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RESUMO

PRADEL, HonoratoUTILIZA(;AO DE PEDIOCINA EM PRODUTO CARNEO
TIPO LINGUICA FRESCAL TOSCANA PARA CONTROLE DE LISTERIA
MONOCYTOGENES.- Seropédica: UFRRJ, 2007. 58 p. Dissertacdo (Mesead
Ciéncia e Tecnologia de Alimentos)

A producdo de alimentos seguros com relacdo a rgemésmos patogénicos € exigéncia
da legislagdo, sendo histeria monocytogenes um dos patdégenos que devem ser
controlados. Entre as formas de controle a utifimagle bacteriocinas é das mais
promissoras. A pediocina € um tipo de bacteriocpraduzida peloPediococcus
acidilactici e que tem acdo contiasteria monocytogenepodendo ser usada como
ingrediente ou aditivo no produto sendo considerada opcao viavel e complementar a
outros métodos de conservacdo. Neste trabalhovldiada a acdo da pediocina sobre
Listeria monocytogenesoculada a massa de linguica frescal tipo Toseaff@ feito o
acompanhamento da contagem microbiana do tempaliaié 30 dias, comparando-se o
tratamento controle, sem adicao de pediocina, coratamento teste adicionado de 1% de
pediocina, em meio seletivo e ndo seletivo jhasteria monocytogenesa contagem total
de aerdbios mesdfilos respectivamente A adicdcedeopina a massa de linguica reduziu
em média de 2 ciclos log a contagemLikteria monocytogenegjuando comparado ao
tratamento controle. O efeito ocorre rapidamenge,sgndo percebido na primeira
contagem. Entretanto ndo se observou diferencam@gem total de aerdbios mesofilos
entre o tratamento controle e o tratamento adidiornke 1% de bacteriocina, sugerindo que
a pediocina tem agéo especifica sobre microrgasimmo d.isteria monocytogenes

Palavras-chave:Conservagéo. Pediocina. Lingulitasteria



ABSTRACT

PRADEL, HonoratoUSE OF PEDIOCINS IN MEAT PRODUCTS LIKE TOSCANA
FRESH SAUSAGE TO CONTROL LISTERIA MONOCYTOGENES.-
Seropédica: UFRRJ, 2007. 58 p. Dissertation (M&tence in Food Technology)

The production of safe food with regard to pathagenicroorganisms is requirement of
the legislation, being théisteria monocytogenesne of the pathogens that must be
controlled. Bactericins, among the preservationthods available in the literature, can be
used to improve microbial reductions. The pedidgia type of bacteriocin produced by the
Pediococcus acidilacticand get action againktsteria monocytogene# could be used as
an ingredient or additive into the product, beipgpleed as a viable and complementary
action to other conservation methods. In this wdhrk, action of pediocina agairissteria
monocytogengsnoculated into a mass of Toscana fresh typeagguwas evaluated, and
the microbial growth was carried out to 30 daysnparing the control treatment, without
pediocin added, with treatment with 1% of pedicailied, into selective and non selective
media forListeria monocytogenes The results that the addition of pediocina, itiie
sausage mass, caused an average reduction of 2tHoge growing cycles over the
Listeria monocytogenesounting, in the selective media, when compareti te control
treatment. The effect occured promptly, alreadydp@bserved in the first counting. In the
non selective media, no difference between therobitreatment and the treatment with
1% of pediocin added was observed, suggestingpihdiocin have specific action over
microrganisms liké.isteria monocytogenes

Key words: Conservation. Pediocin. Sausalgsteria
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1. INTRODUCAO

O mercado mundial de carnes apresenta producdeentes segundo dados
apresentados pela ABIPECS (2005). A producdo muddiaarnes foi de 257 milhdes de
toneladas, destacando-se as carnes suina, de feamgwina. O Brasil destaca-se na
producdo de carnes, tendo produgcédo anual de 4Xesilde bovinos abatidos, quatro
bilhdes de frangos e 34,5 milhdes de suinos, em,2@presentando uma produgiwial
de 24,4 bilhdes de ddlares, sendo exportados h&elsi (ABIPECS, 2005).

O setor de derivados de carne manteve-se entree2@005 em primeiro lugar no
“ranking” dos principais setores da industria dedprtos alimentares no Brasil em valor e

esta situacao deve permanecer no ano de 2007. (ARBOY)

INDUSTRIA DA ALIMENTACAO - PRINCIPAIS SETORES EM VAOR

2001 2002 2003 2004 2005
LATICINIOS 20 40 40 40 40
BENEFICIAMENTO DE CAFE, CHA E CEREAIS 30 30 20 3020
DERIVADOS DE CARNE 10 10 10 10 19
OLEOS E GORDURAS 40 20 30 20 3P
DERIVADOS DO TRIGO 5 5o 50 g0 69
ACUCARES 6° 6° 6° 5° 5
DERIVADOS DE FRUTAS E VEGETAIS g g 7° 70 7P
DIVERSOS 7 7°  7° 8 g
CHOCOLATE, CACAU E BALAS 9@ 9o g g0 99
CONSERVAS DE PESCADOS 10° 10° 10° 10° 10°

