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RESUMO

O presunto cozido € um dos embutidos carneos mais consumidos no Brasil, sendo
também um dos mais sensiveis a deterioracdo por bactérias acido laticas (BAL) e a
contaminacdo por Listeria monocytogenes. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade antimicrobiana da nisina (Nisaplin®) aplicada em presunto cozido, a fim de
controlar L. monocytogenes e BAL. Para tanto, presuntos cozidos foram preparados e
fatiados individualmente pelas empresas DuPont e Marsul. No ensaio 1, o presunto foi
injetado com salmoura contendo 12,5 mg de nisina por kg (dosagem aprovada no Brasil
para queijos fundidos). O potencial bioconservante da nisina foi avaliado contaminando
artificialmente as fatias do presunto com um pool composto por 5 cepas de L.
monocytogenes. Os resultados do ensaio 1 demonstraram que o tratamento com nisina
ndo teve efeito significativo sobre a populacdo de L. monocytogenes. Ja as BAL foram
inibidas por 2 dias. No ensaio 2, a adicdo da nisina na mesma dosagem foi feita no
tambleamento, inibindo a populacdo de L. monocytogenes por 6 dias e BAL por 10 dias.
Em vista dos resultados obtidos nos 2 primeiros ensaios foi determinada a concentragéo
minima bactericida (CMB) do pool e dos isolados de L. monocytogenes, a fim de verificar
a sensibilidade das cepas individualmente e em conjunto e o efeito da nisina sem a matriz
carnea. Além disso, também foi avaliado o efeito sinérgico ou antagénico da salmoura
sobre a acdo bactericida da nisina. Pdde-se constatar que as diferentes cepas de L.
monocytogenes demonstraram perfis de sensibilidade diferentes e que o pool de cepas
foi menos sensivel ao efeito da nisina. Os resultados obtidos conduziram a avaliagdo de
dosagem maior de nisina no presunto cozido. No ensaio 3, 32 mg/kg de nisina foram
adicionadas a salmoura do presunto cozido e testados contra o pool de L.
monocytogenes e a cepa ATCC 7644, separadamente. Os resultados demonstraram que
a nova dosagem de nisina inibiu significativamente a multiplicagdo do pool de L.
monocytogenes e da cepa ATCC 7644, durante 10 dias, sugerindo ser uma barreira
efetiva no controle de L. monocytogenes em presunto cozido.

Palavras-chave: Listeria monocytogenes; bactérias acido laticas; presunto cozido; nisina.
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ABSTRACT

Precooked ham is one of the most consumed meats in Brazil. It is also one of the most
sensitive to spoilage by lactic acid bacteria (LAB) and contamination by Listeria
monocytogenes. The objective of this study is to evaluate the antimicrobial activity of Nisin
(Nisaplin®) when applied to precooked ham, in order to control the growth of L.
monocytogenes and LAB. For the purposes of this study, the precooked ham prepared and
sliced individually by the DuPont and Marsul company was used. For trial 1, brine containing
12.5 mg of nisin was injected per kg of ham (dosage approved in Brazil for processed
cheese). The biopreservative potential of nisin was evaluated by artificially contaminating
slices of control and test ham with a pool of 5 different strains of L. monocytogenes. The
results of this first trial showed that treatment with this amount of nisin had no significant
effect on the growth of the L. monocytogenes population. However, the LAB population was
indeed inhibited by 2 days. In trial number 2, the addition of nisin to the same amount of
precooked ham by tumbling inhibited the growth of the L. monocytogenes population by 6
days and of the LAB population by 10 days. In light of the results obtained in these first 2
trials, the minimum bactericidal concentration (MBC) pool and L. monocytogenes isolates
were determined in order to verify the sensitivity of the strains individually and together as
well as the effects of nisin without the meat matrix. Additionally, the synergistic or
antagonistic effects of brine on the antimicrobial properties of nisin were also evaluated.
Results suggest that different strains of L. monocytogenes have different sensitivity profiles
and that the pool of strains was less sensitive to the effects of the nisin. These results
prompted an increase in the dosage of nisin added to the precooked ham in trial number 3.
In this trial, 32mg/kg of nisin was added to the brine of the precooked ham and tested against
the L. monocytogenes pool and ATCC 7644 strain, separately. Results demonstrated that
this increase in amount of nisin significantly reduced the growth of the L. monocytogenes
pool and of the ATCC strain for 10 days. This suggests that nisin can be an effective barrier
against the growth of L. monocytogenes in precooked ham

Keywords: Listeria monocytogenes; lactic acid bacteria; cooked ham; nisin.
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1. INTRODUCAO

A crescente demanda dos consumidores por alimentos carneos prontos
para o consumo (ready-to-eat-RTE) desafia a industria a buscar novas alternativas
tecnolégicas para estender a vida de prateleira e aumentar a seguranca desses
alimentos. Dentre essas alternativas tecnoldgicas esta a bioconservacdo por meio
do emprego de microbiota protetora e/ou seus peptideos antimicrobianos, as
bacteriocinas.

A nisina € a mais estudada das bacteriocinas. Ela é sintetizada por
algumas cepas de Lactococcus lactis e tem acao inibitéria contra micro-organismos
Gram-positivos, incluindo esporos bacterianos, porém geralmente ndo é ativa contra
bactérias Gram-negativas, leveduras e fungos (Economou et al., 2009). A nisina foi
comercializada primeiramente na Inglaterra, em 1953, e desde entdo seu uso em
alimentos foi aprovado em cerca de 50 paises (Arauz et al., 2009; Delves-Broughton
et al., 1996), inclusive em escala industrial (Cotter; Hill & Ross, 2005). Nos EUA, a
nisina € a unica bacteriocina reconhecida como GRAS (Generally Recognized as
Safe — geralmente reconhecido como seguro) pelo FDA/EUA (1988), o qual prevé a
livre utilizacdo em queijos fundidos pasteurizados (FDA, 1988). Por ser considerada
um produto GRAS, em 2001, o FDA aprovou a utlizagdo da nisina como
conservante de carnes de aves e produtos cozidos, em concentracdes méaximas de
0,025%, no produto final (m/m) (FDA de 2001; US Food And Drug Administration,
2008).

No Brasil, na década de 1990, a nisina foi aprovada pelo Ministério da
Saude, para ser utilizada em preparados a base de queijos fundidos, requeijao e
gueijo pasteurizado, com dose maxima de 12,5 mg/kg. Em 1998, o Ministério da
Agricultura, Pecuéria e do Abastecimento (MAPA) aprovou o uso de 200 mg/kg de
nisina, na forma de spray, em solucdo de acido fosforico, a ser aplicada no final do
processamento térmico em superficies externas de embutidos, mais
especificamente, de salsichas (Brasil, 1998). Entretanto, o uso dessa bacteriocina na
formulagdo de produtos carneos ainda ndo é permitido no Brasil, possivelmente
porque os estudos sobre o efeito antimicrobiano de nisina nesses produtos ndo sao
abundantes e, entre os existentes, os resultados tém sido divergentes. Por exemplo,
alguns trabalhos demonstraram que nisina aplicada em produtos carneos néao

apresentou efeito inibitério sobre alguns patégenos de origem alimentar, tais como a



Listeria monocytogenes (Sommers et al., 1986; Chung et al.,1989; Bouttefroy et al.
2000; Castro, 2002; Luchansky & Call, 2004). Entretanto, pesquisas mais recentes
demonstraram (Jofré; Garriga; Aymerich, 2008; Kalschne et al., 2014) que a nisina
foi capaz de inibir a multiplicacdo de L. monocytogenes em produtos carneos,
tornando-os seguros ao consumidor. Da mesma forma, diversos estudos tém
demonstrado que a nisina apresentou efeito inibitério sobre bactérias laticas
deteriorantes, evitando perdas econémicas pela industria de carnes (Calderon et al.,
1985; Collins-Thompson et al., 1985; Cutter & Siragusa, 1998 Coventry, et al, 1995;
Nattress, et al.; Lemay et al. 2002; Gill & Holley, 2003; Ercolini et al. 2010; Kalschne
et al., 2014). Assim, nesses aspectos, a utilizacdo de nisina na formulacdo de
produtos carneos pode contribuir para o aumento da vida de prateleira, qualidade e
seguranca de produtos como o presunto cozido, justificando a realizacdo desse

estudo.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade antimicrobiana de nisina aplicada em presunto cozido

fatiado sobre Listeria monocytogenes e Bactérias Acido Laticas.

2.2 Objetivos Especificos

221

2.2.2

2.2.3

Avaliar a acdo antimicrobiana da nisina em presunto cozido
artificialmente contaminado com um pool de cepas de L.
monocytogenes, e sobre as bactérias acido laticas, naturalmente
presentes no presunto cozido, durante o armazenamento (8 °C),
utilizando a concentracdo aprovada para produtos lacteos no Brasil;
Analisar a acdo antimicrobiana da nisina sobre diferentes etapas do
processo de producdo do presunto cozido (salmoura e
tambleamento);

Determinar o perfil de sensibilidade de diferentes cepas de L.
monocytogenes frente a diversas concentracdes de nisina e em

salmoura aplicada em presunto.



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1.1 Listeria monocytogenes

O género Listeria é atualmente composto por 17 espécies, sendo a L.
monocytogenes a principal causadora de doenca transmitida por alimentos (DTA)
em humanos (EFSA, 2014; Casarin et al. 2016). A doenca causada por esse
patdgeno denomina-se listeriose, a qual apresenta ocorréncia relativamente baixa
(2-15 casos por milhdo de pessoas por ano), porém alta taxa de letalidade para
pessoas imunodeprimidas, idosos, gravidas e seus bebés, com taxa de mortalidade
de até 30% dos casos (Sleator et al. 2009; Auvolat & Besse 2016). Em 2012, 26
paises da Unido Europeia (UE), notificaram 1.642 casos confirmados de listeriose,
um aumento de 10,5% em comparacdo com 2011. A taxa de notificacdo da UE foi
de 0,41 casos por 100.000 habitantes com as maiores taxas de notificacao
observadas na Finlandia, Espanha e Dinamarca (1,13, 0,93 e 0,90 casos por
100.000 habitantes), respectivamente (European Food Safety Authority — EFSA e
European Centre for Disease Prevention and Control - ECDC, 2014).

Em média, 91,6% das vitimas de listeriose necessitam de hospitalizacao.
Esta € a maior propor¢do de casos de hospitalizacdo de todas as zoonoses sob
supervisdo da UE e reflete o foco da vigilancia sobre infeccfes graves e sistémicas.
Um total de 198 mortes por listeriose foram relatados por 18 paises da UE em 2012,
sendo o0 maior numero de casos fatais relatados desde 2006. Quinze paises
relataram um ou mais casos fatais dos quais a Franca teve o maior nidmero, 63
casos. Outros oito paises da UE também demonstraram um aumento nos casos de
listeriose, desde o ano 2000 (Roche et al., 2009; Todd & Notermans, 2011). Nos
Estados Unidos, foram estimados 1.600 casos de listeriose, 1.500 hospitaliza¢cGes e
260 mortes anuais (Scallan et al., 2011). Na Suica, a incidéncia anual, ao longo dos
ultimos dez anos, variou de 0,47 a 1,22 casos por 100.000 pessoas. A Suica teve
guatro surtos de listeriose, incluindo o mais recente em 2013/2014 veiculado por
salada minimamente processada (Stephan et al, 2015).

As investigacdes sobre surtos e casos esporadicos de listeriose tém
claramente indicado que o consumo de alimentos contaminados € a maneira mais

comum de transmissao de L. monocytogenes (Adzitey & Huda, 2010; Ramaswamy



et al., 2007; Rocourt, 1996). Dentre os alimentos mais comumente incriminados nos
surtos destacam-se aqueles prontos para o consumo, mantidos sob-refrigeracdo e
ingeridos sem aquecimento prévio, tais como leite e produtos lacteos, carne e
derivados, vegetais e frutos do mar (Adzitey & Huda, 2010; Farber & Peterkin, 1991;
Ramaswamy et al., 2007; Swaminathan & Gerner-Smidt, 2007).

No Brasil, ndo ha registros de surtos de listeriose por alimentos (Destro,
2006, Brasil 2016), embora L. monocytogenes tenha sido encontrada em muitos
alimentos, como carne moida (67%), presunto (50%), salsicha (27,6%) (Aragon-
Alegro et al., 2008), salméo in natura (48%) (Cruz et al., 2008), mortadela (26,7%)
(Bersot et al., 2001) e linguica mista frescal (25%) (Von Laer et al., 2009). A falta de
registros de surtos no Brasil pode estar relacionada a complexidade epidemioldgica
da doenca (Hofer et al., 1998, Landgraf et al., 1999, Schwab & Edelweiss, 2003,
Hofer, 2006). Gandhi & Chikindas (2007) citam o longo periodo de incubacéo (de 3 a
70 dias) da listeriose como fator que dificulta a identificacdo do patégeno e o
rastreamento do alimento contaminado.

