporos. Considera-se
que a prevaléncia de esporos de C. botulinum em carnes e produtos carneos € inferior a
10 % e a carga de esporos geralmente se apresenta em numeros muito baixos, inferiores a
10 UFC/g (GLASS & MARSHALL, 2013).

Tabela 4. Resultados de esporos de mesdfilos anaerdbios das massas artificialmente
inoculadas

Esporos de mesoéfilos

Amostras anaerdbios (NMP/g)®
Repeticao 1 Repeticao 2 Repeticao 3
1° 1,1x103 1,1x 10% 1,1x103
1° 1,1x103 1,1x 10% 1,1x103
2°¢ 3,6 3,6 3,6
2°¢ 3,6 3,6 3,6
Controle? <0,3¢ <0,3¢ <0,3

a Numero Mais Provavel por grama; ® Concentragdo inicial: 108 UFC/g; ¢ Concentrag&o inicial: 10" UFC/g;
d Massa crua de mortadela sem adig&o de indculo; © Limite de detecgdo do método
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5.2.2. Deteccao de esporos de bactérias mesofilas anaerdbias em massas cruas de

mortadelas comerciais

Foi analisado um total de 57 amostras de massas cruas de mortadelas (Tabela

5) e em 75% destas amostras foi confirmada a presenca de esporos de bactérias

anaerobias mesodfilas. Em um total de 1,8 % dessas massas cruas de mortadelas verificou-

se contagens superiores a 1,0 x 102 NMP/g, nas demais amostras as contagens foram

reduzidas, entre 0,3 NMP/g e 1,5 x 10" NMP/g.

Tabela 5. Contagens de esporos de mesdfilos anaerdbios das massas cruas de mortadela

analisadas.
Formulagao Esporos de
Empresa  Amostra . CMS Amido/ ,  Nitito  nooolo%
(%)  Fécula (ppm)° (NMP/g)
A Suina 60 Fécula 0,950 300 <0,3¢
B Suina 60 Fécula 0,950 300 <0,3
C Suina 60 Fécula 0,950 300 <0,3
D Suina 60 Fécula 0,955 300 <0,3
A E Suina 60 Fécula 0,955 300 <0,3
F Suina 60 Fécula 0,955 300 <0,3
G Suina 60 Fécula 0,960 300 <0,3
H Suina 60 Fécula 0,960 300 <0,3
I Suina 60 Fécula 0,960 300 <0,3
A Frango 47 Ambos 0,953 900 9,3
B Frango 47 Ambos 0,953 900 24x10
5 C Frango 47 Ambos 0,953 900 7,5
D Suina 40 Ambos 0,973 720 7,5
E Suina 40 Ambos 0,973 720 1,5x10
F Suina 40 Ambos 0,973 720 4,3
A Suina 60 Fécula  0.960 300 0,74
B Suina 60 Fécula  0.960 300 4,3
C Suina 60 Fécula  0.960 300 9,3
D Suina 60 Fécula  0.960 300 4,3
C E Suina 60 Fécula  0.960 300 3,8
F Frango 45 Ambos  0.960 300 2,3
G Frango 45 Ambos  0.958 300 2,4x10
H Frango 45 Ambos  0.958 300 0,92
I Frango 45 Ambos  0.958 300 0,92

a2 Numero Mais Provavel por grama
b Matéria-prima carnea

¢ Nitrito adicionado

d Limite de detecg&o do método
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Tabela 5. Contagens de esporos de mesdfilos anaerdbios das massas cruas de mortadela
analisadas (Continuagao).

Formulagao Esporos de
Empresa Amostra MP® CMS  Amido/ Aw Nitrito anr::::;g‘i):s

(%)  Fécula (ppm)° (NMP/g)?
A Suina 60 Fécula 0,975 300 1,5
B Suina 60 Fécula 0,975 300 1,5
C Suina 60 Fécula 0,975 300 9,3
D Suina 40 Fécula 0,962 300 <0,3
E Suina 40 Fécula 0,962 300 <0,3
F Suina 40 Fécula 0,962 300 0,36
G Suina 60 Fécula 0,975 300 3,6
H Suina 60 Fécula 0,975 300 3,6
I Suina 60 Fécula 0,975 300 3,6
J Suina 40 Fécula 0,962 300 3,6
K Suina 40 Fécula 0,962 300 3,6
L Suina 40 Fécula 0,962 300 3,6
M Suina 60 Fécula 0,975 400 3,6
N Suina 60 Fécula 0,975 400 3,6
0] Suina 60 Fécula 0,975 400 9,2
P Suina 40 Fécula 0,962 300 3,6
D Q Suina 40 Fécula 0,962 300 3,6
R Suina 40 Fécula 0,962 300 3,6
S Suina 40 Fécula 0,962 300 0,36
T Suina 40 Fécula 0,962 300 0,92
U Suina 40 Fécula 0,962 300 <0,3
Y Suina 40 Fécula 0,962 300 3,6
w Suina 40 Fécula 0,962 300 3,6
X Suina 40 Fécula 0,962 300 2,3
Y Suina 60 Fécula 0,975 400 0,92

Z Suina 60 Fécula 0,975 400 1,0 x 102
AA Suina 60 Fécula 0,975 400 2,3
AB Suina 40 Fécula 0,962 300 4,3
AC Suina 40 Fécula 0,962 300 1,5
AD Suina 40 Fécula 0,962 300 7.5
AE Suina 40 Fécula 0,962 300 4,3
AF Suina 40 Fécula 0,962 300 4,3
AG Suina 40 Fécula 0,962 300 0,92

a2 Numero Mais Provavel por grama
b Matéria-prima carnea

¢ Nitrito adicionado

d Limite de detecg&o do método
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Alguns trabalhos ja realizados corroboram com os resultados obtidos neste
estudo. GREENBERG et. al. (1966) realizaram um estudo para quantificar e isolar esporos
de C. botulinum em amostras de carnes cruas. A conclusao que tiveram do estudo é que o
nivel de contaminacdo de esporos em carne crua € muito baixo, ocorrendo raramente a
contaminacgao do produto. STRINGER et. al. (2011) realizaram um estudo de determinacao
do potencial de produgao de toxina botulinica durante a vida util de carne bovina resfriada
embalada a vacuo. Estes concluiram que a probabilidade de crescimento de C. botulinum e
formacdo de toxina neste produto pode ser reduzida, mas é possivel que ocorra a 5 °C apds
28 dias de armazenamento. GLASS e MARSHALL (2013) verificaram que a prevaléncia de
esporos de C. botulinum em carnes e produtos carneos ¢ inferior a 10 %, sendo que a carga
de esporos geralmente se apresenta em numeros muito baixos e sua distribuicdo varia por
regido geografica. Segundo estes autores, a presenga da bactéria C. botulinum em

concentragdes reduzidas apresenta um desafio para a seguranga dos produtos carneos.

5.2.3. Isolamento, caracterizagado bioquimica e identificagdo molecular dos isolados de

esporos de bactérias mesoéfilas anaerdébias

Um total de 41 culturas com caracteristicas tipicas de clostridios sulfitos-
redutores foi isolada em agar TSC. Os resultados da caracterizagdo dos microrganismos

isolados encontram-se disposto nos Tabela 6.