Quadro 1 - Ranking dos principais setores da industria ddyips alimentares em

valor de 2001 a 2005. ADAPTADO DE ABIA/2007



A crescente exigéncia do mercado consumidor porealios cada vez mais seguros
e 0s requisitos de seguranca alimentar estabetegedims 6rgdos regulamentadores tem
levado as industrias alimenticias a adotarem pnoggade gestdo da qualidade severos. Os
primeiros passos sdo os de implantacao de sistéenssguranca alimentar, como as BPF
(boas praticas de fabricacdo), implantacdo do APRD@lise de perigos e pontos criticos
de controle), entre outros programas de qualid&@eramentas sdo necessarias para
auxiliar aos técnicos das industrias a identiffeenigos, estabelecer limites criticos, formas
de monitoramento e medidas corretivas.

A melhoria de condi¢des dos servicos publicos deles& direitos do consumidor
esta evidenciando um aumento no nimero de castsethgas transmitidas por alimentos,
0 que exige dos fabricantes de produtos alimestitavas acfes relacionadas a seguranca
alimentar. Estimativas realizadas nos Estados WnjokeloCenter for Disease Control and
Prevention mostram que 76 milhdes de casos de enfermidateesanados ao consumo
de alimentos ocorrem a cada ano, onde 5000 destes séo fatai(EAD et al., 1999).

Os custos relacionados a problemas alimentaresogades porCampylobacter
jejuni, Clostridium perfringens Escherichia coliO157: H7, Listeria monocytogenes
Salmonella Staphylococcus aurewsToxoplansma gondiiestdo entre 6,5 e 34,9 bilhdes
de ddlares, apenas nos Estados UnfBédHYE e DOYLE, 1992

Para fazer frente a essas novas exigéncias deasegualimentar, os principais
processos complementares de reducdo de patogémmsamivem processos fisicos de
conservacdo, como a alta pressdo e pasteurizaggengialagem, e a utilizacdo de
substancias antimicrobianas. A alta pressao teno goincipal inconveniente o alto custo
de equipamentos, enquanto que processos térmious agasteurizacao pos-embalagem,
ndo podem ser aplicados em alguns tipos de alimetevido a alteragbes fisicas e
sensoriais indesejaveis (CLEVELAND, 2002).

A utilizacdo de bacteriocinas como agentes atuardefra bactérias patogénicas
esta sendo considerada como aplicacdo adequaddée aputros métodos de conservacao
de maior custo. Assim, é adequado o desenvolviméetopesquisas com vistas a
estabelecer efeitos de conservacdo e condicbesodespo, para aplicacdo em sistemas
industriais, tendo produtos de laticinios e produtoarneos, enorme potencial.

Tradicionalmente, as bacteriocinas tém sido dedmiccomo compostos protéicos,



produzidos por bactérias que inibem (efeito bam$éditico) ou destroem (efeito
bactericida) espécies relacionadas (CHEN e HOO\ZBR3).

Como visibilidade de mercado, a aplicacdo de biacieas tem tendéncia de
inserir-se nos processos de fabricacdo, como us#edaologias adequadas a fazer frente
aos requisitos legais e de seguranca aos conswsidbio mercado de produtos de
laticinios, a aplicacéo da nisina, uma bacteriqaésta tendo grande crescimento, mesmo
considerando 0s seus custos. Para produtos caréeas)portante verificar quais
bacteriocinas terdo efetividade de aplicacéo, sasdeediocinas e enterocinas aquelas as
quais os trabalhos iniciais em pesquisa basicaandimelhores resultados. A contribuicdo
nos avancos das pesquisas em bactérias lacticas,nmhoria de cepas para uso na
fermentacdo dos alimentos, beneficiara tanto owunitor quanto o produtor (CAPLICE e
FITZGERALD, 1999).

Formas de conservar os alimentos e de promoverdacd&e de patdgenos
necessitam constantes aprimoramentos e adequagfesdigdes locais. A aplicacéo de
bacteriocinas em produtos carneos na Europa jaaépnatica comum. No Brasil € muito
comum o consumo de linglicas mistas do tipo fregmaldutos de origem animal que
apresentam alta atividade de agua e, por seremsarteente manipulados e ndo serem
submetidos a tratamentos térmicos, podem conterorganismos patogénicos. Este
produto, que tém grande aceitacdo de consumo, i@onrslacionado com surtos de
toxinfeccbes alimentares, principalmente causa@osSrpco cozimento ou contaminacao
cruzada. E um produto muito perecivel e que regu&ado adicional para garantir a
seguranca alimentar (SILVA et al., 2004).

Mesmo em paises onde o setor produtivo alimentipiresenta um alto nivel de
desenvolvimento, como nos Estados Unidos, estimgugeanualmente 76 milhdes de
pessoas sejam acometidos por algum tipo de doemcarigem alimentar, levando a
325.000 hospitalizagdes e 5.200 mortes. As pendaaisdecorrentes de enfermidades de
origem alimentar sdo estimadas entre US$ 5 a UBi$hées contabilizando-se despesas
médicas e perda de produtividade (FDA, 2005).