Alguns pesquisadores realizaram estudos em relagdo a prevaléncia e
caracteristica de cepas de L. monocytogenes isoladas de pacientes no Brasil, mas
sem estabelecer algum tipo de relacdo com a via de transmissao do patégeno (Cruz
et al., 2008; Mendonca et al. 2012). Em 1989, foram diagnosticados no Instituto de
Saude do Distrito Federal (ISDF) trés casos de meningite bacteriana associadas a L.
monocytogenes. Os pacientes foram um recém-nascido, uma crianca e um adulto,
sendo que este Ultimo resultou em 6bito (Cruz et al., 2008, Hofer et al., 1998). No
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), durante o ano de 2000, foram
realizadas coletas de dez placentas provenientes de abortos ou partos prematuros.
A partir de andlise microscopica e avaliacdo imunohistoquimica foi observado que
50% das amostras analisadas foram positivas para L. monocytogenes. Estes
resultados demonstraram que L. monocytogenes é uma importante causa de doenca
no Brasil, entretanto, pouca importancia € dada em relagéo a sua investigacéo e seu
diagnéstico (Cruz et al., 2008; Schwab & Edelweiss, 2003).

A ocorréncia de casos de listeriose depende de varios fatores, como nivel
de contaminacdo dos produtos alimenticios, tipo de alimento, imunidade do
hospedeiro e potencial de viruléncia das cepas (Handa-Miya et al., 2007; Werbrouck
et al., 2006; Werbrouck et al., 2008; World Health Organization -WHO, 2004). Por

esta razdo, a qualidade e a seguranca dos alimentos fornecidos pelas industrias sao



de fundamental importancia, uma vez que fornecem alimentos para varios

segmentos da populacao.

3.1.2 Listeria monocytogenes naindustria de alimentos

Certas cepas de L. monocytogenes podem se estabelecer e permanecer
em uma linha de processamento de alimentos como membros da flora microbiana
residente por meses ou anos e, assim, contaminar produtos (Tompkin 2002; Gandhi
& Chikindas, 2007; Carpentier & Cerf, 2011 ).

Senczek et al. (2000) pesquisaram a persisténcia de cepas de L.
monocytogenes em unidades de processamento de carnes. Através de
eletroforese em campo pulsado (PFGE), foi possivel verificar que algumas cepas
persistiram no mesmo ambiente de processamento durante dois anos, indicando
gue foram capazes de adaptar-se aguele ambiente. Além disso, as mesmas
cepas encontradas nos produtos carneos foram identificadas no ambiente de
processamento, indicando contaminag&o cruzada.

L. monocytogenes entra principalmente na cadeia de producao de
alimentos por contaminacéo cruzada das superficies e do material, tornando este
agente patogénico uma ameaca para a industria alimentar e os consumidores
(Autio et al, 1999; Lin et al, 2006; Papadopoulou et al. 2012)

A contaminacdo de produtos alimentares pode ocorrer também por
biofilmes em equipamentos. Sua formacédo € favorecida pela acumulacdo de
residuos alimentares, organismos de deterioracdo e agentes patogénicos de
origem alimentar (Donlan, 2002). Biofilmes s&o comumente definidos como
comunidades de micro-organismos ligados a uma superficie ou interface que
produzem uma matriz extracelular (Costerton et al., 1995).

Em alimentos cozidos prontos para consumo (ready-to-eat - RTE), a
baixa incidéncia de micro-organismos competidores e a longa vida de prateleira
favorecem a multiplicacdo de L. monocytogenes, em vista disso, a contaminagao
pos-processamento aumenta o risco ao consumidor (Suihko et al., 2002; Keskinen
et al., 2008). Esses fatores justificam a importancia de buscar produtos que

aumentem a seguranca dos produtos carneos prontos para consumo.



3.2 Listeria monocytogenes como Patdégeno de Relevancia em

Produtos Carneos Prontos para o Consumo (ready-to-eat - RTE)

Produtos RTE sé&o definidos como produtos a base de carnes os quais
podem ser consumidos sem a necessidade de preparacao adicional para alcancar
a seguranca do alimento, mas que podem receber tratamento para fins culinarios
de palatabilidade, estético ou gastronémico (CFR, 2016). No Brasil, o MAPA
refere-se como produtos de origem animal prontos para 0 consumo 0s seguintes
alimentos em geral: queijos, salsichas, peixes defumados, presuntos, mortadelas,
salsichdo, lombo cozido e defumado, camarao cozido, bastonetes de Surumi, filé
de salmé&o defumado, molusco cozido, apresuntado e fiambre (MAPA 2015).

Estes tipos de produtos sdo muito populares, devido a conveniéncia, a
variedade e palatabilidade. Em geral, os produtos RTE s&o processados
termicamente nas temperaturas entre 65 e 75 °C. Eles diferem dos produtos
processados com elevadas temperaturas de esterilidade ou letalidade total de
micro-organismos, como por exemplo, carnes enlatadas. Assim, com excegéo de
determinados produtos fermentados, secos ou semi-secos e acidos, alimentos de
origem animal RTE geralmente necessitam de refrigeracdo para manter sua
qualidade e seguranca (FSIS 2012)

Entretanto, é importante destacar que alguns micro-organismos podem
ndo somente sobreviver como também multiplicar-se em alimentos RTE
refrigerados, como L. monocytogenes. Além disso, existe o risco de
contaminacdes por esse patdgeno mesmo que tenham todos os cuidados
necessarios e um sistema de Andlise de Perigo e Ponto Critico de Controle
(APPCC) (Mellefont & Ross 2007). Visto que, trata-se de uma bactéria ambiental,
psicrotréfica e que pode formar biofilmes. Nos Estados Unidos e em paises da
Europa, L. monocytogenes foi identificada como o agente patogénico
predominante em carnes RTE (Gormley et al, 2010a, 2010b; Cabedo et al, 2008).

Surtos de listeriose foram documentados em todo o mundo (Tabela 1).
e estes tem sido atribuidos aos produtos carneos RTE, tais como patés, geleias
de lingua de porco, rillettes, salsichas e fatiados de frango e peru. A Tabela 1
apresenta um levantamento de surtos de listeriose relacionados com produtos
carneos RTE (Public Health Agency of Canada, 2009d e 2010).



Tabela 1. Surtos de listeriose relacionados com carnes RTE.

Invasiva/ Numero de
Ano Localizacéo Nao casos Alimento Referéncias
invasiva (Obitos)
. . McLauchlin et al.,
1987-1989 RelT:l)agggjo € Invasiva 355 (94) Paté 1991; Farber and
Peterkin, 2000
. . " Watson and Ott,
1990 Australia Invasiva 11(6) Paté 1990: Kittson, 1992
Geleia de lingua Goulet et al., 1993;
1992 Franca Invasiva 279 (85) de porco Jacquet et al., 1995;
P Salvat et al., 1995
Rillettes de porco
. (Carne RTE Goulet, 1995;
1993 Franca Invasiva 39 (12) parecida com Goulet et al., 1998
paté)
. Anonymous, 1998;
1998-1999 U.S.A. Invasiva 108 (14) Salsc'grrf‘; de Anonymous. 1999
Mead et al., 2006
1999 USA. Invasiva 11 Paté Norton and Braden,
2007
de Valk et al., 2001;
1999-2000 Franca Invasiva 10 (3) Rillettes Swaminathan et al.,
2007
Dorozynski, 2000;
1999-2000 Franca Invasiva 32 (10) Geleia de lingua de Val_k et al., 2001;
de porco Swaminathan et al.,
2007
. Fatias de carne Hurd et al., 2000;
2000 U.S.A. Invasiva 30 (7) de peru Olsen et al., 2005
2000 Australia 31 Carne RTE e Sim et al., 2002
Presunto em lata
2001 U.S.A. N&o invasiva 16 Peru fatiado pré- Frye et al., 2002
cozido
. Fatias de carne  Anonymous, 2002;
2002 US.A. Invasiva 54.(8) de peru Gottlieb et al., 2006
. . PHAC, 2009d;
2008 Canada Invasiva 57 (23) RTE deli-carnes PHAC. 2010

Fonte

: Bureau of Microbial Hazards, Food Directorate, Health Products and Food Branch 2011.



Gombas et al. (2003) observaram que a prevaléncia de L.
monocytogenes nos produtos carneos fatiados nos mercados de fracionamento
(supermercados) foi maior que em produtos carneos fatiados pelas industrias.
Entretanto, a concentracdo de L. monocytogenes nas amostras de produtos
carneos fatiados e embalados na industria foi maior do que a encontrada nos
produtos manipulados nos préprios estabelecimentos de venda (supermercados e
delicatesses). Estes resultados se justificam devido a maior vida de prateleira dos
produtos carneos fatiados pelas industrias, 0s quais permite que L.
monocytogenes, quando presente, alcance populagdes maiores.

Segundo Todd e Notermans (2011), dos surtos de listeriose ocorridos
nos EUA entre 2005 e 2008 e atribuidos a produtos carneos, 83% estavam
associados a produtos carneos fatiados no ponto de venda, e 17% a produtos
carneos fatiados na industria, entre estes produtos ndo tiveram diferencas na
prevaléncia de L. monocytogenes. No entanto, foi observado um nimero menor
de casos de listeriose causada por produtos carneos que apresentavam em sua
formulacdo algum conservante do que nagueles que ndo apresentavam inibidor.

Martins e Germano (2010) relataram a ocorréncia de L. monocytogenes
em 130 amostras de presunto suino cozido e 130 amostras de salame fatiado
embalado a vacuo pelo proéprio fabricante, comprados na cidade de Sao Paulo,
encontrando Listeria spp. e L. monocytogenes em 1,5% e 0,8% das amostras de
presunto, respectivamente. Os autores atribuiram esta baixa ocorréncia a
eficiéncia do processamento térmico e adog¢do de Boas Praticas durante o
fatiamento. Em amostras de salame, a incidéncia de Listeria spp. e de L.
monocytogenes foi mais alta, 24,6% e 6,2%, respectivamente. Considerando que
estes produtos sdo processados, 0s autores concluiram que a contaminacao
detectada foi consequéncia do fatiamento pds-processamento.

No ano de 2011 foi reportado na Suica um surto de listeriose causado
pelo consumo de presunto cozido contaminado com L. monocytogenes. Foram
seis casos confirmados e trés suspeitos. Duas amostras de presunto testadas
continham 470 e 4800 unidades formadoras de coldnias por grama (UFC/g) de L.
monocytogenes, respectivamente. As investigacdes mostraram que o presunto

nao foi contaminado na planta de producdo, mas nas instalacbes de uma
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empresa para a qual o corte e a embalagem foi terceirizada (Bille et al., 2006;
Bula, Bille, & Glauser, 1995; Haechler et al.,2013).

Devido a elevada taxa de mortalidade (20 a 30%) associada com a
listeriose, ha uma tolerancia zero de L. monocytogenes em produtos carneos RTE
nos Estados Unidos (Code of Federal Regulations -CFR regra 9 Part 430). Desde
1983, o Departamento de Agricultura dos EUA (USDA), através do Servico de
Inspecdo e Seguranca dos Alimentos (Food Safety and Inspection Service -
FSIS), tem realizado testes microbiolégicos regulares em carnes RTE para
garantir a seguranca dos produtos (FSIS, 2012). Para minimizar o risco de
contaminagao por L. monocytogenes, em 2003, o FSIS estabeleceu uma regra
sobre como controlar esse patdgeno em carnes e produtos avicolas RTE. Com a
finalidade de cumprir este regulamento, os processadores de alimentos teriam
trés alternativas:

Alternativa 1, o estabelecimento aplica dois tratamentos bactericidas,
sendo um durante o processo de producao e outro no produto final ou na sua
embalagem selada. Por exemplo: cocgédo e irradiacao do produto embalado. Além
desses processos, 0 estabelecimento deve usar um agente antimicrobiano para
reduzir ou eliminar L. monocytogenes ou um processo adicional que tenha a
fungdo de suprimir ou limitar a multiplicagdo de um micro-organismo. Por
exemplo, a utilizagdo de congelamento, fermentacéo e/ou secagem.

Alternativa 2, o estabelecimento aplica dois tratamentos bactericidas
(durante e apds processamento) ou mais de um processo adicional.

Alternativa 3, o0 estabelecimento estabelece rigorosas medidas de
sanitizacdo e Boas Préticas de Fabricacdo para controlar L. monocytogenes.

Alternativas 1 e 2 envolvem a utilizacdo de um ou mais aditivos
antimicrobianos, e seus niveis permissiveis de aplicacdo devem ser validados
guanto a sua eficacia em inibir a multiplicacdo de L. monocytogenes de 1 a 2
logaritmos durante a vida de prateleira do produto (FSIS 2014).