A interpretacado dos resultados levou em consideragcido as reagdes tipicas para
C. sporogenes. Desta forma, dentre as culturas, 42 % apresentaram-se negativas para o
teste de lecitinase, 20 % apresentaram-se positivas para o teste de lipase, 100 %
apresentaram-se negativas para o teste de catalase e 20 % apresentaram-se negativas para
o teste de nitrato. Destas, trés culturas foram selecionadas como o perfil similar ao

C. sporogenes, sendo elas: CP5, JP2 e OP2.
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C:nt:::?s(:rcaigs Esporos Sulfito Lecitinase Lipase Gram Catalase Nitrato Motilidade Lactose Gelatina
AP1 P + + - Bastonete G+ - + + + -
AP2 P + + - Bastonete G+ - + + -
AP3 P + + - Bastonete G+ - + + + -
AP4 P + + - Bastonete G+ - - - + -
APS5 P + + - Bastonete G+ - + + + -
BP1 P + - - Bastonete G+ - + + + +
BP2 P + - + Bastonete G+ - - + + -
BP3 P + - + Bastonete G+ - - + + -
BP4 P + - + Bastonete G+ - + + + -
BP5 P + - + Bastonete G+ - + + + -
CP5 P + - + Bastonete G+ - - + + -
DP1 P + - - Bastonete G+ - + + + -
DP2 P + - - Bastonete G+ - + + + -
DP3 P + - - Bastonete G+ - + + + -
DP4 P + - - Bastonete G+ - + + + -
DP5 P + - - Bastonete G+ - + + + -
DP6 P + + - Bastonete G+ - + + + -
DP7 P + + + Bastonete G+ - + + + -
DP8 P + - - Bastonete G+ - - + + -
EP1 P + - - Bastonete G+ - - - + -
EP2 P + - - Bastonete G+ - - - + -
EP3 P + - - Bastonete G+ - + + + -
EP4 P + - - Bastonete G+ - - - + -
EP5 P + - - Bastonete G+ - - - + -
EP6 P + - - Bastonete G+ - - - + -

P = Presenga; (+) = Resultado positivo para o teste; (-) = Resultado negativo para o teste; G+ = Gram positivo; v = variavel
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Tabela 6. Caracterizacao bioquimica, fisioldgica e morfolégica das cepas das bactérias mesofilas (Continuacao).

Cédigo das

amostras Esporos Sulfito Lecitinase Lipase Gram Catalase Nitrato Motilidade Lactose Gelatina
EP7 P + - - Bastonete G+ - - - + -
EP8 P + - - Bastonete G+ - - - + -
EP9 P + - - Bastonete G+ - - - + -
EP10 P + - - Bastonete G+ - - - + -
FP1 P + - - Bastonete G+ - + + + -
FP2 P + - - Bastonete G+ - + + + -
FP3 P + - - Bastonete G+ - + + + -
FP4 P + - - Bastonete G+ - + + + -
FP5 P + - - Bastonete G+ - + + + -
HP1 P + - - Bastonete G+ - + + + -
HP2 P + - - Bastonete G+ - + + + -
HP3 P + - - Bastonete G+ - + + + -
HP4 P + - - Bastonete G+ - + + + -
HP5 P + - - Bastonete G+ - + + + -
JP2 P + - + Bastonete G+ - - + + -
OoP2 P + - + Bastonete G+ - - + + -
C. sporogenes P + - + Bastonete G+ - - v + +
C. perfringens P + + - Bastonete G+ - % - + +

P = Presenga; (+) = Resultado positivo para o teste; (-) = Resultado negativo para o teste; G+ = Gram positivo; v = variavel
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5.2.4. Identificagdo molecular de C. sporogenes

A presenca do gene colA indica a presencga de colagenase em C. sporogenes.
As enzimas colagenases sao proteases que tém a capacidade de quebrar a estrutura triplice
do colageno natural e desnaturado. Elas desempenham um papel importante em diversos
processos fisiolégicos e patoldgicos, como no desenvolvimento dos ossos do feto,
desenvolvimento embrionario, cicatrizacdo de feridas, artrite reumatoide, invasao de
tumores malignos, Ulceras intestinais e inflamagdo crbénica das gengivas. Em
microrganismos, estas enzimas possuem a fun¢do de degradar a barreira de colageno do

hospedeiro durante uma infecgao (GUTIERREZ-FERNANDEZ et al., 2007; WU et al., 2010).

A presenga do gene colA, responsavel pela codificagdo da enzima colagenase
ap6s analise de PCR foi evidenciada nas culturas CP5, JP2 e OP2. Os padrdes positivos de
C. sporogenes (PA3679, ATCC3584, ATCC11437, ATCC19404), apresentaram o gene
conforme indicado na Figura 4, comprovando a eficiéncia do primer utilizado no método
analitico.

A auséncia dos genes target IOA, CBMLB, CBMLE e CBMLF indica que as
culturas ndo possuem genes de toxina botulinica A, B, E e F, portanto, sdo cultivos seguros
para realizacdo dos demais testes e avaliagdes. A presenca do gene IAC (controle interno)

comprova a eficiéncia das reagdes multiplex utilizadas no método analitico (Figura 4).
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Figura 4. Amplificacao de PCR de fragmentos de DNA das culturas CP5, JP2 e OP2 e dos
padrées positivos de Clostridios sporogenes (PA3679, 3584, ATCC11437, ATCC19404),

com o emprego do primer do gene colA (a) e dos genes target IOA, CBMLB, CBMLE e
CBMLF

(b).
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5.2.5. Avaliagao in vitro da susceptibilidade dos esporos de bactérias anaerdébias
mesofilas isoladas de mortadelas comerciais frente as principais barreiras usadas em

produtos carneos curados e cozidos
a) Determinagao da curva de germinacgao e crescimento dos esporos

Os resultados da curva de germinacgéo e crescimento das culturas CP5, JP2 e

OP2 dos esporos e do C. sporogenes sao apresentados na Figura 5.
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Figura 5. Resultados da curva de crescimento dos esporos dos microrganismos isolados
apos incubacao na temperatura de 30 °C.

E possivel observar que as culturas isoladas na temperatura de 30 °C
apresentaram o mesmo perfil de crescimento do C. sporogenes. Observou-se também que a
germinagao ocorreu entre 22 h e 25 h de incubacgio. Este resultado foi validado pela
microscopia de contraste de fase, onde foi observado que apds 22 h, 50 % das células
presentes na lamina eram vegetativas. Apds o periodo de germinagédo, foi constatado o
modelo de Gompert modificado (BARANY & ROBERTS, 1995) que o inicio da fase lag foi

com 45,645 + 0,24 h de incubacao para todas as culturas avaliadas.

b) Verificagdo da capacidade de germinagao e crescimento dos esporos em diferentes

temperaturas de estocagem

Os resultados da verificagdo da capacidade de germinagéo e crescimento dos
esporos dos microrganismos isolados em diferentes temperaturas foram apresentados na

Figura 6.
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Figura 6. Capacidade de germinagédo e de crescimento dos esporos em diferentes
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Observou-se que a temperatura é realmente um fator fundamental para o retardo
da germinacao dos esporos e crescimento das vegetativas. Comparando a germinacao das
culturas, observou-se que em um periodo de 20 dias o valor de absorbancia atingido foi
proximo a 0,400 a 4 °C e a 10 °C apresentou valor préximo a 0,600. Nas temperaturas de
25 °C e 35°C observou-se crescimento rapido, sendo a transicdo da fase lag a log no
periodo entre 12 h e 23 h e entre 12 h e 24 h, respectivamente. Portanto, presume-se que a
temperatura étima para crescimento ocorra entre 25 °C e 35 °C. DODDS & AUSTIN (2001)
mostraram que a temperatura minima de crescimento para as cepas de C. botulinum B, E e
F é em torno de 3,3 °C, sendo que a temperatura 6tima de crescimento é entre 18 °C e