Nas duas ultimas décadad,iasteria monocytogendsi reconhecida como um dos
mais importantes microrganismos patogénicos causadde toxinfeccbes de origem
alimentar (MEAD, 1999).
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Na Figura 1 podemos observar, segundo dados deeGQdfi Public Health and
Science, que a incidéncia de listerioses nos U.86A.1996 a 2004 , embora tenha

reduzido, ainda permaneceu acima do nivel consldedzal (OPHS, 2005).

Mational
Health
Obgective
25

t t t t t t 1 t

1886 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004

0.6 +

Incidence par 100,000 Population

Figura 1 — Incidéncia de listerioses nos U.S.A. de 199642

Fonte OPHS, 2005.

A maioria dos casos de listeriose esta associada iadividuos com
comprometimento imunoldgico, como gestantes e f&as, neonatos, idosos, individuos
HIV positivos. Também como pessoas que estdo seutbonetidas a tratamentos
quimioterapicos. Neste caso, o nivel de mortalidestd entre 20 e 30%. Os casos em
individuos sadios com idade adulta raramente sasfalém de ndo existirem disponiveis
dados confiaveis, uma vez que a grande maiori@slessos € diagnosticada como sendo
uma simples gripe (OPHS, 2005).

Embora as carnes frescas apresentem, geralmeixas ltantagens deisteria a
medida que aumenta seu grau de processamento, taumgsaco de contaminacao (JAY,
1996). Na Figura 2 estdo apresentados casos ddl*rem 2003, nos EUA, e os perigos

envolvidos, comprovando a afirmacao anterior.
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Outros

Alergénicos ndo declarados
Problemas no processo
Salmonella

E. coli O157:H7

Listeria monocytogenes

Figura 2 — Casos de “recall” em 2003, nos EUA, e os peraggn®lvidos
Fonte: OPHS, 2005

Organismos internacionais tratam o caso com a dpeei que merece, porém no
ambito nacional, os estudos dos casos envolvertdargsrorganismo ainda sdo pontuais e
nao se relacionam, resultando em um cenario opdecrtemente, ndo representa um grau
de risco que justifique maior informacéo ao pubomedidas mais amplas de controle.

A disseminacdo dd.isteria monocytogenegm plantas de processamento de
lingliiga mista do tipo frescal é, ainda, poucoaedida, tornando-se relevante avaliar sua
presenca nesses produtos, gerando informacdesugiliera no controle da bactéria na
linha de processamento e assegurem a comerciaizigaim alimento com qualidade
higiénico-sanitaria (SILVA et al. 2004).

As causas mais provaveis da falta de um maior velde dados cientificos e de
informacdes sobre os problemas relacionadassteria no cenario nacional, seriam o0s
altos custos analiticos e uma deficiéncia na ipralos estudos realizados, tanto dentro
do setor alimenticio como no hospitalar, e poudgéscia de controle governamental.

As bacteriocinas sdo proteinas que normalmentesaqaem atividade inibitoria
para algumas espécies e cepas de bactérias, pen@dste motivo, utilizadas como agentes
antimicrobianos em diversos alimentos. A nisina epatiocina sdo exemplos de
bacteriocinas produzidas por determinadas cepasctecocos lactie Pediococcussp.
respectivamente, capazes de inativaisgeria (LOUGUERCIO et. al.,2001)
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A utilizacdo de bacteriocinas como agentes atgardatra bactérias patogénicas
esta sendo considerada como aplicacdo adequadmpeoctentar a outros métodos de

conservacao.
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2. OBJETIVOS

Avaliar o efeito da adicdo de pediocina (bactenagia massa de linguica frescal
tipo Toscana, sobre o comportamento de sobrevi@édoi microrganismo patogénico
Listeria monocytogenes sobre o comportamento de sobrevivéncia dos rgan@mos
aerdbios mesofilos totais.

Estabelecer, a niveis regionais, critérios partlizacdo de pediocina em lingtica
frescal tipo Toscana.

Disponibilizar tecnologia complementar para conae#o de produtos carneos.

14



3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Listeriamonocytogenes como microrganismo patogénico em alimentos