O controle de seguranca da carne RTE envolve outras acoes
regulatérias. Em 2011, o FSIS publicou diretrizes de processamento detalhados
para ajudar os processadores de carne a atingirem o controle adequado de
produtos RTE cozidos, antes do armazenamento (FSIS, 2012). As diretrizes
listam varios produtos especificos e combinacdes de tempo e temperatura para

eliminar a L. monocytogenes e outros agentes patogénicos, incluindo Salmonella,
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Escherichia coli 0157:H7, Campylobacter spp., Clostridium botulinum e
Clostridium perfringens. Para ajudar os processadores, o FSIS também
desenvolveu programas modelo de facil acesso para minimizar ameacas de
patbgenos. Esforcos tém sido realizados na induUstria de alimentos no
desenvolvimento de tecnologias de barreira para minimizar a contaminacao pos-

letalidade e multiplicacdo de patdogenos em produtos RTE (FSIS 2014).

3.3 Presunto: Legislacado Brasileira e Inspecgéo

Presuntos séo definidos no Brasil, segundo a Instrucdo Normativa n° 20
de julho de 2000 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA,
2000) como “produto carneo industrializado obtido dos cortes do membro
posterior do suino, desossado ou ndo, e submetido ao processo térmico
adequado. Quando o membro posterior utilizado néo for de suino, o produto sera
denominado de presunto, seguido do nome da espécie animal de procedéncia”.

A microbiota de presuntos cozidos é composta basicamente de micro-
organismos Gram-positivos, como Micrococcus, Bacillus, Lactobacillus,
Streptococcus, Leucoostoc e também leveduras, mas tem sido relatada a
presenca de diferentes tipos de patdogenos como Escherichia coli, Salmonella,
Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes e outros (Barbuti & Parolari,
2002).

Os padrdes microbiolégicos para alimentos, estabelecidos pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), através da Resolucdo da Diretoria
Colegiada (RDC) N° 12 de 02 de janeiro de 2001, estabelecidos para o produto

presunto sao apresentados na Tabela 1 (Brasil 2001)

Tabela 2. Padr6es microbioldgicos legais para presunto

Microorganismos Tolerancia méaxima (UFC/q)
Coliformes a 45 °C 1x103

Staphylococcus coagulase positiva 3 x10°

Clostridium sulfito redutor a 46 °C 5 x102

Salmonella spp. Auséncia 25¢g

Fonte: RDC n° 12 ANVISA de 02/01/2001
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Na RDC n° 12/2001, para o produto presunto, ndo € contemplado limite
especifico para L. monocytogenes. Entretanto, é importante destacar que essa
legislacdo esta sendo revisada e novos padrdes devem ser definidos.

Em funcéo dos riscos inerentes a L. monocytogenes em alimentos de origem
animal prontos para o consumo, o Departamento de Inspe¢do de Produtos de
Origem Animal (DIPOA), por meio da Coordenacao Geral de Programas Especiais
(CGPE), implantou a partir de 2013, o Programa Nacional de Controle de
Patégenos (PNCP) e o Programa de Avaliacdo de Conformidade de Padrdes
Fisico-quimicos e Microbiologicos de Produtos de Origem Animal Comestiveis e
Agua de Abastecimento (PACPOA). O PNCP foi desenvolvido visando identificar a
prevaléncia dos patdégenos de importancia em saude publica em produtos de
origem animal sob inspecao federal, avaliar os controles de processo adotados
pelos estabelecimentos e gerenciar o risco, a fim de preservar a seguranca dos
alimentos. No ano de 2014, esse programa abrangeu o0s seguintes micro-
organismos: L. monocytogenes em produtos de origem animal prontos para o
consumo, Escherichia coli verotoxigénica em carne bovina, Salmonella spp. em
carcacas de frangos e Salmonella spp. em carcacas de suinos.

O Programa de controle de L. monocytogenes em produtos de origem
animal prontos para consumo foi instituido por meio da Instrucdo Normativa n° 9,
de 08 de abril de 2009. A primeira etapa deste programa ocorreu entre dezembro
de 2009 e dezembro de 2010, a segunda etapa foi executada entre janeiro e
dezembro de 2011 e a terceira etapa entre agosto de 2013 e dezembro de 2014.
Em todas essas etapas, o0 presunto foi testado.

No periodo entre agosto/2013 e dezembro/2014 o programa analisou
291 amostras de produtos carneos, sendo que 6,87% estavam contaminadas por
L. monocytogenes (Brasil, 2015), mostrando que o patdégeno esta presente
nesses alimentos embora surtos ainda ndo tenham sido relatados no Brasil.

A instrugdo normativa n° 9 (MAPA 2009) instituiu os procedimentos de
controle da L. monocytogenes em produtos de origem animal prontos para o
consumo. A Norma tem como objetivo monitorar e assegurar a inocuidade destes
produtos em relacdo a este patdgeno e aplica-se aos estabelecimentos que
fabricam produtos de origem animal, prontos para 0 consumo, que apresentem as

seguintes caracteristicas fisico-quimicas: pH > 4,4, atividade de agua > 0,92 ou
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concentracéo de cloreto de sddio < 10 %, respeitadas as caracteristicas de seus
processos de producdo. Os resultados positivos para L. monocytogenes
desencadeardo os procedimentos de inspecdo do processo de producdo e a
revisdo dos registros dos produtos de origem animal prontos para o consumo
(Brasil, 2015).

Nesse sentido, em 25 de janeiro de 2013, por meio da Portaria SDA n°
17/2013, foi criada a Comissdo Cientifica Consultiva em Microbiologia de
Produtos de Origem Animal que possibilita a soma de esfor¢os entre governo e
academia para avancar na gestdo microbiologica do sistema de inspecao
brasileiro.

Os Programas Nacionais de Controle de Patégenos - PNCP permitem
identificar a prevaléncia dos patégenos em produtos de origem animal produzidos
pelos estabelecimentos brasileiros registrados junto ao SIF. Com isso, é possivel
ao DIPOA identificar e estabelecer medidas de controle para o perigo,
implementar essas medidas de controle e monitorar os resultados obtidos, a fim
de garantir a seguranca dos alimentos ao consumidor frente a esses patégenos
(Brasil, 2015).

3.4 Bactérias Acido Laticas (LAB)

As LAB sdo um grupo de bactérias Gram-positiva, ndo esporuladas,
anaerobias facultativas, que produzem &cido latico como um dos principais
produtos do metabolismo da fermentacdo de hidratos de carbono (Hayek &
Ibrahim, 2013). Quatro géneros foram reconhecidos como LAB: Lactobacillus,
Leuconostoc, Pediococcus, e Streptococcus. Métodos de biologia molecular tém
aumentado o numero de géneros incluidos neste grupo (Von Wright & Axelsson,
2012). A atual classificacdo taxonémica inclui o grupo LAB no filo Firmicutes,
classe Bacillis, e a ordem Lactobacillales (Quinto et al., 2014)

LAB constituem um grupo que tem sido muito
associado com carne fresca e cozida, podendo tanto contribuir beneficamente
pela acdo de agentes bioprotetores quanto gerar metabdlitos causadores de
caracteristicas sensoriais e organolépticas indesejaveis, ou seja, deterioracdo do
produto (Huis in 't Veld, 1996; Labadie, 1999, Chaillou et al., 2014; Fall et al.,
2012; Vasilopoulos et al., 2010).
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Entende-se por produto deteriorado aquele que apresenta alteracdes
fisicas, quimicas e/ou organolépticas, em decorréncia da acdo de micro-
organismos e/ou por reagfes quimicas, enzimaticas e/ou fisicas (Brasil, 2001).

Um alimento deteriorado ndo €, necessariamente, um perigo ao
consumidor, visto que 0s micro-organismos deteriorantes de um modo geral ndo
sdo patogénicos. Entretanto, devido as perdas econdémicas, desgaste da marca
ocasionada pela queda na confianca do consumidor e perda de produtos, busca-
se mecanismos para minimizar a deterioracao (Nychas et al., 2008).

A microbiota da carne € originaria, inicialmente, das instalacdes dos
animais e do matadouro. Além disso, 0os micro-organismos podem também derivar
do ambiente de processamento, transporte, distribuicdo (Nychas & Koutsoumanis,
2008) e das condi¢cdes inadequadas de higiene dos manipuladores (Nielsen et al.,
2008; Sofos & Geornaras, 2010). A deterioracdo da carne é geralmente causada
por bactérias Gram-negativas (Pseudomonas, Enterobacteriaceae, Shewanella
putrefaciens) e Gram-positivas (LAB, Brochotrix thermosfacta, -clostridios)
(Casaburi et al., 2015; Doulgeraki et al., 2012; Nychas et al., 2008).

Os produtos carneos sdo muito propensos a deterioracdo microbiana,
pois possuem uma matriz de nutrientes que pode favorecer a multiplicacdo de
diversos micro-organismos, além de ter elevada aw (0,85 - 0,98) e pH = 7 (Dave &
Ghaly 2011).

As alteragcbes nos produtos carneos e 0S micro-organismos
predominantes nestes alimentos variam de acordo com o tipo de produto e as
condicbes de embalagem e armazenamento. Por exemplo, produtos carneos
mantidos em condicdes aerdbias poderao sofrer rancificacao e alteracdo na cor e
no sabor, devido a predominéncia de Pseudomonas spp. enquanto em condi¢des
anaerobias o0s micro-organismos predominantes sdo Lactobacillus spp. e
Brochotrix thermosfacta, responsaveis por aumentar a acidez do alimento
(Doulgeraki et al., 2012; Nychas et al., 2008).

Segundo Mataragas et al., (2006), dentre os principais micro-
organismos deteriorantes de produtos carneos RTE estdo as LAB. Kalschne et al.,
(2014) descreve em seu trabalho as LAB como organismos de deterioragdo no
presunto cozido embalado a vacuo.

O processo de coccao utilizado na elaboracdo de presunto cozido

elimina a maioria dos micro-organismos que estejam na forma vegetativa, porém
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pode ocorrer recontaminacdo na etapa de fatiamento e embalagem. Em vista
disso, o uso de compostos antimicrobianos aliados a determinados produtos
quimicos ou tecnologias de intervencdo sdo essenciais para proteger os produtos

carneos pos-processamento.

3.5 Compostos Antimicrobianos

Os ingredientes antimicrobianos sdo compostos que possuem a
capacidade de inibir ou inativar os micro-organismos (Davidson, 1997) que
contaminam os alimentos. Esses compostos podem ser utilizados na producao de
embalagens que entram em contato com o alimento, ser aplicados na superficie
dos mesmos ou serem utilizados como parte das matérias-primas utilizadas na
producao do alimento (Frazier & Westhoff, 1993; Sung et al. 2013)

Diversos ingredientes tém sido utilizados para controle microbiolégico
de alimentos com destaque para os ingredientes antimicrobianos quimicos. Os
antimicrobianos quimicos mais usados sdo o acido benzdico, benzoato de sodio,
propionato de calcio ou sodio e acido sérbico O cloreto de sédio (sal de cozinha) é
0 mais antigo agente antimicrobiano. (Cuppet, 1994; Arora & Kaur, 1999; Seman
et al. 2002; Byelashov et al. 2010; Ingham et al. 2010).

Os agentes antimicrobianos sdo usados em varios alimentos. Acidos
organicos (acético, benzébico, propandico e soérbico) sdo usados como agentes
antimicrobianos em alimentos com baixo pH. Diéxido de enxofre e sulfitos sdo
usados para controlar a multiplicacdo de micro-organismos em frutas secas,
sucos e vinhos. Nitratos e nitritos sdo utilizados para inibir a multiplicacdo de
Clostridium botulinum em alimentos que contenham carne crua (linguica,
presunto, bacon e salame) (Davidson et al. 2005).

A maioria dos antimicrobianos utilizados em alimentos apresenta acao
bacteriostatica e ndo bactericida. Desta forma, a vida atil dos produtos é
prolongada, mas ndo de forma indefinida, uma vez que 0S micro-organismos
ainda presentes continuam promovendo modificagdes no alimento (Davidson,
1997).

A descoberta de que as nitrosaminas carcinogénicas sédo formadas a
partir de nitritos utilizados como agentes de cura em carnes desencadeou uma

procura por substitutos de nitrito (Montville & Winkowski, 1997), uma vez que a
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crescente demanda de consumidores conscientes deste fato requerem nao soé
praticidade e qualidade, mas também alimentos minimamente processados, que
apresentem caracteristicas de sabor e aroma proximas do produto fresco,
preparados sem a adi¢do de conservantes quimicos, com baixo teor de cloreto de
sédio, mas ainda com longa vida util. Outro fator que impulsiona a descoberta de
novas substancias antimicrobianas €é o0 desenvolvimento progressivo de
resisténcia por micro-organismos patogénicos a antibidticos e conservantes
guimicos convencionais (Kim & Wijesekara, 2010).

Para que as exigéncias de mercado sejam atendidas, pesquisas sobre
a utilizacdo de agentes antimicrobianos naturais em alimentos vém crescendo
constantemente. Um dos frequentes alvos dessas pesquisas sao as
bacteriocinas, objetivando substituir e/ou diminuir as dosagens dos conservantes
guimicos nos alimentos e buscando o controle de bactérias patogénicas ou

deteriorantes.