25 °C e a maxima é de 45 °C.

c) Avaliagao in vitro do efeito inibitério de agentes quimicos, fisicos e biolégicos na

germinagao dos esporos

E possivel observar na Figura 7a a inibicdo de aproximadamente 90,9% da
germinagao das culturas em valores de atividade de agua de 0,930 e 0,940 e reducéo de
aproximadamente 68,2 % na atividade de agua de 0,950 e 0,955, nos demais valores nao
houve inibicao. Em 2002, GELLI et al. apresentaram um estudo no qual a atividade de agua
inferior a 0,93 era fator limitante para o crescimento do C. botulinum, dizendo ainda que a
bactéria ndo possui habilidade competidora frente a outros microrganismos. CERESER et al.
(2008) também relata que o pH inferior a 4,5 cessa sua multiplicagdo. Estas informagdes se
assemelham com os resultados apresentados na Figura 7b, onde houve inibicdo de
aproximadamente 90,9 % da multiplicacao das culturas testadas em pH com valores de 3,0

a 4,6. O pH 5 apresentou inibicdo de aproximadamente 24,54 %.

Observou-se na Figura 7c que houve inibicdo de aproximadamente 90,9 % da
germinagao das culturas a partir da concentracao de 50 ppm de nitrito. AMSTALDEN et al.
(1997) observaram a formacgédo de toxina botulinica em presunto e mortadela inoculados
com aproximadamente 10* esporos de C. botulinum tipos A e B, considerando uma
temperatura de estocagem de 30 °C. Nas amostras de mortadela preparadas com 200 ppm
de nitrito de sédio e 500 ppm de eritorbato de sbédio, apds 28 dias de armazenamento a 30
°C néao foi detectada toxina botulinica e o nitrito sofreu reducao para 1,6 ppm. Ja o presunto
armazenado na mesma temperatura apresentou toxina botulinica apds 12 dias com residual
de nitrito equivalente a zero. Reforgando o efeito inibitério do nitrito, PIVNICK et al. (1969)
concluiram que para suprir a auséncia de nitrito em carne suina curada ha a necessidade da
adicao de concentragdes superiores a 6,1 % de cloreto de sddio para evitar a producéo de
toxina botulinica. Estes testes foram realizados com adi¢&do de 10° esporos de C. botulinum

por grama de carne.
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Observou-se na Figura 7d que houve efeito inibitério do lactato de sddio de
aproximadamente 71,82 % nas concentragbes de 2,5 % e 3,0 % devido a alteracdo em
relacdo a densidade otica. Segundo MILLER et al. (1993) uma concentracao de 2,0 % de
lactato de sédio é capaz de impedir a producao de toxina, como também inibir o crescimento
do C. botulinum em carne de peru. MEYER et al. (2003) relataram que adicionando 2,5 % de
lactato de sédio em peito de peru cozido armazenado em temperatura ambiente, foi possivel

um retardo de 14 dias para que ocorresse a germinacao de esporos de C. sporogenes.

A Figura 7e apresenta a ineficiéncia de inibicdo do eritorbato de sédio, no
qual em nenhuma das concentracbes avaliadas tiveram eficiéncia inibitéria. Porém,
avaliando a Figura 6f observou-se fator inibidor moderado, média de 38 %, do nitrito com
eritorbato a partir de 50 ppm de nitrito adicionado. Em contrapartida, nas concentragdes
superiores a 200 ppm a inibicdo foi mais eficiente, aproximadamente 90,9 %. JAY et al.
(2005) relataram o efeito competidor do eritorbato, o qual acelera a redugao do nitrito
quando adicionados em carnes curadas formando o oxido nitroso que combinara com a

mioglobina para realizar outras reagdes quimicas.
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Figura 7. Efeito de inibicdo dos agentes quimicos e fisicos frente aos esporos dos
microrganismos isolados e do C. sporogenes. a) atividade de agua; b) pH; c) nitrito; d)
lactato de sodio; e) eritorbato de sédio e f) nitrito (150 ppm) combinado com eritorbato de
sodio. 9 Médias na mesma figura diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo método

de Tukey.
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Figura 7 (continuagado). Efeito de inibicdo dos agentes quimicos e fisicos frente aos
esporos dos microrganismos isolados e do C. sporogenes. a) atividade de agua; b) pH; c)
nitrito; d) lactato de sdédio; e) eritorbato de sodio e f) nitrito (150 ppm) combinado com
eritorbato de sddio. ¢ Médias na mesma figura diferem significativamente entre si (p>0,05)

pelo método de Tukey.
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d) Avaliagao in vitro da eficacia do nitrito obtido a partir de extrato vegetal durante o

tratamento térmico

Os esporos dos microrganismos isolados e dos padroes de C. sporogenes
apresentaram resisténcia ao tratamento térmico de 74 °C / 15 s sendo que as contagens
iniciais e finais permaneceram em aproximadamente 6,0 log UFC/g. Em contrapartida, as
células vegetativas dos microrganismos isolados e dos padrdes de C. sporogenes
apresentaram sensibilidade ao tratamento térmico com a reducao de 6 ciclos log UFC/g ao

final do processo.

Na Figura 8, observou-se a ocorréncia de crescimento dos microrganismos apés
o periodo de incubacgao. Este resultado indica a sensibilidade do nitrito de sédio durante sua
exposicao a altas temperaturas e como € importante mantermos um conjunto de medidas de

controle ao crescimento de clostridios durante a vida (util.
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Figura 8. Avaliagdo da resisténcia das culturas submetidas ao tratamento térmico de 74 °C
por 15 s combinado com a adi¢ao de 150 ppm de nitrito in vitro.

5.3. Etapa Il: Avaliagdo da seguranga microbiolégica da substituicdo do nitrito
sintético por nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido em mortadela

estavel em temperatura ambiente

5.3.1 Avaliagao antimicrobiana in vitro da eficacia da substituicao de nitrito sintético

por nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido

As linhagens de C. sporogenes mostraram-se sensiveis aos tratamentos
aplicados com os acidos acético, citrico, latico, malico e tartarico nas concentragdes
testadas (Tabela 7). Esses compostos ocasionaram uma reducgao significativa no pH, com
valores que variavam entre 2,20 e 3,85, indicando uma possivel agdo antimicrobiana destes
compostos por meio da redugéo do pH intracelular. O composto a base de acido propidnico

apresentou desempenho similar aos demais acidos nas concentracdes testadas, porém nao
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ocasionou uma reducgao tao acentuada dos valores de pH, os quais variaram entre 5,46 e
5,63. A atividade de agua das solugbes dos acidos avaliados oscilou entre 0,955 e 0,986,

valores encontrados em diversos produtos carneos cozidos.

A aplicagdo de acidos orgénicos tamponados em produtos carneos com o
objetivo de garantir a seguranca microbioldgica destes alimentos vem sendo estudadas por
cientistas de todo o mundo. Em um trabalho realizado por SABAH et al. (2003) foi verificada
a redugéao de 1 log UF/g durante o periodo de resfriamento de 18 h, apos aplicagédo de 2,0 %
e 4,8 % de citrato de sédio, 2,0 % € 4,8 % de lactato de sddio (solugdo com 60 %) e 0,25 %
de diacetato de sodio em Roasted beef reestruturado. Todos os tratamentos foram
tamponados a um pH de 5,6, 5,0 e 4,4. Neste mesmo estudo também foi evidenciado que o
uso de citrato de sédio ou lactato de sédio em uma concentracao a partir de 2 % inibiram o

crescimento de C. perfringens ao longo do periodo de resfriamento de 18 h.