Dentre os microrganismos causadores de doencasg#enoalimentar, d.isteria
monocytogenegem sendo reconhecida como um dos mais importaivtiesteriose € uma
doenca oportunista, que pode atingir indices letaigté 30% em populagbes sensiveis,
com deficiéncias no sistema imunoldgico, como melhgravidas e seus fetos, neonatos,
idosos e pacientes em tratamento quimioterapicoinfimiduos sadios, seus sintomas nao
ultrapassam caracteristicas semelhantes a de upg gom febre constante e mal estar
geral. Listeria apresenta destaque por conseguir se desenvolvetesgieraturas de
refrigeracdo e em condicbes limitadas de ofertaorigénio, como em alimentos
embalados a vacuo. Os membros do géhésteria SG0 microrganismos amplamente
distribuidos no ambiente, encontrando-se, atuakneinstituido por cinco espécids (
monocytogened.. seeligerj L. ivannovij L. innocuae L. welshimen. Dentre as espécies,
Listeria monocytogenesingquestionavelmente patogénica para 0 homemagrdaaario da
maioria dos patdgenos de origem alimentar, qudrgerde provocam sintomas de origem
gastrintestinal, as principais manifestacbes amiale listeriose sao, inicialmente,
semelhantes a um resfriado, com febre baixa, ntal geral, podendo progredir para
meningite, meningoencefalite, septicemia, aborto pauto prematuro. Existem treze
sorotipos potencialmente patogénicosLdenonocytogenegporém 95% dos isolados em
casos comprovados pertencem aos sorotipos 1/2a,el/ (FARBER e PETERKIN,
1991).

O primeiro caso de listeriose humana ocorreu erd,18&tabelecendo-se a partir de
entdo a correlacdo entte monocytogenes meningite em humanos. Em 1950, estudos
meédicos sugeriram a possibilidade das toxinfeccaksentares causadas pela
monocytogened odavia, somente em 1981, no Canadé, comprovoupseneiro surto de
listeriose veiculada por alimentos. Este surto BmeD 41 pessoas e o alimento
contaminado foi uma salada preparada a base déhoepau. O repolho, adubado com
estrume de ovinos suspeitos de serem portadoredadeeria, foi o veiculo da
contaminagdo. Desde entdo, inUmeros casos vém gsepddados em diversos paises
(BAHK, 1990).
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Segundo SEELIGER e JONES (1986) as bactérias derggisteria, apresentadas
na Figura 3, sdo bastonetes Gram positivo curt@s, @sporogénicos, anaerdbicos
facultativos, com extremidades arredondadas, medifla 0,5 micras de didmetro e 0,5 a
2,0 micras de comprimento. Podem ocorrer isoladsenem cadeias curtas ou arranjadas
em angulo formando "V” entre si ou em grupos quansatém paralelos ao longo dos
eixos. Cresce em temperaturas de -0,4 a 45°C egalter pH de 4,0 a 9,4 e em atividade de
agua (Aw) de 0,92 ou maior e em concentracéesadetolde sodio de até 10% . E catalase
positiva, oxidase negativa e produz colonias betadiiticas em agar sangue. Este
microorganismo é extensamente distribuido na nedueepode ser encontrada em frutas e
vegetais, no solo, agua, silagens, leite de vemadaseis ou com mastite, assim como na
flora intestinal normal de muitas espécies aniraas humanos. Nestes ha evidéncias que
a residéncia do microorganismo no trato intesticarre com uma frequéncia de 2 a 10%
da populacao, sem que estes individuos tenham metipa aparente de alteracdo em sua
salde. E inativado por tratamentos térmicos acima7@C, como os utilizados em

cozimentos e pasteurizacdes

Figura 3 —Microfotografia dd.isteria monocytogenes

L. monocytogenetem sido isolada em alimentos como leites crusséepazados,
queijos (particularmente em variedades com baixaumagio), sorvetes, vegetais “in
natura”, produtos carneos fermentados, carnes deiasdos os tipos (bovina, suina e de
aves) e em peixes crus e defumados. O grupo derds considerado de maior risco
compreende produtos prontos para 0 consumo e anada® em temperaturas de
refrigeracdo, onde, uma vez contaminado, ndo humemprocesso que elimine ou reduza
esta contaminagéo a um nivel aceitavel, anteswdecsessumo, e em baixas temperaturas, o

microrganismo se torna bastante competitio. monocytogenexausa doencas por
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penetracdo do microrganismo nas paredes do tratoirgastinal e, entdo, infeccbes em
vérias partes normalmente estéreis do corpo. @gmerde incubagcdo para manifestacdo
dos sintomas pode variar de poucos a dias aténgéss (FAO/WHO, 2005).

Para se atingirem niveis de reducdo nos casosstgidses, em paises onde a
garantia da seguranca alimentar € mais desenvplegtdo associados os esfor¢cos das
industrias e dos 6rgdos governamentais em implerent acdes que assegurem a
inoquidade dos alimentos. Entre estas acdes destsEa

(a) implementar as Boas Praticas de Fabricacédb)(BRplicar o plano APPCC,;

(b) promover a manutencdo e controle da cadeidridpimpedindo abusos e
variagoes de temperatura;

(c) desenvolver novas tecnologias que se aplignenprocesso industrial, no
transporte e na comercializacdo, que consigam reimou impedir o desenvolvimento
deste microorganismo e.

(d) aplicar e esclarecer a importancia da comuéae riscos junto as industrias e
consumidores (FARBER e PETERKIN, 1991).