3.5.1 Bacteriocinas

Bacteriocinas sdo substancias antimicrobianas de natureza protéica,
sintetizadas ribossomicamente, que apresentam auséncia de letalidade para a
célula produtora (Montville & Kaiser, 1993; Jack et al., 1995; Cotter et al., 2005).
Tais peptideos tém sido encontrados em muitos grupos de bactérias e, dentro das
espécies, dezenas ou mesmo centenas de tipos de bacteriocinas sao produzidas
(Klaenhammer, 1993; Zouhir et al., 2010). As diferentes bacteriocinas apresentam
variagbes no espectro de atividade, modo de ag¢do, massa molecular, origem
genética e propriedades bioquimicas (Diep e Nes, 2002).

As bacteriocinas podem ser bactericidas ou bacteriostaticas. Para que
o efeito bactericida ocorra, 0 micro-organismo alvo deve apresentar sensibilidade
ao antimicrobiano que, mesmo em baixas concentracdes, é capaz de provocar a
morte celular rapidamente. A maioria das bacteriocinas age formando canais na
membrana ou poros transversalmente a bicamada fosfolipidica, o que provoca a
saida de pequenos compostos ou a alteracdo da forgca protomotriz necessaria
para a producédo de energia e para a sintese de proteinas ou acidos nucléicos
(Montville & Chen, 1998; Oscariz & Pisabarro, 2001). Para formar os poros, as

bacteriocinas precisam interagir com a membrana citoplasmatica da célula-alvo. A
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primeira fase na formacdo de poros pela bacteriocina envolve as interacdes
eletrostaticas entre a carga positiva e os residuos polares da bacteriocina com 0s
fosfolipidios anibnicos presentes na bicamada lipidica da membrana alvo (Abee et
al.,1995). A segunda envolve mudancas irreversiveis e letais em cepas sensiveis
a bacteriocina (Desmazeaud, 1997).

Nos ultimos anos, diversas pesquisas relacionadas a utilizacdo de
bateriocinas como bioconservantes foram conduzidas, indicando que sua
aplicacédo em alimentos pode trazer uma série de beneficios, tais como extenséo
da vida-de-prateleira, protecéo extra durante condi¢cbes de abuso de temperatura,
diminuicdo do risco de transmissdo de micro-organismos patogénicos na cadeia
de alimentos, reducdo da necessidade de aplicacdo de conservantes quimicos e
possibilidade de uso de tratamentos térmicos mais brandos (Galvez et al. 2007).

Além disso, as bacteriocinas de BAL oferecem uma série de
propriedades desejaveis que as tornam adequadas para O USO COMO
conservantes de alimentos: s&o produzidas por bactérias GRAS (Generally
Recognized as Safe — geralmente reconhecido como seguro), ndo sdo toxicas
frente as células eucaridticas, sédo inativadas por enzimas digestivas, tendo
pequena influéncia na microbiota intestinal; sdo normalmente tolerantes a ampla
faixa de pH e temperatura; podem ter amplo espectro de acéo, inibindo tanto
bactérias patogénicas quanto deteriorantes e; genes estdo codificados em
plasmideo, facilitando a manipulacdo genética (Thomas et al. 2000 apud. Galvez
et al. 2007).

A funcionalidade das bacteriocinas dependem de alguns fatores, como
por exemplo, a resisténcia ao tratamento térmico. O processamento térmico de
alimentos pode causar perda de atividade das bacteriocinas. As propriedades
guimicas dos alimentos, como pH e teor de gordura, também podem influenciar
significativamente na escolha de determinada bacteriocina para ser utilizada em
um alimento especifico (Deegan et al. 2006).

Varios autores ressaltam que os resultados obtidos em laborat6rio nem
sempre séo reproduzidos quando as bacteriocinas sao aplicadas em alimentos. A
atividade antimicrobiana verificada in vitro contra determinadas espécies de
micro-organismos nao leva em conta a microbiota presente no produto onde estas
bacteriocinas serdo aplicadas, ignorando interacfes possiveis. Nos testes em

laboratério, a possivel ligacdo das bacteriocinas com componentes dos alimentos,
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a permanéncia das bacteriocinas adsorvidas a superficie das bactérias
produtoras, o efeito do pH na liberacdo e na atividade das bacteriocinas, a
atividade de proteases, sédo alguns fatores que nem sempre sdo considerados.
Além disso, as bacteriocinas podem ser adversamente afetadas pelas condi¢gbes
de processamento e estocagem como pH e temperatura de processamento e
armazenagem do produto (Devlighere et al.,, 2004; De Martinis et al., 2002;

Nascimento et al., 2008).

3.5.2 Nisina

Nisina é a bacteriocina comercial mais utilizada como bioconservante
em muitos paises (Cotter et al., 2005). Essa bacteriocina foi considerada de uso
seguro para aplicacdo em alimentos pelo Joint Food and Agriculture
Organization/World Health Organization (FAO/WHO), em 1969, e tem recebido
muita atencdo devido a seu amplo espectro inibitério contra bactérias Gram-
positivas como Listeria e Staphylococcus, bem como a inibicdo efetiva de esporos
de espécies de Bacillus e Clostridium (Arauz et al., 2009).

A nisina é produzida através da fermentacdo por algumas cepas de
Lactococcus lactis subsp lactis, um micro-organismo GRAS. E um peptideo
policiclico com 34 residuos de aminoacidos (massa molecular de 3354 Da), que
contém aminoacidos lantionina, methilantionina, didehidroalanine e &cido
didehidroaminobutirico. Além disso, a nisina € abundante em lisina, histidina,
valina, leucina e isoleucina e é desprovida de aminoacidos carregados

negativamente (Figura 1).
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<_O>_H >_ = Nisin

LA C O OH

Figura 1. A- Estrutura priméria da nisina. Adaptado de Jiang Jiang & Youling L.
Xiong (2015). B - Estrutura da nisina representada em uma cadeia de 34 amino
acidos com 5 anéis ciclicos. (Adaptado de Khan, I., & Oh, D.-H. 2016).

Esta estrutura Unica fornece a nisina uma afinidade elevada para com a membrana
celular. A atividade antibacteriana da nisina é atribuida a sua interacdo com
fosfolipidios aniénicos na parede celular bacteriana, resultando na destruicdo da
funcdo da membrana e a fuga de componentes celulares (Breukink et al, 1997;.
Juneja, 2012) (Figura 2). A atividade antimicrobiana da nisina pela interacdo do
peptideo com a membrana celular bacteriana por meio do acimulo de peptideos na
superficie desta, forcando a insercdo da nisina no interior; e por meio de uma
ancoragem do peptideo com o lipidio Il, componente precursor da parede de
peptideoglicano (Breukink & De Kruijff, 2006). Acredita-se que 0 processo de
insercdo na membrana siga o modelo “sanduiche”, no qual os peptideos se inserem
causando uma curvatura da membrana, fazendo que o sitio hidrofilico do peptideo
interaja com a cabeca polar do fosfolipidio e, paralelamente, o sitio hidrofobico

interaja com a cauda (Brogden, 2005).
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Figura 2. Modelo "Sanduiche" de insercao do peptideo nha membrana e formacéo

de poros. Adaptado de Brogden (2005).
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mecanismo mediado pela ligacdo entre nisina e lipidio Il (Breukink & De Kruijff,
2006).

Em vista disso, o0 mecanismo de atuacdo antimicrobiana da nisina
frente a micro-organismos e mais especificamente a L. monocytogenes ainda nao
estd completamente elucidado. Estudos sobre o efeito antimicrobiano da nisina
contra L. monocytogenes em produtos carneos apresentam diferentes resultados,
contudo, sabe-se que esse peptideo é eficaz contra muitas bactérias Gram-
positivas, incluindo L. monocytogenes (Chung et al.,1989; Bouttefroy et al. 2000;
Castro, 2002; Luchansky & Call, 2004; Zhang & Mustapha, 1999; Davies et al.,
1999; Ariyapitipun et al., 2000; Ofré et al. 2008; Kalschne et al., 2014). Por essa
razd8o a nisina é particularmente interessante para melhorar a seguranca das
carnes RTE (Martin-Visscher et al. 2011).

3.5.2.1 Aplicacédo da Nisina em Produtos Carneos

Em 1968, na 122 Comité de Especialistas do FAO/WHO, a Organizacéo
de Alimentacdo e Agricultura das Nac¢des Unidas (FAO) e a Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) avaliou a toxicidade da nisina com base em estudos com
animais. A partir dessa avaliacdo, foi estabelecida a Ingestdo Diaria Aceitavel -
IDA (Acceptable Daily Intake) que determina a quantidade maxima do aditivo que
pode ser ingerida diariamente, sem causar quaisquer danos a saude do
consumidor. Essa quantidade foi de 33000 Unidades Internacionais (Ul) (0,825
mg) por quilo de peso corporeo (Codex Committee On Food Additives Session 45
2013). Atualmente, a IDA estabelecida pelo JECFA é de 0-2 mg/kg de peso
corporal, com base em um NOAEL de 224,7 mg de nisina por quilograma de peso
corporal (FAO/WHO 2013).

A UE estabeleceu a IDA de 0,13 mg/kg de peso corporal/dia (Codex
Circular Letter 2012). Essa discrepancia de valores fez com que a questdo fosse
levantada pela UE e a pedido desta, a nisina foi marcada para ser re-avaliada
pela assembleia JECFA 77 (Codex Committee On Food Additives Session 45,
2013).

Estudos toxicologicos realizados com a nisina demonstraram que a sua
ingestdo ndo causa efeitos toxicos ao organismo humano nas doses em que a

populacdo € exposta, sendo reportada uma DL50 de 6950 mg/kg de peso
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corpéreo, similar ao consumo de sal. Quando administrada oralmente, é
rapidamente inativada pela quimiotripsina, enzima produzida no pancreas e
liberada no intestino delgado, e € sensivel a ptialina, ndo sendo detectada na
saliva de humanos ap6s 10 minutos do consumo de liquidos contendo essa
bacteriocina. E também a Unica bacteriocina que foi confirmada como GRAS
“Generally Regarded as Safe” e de uso liberado como aditivo alimentar pelo
comité do Codex Alimentarius, da FAO, para uso como agente antimicrobiano na
inibicdo do desenvolvimento pds-germinativo de esporos e formacao de toxina por
C. botulinum em queijos fundidos e pasteurizados (Chandrapati & O’Sullivan,
1998). A nisina € aplicada a produtos de carne em preparacdes comerciais que
normalmente consistem de 2,5% (m/m) nisina. O nivel de utilizacdo € geralmente
de 5 - 25 mg/kg como nisina pura (Codex Committee On Food Additives Session
45 2013). O CCFA47 estabeleceu um grupo de trabalho eletrénico que
recomenda que CCFA48 discuta o atual projeto de disposicdo proposto para a
nisina para o0 uso na categoria de alimentos 08.3.2 (carne triturada processada
termicamente, aves e produtos de caca) na dosagem de 25 mg/kg (Codex
Committee on Food Additives Session 48 2016)

A legislacdo brasileira (DINAL/MS Portaria n°6, 1990; DETEN/MS
Portaria n°34/1992 e portaria n°29/1996) permite o uso de nisina na dose de 12,5
mg/kg em queijos fundidos, requeijdes e queijos pasteurizados (Brasil, 1996). A
aplicacdo de uma solucdo de acido fosférico contendo 200 mg/kg de nisina na
superficie de salsichas antes de serem embaladas foi permitida pela Divisdo de
Operacdes Industriais do Departamento de Inspecdo de Produtos de Origem
Animal, pertencente MAPA, em 1998 (Brasil, 1998).

Véarios estudos tém demonstrado que a aplicacdo de nisina em
produtos carneos pode aumentar a vida de prateleira do produto ou torna-lo mais
seguro (De Barros, 2009; Ofré et al., 2008; Kalschne et al., 2014). Na Australia, a
utilizacao de nisina (até 12,5 mg/kg) foi aprovada para qualquer produto de carne
processada (FSANZ, 2007). Vérios estudos tém mostrado a eficacia da nisina
para inibir L. monocytogenes em carne crua, embutidos fermentados, salsichas e
presunto cozido (Aymerich et al, 2005;. Degnan et al, 1992;. Hugas et al, 1995;.
Nielsen et al., 1990), mas pouca pesquisa foi realizada em presunto curado.