As linhagens de C. sporogenes apresentaram resisténcia nas concentragdes de
2 % e 5 % de lactato de sodio e sensibilidade na concentragdo de 10 % deste composto
(Tabela 7). A aplicacdo de lactato de sédio nao apresentou variagdes nos valores de pH,
sendo que foram encontrados valores de 6,93. Entretanto, os valores de atividade de agua
oscilaram entre 0,975 com aplicacido de 2 % e 0,945 com aplicagao de 10 %. Esta reducdo
nos valores de atividade de agua pode ter contribuido na inibicdo da germinagdo dos
esporos de C. sporogenes na concentragédo de 10 %. A aplicagdo de concentragbes
superiores a 3 % de lactato de sddio ndo é recomendada devido ao sabor metalico residual

no produto.

A aplicagdo de sorbato de potassio nas concentragbes de 2,5 % e 5,0 % néo
foram capazes de inibir a germinagéo dos esporos de C. sporogenes. Segundo PAREDES-
SABJA et al. (2008), o sorbato de potassio pode estimular a germinagdo dos esporos de
C. sporogenes, ja que o ion potassio um forte indutor para germinagéo de clostridios.
Portanto, devem ser realizados outros estudos de aplicagdo em produtos carneos para
avaliar o uso destes compostos em produtos carneos.

As linhagens de C. sporogenes apresentaram resisténcia na concentragao de
25ppm de nitrito de sédio e sensibilidade nas concentragbes de 50 ppm e 150 ppm (Tabela
7). Resultados similares foram observados no tratamento com aplicacdo do nitrito de sédio
em conjunto com 500 ppm de eritorbato de sédio. Entretanto, no tratamento somente com a
adicdo de 500ppm de eritorbato de sédio ambas as culturas apresentaram resisténcia. E
importante ressaltar que o nitrito € degradado durante o armazenamento, e sua aplicagéao
em produtos cozidos tem a finalidade de realizar o processo de cura e de combater a

germinagao dos esporos durante as etapas de processamento e cozimento dos produtos.
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Apobs a substituicdo do nitrito de sédio sintético por nitrito de sédio obtido a partir
de extratos vegetais de aipo e acelga, foi possivel observar o mesmo perfil de germinagao
dos esporos de C. sporogenes (Tabela 7). Desta forma, a substituicdo in vitro destes
compostos apresentou potencial de inibicdo similar aos encontrados com o nitrito de sédio
sintético. Um trabalho realizado por KING et al. (2015) também demonstrou que
concentragcdes equivalentes de nitrito, independentemente da fonte, fornecem inibicao
semelhante de C. perfringens durante o resfriamento. A aplicagdo de ascorbato potencializa
o efeito antimicrobiano do nitrito sobre o C. perfringens em concentragbes comumente

usadas em carnes sem adi¢ao de nitrito sintético.

As linhagens de C. sporogenes apresentaram sensibilidade aos blends
adicionados de 2% de lactato de sddio, 500 ppm de eritorbato de sédio e 150 ppm de nitrito
de sbédio ou extratos vegetais de aipo ou acelga. Entretanto, estas mesmas linhagens
apresentaram resisténcia aos blends quando foi adicionado 50 ppm de nitrito de sédio ou
dos extratos vegetais (Tabela 8). Os blends avaliados apresentaram valores de pH entre
6,72 e 6,75 e atividade de agua entre 0,967 e 0,968. Estes resultados indicam que o nitrito
de sodio desempenha um importante papel no controle da germinagdo de C. sporogenes
quando os valores de atividade de agua encontram-se acima de 0,96. Como medida para
reducao nos niveis de nitrito de sodio, podemos considerar a reducéo da atividade de agua

ou aplicagao outros métodos de conservagdo combinados.

Golden et al. (2017) realizou um estudo onde avaliou a influéncia da composi¢ao
do produto e da temperatura de armazenamento na produgéo de toxina por C. botulinum.
Para tanto, refeicbes experimentais a base de carnes, vegetais ou carboidratos foram
divididas em dois grupos, sendo um grupo com valores de pH<5,8 e o outro com valores de
pH > 5,8. Todas as amostras foram inoculadas com C. botulinum e armazenadas 25 °C e
12,5 °C por 48 h e 72 h. Todas as amostras armazenadas a 25 °C apresentaram a produgao
de toxina botulinica apdés 72 h, enquanto as amostras armazenadas a 12,5 °C foram
dependentes do valor de pH, apresentando produgao de toxina botulinica has amostras com
pH > 5,8.

Estes resultados demonstram que as barreiras de conservagdo aplicadas em
produtos carneos podem ou n&o apresentar sinergismo entre si, sendo necessaria a
aplicagao de ferramentas de avaliagdo destas barreiras em condigdes em que o controle do
patégeno dentro da industria ndo seja eficaz. Desta forma, podemos concluir que os estudos
gerados pela academia em parceria com as industrias tém impacto direto na manutengéao da
seguranga dos alimentos. E estes dados, podem fornecer informagdes mais confiaveis aos
6rgaos reguladores para gerar normas e regulamentos mais robustos do ponto de vista da

seguranga microbiolégica dos alimentos e mais aplicaveis do ponto de vista das industrias.



Tabela 7. Avaliagdo da atividade antimicrobiana de compostos sobre a germinacgéo de C. sporogenes.

C. sporogenes

Composto Conceontrag.éo Valor Ativi’dade ATCC ATCC ATCC
(%) depH deagua 19404 11437 3584 PA 3679 CP5 JP2 oP2
2,0 3,45 0,979 S S S S S S S
Acido acético 3,0 3,67 0,978 S S S S S S S
5,0 3,80 0,977 S S S S S S S
2,0 3,22 0,984 S S S S S S S
Acido citrico 3,0 2,74 0,986 S S S S S S S
5,0 2,66 0,980 S S S S S S S
2,0 2,88 0,972 S S S S S S S
Acido lactico 3,0 2,94 0,978 S S S S S S S
50 2,65 0,955 S S S S S S S
2,0 2,20 0,982 S S S S S S S
Acido malico 3,0 3,01 0,980 S S S S S S S
50 2,79 0,980 S S S S S S S
) 2,0 3,12 0,985 S S S S S S S
Acido
tartarico 3,0 3,66 0,983 S S S S S S S
50 3,85 0,984 S S S S S S S
Acido 0,3 5,63 0,981 S S S S S S S
propiénico 0,4 5,54 0,982 S S S S S S S
(composto) 0,5 546 0,984 s s s s s s s

R = Resistente; S = Sensivel.