3.2. Uso de bacteriocinas para controlar o desenwirinento de Listeria
monocytogenes em alimentos

Bacteriocinas sdo compostos antimicrobianos prégicoduzidos por muitos tipos
de bactérias. A maioria das bacteriocinas sdo mislgpequenas, tém um alto ponto
isoelétrico e contém propriedades hidrofobicas e@rofilicas (MONTVILLE e
WINKOWSKI,1997).

KLAENHAMMER (1993) propds uma divisdo das bacteias em 4 grupos:

Grupo | - caracterizadas por conterem aminodcid®s usuais, tais como a
lantionina e beta-metilantiona. As bacteriocinae quontém estes aminoacidos séo
chamadas de lantibiéticos. A nisina pertence agrsigo.

Grupo Il - Neste grupo enquadram-se diversas bacteas constituidas de
pequenas moléculasde proteinas termoestaveis. Bétasgeralmente formadas por
peptideos ndo maiores que 5 kDa as quais séo siiddsrem trés subgrupos:

Subgrupo lia - Pertencem a este subgrupo as hagtexs pediocina, leucocina,

bavaricina e curvacina, as quais tém atividaderahmgteria monocytogenes.
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Subgrupo lib - Contém as bacteriolactocinas G, lslceacina F, as quais requerem
dois peptideos diferentes para a sua atividade.

Subgrupo lic - Contém a lactacina B que requeréabncentracdes de cisteina
para a sua atividade.

Grupos Il e IV — Diferem das demais por conteremandes proteinas
antimicrobianas termolabeis (>30kDa), tais comdelseticinas J e V, produzidas pelos
Lactobacillus helveticusgs lactacina A e B, e a enterolisina, produziela gnterococus
faecium,que sao classificadas como bacteriocinas do grypenfjuanto no grupo IV
encontram-se bacteriocinas com composi¢cado mistadipadios ou carboidratos.

Tentativas de usar esses compostos para o comeolésteria em alimentos
tomaram duas direcdes: a adicdo de bacteriocingtadiente ao alimento na forma
purificada e a adicdo da bactéria produtora deeiactna ao alimento para que ela cresca
e produza a bacteriocina “in situ”. Algumas recemntevisdes sumarizam resultados de
experimentos que usaram bacteriocinas para contcidteria em alimentos e discutem
modelos da acdo desses compostos, fatores qum aess eficacias e o desenvolvimento
de resisténcia dhisteria (DOYLE, 1999). Em particular, MURINA, (1996) dideuo uso
de bacteriocinas para o controleldsteria.

Desde que se conhece guactobacillus sdo capazes de produzir diferentes
bacteriocinas e muitos deles também s&o utilizadosulturas iniciadoras para a producéo
de embutidos, a adicdo de bactérias produtorasadkeribcinas tem sido empregada no
controle deListeria em muitos alimentos fermentados (DE MARTINS e FRA 1998).

Alguns tipos de produtores de bacteriocinas ndscema bem sob refrigeragéo e
estes sdo mais utilizados no controle_ateria em condi¢cdes de abuso de temperatura ao
invés do armazenamento sob refrigeragdo. Outraeriz produzem elevados niveis de
bacteriocinas a baixas temperaturas (DOYLE, 1999).

Os Lactobacillustambém produzem &cido latico com consequentefigeicio do
alimento e, em alguns casos, o efeito antilistéeial sido atribuido ao acido latico ao invés
de ser atribuido a bacteriocina (DOYLE, 1999).

Produzida peld.actobacillus casecrl 705, a lactocina 705 é uma bacteriocina que
exerce um moderado efeito inibidor sobre o crestimela Listeria em carne moida

(VINGOLO et al, 1996). Outros experimentos com elorde sédio, nitrito e lactato
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adicionados a carne demonstram que estes saisral@ecluziram a eficacia da lacticina
(VINGOLO et al, 1998).

A nisina tem sido comumente utilizada na presewalgialimentos devido ao seu
status de “produto seguro para alimentos” (GRASE@ bom efeito antilisterial. E uma
bacteriocina produzida pelbactococus caseiVarios fatores que afetam a atividade
inibidora da nisina foram investigados no crescimede culturas e modelos foram
desenvolvidos para predizer os possiveis efeitosigie@mas alimentares.

A pediocina AcH Pediococcus acidilactigitem um forte efeito antilisterial com
uma concentracdo inferior a nisina, entretanto, @ames como as de porco, esta
bacteriocina reduz a populacaoldsteria por 2 logs em 24 horas, mas perde a sua eficacia
ao longo do tempo, aparentemente devido a rapigeada&cdo por proteases da carne. O
encapsulamento da pediocina em lipossomos (gloldogorduras) ou a adicdo de um
emulsificador (Tween 80), aumentam seu efeitoiatdiial em bifes. Bactérias produtoras
de pediocinas quando adicionadas a parte da cuttimial na producdo de salsichas de
frango inibiram alListeria durante o periodo de fermentacdo do produto. Uamtagem
adicional do uso da pediocina € sua resisténciegradacdo térmica. Ela pode ser
adicionada a carne crua e mantém suas carac@&sisgtmos o cozimento. Pos contendo
pediocina foram produzidos e aplicados a filmesa panbalagem de alimentos. Houve
inibicdo do crescimento deasteria na superficie dos produtos (MURINA, 1996).