As avaliagOes de risco indicam que 90% dos casos de listeriose nos
EUA podem estar ligados ao consumo de RTE (FDA / FSIS / CDC, 2003). Além
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disso, estima-se que 83% das mortes atribuidas a listeriose RTE estao ligadas ao
produto fatiado ou em retalho, e destes cerca de 70% estdo associados com o
consumo de um produto formulado sem inibidores de crescimento (Endrikat et al.,
2011). Portanto, a utilizagdo de antimicrobianos seguros a saude do consumidor,
como a nisina, pode ser uma opc¢ao atraente para reduzir o niumero de listerioses
envolvendo produtos carneos RTE, sendo necessario sua aprovacao pelos

orgaos fiscalizadores de cada pais.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Preparacéo do In6culo

O in6culo foi preparado a partir de um pool composto por cinco cepas de
L. monocytogenes, sendo uma cepa de referéncia (ATCC 7644) e 4 isoladas de
produtos cérneos e lacteos (J11, 55, 47 e a 7459), pertencentes a colecdo de
culturas do Laboratério de Microbiologia e Controle de Alimentos do Instituto de
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos — ICTA/ UFRGS.

Para o preparo da cultura empregada na contaminacdo experimental,
cada cepa foi cultivada, separadamente, em Caldo Triptona de Soja (Himedia India),
suplementado com 0,6% de Extrato de Levedura (TSB-YE), por 18 h a 37 °C. Em
seguida, um novo cultivo foi realizado em caldo TSB-YE a 37 °C, por 10 horas, para
atingir o inicio da fase estacionaria, que foi determinado por uma curva padrao de
multiplicagdo. Volumes iguais de cada cultura (2ml) foram transferidos para um tubo
Falcon e a mistura foi centrifugada a 2810 x g, durante 10 minutos, e o sedimento foi
suspenso em agua peptonada 0,1% (m/v) estéril. O processo foi repetido duas
vezes, e a suspensao final foi adicionada de agua peptonada 0,1%, até atingir uma
densidade 6ptica (OD) de 0,5, a 600 nm, o que correspondeu a aproximadamente
107 UFC/mL. Esta suspenséo foi submetida a diluicdo com agua peptonada 0,1%, a
fim de obter uma populacéo final de 10* UFC/mL a ser utilizado na contaminacéo

artificial dos presuntos.

4.2 Fabricacdo do Presunto

Em um primeiro momento, presuntos foram preparados na planta piloto
de carnes do parque Industrial de Esteio/RS (DuPont) para os ensaios 1 e 2. Para
0 ensaio 3, os presuntos foram preparados pela planta piloto da Marsul
Montenegro/RS.

Nisina comercial (Nisaplin®, Danisco, Copenhagen, Dinamarca) foi
comprada por Danisco Brasil Ltda. De acordo com o fabricante a formulagéo
continha 77,5% NaCl, 20% solidos desnaturados de leite e 2,5% de nisina pura.
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Empregou-se como matéria-prima carne de pernil suino desossado e
recorte suino magro (5% de gordura). O pernil suino foi injetado com uma
salmoura preparada com a seguinte formulacéo (g por Kg): 4gua gelada — 297,5;
corante carmim de cochonilha — 0,15; tripolifosfato sédico — 3,8; acido pirofosfato
de sodio 1,5; Sal 15; Sal de cura 2,1; Glutamato monossoédico 2,4; Proteina
isolada de soja SUPRO® 548 20,6; Carragena Meatline®1240 5,1; Xarope de
glicose Morex® 1940 10,1; Maltodextrina Morex® 1920 10,1; Aroma Califérnia 5,6
e Eritorbato de sodio 1,0.

Os ingredientes foram adicionados na seguinte ordem mostrada na

Figura 3:
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Figura 3. Fluxograma do processo de producado dos presuntos adicionados de nisina.

Ensaio 1: adicdo de 500 mg de Nisaplin® por kg de presunto
(correspondente a 12,5 mg de nisina pura por Kg de presunto).
Ensaio 3: adicdo de 1280 mg de Nisaplin® por kg de presunto
(correspondente a 32 mg de nisina pura por Kg de presunto).

Nos dois ensaios o Nisaplin® foi adicionado na salmoura apés a
adicdo da proteina isolada de soja Supro®548.

Ensaio 2: adicdo de 500 mg de Nisaplin® por kg de presunto
(correspondente a 12,5 mg de nisina pura por Kg de presunto)
misturada previamente com Maltodextrina MOREX® 1920 e colocada
apo6s 12 horas de tambleamento. A adigdo foi feita com Tumbler em
movimento (12 rpm e a massa ficou sob vacuo, sendo massageada
por mais de 60 min.

26
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4.3 Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana da Nisina em Presunto Cozido

Os presuntos foram avaliados para a presenca de L. monocytogenes,
através do método 1SO 11290-1. Para teste da atividade antimicrobiana da nisina

em presuntos cozidos foram realizados trés diferentes ensaios, descritos a seguir:

4.3.1 Ensaios 1e 2

Foi avaliada a acdo antimicrobiana da nisina, utilizando a concentragao

aprovada no Brasil para queijos fundidos, requeijdes e queijos pasteurizados
(12,5 mg/kg). Os ensaios 1 e 2 diferiram na etapa de incorporagao da nisina. No
ensaio 1 a nisina foi adicionada na salmoura (Figura 4) e no ensaio 2 foi
adicionada na emulséo carnea na etapa de tambleamento (Figura 5). Os valores
de Nisaplin® (produto comercial que contém 2,5% (m/m) de nisina pura) para

obter as dosagens do ensaio 1, 2 (12,5 mg/kg de nisina) e 3 (32 mg/kg).

4.3.1.1 Ensaio 1: Adicdo de 500 mg de Nisaplin® por kg de presunto
(correspondente a 12,5 mg de Nisina pura por kg de presunto) na etapa de
producdo da salmoura, apds a adi¢cdo da Proteina Isolada de Soja SUPRO® 548
(Figura 4).

Figura 4. A — Tanque agitador NT para homogeneizacdo da salmoura. B-
Salmoura pronta para ser injetada na carne (com nisina 12,5 mg/kg). (fotos
cedidas pela DuPont Esteio/RS 2014)
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4.3.1.2 Ensaio 2: adicdo de 500 mg de Nisaplin® por kg de presunto
(correspondente a 12,5 mg de nisina pura por Kg de presunto), previamente
misturada com a quantidade de Maltodextrina Morex® 1920 prevista na
formulagdo. Esta mistura foi adicionada na etapa do tambleamento, antes do

envaze. A adicao foi feita com o tumbler em movimento (12 rpm) e a massa ficou

sob vacuo, sendo homogeneizada por mais de 60 minutos (Figura 5).

Figura 5. A — Tambler Guther GPA 90 0,8W utilizado no processo para
homogeneizacdo da emulsdo carnea. B- Adicdo da Nisina diretamente na
emulséo carnea no tambleamento (fotos cedidas pela DuPont Esteio/RS 2015).

4.3.2 Ensaio 3

Foram adicionados 1280 mg de Nisaplin® por kg de presunto
(correspondente a 32 mg de Nisina pura por Kg de presunto) na etapa de
producdo da salmoura, apés a adicdo da Proteina Isolada de Soja SUPRO®

548. Posteriormente foi feita a injecdo da salmoura na carne Figura 6.
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Figura 6. A- Injecao da salmoura no pernil na dosagem final de 32 mg/kg. B -
aparéncia do pernil apds a injecao (estrias claras sdo a salmoura retida nas
fibras da carne). (fotos cedidas pela Marsul Montenegro/RS 2016).

4.4 Contaminacédo Experimental das Fatias de Presunto

Primeiramente, os presuntos fatiados com espessura de 0,5 mm e
pesando 25 g foram testados para a presenca de Staphylococcus coagulase
positiva, coliformes a 45 °C e Salmonella spp., através dos respectivos métodos
descritos por Silva (2010) e Listeria spp., através do método ISO 11290-1 (ISO,
1996).

No ICTA/UFRGS, os presuntos foram experimentalmente
contaminados na superficie com 1 mL de uma suspensdo bacteriana constituida
por um pool de diferentes cepas de L. monocytogenes, conforme descrito no item
4.1. No ensaio 3, a superficie foi contaminada da mesma maneira, com um pool
composto por 5 cepas de L. monocytogenes (ensaio 1 e 2) e somente com a cepa
ATCC 7644 separadamente. Depois da contaminacéo artificial das superficies das
fatias, os sacos plasticos foram massageados manualmente durante 2 minutos e,
em seguida, fechados com fita adesiva. Presuntos controle, sem adi¢cdo da nisina,
também foram fatiados. Os presuntos utilizados para avaliacdo das BAL néo
foram contaminados com Listeria spp. Os presuntos fatiados foram armazenados

sob refrigeracéo a 8 °C, durante os experimentos.

4.5 Contagem de L. monocytogenes e Bactérias Acido Laticas (BAL)

Foram analisadas amostras de presuntos cozidos fatiados e embalados
individualmente em sacos plasticos estéreis, com peso aproximado de 25 g e
formulados com 12,5 mg/kg de nisina nos ensaios 1 e 2, 32 mg/kg de nisina no
ensaio 3 e sem nisina (controle). As fatias de presunto foram submetidas a
contagem de L. monocytogenes e bactérias acido laticas nos tempos de 0, 24
horas (h), 48h, 10 dias (d), 20d, 30d e 40d no ensaio 1. Ja no ensaio 2 e 3 0S
tempos foram de 0, 24 horas (h), 48h, 4 dias (d), 6d, 8d e 9d e 10d. Para
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contagens de L. monocytogenes, fatias foram homogeneizadas com 225 mL de
agua peptonada 0,1% (m/L) em um homogeneizador Stomacher (Sward London)
e a suspensdao foi submetida a diluicbes decimais adequadas em agua peptonada
0,1%. Aliquotas de 0,1 mL de cada diluicdo foram semeadas na superficie de agar
seletivo para L. monocytogenes (Chromocult® Merck, Darmstadt) e incubadas a
37 °C, durante 48 h. Para contagens de BAL, aliquotas de 1 mL de cada diluicdo
foram semeadas em agar MRS (Merck, Darmstadt) e incubada em jarra de
anaerobiose a 30 °C, durante 48 h.

As analises de todos os experimentos foram realizadas em triplicata (A, B e

C) e as contagens foram realizadas em duplicata.

4.6 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) de Nisina

O método CBM foi adaptado da metodologia CLSI 2012 o qual a nisina foi
determinada para as cinco cepas de L. monocytogenes separadamente e em
combinacdo (mesmo pool utilizado nos ensaios em presunto). Primeiramente, a
nisina foi diluida em HCI 0,01 M para formar uma solucdo estoque. Antes de
cada experimento, a solucdo estoque contendo nisina foi diluida em tampao
fosfato 10 mM (pH 6,4) para atingir uma concentracdo inicial de nisina de 1
mg/mL. Para determinar a CBM, utilizaram-se microplacas de Elisa de 96 pocos
com 100 pL de caldo Miller Hinton (MH, Sigma-Aldrich Saint Louis). No primeiro
poco, adicionou-se uma solucéo de nisina que foi diluida no caldo MH, passando-
se para 0 segundo pogco e assim sucessivamente. Em seguida, foram
adicionados 100 pL de uma suspensdo bacteriana contendo 10° UFC/mL de
cada cepa de L. monocytogenes e as placas foram incubadas a 37 °C, por 24 h.
Apos, foram inoculados 20 pL de cada diluicho em placas contendo agar
Chromocult® (Merck, Darmstadt), os quais foram incubadas 37 °C, por 24 h.
CBM foi definida como a menor concentracdo em que nao se observou
multiplicacdo de L. monocytogenes nas placas de agar Chromocult®. Controle
negativo (MH e solventes) e positivo (MH e L. monocytogenes) foram feitos.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Posteriormente, a CBM foi determinada para a salmoura (a mesma utilizada
nos presuntos), utilizando a mesma metodologia descrita acima, porém com MH

dupla concentracdo. No ensaio de CMB a salmoura foi avaliada em virtude de
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descartar a possibilidade que os resultados obtidos nos ensaios com o presunto
fossem devido a esta conter sais de cura (nitrito de sddio) além de avaliar a acao

sinérgica ou antagbnica com a nisina.

4.7 Determinacédo da nisina por HPLC-DAD-MS"

A fim de determinar a concentracdo da nisina no composto comercial
(Nisaplin® 2,5% de nisina pura), foi desenvolvido a metodologia para detectar e
quantificar nisina por cromatografia liquida. Foi utilizado o sistema de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) Shimadzu (Kyoto, Japao)
operado pelo software LCsolutions, versdo 1.23 SP1 (Shimadzu). Este foi 0
primeiro passo de definicdo da metodologia para futuramente determinar a nisina
em amostras de presunto.

Os compostos catidnicos insoluveis do Nisaplin® foram separados em
uma coluna XBridge® RP 18 (tamanho de particula 5 um, 150 mm x 4,6 mm) a 30
°C, com fase movel, consistindo em agua ultrapura (solvente A) e acetonitrila pura
(solvente B) em gradiente nao isocratico. Os espectros foram obtidos entre 214 e
280 nm e o cromatograma processado a 220 nm. Os espectros de massas foram
adquiridos com um scan range de m/z 100 a 800, e os parametros do MS foram
fonte ESI no modo de ionizagéo positivo e voltagem do capilar 4000 V.