Tabela 7. Avaliacido da atividade antimicrobiana de compostos sobre a germinacgao de C. sporogenes. (Continuagao)

Valor

Atividade

C. sporogenes

Composto Concentragao depH de agua ?;}i,i ?L%(?; g-gg‘tc PA 3679 CP5 P2 oP2
2.0 % 694 0975 R R R R R R R
Lactato de 5,0 % 693 0,966 R R R R R R R
10,0 % 6,95 0,945 s s s s s s s
Sorbato de 2.5% 689 0,980 R R R R R R R
potassio 5,0 % 7,15 0,973 R R R R R R R
25 ppm 677 0,984 R R R R R R R
Nitrito de 50 ppm 675 0,985 s s s s s s s
150 ppm 674 0,987 S s s S s s s
Eritorbato de 500 ppm 675 0,987 R R R R R R R

sodio

Nitrito de 25 ppm 674 0,986 R R R R R R R
Eritscf’rdbigtg ‘o 50 ppm 673 0,986 S S S s s s S
sodio* 150 ppm 673 0,986 S s s S s s s
Extrato de 25 ppm 675 0,982 R R R R R R R
Aipo (pé- 50 ppm 6,74 0,985 S S S S S S S
convertido) 150 ppm 675 0,983 s s s s s s s
Extrato de 25 ppm 674 0,986 R R R R R R R
Acelga (pé- 50 ppm 6,73 0,985 S S S S S S S
convertido) 150 ppm 674 0,985 s s s s s s s

* 500ppm; R = Resistente; S = Sensivel.
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Tabela 8. Avaliagdo da atividade antimicrobiana de blends de compostos antimicrobianos sobre a germinagéo de C. sporogenes.

72

C. sporogenes

Concen Valor Atividade
Blend Composto ~ - ATCC ATCC ATCC
tracao de pH de agua 19404 11437 3584 PA 3679 CP5 JP2 OP2
Lactato de sddio 2%
A N|tr_|to de sddio 150 ppm 6.72 0,967 S s S s S S S
Erltorpgto de 500 ppm
sodio
Lactato de sddio 2%
B Eétftatobdf ’Z'p" 150ppm 675 0,968 S s s s S s S
ritorbato de
sodio 500 ppm
Lactato de sdédio 2%
Extrato de 150 poM
C Acelga PP 6,74 0,968 S S S S S S S
Eritorbato de
s6dio 500 ppm
Lactato de sddio 2%
D NI'E",”O desddio S0ppm  g79  oes R R R R R R R
ntorpgto de 500 ppm
sodio
Lactato de sddio 2%
E Eétfato deAipo  50ppm 575 (967 R R R R R R R
ntorpgto de 500 ppm
sodio
Lactato de sddio 2%
Extrato de 50 opm
F Acelga PP 6,74 0,967 R R R R R R R
Eritorbato de
s6dio 500 ppm

R = Resistente; S = Sensivel
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5.3.2. Impactos fisico-quimicos, sensérias e microbiolégico da substituicido de nitrito
sintético por nitrito obtido a partir de extrato vegetal pré-convertido e de eritorbato de

sédio por extrato de acerola em mortadela estavel em temperatura ambiente

a) Caracterizacao da matéria-prima

As amostras de matérias-primas usadas no processamento do lote experimental
apresentaram teores de umidade entre 58 % e 70 %, proteina de 13 % a 20%, gordura entre
2,80% e 26% e cinzas entre 1,12 % e 2,20 % (Tabela 9). Estes valores sdo considerados

normais para matérias-primas usadas na elaboragao de produtos carneos (BRASIL, 2000).

Tabela 9. Caracterizacao fisico-quimica das matérias-primas

Resultado (g/100g)*

Amostras
Umidade Proteina Gordura Cinzas
CMS 70,09 £ 0,17 15,15+ 0,34 15,24 + 0,12 2,10+0,12
Gel de pele 63,13+ 0,46 13,96 + 0,34 25,39 + 0,32 1,12+ 0,10
Figado 74,24 + 0,31 20,05+ 0,20 4,05+ 0,31 1,89 £ 0,08
Carne suina 58,54 + 0,18 17,42 + 0,46 26,25 + 0,23 2,15+ 0,14
Rim 81,52 + 0,07 14,84 + 0,27 2,80 + 0,07 2,20+ 0,11

* Resultado médio de triplicata de amostras

Ao avaliar a Tabela 10, nota-se a presenga de clostridios sulfito redutores, seja
na forma vegetativa ou esporulada, nas amostras de CMS, gel de pele, figado e carne
suina. Este resultado indica que a qualidade da matéria-prima pode influenciar na
prevaléncia de esporos de clostridios nas massas de mortadela. Cabe ressaltar que o
tratamento térmico aplicado durante o cozimento da mortadela (75 °C) néo é suficiente para
inativar os esporos de clostridios. Desta forma, a aplicagdo de barreiras de inibicao da
germinagao destes esporos durante a vida util do produto € fundamental para a manutencéao

da seguranca desta categoria de produtos.

Tabela 10. Caracterizacdo microbioldgica das matérias-primas

Contagem (log UFC/g)*

Amostras Estafilococos Clostridium CIOStI;!:"OS | Ets P do_ros d?f't
coagulase positiva perfringens su'iito clostridios sufiito
redutores redutores

CMS <2,0 <1,0 2,2 2,6
Gel de pele <2,0 <1,0 1,0 1,3
Figado <2,0 <1,0 1,0 1,3
Carne suina <2,0 <1,0 1,2 1,5
Rim <2,0 <1,0 <1,0 <1,0

UFC: Unidades Formadoras de Col6nias; * Resultado médio de triplicata de amostras
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b) Caracterizagao fisico-quimica da mortadela

Ao avaliar a Tabela 11 podemos verificar que as amostras de mortadela
apresentaram valores médios de 14 % de proteina, 14 % de gordura, 5,8 % de carboidratos.
Em relagdo a umidade, as amostras dos tratamentos CT94 e CN94 apresentaram valores
médios de 57,8 %, enquanto que as amostras dos tratamentos CT97 e CN97 apresentaram
valores de 59,5 %. Desta mesma forma, resultados de cinzas oscilaram aproximadamente 2
% entre as amostras dos tratamentos CT94 e CN94 frente aos tratamentos CT97 e CN97.
Estes resultados encontram-se de acordo o regulamento técnico de identidade e qualidade
de mortadela (BRASIL, 2000).

As diferencas encontradas nas determina¢des de umidade e cinzas (Tabela 11)
entre os tratamentos é um reflexo dos teores de sal adicionados aos tratamentos para
obtengao dos valores de atividade de agua entre 0,94 e 0,97. Sendo assim, estas diferencas
sao esperadas nos tratamentos avaliados.

Tabela 11. Caracterizagdo fisico-quimica em amostras de mortadela apdés 24 h do
processamento.

Resultado (g / 100 g)*
Tratamentos
Umidade Proteina Gordura Carboidratos Cinzas
CT94 57,87 £ 0,03° 14,60 £ 0,012 14,72+ 0,012 5,73 + 0,002 6,25 + 0,002
CT95 58,40 £ 0,082® 14,61 +0,052 14,75+ 0,012 5,83 + 0,012 5,37 + 0,00°
CT97 59,54 £ 0,032 14,69 £ 0,042 14,79 + 0,082 5,77 £ 0,012 3,55 £ 0,02¢
CN94 57,88 £ 0,07° 14,61 £ 0,022 14,71 £ 0,052 5,81 £ 0,012 6,24 £ 0,002
CN95 58,41 £0,072> 14,610,012 14,77 £ 0,032 5,85 £ 0,022 5,35 £ 0,02
CN97 59,56 £ 0,032 14,68 + 0,032 14,80 + 0,042 5,79 £ 0,012 3,56 £ 0,01¢

*Resultados médios de triplicata de amostras; ¢ Médias na mesma coluna diferem significativamente entre si
(p>0,05) pelo método de Tukey.