Produzida peloLactobacillus reuteria reuterina € uma bacteriocina de largo
espectro, solivel em agua, efetiva em uma ampka fde¢ pH e resistente as acdes de
enzimas proteoliticas e lipoliticas. Quando adiattaa superficie de carne de porco cozida
ou misturada a carne de porco crua a reuterina rexahuate 3 logs a populacéoldsteria.
Acido latico realga a eficacia desta bacteriocina.

A sakacina k é produzida pdlactobacillus sak€€TC 494, inibe o crescimento de
Listeria innocuaem carne crua de porco, carne de frango e carperde cozida. A maior
reducdo de.isteria ocorreu em carne empacotada a vacuo ou em atmosfadificada
(DOYLE, 1999).
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3.3.  Produtos Carneos

Os alimentos, quer sejam industrializados ou naantém-se em constante
atividade biologica, manifestada por alteragferatareza quimica, fisica, microbioldgica
ou enzimatica, podendo levar a perda de qualidaddwegéo da vida-de-prateleira. Destas
alteracdes, a de maior preocupagdo com a segutasgonsumidores € a microbiolégica.

A elevada atividade de agua e o pH da carne toessa produto um meio ideal
para o desenvolvimento microbiologico. O manuseio as condicbes sanitarias, a
estocagem a baixa temperatura e o sistema de eabulado elementos chaves no
aumento da vida-de-prateleira (SARANTOPOULOS, 2001)

Na antiguidade, o homem descobriu algumas formagralengar a vida util da
carne, transformando-a em produtos como carne salgada, defumada, e descobriu que
se salgando e condimentando a carne picada, esdepbiutindo em tripa natural também
conservaria a carne (PARDI, 1993).

Em carnesn natura e produtos derivados, mesmo conservados pelaag@ticde
calor, cozimento, e depois mantidos em refrigerap@dem apresentar microrganismos
patogénicos, entre eldsisteria monocytogenescausador de doencas em individuos
imunocomprometidos, idosos e criangcas. Muitas vezesontaminacdo ocorre por
manuseio apos o0 cozimento, em etapas anteriorabalagem (MING et al, 1997).

Para reducédo da carga microbiana dos alimentdsizacgo de matérias-primas de
boa qualidade e a aplicacdo das boas praticas hileaigdo deve ser observada. Em
produtos industrializados, os processos de cons@v@m papel importante, baseando-se
na destruicdo total ou parcial dos microrganismmsazes de alterar o alimento, ou na
modificacdo ou eliminacdo de um ou mais fatoregrifiseco ou extrinseco) que séo
essenciais para a sua multiplicacdo, de modo gakmento ndo se torne propicio ao
desenvolvimento microbiano (NATRAJAN e SHELDON, 200

Um ambiente anaerdbio, obtido com embalagem a vamuccom atmosfera
modificada sem oxigénio, pode retardar o crescimeatg microorganismos aerobios
deterioradores e aumentar a durabilidade dos pred@ontudo, o pigmento da carne
adquire uma coloracdo arroxeada, que pode limiaraceitacdo no mercado, além da

potencialidade de crescimento de anaerébios. Rortaropcdo de conservacado de carnes
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em ambiente aerébio e anaerébio € um compromisse eor vermelha e vida (util,
associada a deterioragdo microbiologica (SARANTOPOS et al, 2001).

Em produtos carneos, € comum o uso de acido laetiseus sais, entre eles o
lactato de sodio, com objetivo de controle de baxtéatogénicas e deterioradoras como
no caso de salsichas, sendo normalmente aplicae@mmiente na formulacédo do produto
(MELO, 2002).

Nitratos e nitritos sdo muito utilizados em pradutcarneos e queijos, em
concentracdes maximas de 0,2% e 0,02%, respectivanpssuindo efeito inibidor sobre

bactérias anaerdbias, especialm&itstridium botulinum(GIOVA, 1997).

3.4. Linguica
A Instrucdo Normativa n° 4 de 31 de marco de 2@RASIL, 2000) define
lingliica como o produto carneo industrializado,idibtde carnes de animais de acougue,
adicionados ou nao de tecidos adiposos, ingredieatabutido em envoltério natural ou
artificial, e submetido ao processo tecnologicajadeo.
As caracteristicas fisico-quimicas (BRASIL, 2000)o epadrdo microbiolégico

(BRASIL, 2001) de linguica frescal podem ser obados nos Quadros 2 e 3,

respectivamente.
Constituintes %
Umidade (maximo) 70
Gordura (maximo) 30
Proteina (minimo) 12
Célcio (base seca) (maximo) 0,1

Quadro 2 - Caracteristicas fisicas e quimicas de linglrigscil (BRASIL,2000).
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Grupos de microganismos Tolerancia pafra Tolerancia para amostra
amostra indicativa  representativa (UFC)
(UFC)

n C m M

Coliformes & 45°C 5.10 5 3 | 510 |[5.10
Estafilococos coagulase positiva/g 5.10 5 2 16 |5.10
Clostridio sulfito redutor 3.70 5 2 | 516 |3.10
Salmonellasp. Auséncia - - - -

Quadro 3 - Padréo microbiologico de linguica frescal (BRAS2001).