A identificacdo da nisina foi realizada considerando os seguintes
parametros: tempo de retencdo em uma coluna C18, caracteristicas do espectro
UV-visivel (comprimento de onda de méaxima de absorcdo Amax), espectro de
massas comparado com padrdo SIGMA-ALDRICH (referéncia N5764, Brasil)

analisado sob as mesmas condi¢fes e dados da literatura (Di Stefano et al. 2012).

4.8 Andlise Estatistica

Para as analises comparativas nos ensaios do presunto entre o grupo
teste com nisina e grupo controle (comparagcao intergrupos) e do mesmo grupo
(comparacéo intragrupos) foi realizado o teste estatistico de Bonferroni. A avaliacao
estatistica de Bonferroni foi preconizada porque, segundo Pimentel-Gomes (2009),
esse teste é um aperfeicoamento do teste T e pode ser aplicado a contrastes mais

complexos. Define-se contraste como um vetor de médias em que a soma dos
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coeficientes é igual a zero (Constant, 2004). Contraste é usado para comparacao
entre médias de tratamento, por combinac&o ou por pares de médias. O contraste &
formado por médias e existe uma relacdo direta entre grau de liberdade e nimero de
contrastes ortogonal. Além disso, o teste estatistico de Bonferroni foi utilizado,
porque proporciona bons resultados para pequeno numero de contrastes, e € mais
conservador do que o teste de Tukey. Os valores marcados com asterisco mostram
a significancia estatistica intergrupos e as letras sdo a comparacdao intragrupo (letras
iguais nao diferem).

Para os ensaios de CMB foram adotados dois testes estatisticos: o teste
de Dunnet e o teste de Student-Newnam Keuls. O teste de Dunnet foi escolhido
porque, segundo Vieira et al. (1989), este teste € adequado para comparar as
meédias dos tratamentos apenas com a média do controle. O teste de Student-
Newnam Keuls, de acordo com Sampaio (2002), contorna os inconvenientes do
teste T para ensaios com dois tratamentos, pois alguns autores consideram errado
aplicar o teste T para comparac¢ado de médias, duas a duas.

O software utilizado para avaliar os resultados foi o SPSS verséo 21. Para

todos os testes estatisticos foi adotado o nivel de significancia de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Ensaio 1:

5.1.1 Atividade da nisina contra L. monocytogenes em presunto cozido,

fatiado, durante o armazenamento a 8 °C

Os resultados das contagens de L. monocytogenes nas amostras de presunto
cozido, contendo 12,5 mg/kg de nisina adicionada na salmoura e armazenado a 8 °C
estdo apresentados na Figura 7.
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a,b,c,d,e comparacdo intragrupo (letras iguais ndo diferem pelo teste de Bonferroni a 5% de
significancia).

Figura 7. Contagem do pool de L. monocytogenes (log UFC/g) em presunto cozido,
com (12,5 mg/kg) e sem nisina (controle) armazenado a 8 °C, por 40 dias.

As contagens de L. monocytogenes nas fatias de presunto cozido nos
primeiros 2 dias a 8 °C permaneceram estaveis. Nao houve diferenca significativa
(p>0,05) tanto no grupo controle (sem nisina) quanto no presunto teste. No primeiro
dia de armazenamento, observou-se um declinio de 0,3 log UFC/g nas fatias
contendo nisina. Nas contagens do controle houve um aumento de 0,11 log UFC/g
de L. monocytogenes nas fatias de presunto cozido. No segundo dia, as fatias de
presunto contendo nisina tiveram um aumento de 0,11 log UFC/g, enquanto nas do
controle 0,13 log UFC/g. No 10° dia, o presunto contendo nisina teve um aumento na

contagem de L. monocytogenes de 2,54 log UFC/g e o presunto controle 2,57
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UFC/g. A partir do 20° dia, as contagens atingiram a fase estacionaria, tanto no
presunto controle como no presunto contendo nisina (Figura 7). O presunto teste
(contendo nisina) ndo demonstrou diferenca significativa comparado com o controle

pelo teste de Bonferroni a 5% de significancia.

5.1.2 Atividade da nisina contra bactérias acido laticas em presunto

cozido, fatiado, durante o armazenamento a 8 °C.

As contagens das BAL nas amostras de presunto cozido, contendo 12,5

mg/kg de nisina, adicionada na salmoura e armazenado a 8 °C estdo apresentados

na Figura 8.
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Figura 8. Contagem das BAL (log UFC/g) naturalmente presentes em presunto cozido,

com (12,5 mg/kg), e sem nisina (controle) armazenado a 8 °C por 40 dias.

As contagens das BAL permaneceram abaixo do limite de deteccéo, por 2
dias, no presunto cozido contendo nisina. Entretanto, no presunto controle (sem
nisina), observou-se um aumento significativo (p<0,05) de 2,31 log UFC/g nas
contagens das BAL. No 10° dia, tanto as fatias de presunto contendo nisina como
as fatias controle atingiram a fase estacionaria, a qual correspondeu a
aproximadamente 8 log UFC/g. De acordo com a Figura 8, a nisina inibiu

significativamente a multiplicagcao das BAL por 2 dias (p<0,05).
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5.2 Ensaio 2:

5.2.1 Atividade da nisina contra L. monocytogenes em presunto

cozido, fatiado, durante o armazenamento a 8 °C.

Os resultados das contagens de L. monocytogenes nas amostras de
presunto cozido, contendo 12,5 mg/kg de nisina, adicionada no tambleamento, e

armazenada a 8 °C, entdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Contagem do pool de L. monocytogenes (log UFC/g) em presunto cozido,

com (12,5 mg/kg) e sem nisina (controle) armazenado a 8 °C, por 10 dias.

No primeiro dia de armazenamento, observou-se um declinio na
contagem do patogeno de 0,21 log UFC/g nas fatias contendo nisina, enquanto no
controle houve um aumento de 0,51 log UFC/g. As contagens de L. monocytogenes
permaneceram na fase estacionaria por 6 dias no presunto controle, mas no
presunto tratado com nisina somente em 8 dias. Conforme o0s resultados
apresentados na Figura 9, as contagens no presunto teste (contendo nisina)
demonstrou diferenca significativa até o sexto dia comparado com o controle pelo
teste de Bonferroni a 5% de significancia. No sexto dia, a diferengca entre o
tratamento e o controle foi de aproximadamente 1 log UFC/g de L. monocytogenes.
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5.2.2 Atividade da nisina contra bactérias acido laticas em presunto

cozido, fatiado, durante o armazenamento a 8 °C.

Os resultados das contagens das BAL nas amostras de presunto
contendo 12,5 mg/kg de nisina adicionada no tambleamento e armazenado a 8 °C

entdo apresentados na Figura 10.
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Figura 10. Contagem das BAL (log UFC/g) naturalmente presentes em presunto cozido,

com (12,5 mg/kg), e sem nisina (controle) armazenado a 8 °C por 10 dias.

As contagens das BAL foram menores que 10 Log UFC/g nas fatias de
presunto cozido com nisina e controle no primeiro dia de armazenamento a 8 °C.
Isso pode ser uma indicacéo das boas condi¢cdes de higiene no fatiamento e na peca
do presunto, visto que as BAL n&o foram inoculadas artificialmente no presunto
fatiado. Conforme a Figura 10, o presunto contendo nisina obteve diferenca
significativa até o décimo dia comparado com o controle pelo teste de Bonferroni a
5% de significancia.



37

5.3 Concentracdo minima bactericida - CMB

Em vista dos resultados obtidos nos ensaios 1 e 2, determinou-se a CMB,
a fim de averiguar a sensibilidade a nisina isoladamente de cada cepa e do pool de
L. monocytogenes, sem a interferéncia da matriz carnea. Além disso, a CBM foi
determinada utilizando a salmoura com a finalidade de descartar a possibilidade que
os resultados obtidos fossem devido ao presunto conter sais de cura (nitrito de

sbdio) e a possivel acao sinérgica ou antagonica da salmoura e nisina.

5.3.1 CMB da nisina sobre isolados de L. monocytogenes separadamente e
em combinacao

Resultados apresentados na Figura 11 mostram diferentes sensibilidades
das cepas de L. monocytogenes a nisina. A média de CMB dos isolados 55 e 7459
foi de 31,25 pg/mL, j& para as cepas J11, 47 e ATCC 7644 a média foi 15,63 pg/mL.
Os valores de CMB dos pools foram o dobro comparado com os isolados 55 e 7459.

Além disso, a Figura 11 mostra que a cepa ATCC 7644 e os demais
isolados de L. monocytogenes nao tiveram diferenca entre si (p>0,05), mas diferiram
do pool (p<0,05). J& os pools (pool com todas as cepas de L. monocytogenes
utilizadas nos ensaios e 0 pool sem o isolado selvagem 7459) nao diferiram entre si
pelo teste Student-Newnam Keuls. O objetivo de fazer o pool sem o isolado
selvagem 7459 foi para averiguar se este ndo era um dos fatores que garantiria a
menor sensibilidade do pool, visto que, em ensaios prévios, o isolado 7459

apresentou um dos maiores valores de CMB.
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*Pool sem o isolado selvagem de L. monocytogenes 7459
Figura 11. Perfil de sensibilidade de culturas de L. monocytogenes para nisina.

55.2 CMB de salmoura contendo nisina sobre

monocytogenes separadamenre e em combinacao

Isolados de L.

Os resultados da CMB com salmoura, referente a cepa ATCC 7644 e aos

isolados individualmente e em conjunto sdo mostrados na Figura 12.
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Figura 12. Perfil de sensibilidade de culturas de L. monocytogenes para nisina

Salmoura.
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Resultados apresentados na Figura 12 mostram diferentes sensibilidades
das cepas de L. monocytogenes a nisina. A média de CMB dos isolados 47 e 7459
foi de 250 pg/mL, do isolado 55 foi de 125 pg/mL, do isolado j11 foi de 31,25 pug/mL
e a ATCC teve a menor média de 15,63 pg/mL. Os valores de CMB dos pools (pool
com todas as L. monocytogenes utilizadas nos ensaios e o pool sem o isolado
selvagem 47) apresentaram menor sensibilidade e ndo diferiram entre si (p>0,05)
com a média de CMB de 500 pg/mL. Os valores de CMB dos pools foram o dobro
comparado com os isolados 47 e 7459. A cepa ATCC e os isolados nao tiveram
diferenca entre si, embora a cepa ATCC 7644 tenha apresentado maior
sensibilidade a nisina e a salmoura. A cepa ATCC e os isolados diferiram de ambos

0s pools e estes nao diferiram entre si pelo teste Student-Newnam Keuls (p>0,05).

5.4 Ensaio 3:

A partir dos resultados obtidos na avaliacdo da CMB, realizou-se o0 ensaio
3, utilizando uma dosagem superior de nisina (32 mg/kg) em comparacdo aos
ensaios 1 e 2. Além disso, esse ensaio foi realizado utilizando o pool de L.
monocytogenes e, separadamente, a cepa ATCC 7644. O ensaio somente com a
cepa ATCC 7644 teve o objetivo de avaliar se a sua maior sensibilidade observada

no teste de CBM se refletiria na matriz carnea.

5.4.1 Atividade da nisina contra L. monocytogenes em presunto

cozido, fatiado, durante o armazenamento a 8 °C.

Os resultados das contagens de L. monocytogenes nas amostras de
presunto contendo 32 mg/kg de nisina adicionada na salmoura e armazenada a 8 °C
entdo apresentados na Figura 13, correspondendo as contagens desde o tempo 0
até 10 dias.
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Figura 13. Contagem do pool de L. monocytogenes (log UFC/g) em presunto cozido, com
(32 mg/kg) e sem nisina (controle) armazenado a 8 °C, por 10 dias.

No primeiro dia de armazenamento, observou-se um declinio de 0,16 log
UFC/g nas fatias de presunto contendo nisina. No presunto controle houve um
aumento de 0,26 log UFC/g nas contagens de L. monocytogenes. No segundo dia,
as fatias de presunto contendo nisina demonstram um aumento de 0,07 log UFC/g e
nas fatias de presunto controle, 0,20 log UFC/g. Conforme os resultados
apresentados na Figura 13, a contagem no presunto teste (contendo nisina) teve
diferenca significativa do dia um até o décimo dia de tratamento, comparado com o
controle, segundo teste de Bonferroni a 5% de significancia.

5.4.2 Atividade da nisina contra cepa ATCC 7644 em presunto cozido,

fatiado, durante o armazenamento a 8 °C.

Os resultados das contagens da cepa ATCC 7644 nas amostras de
presunto contendo 32 mg/kg de nisina adicionada na salmoura e armazenada a 8 °C

estao apresentados na Figura 14.
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Figura 14. Contagens da cepa ATCC 7644 de Listeria monocytogenes (log UFC/g) em
presunto cozido contendo nisina (32 mg/kg), armazenado a 8 °C, por 10 dias.