Ao observar a Tabela 12 podemos verificar que os valores de atividade de agua
alvo durante o planejamento experimental foram alcangados. Os tratamentos que tinham
como alvo a atividade de agua 0,940 obtiveram valores médios de 0,942, enquanto que as
amostras com valor alvo de 0,970 tiveram valores médios de 0,972. Este parametro é
importante para avaliar o comportamento do extrato vegetal quando sdo usadas diferentes
concentragcdes de cloreto de sddio e seu impacto na cor vermelha, na dureza e na
mastigabilidade.

Em relacao aos valores de pH (Tabela 12), os quatro tratamentos apresentaram
valores entre 6,30 e 6,37, valores estes considerados normais para mortadela com alto teor
de CMS (FEINER, 2006). Este resultado indica que o extrato vegetal ndo promove

alteracdes nos valores de pH da mortadela.
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Tabela 12. Valores de atividade de agua e pH em amostras de mortadela apés 24 h do
processamento.

Tratamentos Atividade de agua* pH*
CT94 0,942 + 0,002°¢ 6,30 + 0,002
CT95 0,951 + 0,001 6,31 + 0,002
CT97 0,972 + 0,001 6,33 £ 0,012
CN94 0,943 + 0,000°¢ 6,30 £ 0,012
CN95 0,953 + 0,001 6,37 + 0,022
CN97 0,972 + 0,001 6,36 + 0,022

*Resultados médios de triplicata de amostras; ¢ Médias na mesma coluna diferem significativamente entre si
(p>0,05) pelo método de Tukey.

Na Tabela 13 é possivel observar que os valores médios de L* diferiram
significativamente (p>0,05) entre si segundo o teste de Tukey, sendo que a mortadela com a
cura tradicional apresentou uma cor geral mais escura. Em relagdo aos valores médios de
a*, as amostras ndo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) segundo o teste de
Tukey, sendo consideradas similares. Os valores de b* apresentaram diferenca significativa
(p>0,05) segundo o teste de Tukey, sendo que a mortadela com a cura natural foi
considerada mais amarela.

O valor de a* é o pardmetro mais importante para avaliar a coloragdo da carne e
dos produtos carneos. A redugado deste valor pode indicar uma descoloragdo do produto
tornando-o inaceitavel para o consumidor (HOWE; GULLETT & USBORNE, 1982). Alguns
autores tém reportado uma redugdo desse paradmetro com o uso de antioxidantes naturais
ao longo da vida util (DJERI & WILLIAMS, 2013).

Tabela 13. Valores de cor objetiva L* a* b* em amostras de mortadela ap6és 24 h do
processamento.

Cor objetiva

Tratamento
L* a* b*
CT9%4 56,732 9,872 17,44°
CT95 56,742 9,892 17,46°
CT197 56,782 9,952 17,46°
CN94 55,79° 10,142 18,192
CN95 55,80 10,16 18,182
CN97 55,82° 10,102 18,222

ab Médias na mesma coluna diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo método de Tukey.

Ao avaliar o perfil de textura (Tabela 14) podemos verificar que a dureza
apresentou valores entre 1,57 e 1,82 para o tratamento com cura tradicional e valores entre
1,24 e 1,85 para o tratamento com cura natural. A dureza esta diretamente relacionada com
o teor de proteinas e suas interagbes para a formagao do gel. O aumento na forga do gel,
provocado pela adicdo de cloreto de sddio, pode ter impactado no resultado da dureza e da

mastigabilidade.



76

A presenga de sal interfere diretamente na estrutura das proteinas, aumentando
sua capacidade de ligar agua e gordura, o que resulta em uma emulsdo mais homogénea e
uma melhor retencdo de umidade (TORNBERG, 2005). O uso do sal em baixas
concentragdes (salting in) € fundamental no processo de emulsificacao, pois contribui para a
solubilizagao das proteinas miofibrilares, principalmente actina e miosina, tornando-as mais
soluveis em solugbes aquosas. Em contrapartida, o uso do sal em altas concentragdes
(salting out) desnatura as proteinas ao alterar o ambiente ao redor das moléculas proteicas,
0 que afeta suas estruturas e interagdes. Quando ha uma alta concentragéo de sal, a agua
disponivel para solubilizar as proteinas é reduzida. Essa diminuigdo na disponibilidade de
agua forga as proteinas a se agregarem e se precipitarem, levando a desnaturagao. Essa
precipitacdo e desnaturacdo das proteinas, paradoxalmente, pode tornar o produto mais
mole em alguns casos. Isso ocorre porque, a medida que as proteinas se precipitam e
perdem sua estrutura original, elas formam uma matriz menos coesa e mais permeavel
(FEINER, 2016). Como resultado, a retengao de agua pode diminuir e o produto pode perder
firmeza, levando a uma textura mais mole, conforme observado nos tratamentos CT94 e
CN94 (Tabela 14).

Tabela 14. Valores de perfil de textura em amostras de mortadela apés 24 h do
processamento.

Perfil de textura*

Tratamento
D (kg) E C G M
CT94 1,24 + 0,32¢ 0,85 £ 0,022 0,42 £ 0,142 1,21 £ 0,592 1,04 + 0,462
CT95 1,67 £0,43° 0,85 +0,032 0,46 £ 0,132 1,23 + 0,602 1,05 + 0,532
CT97 1,82 + 0,532 0,86 £ 0,022 0,50 £ 0,082 1,20 £ 0,192 1,03 £ 0,162
CN94 1,24 + 0,22¢ 0,86 £ 0,032 0,51 £ 0,062 1,21 £ 0,232 1,04 + 0,252
CN95 1,65 £ 0,28P 0,88 £ 0,032 0,51+0,122 1,22 + 0,362 1,08 + 0,312
CN97 1,82 £ 0,242 0,87 £ 0,012 0,54 £ 0,022 1,22 + 0,132 1,07 £ 0,122

* Resultados médios de triplicata de amostras; ® Médias na mesma coluna diferem significativamente entre si
(p>0,05) pelo método de Tukey; D: Dureza (kg); E: Elasticidade; C: Coesividade; G: Gomosidade; M:
Mastigabilidade.

¢) Vida util

Os resultados das analises fisico-quimicas realizadas durante a vida util das

amostras de mortadela encontram-se descritas nas Figuras 9 e 10.

As amostras de mortadela analisadas apresentaram um baixo Indice de Peroxido
(IP) durante a vida util. Ao observar a Figura 10, podemos verificar que tanto as amostras
elaboradas com a cura e o acelerador de cura tradicional e as amostras elaboradas com o
extrato vegetal apresentaram valores de IP maximos de aproximadamente 19 mEQ de 02/

kg de gordura.
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O indice de Peréxido é um indicador do estagio inicial da oxidacdo lipidicas,
quando sua presenca € detectada pode-se indicar a deterioragdo de caracteristicas
sensoriais como odor e sabor. O processo de oxidacdo ocorre a partir da interagdo de um
iniciador com o oxigénio, e uma vez ativo, reage com o acido graxo insaturado, retirando um
atomo de hidrogénio do carbono metilénico adjacente a ligacao dupla cis do acido graxo
insaturado e, assim, forma radicais alillicos. Esta reacido, segue em cadeia e ¢é finalizada
somente quando as reservas de acidos graxos insaturados e oxigénio sao esgotadas
(KANNER, 1994). O processo de autoxidagao de gorduras na auséncia de oxigénio, também
conhecida como rancificagdo anerdbica, ocorre principalmente através da acdo de enzimas
lipases e lipoxigenases, que quebram os triglicerideos em &acidos graxos livres e
monoglicerideos. Esse processo pode levar a formagdo de compostos, como aldeidos e

cetonas, que afetam negativamente o odor, sabor e a qualidade dos produtos carneos.