Varios autores tém trabalhos sobre as tecnologigsegadas para a producéo de
linglicas e estas sdo do conhecimento da maiosapdacessadores deste alimento tao
apreciado entre os brasileiros. Entre estes auteeedestaca PARDI, (1993) que em seu
livro “Ciéncia, higiene e tecnologia da carne” s@mta 0s conceitos a seguir descritos.

A carne é um alimento rico em nutrientes parairaesitacdo, mas se deteriora
facilmente se ndo for usado um método convenieateahservacdo. A fabricacdo de
linguicas tem sido adotada como forma de consemathor a carne, fornecer ao
consumidor um produto de paladar variado e adequadmara a industria aproveitar
melhor a chamada "carne de segunda". Existem,na¢uéd, muitos tipos de linguicas,
variando na sua formulacéo, processo de fabricdg@m,de tripa utilizada e diferentes
métodos de conservacdo. As linglicas se classifa@m@cordo com o tratamento térmico
em: frescais, cozidas e defumadas, podendo sofrteasovariagcbes de acordo com a
condimentagcdo utilizada, o tipo de matéria-primain@, bovina, aves, mista), a
granulometria da carne, o tamanho dos gomos, eatlas tripas, etc. Dessa forma, as
caracteristicas devem ser estabelecidas por cabdcdiate, dando ao produto
especificacOes proprias (PARDI, 1993).

Para a producdo de linglicas sdo empregadas msgpéinaas, condimentos e
aditivos que tém funcdes importantes na fabricafi@@mbutido, como estdo listados a
sequir.

Carnes: Matéria-prima principal, que da caraciedsao produto, podendo ser

carne de porco, bovina, frango ou outras.
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Proteina de soja: tém a funcdo de diminuir o cadstdormulacéo, substituindo
parte da carne.

Agua/gelo: tém a funcdo de melhorar caracterisseasoriais do produto, deixar
mais suculento, além de, se utilizada gelada, dimi& manter a temperatura baixa da
massa.

Cura: aditivo utilizado como conservador e para czoracdo avermelhada ao
produto carneo. O cloreto de sodio juntamente camtribo e 0 agucar constitui o tripé da
cura.

Emulsificante: ttm como funcao dar liga aos pedagosarne, facilitando o corte
do produto e ndo deixando que este se esfarelepeisnitido apenas em embutidos
cozidos.

Glutamato monossaodico: tém a fungéo de "arredorwagbor do produto.

Lactato de sodio: substancia que tem certo efemsearvador, sendo usada quando
se deseja maior tempo de comercializacéo e estocadgeroduto embutido.

Fixador de cor: ttm como funcdo manter a cor dalyimy sendo normalmente
utilizado ascorbato de sédio.

Envoltorios artificiais flexiveis: os envoltoriostiéiciais flexiveis sdo constituidos
de celulose, de colageno comestivel, de colagemaar@iestivel e de plastico.

Envoltorios naturais: sdo provenientes de intestirfmexiga, es6fago e mesmo

estdbmago e pele de suinos em alguns casos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Pediocina
A pediocina utilizada nos testes foi proveniente desenvolvimento de
Pediococcus acidilacticiobtida na forma comercial, liofilizada, marca M. 2341 do
fabricante Kerry.
Foi seguida a indicacdo de aplicacdo do fabricdaté% (p/p) adicionado diretamente a

massa da linglica toscana frescal.

4.2. Cepas deisteria monocytogenes
Para a realizacdo dos testes, foram adquiridos mrifundacao Instituto Oswaldo
Cruz (FIOCRU2Z), trés cepas tlesterias monocytogengs/2a, 1/2b e 4bconsideradas as
mais potencialmente patogénicas.
As culturas foram encaminhadas ao CETEC em tubosndaio contendo agar
infusdo cérebro coracdo (BHI Oxoid) e foram corasgag em a 5°C (x 1°C) sendo

propagadas a cada 15 dias em caldo de infusdaca@eiacio (BHI Oxoid).

4.3. Fabricagao da linguica
Para a realizacdo dos testes do experimento foraauzidos na planta de produtos
carneos do CETEC de alimentos 15 kg de massagléadanfrescal tipo Toscana.
O processamento, seguiu as etapas descritasura Big a formulacao descrita no
Quadro 4.
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RECEPCAO E INSPECAO DAS MATERIAS PRIMAS

U

TOALETE DA CARNE
U

PESAGEM DOS INGREDIENTES
U
MOAGEM DAS CARNE E DO TOUCINHO
U
MISTURA
U
EMBALAGEM

U

ARMAZENAMENTO

Figura 4 - Fluxograma do processo utilizado para a proddgdmassa de linguica
Toscana.
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MATERIAS-PRIMAS % kg
Paleta suina 73.00 10.950
Toucinho 20.00 3.000
Agua/ gelo 3.00 0.450
Sal 1.50 0.225
Cura (sal +nitrito + nitrato) 0,25 0.038
Glicose (Mor-Rex 1940-Maltodextrina) 1.00 0.150
Condimento para lingtiiga Toscana 0.50 0.075
Harmonix (glut. mon. + ptn veg hidrol) 0.50 0.075
Fixador de cor 0.25 0.038
TOTAL 100.00 15.000

Quadro 4 - Formulagéo utilizada para a producao da massagleca toscana.