No primeiro dia de armazenamento, observou-se um declinio de 0,02 log
UFC/g nas fatias contendo nisina. Nas contagens do controle houve um aumento de
0,02 log UFC/g e partir do segundo dia de armazenamento do presunto controle,
houve um aumento de 0,28 UFC/g na contagem de L. monocytogenes, iniciando a
fase exponencial de multiplicacdo. Ja no presunto tratado, L. monocygenes ATCC
7644 permaneceu em fase lag ao longo de todo o experimento (10 dias), indicando
gue a concentracdo de nisina utilizada (32 mg/kg) foi eficaz no controle desta. Pelo
teste de Bonferroni foi significativa a diferenca intergrupos do 6° dia até 10° dia
(p<0,05).

5.5 Comparacdo entre 0os ensaios 2 e 3 das contagens de L.

monocytogenes nas amostras de presunto cozido fatiado

Os resultados do ensaio 2, referente as contagens de L. monocytogenes
nas amostras de presunto contendo 12,5 mg/kg de nisina, adicionada no

tambleamento, estdo apresentados na Figura 15, juntamente com os resultados do
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ensaio 3 das contagens de L. monocytogenes, nas amostras de presunto contendo
32 mg/kg de nisina adicionada na salmoura, ambos armazenados a 8 °C. Essa
Figura foi elaborada com a finalidade de comparar os dois processos e
comportamento do pool de L. monocytogenes expostas a diferentes dosagens de
nisina.
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Figura 15. Contagem do pool de L. monocytogenes (log UFC/g) em presunto cozido
contendo nisina (12,5mg/kg) (linha mais escura). Contagem do pool de Listeria

monocytogenes (log UFC/g) em presunto cozido contendo nisina (32mg/kg), (linha
mais clara).

Conforme os resultados apresentados na Figura 15, foi possivel observar
gue a maior dosagem de nisina (32 mg/kg) aumentou a fase lag de L.
monocytogenes em 6 dias, enquanto que na concentracdo de 12,5 mg/kg o
patdbgeno permaneceu em fase lag somente 1 dia. Nos dias 6, 8 e 10 houve
diferenca significativa intergrupos pelo teste de Bonferroni (p<0,05). Além disso, 0s
resultados mostram que na maior concentracdo de nisina o patégeno manteve
contagens inferiores em relagdo a menor concentracdo de nisina no presunto,
sugerindo que nessa matriz alimentar é necessario aumentar a concentracao da

bacteriocina para atingir um efeito desejavel na inibicdo de L. monocytogenes.
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5.6 Determinacdo da concentracdo de nisina no produto Nisaplin® HPLC-
DAD-MS

A Concentracdo de nisina foi determinada no produto Nisaplin® (2,5% de

nisina pura) a partir da curva analitica representada na Figura 16.

Nisina

Yy =G9788,7x - 243147
R*=0,9985
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Figura 16. Curva analitica da nisina comercial (Nisaplin®) analisado por HPLC-DAD. O
eixo y indica a area do cromatograma e o eixo X indica a concentragao da nisina.

Conforme resultados apresentados na Figura 17 a seta no cromatograma

indica o pico de saida da nisina no tempo de corrida total de 12 minutos.
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Figura 17. Separacao cromatografica da nisina comercial Nisaplin® no espectro 220 nm.

A partir dos resultados obtidos através do HPLC (Figura 18) foi feita a
identificacdo pelo MS da nisina (Nisaplin®) de acordo com espectro de massas

apresentados na Figura 16 e a Tabela 3, referente a distribuicao isotopica.
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Figura 18. Identificagdo por HPLC-MS da nisina (Nisaplin®).

Tabela 3. Distribui¢ao isotopica nisina A (massa molecular 3354.07 Da)

Carga [M + nH]n+ Massa Média encontrada Massa Média Teérica

3354,07
n.d! 3355,08
n.d! 1678,04
1118,87
839,40
5 671.52

A OWNPE

1n&o detectado

O método permitiu a identificacdo e confirmarcéo da concentracao de
2,52% de nisina pura no produto comercial Nisaplin® predito no laudo do fabricante.
Além disso, a metodologia criada teve a vantagem de reprodutibilidade

(Figura 16), seletividade relativa e um tempo de corrida curto.
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6. DISCUSSAO

Embora a nisina tenha sido utilizada com sucesso como conservante em
numerosas matrizes alimentares (Gorris & Bennik,1994), esta demonstra uma
eficacia variavel em produtos carneos. Varios motivos para isso foram identificados,
tais como a natureza dos micro-organismos deteriorantes e parametros de
preservacao (Fowler & Gasson 1991), ligacdo da nisina nas proteinas da carne
(Aasen et al. 2003; Davies & Delves-Broughton 1999; Rayman et al. 1983),
degradacgé&o da nisina por proteases da carne (Aasen et. al. 2003; Murray & Richard,
1997), a falta de homogeneidade da mistura (Davies & Delves-Broughton 1999),
adsorcao pela gordura (Aasen et. al. 2003; Jaber et al 2000), condi¢cées do pH
(Rayman et. al. 1983; Davies & Delves-Broughton 1999) e temperatura de
armazenamento (Galvez et al., 2007).

A mesma formulacdo de presunto foi usada nos 3 ensaios, sendo que
apenas a etapa em que a nisina foi adicionada e sua concentracdo foram variadas
No ensaio 1 adicdo de 12,5 mg/kg de nisina na etapa de producéo da salmoura; no
ensaio 2 adicdo de 12,5 mg/kg de nisina na etapa de homogeneizacdo da mistura
carnea e no ensaio 3 adicdo de 32 mg/kg de nisina na etapa de producdo da
salmoura. Nos trés ensaios a nisina ficou em contato com a carne crua e curada por
um periodo entre 1 a 12 horas. Durante esse periodo, diversas reacdes podem ter
ocorrido entre a nisina e as enzimas presentes na carne sugerindo uma diminui¢cao
na dosagem real no produto pronto. Comparando o0 ensaio 1 com o0 ensaio 2,
observou-se que a adicdo da nisina na etapa de tamblemento (ensaio 2) teve um
melhor efeito inibitério. Isso pode ter ocorrido devido ao menor tempo de contato da
nisina com a carne.

Resultados preliminares (ndo mostrados) obtidos a partir de andlise por
HPLC demonstraram indicios de que houve uma diminuicdo significativa da
concentracdo da nisina, em 24 horas, no presunto cru (amostra retirada antes do
processo de coccdo na caldeira) diferentemente do presunto cozido (amostra de
presunto cozido pronto para o consumo). Essa diminuigdo na concentracdo de nisina
no periodo de cura pode refletir num menor efeito antimicrobiano. Esse pode ser um
dos motivos pelos quais a adicdo de 12,5 mg/kg de nisina néo foi suficiente para

inibir L. monocytogenes, por mais de 2 dias, em presunto cozido diferentemente da
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acao obtida em produtos laticos, os quais diversos autores mostram que essa
concentracgéo foi suficiente para inibir o patégeno (Davies et al., 1999; Malheiros et
al., 2010; Malheiros et al., 2012).

Rose et al. (2003) isolaram, a partir de musculo de carne crua, a enzima
glutationa S-transferase (GST), que catalisa a reacdo entre nisina e glutationa, e
verificaram que em temperatura superior a 37 °C, trés moléculas de glutationa
reagiram com uma molécula de nisina, inativando-a totalmente. Em temperatura de
refrigeracao (4 °C), a reagdo foi mais lenta e resultou na adicdo de uma molécula de
glutationa a uma de nisina (Galvez et al., 2007), ou seja, a temperatura superior a 37
°C com a acdo da GST também é um fator provavel da inativacdo da nisina.

No ensaio 1, na dosagem de 12,5 mg/kg de nisina adicionada na
salmoura, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) na inibicdo da multiplicacéo da
L. monocytogenes no presunto tratado em relacdo ao presunto controle (Figura 7).
Isso pode ter ocorrido devido a diminuicdo da concentracdo da nisina causada pela
ligagdo com GST e gordura. Em relagdo a BAL, obteve-se um aumento da fase lag
por até 2 dias. O sucesso contra BAL se resulta por elas terem uma maior
sensibilidade a nisina (CCFA 2013). A utilizacdo proposta para nisina contra BAL
(bactérias degradadoras presentes naturalmente no presunto) é de impedir a
multiplicacdo das cargas destas. Cabe ressaltar que, todos os produtos a base de
carne contendo nisina ainda deve ser produzidos em condi¢cfes de boas préticas de
fabricacdo e, portanto, essa bacteriocina ndo deve ser empregada com o intuito
ludibriar o consumidor, possibilitando a comercializacdo de produtos de qualidade
inferior ou insalubres.

Davies et al. (1999) verificaram que a adicéo de nisina (6,25 pg/g) inibiu o
multiplicacdo de BAL inoculadas em mortadela embalada a vacuo (pasteurizada) e
estocada a 8 °C. As amostras controles deterioraram em torno do 7° dia, enquanto
as amostras tratadas permaneceram sem deterioracdo por um periodo maior que 50
dias.

Kalschne et al. (2014) adicionaram nisina (0,013%, 0,007% ou 0,001%)
na salmoura (10% do peso da carne) em presunto cozido embalado a vacuo e
obtiveram resultados de contagem total de BAL menores (2 a 3 ciclos log) em
comparacao com o controle (sem nisina) durante o armazenamento refrigerado, por
60 dias.
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No ensaio 2, avaliou-se os 10 primeiros dias de armazenamento, visto
gue no primeiro ensaio observou-se que esse periodo abrangeu as fases lag,
exponencial e estacionaria da L. monocytogenes em presunto cozido. Os dez dias
foram preconizados também, em vista dos argumentos da revisdo literaria que
menciona a maior contaminagdo de L. monocytogenes em produtos fatiados em
mercados, nos quais a validade € em torno de 4 dias (Martins & Germano 2011,
Chaitiemwong et al. 2014). Resultados do ensaio 2 demostram que a fase lag foi
estendida por dois dias e, apds, a L. monocytogenes retomou a multiplicar-se e até
ultrapassou no oitavo dia o controle (Figuras 7 e 9).

Trabalhos anteriores mencionam que ndo sO algumas cepas de L.
monocytogenes possuem uma resisténcia inata a nisina, mas estas cepas também
podem desenvolver resisténcia a nisina, através da exposicao a concentracdes que
sdo muito baixas para exercer um efeito bactericida (Crandall & Montville, 1998;
Kaur et al., 2011) o que pode ser uma explicacdo da recuperacdo da L.
monocytogenes maior que 0 controle nos dois primeiros ensaios, 0S quais a
dosagem de nisina ndo foi suficiente para ter uma acdo bactericida. Portanto,
guando se utiliza nisina como um aditivo para inibir a L. monocytogenes, a
concentracdo preconizada no final no produto deve permitir alcancar um efeito
bactericida. Concentracdes inferiores sdo incapazes de inibir a multiplicacdo de L.
monocytogenes e podem permitir que se desenvolva resisténcia a nisina.

Alguns pesquisadores sugerem que o desenvolvimento da resisténcia
pode ocorrer de diversas maneiras (Kaur & Singh et al., 2011) dentre elas
modificacdes na composicao dos fosfolipidios da membrana bacteriana (Ming &
Daeschel, 1995; Verheul et al., 1997), modificacdes na estrutura da parede celular,
na carga final da membrana (evitando assim a atracdo/adesdo do peptideo)
(Crandall & Montville, 1998; Paiva; Breukink & Mantovani, 2011) e, por fim, a
presenca de uma enzima inativadora (GST) (De Vuyst & Vandamme, 1994).

Miyamoto et al. (2015) forneceram evidéncias de mecanismos de
sobrevivéncia bacteriana da L. monocytogenes ATCC 7644 induzida por um
ambiente com uma concentracdo sub-letal de nisina. A bactéria manteve em parte
sua capacidade de multiplicacdo, possivelmente pelo desencadeamento de um
mecanismo alternativo de divisdo de forma L-mediada. Além disso, sugerem um
possivel aumento da motilidade, que permite que a bactéria fuja de um ambiente

contendo nisina. Estes mecanismos de sobrevivéncia evidenciados em resposta a
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nisina pode estar em outras cepas de L. monocytogenes e outros agentes
patogénicos de alimentos sensiveis a essa bacteriocina.

Assim, é indispenséavel conhecer as linhagens que comumente causam
contaminacdo em alimentos, bem como seu perfil de sensibilidade, a fim de evitar
seu uso continuo e o desenvolvimento de cepas resistentes (Crandall & Montuville,
1998).

O emprego da nisina em conjunto com outras tecnologias de conservagéo
ou com outros antimicrobianos pode ser uma alternativa para a diminuicdo das
concentracfes necessarias para o efeito bactericida e/ou bacteriostatico e ainda
aumentar o espectro antimicrobiano desta bacteriocina (Dykes & Moorhead, 2002;
Samelis et al., 2005).