Na literatura poucos sdo os trabalhos que relacionam o indice de Peréxido de
mortadelas estaveis em temperatura ambiente durante a vida util. Talvez, por se tratar de
um produto que é embalado em uma tripa impermeavel ao oxigénio, o préprio envoltorio

atue na protecado da mortadela ao contato com o oxigénio e previna um processo oxidativo.
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Figura 9. Valores médios de indice de perdxidos em mortadelas elaboradas com cura
tradicional e cura natural durante o armazenamento a 26 °C + 1 °C durante 90 dias.

As amostras de mortadela elaboradas com a cura tradicional apresentaram
valores médios de residual de nitrato de sédio de aproximadamente 2 mg / kg. Este
resultado estd de acordo considerando o tipo de sal de cura que foi usado para o
processamento, sendo que este ingrediente tinha em sua composicdo cloreto de sédio
(90 %) e nitrito de sddio (10 %) e com o fato de que em produtos carneos curados, uma boa
quantidade de nitrito adicionado é oxidados a nitrato por enzimas oxidases. Portanto,
residuais de nitrato de sédio em torno de 2 a 5 mg / kg sdo normalmente encontrados em

produtos adicionados somente de nitrito de sddio (FEINER, 2016)
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Em relacdo aos resultados de nitrato de sédio residual nas amostras de
mortadela elaboradas com nitrito obtido a partir de um extrato vegetal, destaca-se que os
niveis residuais médios encontram-se entre 55 e 56 mg / kg durante todo o periodo de vida
util do produto. Este fator pode estar relacionado com a auséncia do crescimento de
bactérias que possuem a capacidade de conversao do nitratro de sddio a nitrito de sdédio, as
chamadas bactérias nitrificantes. Dentre as bactérias nitrificantes podemos destacar as
bactérias lacticas, as quais também sao consideradas de importancia dentro do perfil de
deterioracdo de produtos curados. Como as mortadelas passaram por uma etapa de
cozimento (75 °C) e estas bactérias possuem forma vegetativa, estima-se que as bactérias
lacticas foram inativadas e, como este produto ndo é passivel de manipulagcdo apds o
cozimento, ndo houve a contaminagdo cruzada por estes microrganismos. Sendo assim,

considera-se que estes valores residuais de nitrato de sédio estdo de acordo.

Todas as amostras de mortadela analisadas apresentaram valores residuais de
nitrito de sodio de aproximadamente 55 mg / kg apds 24h de armazenamento a 26 °C + 1
°C. No 15° dia de armazenamento, estes valores ja estavam na ordem de 10 mg / kg e no
90° dia de armazenamento atingiram a faixa entre 2 e 5 mg / kg (Figura 10). De acordo com
Robach et al (1978), a combinagdo de um residual de 40 mg / kg de nitrito e de 0,2 % de
acido ascorbico é superior em relagao a inibicdo da germinagao de esporos de C. botulinum
quando comparado a adi¢do de 156 ppm de nitrito isoladamente. Entretanto, doses de 0,2%

de acido ascorbico ndo sao possiveis de serem aplicados em mortadelas.

No Brasil, a Resolugao da Diretoria Colegiada n° 272 de 14 de marco de 2019
preconiza valores residuais maximos de nitrito em 150 mg / kg e a soma dos nitritos e
nitratos, determinados como quantidade maxima residual, ndo deve superar 150 mg / kg,
expressa como nitrito de sédio (BRASIL, 2019). Desta forma, a aplicagdo de 150 mg / kg de
nitrito nas formulagcdes usadas nos produtos deste foi adequada para atender ao

regulamento nacional.
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Figura 10. Valores médios de nitrito de sddio (g/100g) em mortadelas elaboradas com cura
tradicional e cura natural durante o armazenamento a 26 °C + 1 °C durante 90 dias.

As amostras de mortadela analisadas ndo apresentaram crescimento de
bactérias lacticas (<1,0 log UFC/g) durante a vida util. Este resultado demonstra que o
tratamento térmico aplicado no produto durante a etapa de cozimento foi capaz de inativar
este microrganismo. Este resultado era esperado pelo grupo de pesquisa e de grande
importancia para a realizagéo do teste de desafio com esporos de C. sporogenes, visto que
as bactérias lacticas possuem a capacidade de produzir compostos com potencial
antimicrobiano, como por exemplo as bacteriocinas, e estes compostos poderiam interferir
no teste de desafio e inibir a germinagéo dos esporos de C. sporogens. Neste caso o estudo

poderia gerar um resultado falso positivo para a agao antimicrobiana do extrato vegetal.

Ao observar a Figura 11, podemos notar que os tratamentos CT97 e CN97 foram
0s Unicos tratamentos que permitiram a germinagéo dos esporos de C. sporogenes durante
a vida util (p<0,05). Assim, podemos verificar que a barreira da atividade de agua também
exerce um papel fundamental em relagdo a seguranca microbioldgica deste produto durante
a vida util. Em relagdo ao extrato vegetal, podemos verificar que as amostras elaboradas
com o extrato vegetal tiveram seu comportamento similar as amostras elaboradas a partir do
nitrito sintético.

Sebranek e Bacus (2007) relataram que a utilizacdo de extratos vegetais ricos
em nitrato, em conjunto com uma cultura starter redutora de nitrato, foi eficaz na producéo
de carnes processadas com caracteristicas tipicas de carnes curadas. Eles ressaltaram a
importancia de controlar a quantidade de nitrito gerada por esse processo. Além disso, foi
relatado que a combinacgao de extratos vegetais, como o pé de aipo e o p6 de acerola, que é

rico em acido ascorbico, reduz o nitrito com impacto minimo no pH.
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Figura 11. Valores médios da contagem de clostridios sulfito redutores em mortadelas
elaboradas com cura tradicional e cura natural durante o armazenamento a 26 °C £ 1 °C por
90 dias.

Em um estudo realizado por KING et al. (2015) demonstrou que a combinagéo
de 100 ppm de nitrito e de 547 ppm de ascorbato, independente se as fontes de obtencao
eram sintéticas ou naturais, inibiram a germinagcdo e o crescimento de cepas de C.
perfringens durante a etapa de resfriamento de amostras de peito de peru inoculados
artificialmente. Os demais tratamentos contendo somente nitrito ou ascorbato permitiram a
germinagdo e o crescimento de cepas de C. perfringens apés 2 h de resfriamento com
temperaturas entre 40 °C e 50 °C. Este trabalho demonstra a importancia sobre o correto
balango entre os agentes de cura e os aceleradores de cura. Os aceleradores de cura, como
eritorbato e ascorbato, sdo agentes antioxidantes que atuam para acelerar a formagao de
nitrosaminas através da deple¢cao do nitrito. Sendo assim, o equilibrio correto entre estes
compostos e os agentes de cura é essencial para garantir a velocidade correta de deplecao
do nitrito e a manutencao dos aspectos sensoriais produtos carneos (cor, sabor e odor), mas

também a manutengao da seguranga microbiolégica dos produtos carneos.

Djeri & Williams (2014) também reportaram que o nitrito obtido de suco de aipo
pré-convertido inibiu a germinagdo e o crescimento de C. botulinum em amostras de

mortadelas inoculadas artificialmente e armazenadas a 4 °C durante 10 semanas.

Em um estudo conduzido por Juliatto (2015), foram preparadas mortadelas
contendo nitrito de sodio (60 ppm e 120 ppm), eritorbato de sédio (1000 ppm) e lactato de

sédio (0% e 1,2 %) em sua formulagdao. Um tratamento sem nitrito de sddio e sem lactato de
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sédio foi usado como controle. Estas mortadelas foram inoculadas artificialmente com
esporos de C. sporogenes e armazenadas a 28 °C + 1 °C por 60 dias. Foi observada a
germinagao dos esporos de C. sporogenes no 5° dia de armazenamento no tratamento sem
nitrito de sédio e sem lactato de sédio, no 8° dia de armazenamento no tratamento contendo
60 ppm de nitrito de sodio e sem lactato de sdédio, no 17° dia de armazenamento no
tratamento contendo 60 ppm de nitrito de sddio e 1,2 % lactato de sédio, no 17° dia de
armazenamento no tratamento contendo 120 ppm de nitrito de sédio e sem lactato de sédio
e no 32° dia de armazenamento no tratamento contendo 120 ppm de nitrito de sodio e 1,2 %
lactato de sddio. Os valores de atividade de agua oscilaram entre 0,944 e 0.957. Estes
resultados sugerem o sinergismo entre o valor adicionado de nitrito de sédio e o lactato de
sédio para inibigdo da germinagdo de esporos de C. sporogenes em mortadelas
armazenadas em temperaturas de 28°C. Estes dados corroboram com os resultados
encontrados nesta pesquisa, onde os valores de atividade de agua junto com o valor
adicionado de nitrito no produto, independente da fonte de obtengéo, possui um sinergismo
para inibir a germinagao de esporos de C. sporogenes. Um estudo conduzido por Aleixo
(2014), foram preparadas mortadelas com nitrito de sodio (0 ppm e 150 ppm), sal (1,9 %) e
sem lactato de sodio. As mortadelas foram preparadas, cozidas e apdés 24 h do cozimento
porcdes de 25g foram transferidas para bolsas estéreis e inoculadas artificialmente com 4
log de esporos de C. botulinum tipo D. As mortadelas foram embaladas a vacuo e
armazenadas a 4 °C durante 30 dias. Foi observado o crescimento de 1,23 log UFC/g de C.
botulinum no tratamento sem nitrito de sddio apds 30 dias de armazenamento, enquanto as
mortadelas do tratamento com 150 ppm de nitrito de sddio apresentaram uma reducéo de
0,60 log UFC/g de C. botulinum no mesmo periodo de armazenamento. O autor ndo avaliou
a atividade de agua no estudo. Segundo NAACMCF (2010), em teses de desafio é
necessario observar que ocorra um crescimento e/ou inativagdo de pelos menos 1 log UF/g
para um ingrediente e/ou processo seja considerado efetivo. Oscilagbes abaixo de 1 log
UF/g podem indicar oscilagbes referente ao método de inoculagéo, desvios de inoculagéo ou
outros fatores externos. Sendo assim, & possivel observar que as mortadelas com o
tratamento contendo 150 ppm adicionado de nitrito de sédio se manteve estavel durante o

armazenamento a 4 °C durante 30 dias.

Golden et al. (2017) avaliaram a influéncia da composi¢cdo do produto e da
temperatura de armazenamento na producdo de toxina por C. botulinum. Neste estudo,
foram realizadas avaliagdes em refeicdbes a base de carne, com e sem vegetais ou
carboidratos, com valores de pH <5,7 e =5,8. Todas as amostras armazenadas a 25 °C
apresentaram a produgcao de toxina botulinica apdés 72 h, enquanto as amostras

armazenadas a 12,5 °C foram dependentes do valor de pH. As amostras com valores de pH
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superiores a 5,8 apresentaram produgao de toxina independentemente da temperatura de
armazenamento. Cabe ressaltar que neste estudo as refeicbes a base de carne

apresentaram valores de atividade de agua entre 0,981 e 0,992.

Estes estudos demonstram que as barreiras de conservagcdo dos produtos
carneos podem ou nao apresentar sinergismo entre si. Os valores de pH, atividade de agua,
ingredientes e/ou etapas do processamento e armazenamento possuem um impacto direto
na seguranga microbioldgica dos produtos carneos. O desenvolvimento de novas
tecnologias e ingredientes para a industria carnea deve levar em consideragdo as barreiras

de inibicdo microbiana atuais, as condi¢gdes de armazenamento e a microbiota do produto.
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6. CONCLUSOES

As massas cruas de mortadela estavel em temperatura ambiente analisadas
neste trabalho apresentaram uma prevaléncia de esporos de bactérias anaerdbias mesdfilas
de 79 %, com contagens entre 0.3 NMP/g e 2,4 x 102 NMP/g. Esta mortadela, assim como
outros produtos carneos cozidos, possui condicdes de processamento e armazenamento
muito diferentes de produtos similares produzidos em outros paises, o que torna

fundamental a avaliagéo da seguranga microbiolégica desta categoria de produtos no Brasil.

Dentre as 41 culturas isoladas a partir das massas de mortadela estavel em
temperatura ambiente, 17 % apresentaram caracteristicas morfoldgicas similares ao C.
perfringens e 7,3 % foram identificadas como C. sporogenes, conforme identificagcao
molecular. As demais culturas (75,7 %) apresentaram semelhangas com outros géneros de

Clostridium spp., mas nao foram identificadas neste projeto.

Ao avaliar a susceptibilidade destes esporos de bactérias anaerébias mesdfilas
quanto aos obstaculos presentes em mortadelas estamos garantindo que os parametros de
seguranga microbioldgicos atuais deste produto sao efetivos e € possivel produzir

mortadelas estaveis em temperatura ambiente de uma forma segura.

Ao inovar na categoria de produtos carneos através das tendéncias de Clean
Label e, com isso modificar os parametros de seguranga pré-definidos pela inclusao de um
novo ingrediente, como por exemplo a substituicdo do nitrito sintético por um nitrito obtido a
partir de extratos vegetais pré-convertidos, colocamos em questdo a manutencdo da
seguranga microbiolégica destes produtos carneos. Assim, observa-se neste estudo que as
amostras de mortadela elaboradas com atividade de agua < 0,955 e 150 ppm de nitrito
adicionado, independente da fonte de origem sintética ou extrato vegetal, nao apresentaram
crescimento de Clostridium sporogenes quando armazenadas a 26°C durante 90 dias.
Indicando, que os extratos vegetais avaliados neste estudo possuem o mesmo perfil de
acao quando comparado ao nitrito sintético e podem ser considerados seguros do ponto de
vista microbioldgico, para a inibigdo do crescimento de esporos de C. sporogenesdesde que
os valores de atividade de agua se mantenham iguais ou inferiores a 0,955.
Considera-se que os resultados desta pesquisa poderdo contribuir para subsidiar novos
estudos com outros agentes antimicrobianos alternativos para substituir o nitrito em produtos
carneos visando garantir o alimento seguro e a saude do consumidor. Estudos
complementares com abrangéncia nacional sobre a produ¢cdo de compostos bioativos ou
com potencial mutagénico e/ou carcinogénico a partir da sintese do nitrito obtido de fontes
vegetais se fazem necessarios, assim como, a possivel regulamentacdo destes extratos

vegetais a nivel nacional.
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