Outra hipétese para a perda da bioatividade da nisina € que ela se ligue a
com moléculas de compostos insolaveis em agua, tais como gordura. Resultados in
vitro obtidos por Glass Johnson (2004) suportam a hip6tese de que o elevado teor
de gordura em alguns produtos de queijo processado possam reduzir a atividade
antimicrobiana da nisina. Assim, a ligacéo da nisina a gordura parece bloquear a sua
atividade. Nisina foi utilizada em leite desnatado (0,1 mg/ml) com éxito para o
controle de L. monocytogenes quando o produto foi armazenado a 4 °C, por até 14
dias. No mesmo trabalho, quando aplicada em leite integral, a bacteriocina, em
concentracdo de 0,1 mg/ml, auxiliou no controle do patégeno, porém néo inibiu sua
multiplicacdo ao longo do periodo de armazenagem (Malheiros et al., 2010).

O teor de gordura pode interferir na distribuicdo uniforme e tornar a nisina
indisponivel para acéo sobre a(s) bactéria(s) alvo(s). Davies et al. (1999) verificaram
gue a atividade antimicrobiana da nisina em mortadela tipo Bologna teve um efeito
superior em amostras com menor conteddo de gordura. Reunanen e Saris (2004)
estudaram a preservacao da atividade antimicrobiana da nisina em salsicha cozida e
verificaram que a bacteriocina resistiu ao processo de cozimento e, em 10 dias de
estocagem a 6 °C, a concentracdo de nisina detectada foi de 55% em relacdo a
guantidade inicialmente adicionada, porém as andlises posteriores ao décimo dia
detectaram um aumento na concentragdo da bacteriocina, chegando a atingir 68%,
apos 28 dias de estocagem a 6 °C. Os autores concluiram que este fendbmeno é
explicado pela liberacdo de gordura do produto durante a estocagem resfriada e

concomitante aumento da solubilidade da nisina.
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Outro fator importante para a bioatividade da nisina refere-se a
interferéncia de componentes da carne, tais como fosfolipideos que limitam a sua
atividade ou devido a presenca de enzimas proteoliticas presentes nesses produtos
(Deegan et al., 2006). Certos aditivos alimentares tém-se mostrados antagonicos a
nisina. Por exemplo, a nisina € degradada na presenca de metabissulfito de sédio
(redutor forte) e didxido de titanio (oxidante forte), os quais sdo muitas vezes
utilizados em alimentos (Delves-Broughton et al., 1996).

Além disso, Pellicer et al. (2011) analisaram o efeito da temperatura,
conteudo de gordura, cloreto de sodio e 0 uso de conservantes (nitrito de sédio,
acido latico e nisina) na multiplicacdo de L. monocytogenes no sistema de emulsao
carnea. Os parametros foram testados individualmente e combinados. Os autores
observaram que a combinac¢des do acido latico com nitrito de sédio ou com nisina,
potencializaram o efeito inibitério.

No ensaio de CMB a salmoura foi avaliada em virtude de descartar a
possibilidade que os resultados obtidos nos ensaios com o presunto fossem devido
a esta conter sais de cura (nitrito de sodio) além de avaliar a acdo sinérgica ou
antagbnica com a nisina.

Rayman et. al. (1981) testou a combinacédo de 75 mg/kg de nisina com 40
mg/kg de nitrito de sédio e observou menores contagens o que 150 mg/kg de nitrito
sozinho, contra esporos do Clostridium sporogenes PA3679 em suspensdes de
carne, que foram aquecidas para simular o processo de coccdo do presunto. Os
pesquisadores concluiram que a combinag¢do nisina-nitrito parece ter um efeito
sinérgico, e a baixa concentragcdo de nitrito de sodio foi suficiente para preservar a
cor em carnes semelhante ao de produtos curados com 150 mg/kg de nitrito, logo
seria uma boa opc¢ao a adicdo da nisina para diminui¢cdo da dosagem de nitrito.

Entretanto, neste trabalho, a CMB demonstrou um efeito antagénico entre
a nisina e a salmoura (Figura 15). O trabalho de Rayman et al. (1981) ndo levou em
conta que a salmoura utilizada em produtos curados ndo é somente o sal de cura
(nitrito), mas possui em torno de 13 componentes diferentes. Cada constituinte da
salmoura deve ser melhor investigado separadamente. Emulsionantes mono e
diglicerideos, acidos esteres glicerideos e fosfolipidios que podem estar presentes
na salmoura tem agdo antagonista com a nisina (Herming et al. 1986). Outros

fatores inerentes a formulacéo base de presunto, tais como nitrito de sodio, cloreto
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de sédio e pH podem influenciar a multiplicagdo de L. monocytogenes (Karina et al.,
2011).

A acédo do NaCl em concentracdes de 2 a 6% (m/m) pode ter um efeito
protetor e/ou ativador do gene de resisténcia da L. monocytogenes contra a nisina
(Matrtinis, et al. 1998; Davies, et al. 1999 e Bergholz, et al. 2013).

Resultados da CMB demostraram diferencas de sensibilidades da cepa
ATCC e dos isolados de L. monocytogenes. Ribeiro et al. (2006) demonstraram que
isolados de L. monocytogenes de ambientes estressantes para a bactéria, como a
industria alimenticia, podem apresentar maior resisténcia.

Weeks et al. (2006) sugeriram que a L. monocytogenes Scott A altera a
sua estrutura de membrana de forma dependente, conforme estimulos ambientais
(pH) e / ou moléculas de sinalizagdo (quorum sensing). Ou seja, 0 pool teria sua
susceptibilidade para a nisina diminuida, devido ao sinal instigado pelo pH ou
quorum, provocando uma mudanca reversivel da membrana, resultando em um
aumento da populacao.

No ensaio 1, presunto cozido com dosagem de nisina de 12,5 mg/kg
contra um pool de L. monocytogenes, ndo demonstrou diferenca significativa
(p>0,05) em relacdo ao controle. Em vista disso, no ensaio 3 aumentou-se a
dosagem da nisina para 32 mg/kg, de acordo com a média dos resultados dos
isolados de L. monocytogenes do ensaio CMB.

No ensaio 3, a dosagem de 32 mg/kg demonstrou uma acéo
bacteriostatica contra o pool de L. monocytogenes, aumentando a fase lag para 8
dias, (Figura 11) e contra a ATCC 7644, para 10 dias (Figura 12).

Resultados semelhantes foram obtidos em outros trabalhos (Zhang &
Mustapha, 1999; Davies et al., 1999; Ariyapitipun et al., 2000; Ofré; Garrida;
Aymerich, 2008; Kalschne et al., 2014) apesar de que a eficiéncia da nisina aplicada
diretamente em produtos carneos apresente limitacbes, devido aos fatores
intrinsecos do alimento. Por exemplo, Beuchat et al. (1997) estudaram o efeito da
nisina na sobrevivéncia e multiplicacdo de linhagens de Bacillus cereus
psicrotréficos, em molho de carne. As células vegetativas estressadas pelo calor
apresentaram maior sensibilidade a nisina. O efeito inibitério da nisina foi mais
pronunciado a 8 °C em comparacéo a 15 °C. As células vegetativas apresentaram

maior sensibilidade a nisina que os enddsporos. A multiplicagdo de células
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vegetativas e endosporos, apos um periodo inicial de inibicédo, foi atribuido a perda
de atividade da nisina.

Em salsichas cozidas tipo continental embalada a vacuo e armazenada
sob refrigeragcédo, a adicdo de 1,25 a 6,25 mg de nisina por Kg de produto, ou
imersdo da salsicha cozida em uma solucdo de 5,0 a 25,0 mg de nisina por litro,
aumentou a vida util do produto (Delves-Broughton, 2005).

No Brasil, Castro (2002) observou que a aplicacdo de uma solucdo de
nisina a 200 mg/kg, em solugcdo de acido fosférico grau alimenticio (0,1% v/v), a
superficie de salsichas, ndo foi eficiente na reducdo da populacdo de micro-
organismos mesofilos, bactérias laticas e micro-organismos psicrotroficos nas
salsichas armazenadas a 8 °C e a 12 °C. No entanto, a acdo sobre L.
monocytogenes variou de acordo com a temperatura de armazenamento das
salsichas e com o grau de contaminacgdo. Para contaminacdo com niveis entre 103 -
10* UFC/cm?, a 8 °C, houve atividade antimicrobiana, mas para niveis de
contaminac&o mais altos (108 ou 10’ UFC/cm?), em temperaturas mais elevadas (12
°C), a nisina teve acao bastante limitada contra L. monocytogenes. Portanto, a acao
da nisina contra L. monocytogenes em salsicha varia de acordo com a temperatura
de armazenamento, nivel de contaminacao inicial e concentracdo de nisina aplicada.

Atualmente, a nisina € comercializada por diversas empresas, as quais
demonstram em seu rotulo a quantidade de nisina na formulacdo. Considerando a
importancia da concentracdo de nisina adicionada ao produto para atingir uma
adequada atividade antimicrobiana, diversas técnicas foram desenvolvidas.

Técnicas de agar difusdo, por exemplo, sdo métodos amplamente
utilizados para determinacao da concentracdo de nisina. No entanto, estes métodos
sdo conhecidos por ter baixa sensibilidade devido a complexidade da matriz
alimentar e precisam de um longo tempo para producdo de culturas microbianas.
(Pongtharangkul & Demirci 2004; Tramer & Fowler 1964), além de formarem, muitas
vezes, zonas falsas de inibicdo por causa do pH baixo das amostras (Wolf &
Gibbons, 1996).

Os métodos de imunoensaios sdo mais sensiveis do que as técnicas de
difusdo em &gar e bioensaios tradicionais (Falahee et al. 1990; Falahee and Adams
1992). No entanto, estes métodos requerem um longo periodo de tempo e tem
tendéncia a provocar reagdes cruzadas com subtilisina (uma protease) (Falahee e
Adams 1992; Saris Walstrom e 1992).
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Neste trabalho, a concentracdo de nisina foi determinada por HPLC-
DAD-MS afim de desenvolver um método de confianca para sua quantificacdo. O
método confirmou a concentracdo de 2,5% de nisina no produto comercial Nisaplin®
predito no laudo do fabricante e teve boa reprodutividade (Figura 16). O
estabelecimento dessa metodologia e um passo muito importante para analise de
nisina em presunto.

A concentracdo de nisina que foi eficaz para controlar a multiplicacao de
um pool de L. monocytogenes e uma cepa ATCC 7644 (Figura 14) em presunto
cozido foi de 32 mg/kg. Bactérias lacticas deteriorantes de produtos carneos também
foram inibidas pelo antimicrobiano mesmo em menor concentracédo (12,5 mg/Kg), o
gue evitaria perdas pela industria de alimentos (Calderon et al., 1985; Collins-
Thompson et al., 1985; Cutter & Siragusa, 1998 Coventry, et al, 1995; Nattress, et
al.; Lemay et al. 2002; Gill & Holley, 2003; Ercolini et al. 2010; Kalschne et al., 2014).
O processo de cozimento utilizado na elaboracao de presunto elimina a maioria dos
micro-organismos que estejam na forma vegetativa, porém pode ocorrer
recontaminacdo nas etapas de fatiamento e embalagem. Portanto, a utilizacdo de
nisina em produtos carneos pode ser um fator importante para o aumento da
gualidade e seguranca desses produtos.

Para se estipular uma concentragdo de uso no presunto cozido deve-se
levar em conta a formulacdo deste. Visto que diferentes quantidades de salmoura
sdo empregadas na fabricacdo do presunto (até 100% do peso da carne) e esta,
como foi demostrada nesse trabalho, tem um efeito antagonista na acédo da nisina.
Para a definicAo de uma dosagem em ambito nacional em presunto cozido seria
necessario padronizar a producdo e a formulacdo dos presuntos cozidos, assim
como de outros produtos carneos RTE curados. A utilizacdo da nisina como um
aditivo para inibir a L. monocytogenes deve ser controlada em virtude que a
incapacidade de utilizar uma concentracdo que permita alcancar um efeito
significativo coloca em risco ndo s6é de nao inibir a multiplicacdo de L.

monocytogenes, mas também de permitir que esta desenvolva resisténcia a nisina.
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7. CONCLUSAO

De acordo com resultados obtidos no presente estudo, é possivel concluir
que:

e A adicdo de 12,5 mg/kg de nisina ao presunto cozido fatiado,
armazenado a 8 °C, foi eficaz para controlar a populacdo de BAL,
mantendo diferenca significativa até o décimo dia comparado com o
controle. Entretanto, essa concentracao nao foi eficaz para inibicao de

L. monocytogenes em presunto.

e Pb6de-se constatar que diferentes cepas de L. monocytogenes
apresentaram perfis de sensibilidade diferentes e que a unido destas
em um pool apresentou maior resisténcia, nao relacionada a presenca

de uma cepa especifica selvagem.

e Foi demonstrado que uma concentracdo de 32 mg/kg de nisina
apresentou acao inibitoria sobre um pool de L. monocytogenes e sobre
uma cepa de L. monocyogenes ATCC 7644, por 10 dias, em presunto

cozido com salmoura a 36% (m/m) do peso da carne.
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