No processamento foram utilizadas carnes resfriat@s congeladas e limpas,
sendo retirados os nervos, cartilagens e ganglios.

As carnes mais macias e sem nervos, foram moidakésemcom furos de diametro
de 12mm e as carnes mais duras foram moidas eosaism furos de 5mm de diametro.

O toucinho foi moido junto com a carne. Foi m#ila gordura suina firme
(toucinho do lombo) o que possibilita ter menoidpedle gordura.

Foram adicionadas as carnes e todos os ingredieatesisturador, sendo feita a
homogenizacdo da massa até ter consisténcia suligéente.

A massa produzida ndo foi embutida, visto que peEatestes, este tipo de
processamento dificultaria a inoculagéo e posterasificagdo do contaminante. Desta
forma a massa foi acondicionada em sacos plastied$5 L de volume, onde cada um
recebeu aproximadamente 500g de massa. A masska olatimisturador foi embalada a
vacuo, e levada imediatamente para o congelamecbogélamento lento), com
temperatura da camara entre —18 e —21°C. As aradstean estocadas em temperatura de
congelamento e os testes com a pediocina (badte)doram realizados no laboratério de
microbiologia, seguindo condi¢gbes controladas dealegelamento e inoculagéo.

Os equipamentos empregados no processamento fosaseguintes: moedor;

misturador; seladora a vacuo e camara de congetamen
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4.4. Avaliacdo microbiologica da linglica
Uma amostra do produto elaborado foi remetido aworktorio de andlises

microbioldgicas, imediatamente apos o término dwmcesso, para avaliacdo da
contaminagdo de acordo com a Resolugdo n° 12 dk 2@OMinistério da Saude, que
estabelece padrdes microbioldgicos para alimefosam determinadas as contagens de
E.coli, clostridios sulfito redutores a 46°, estafilacoagulase positivaSalmonellasp.
Para estas analises foram utilizadas as metodsloggaomendadas pela Instrucéo
Normativa n° 63 de 2003 do Ministério da Agricudtur

4.5. Procedimento

Foi utilizada a massa de linguica Toscana fregraljuzida na planta piloto, para
avaliar o efeito da pediocina sobhlésteria monocytogenes sobre 0s microrganismos
aerdbios mesofilos da amostra. Para esta avaliac@ssa de linguica foi contaminada
com Listeria monocytogenesendo seu comportamento acompanhado periodicarpent
analises de quantificacdo désteria monocytogenedAnalises de contagem padrdo em
placas foram realizadas, visando acompanhar o atampento dos microrganismos
aerdbios mesdfilos, na presenca da pediocina.

Foram realizadas trés baterias de testes de &juicde pediocina sobre massa de
lingtica frescal. A primeira bateria transcorreuatie os meses de novembro e dezembro
de 2005, a segunda durante os meses de janeivereife de 2006 e a terceira durante os
meses de marco e abril de 2006. Cada bateria comstcacompanhamento da carga
microbiana total e deisteria monocytogenadurante 30 dias na amostra sem tratamento e

da amostra com tratamento.
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4.6. Adicdo de pediocina a massa

A amostra foi retirada da camara de armazenametgs@ngelada lentamente, sob
refrigeracdo a 4°C (£1°C) num periodo de 24 hdfagam utilizadas quatro embalagens
com uma massa suficiente para os experimentos.rédpale amostra descongelada foi
levada a capela de fluxo laminar e homogeneizada.

A partir da massa descongelada, esta foi inocutada a mistura de cepas de
Listeria monocytogenesA inoculacdo com as de cepas proporcionou a massa
contagem inicial média deisteria de 6,31 log de unidades formadoras de colénias por
grama da massa. A amostra foi entdo separada e phutes. A uma das partes foi
adicionada 1% de pediocina, enquanto a outra famestra controle) ndo houve a adi¢céo
de pediocina.

As amostras “controle” e “tratamento” foram embak@m pequenas por¢gdes em
sacos de polietilieno de onde foram retiradas asemas aliquotas de 25g, para analises
microbiolégicas de contagem de bactérias aerdbiesofitas e contagem desteria,
denominadas amostras do tempo 1, equivalente aa$ lapos a adicdo da pediocina. A
seguir foram armazenadas sob refrigeracéo entre d®>C. Das amostras “controle” e
“tratamento” armazenadas foram retirados aliqudéa®5 gramas periodicamente, para as
andlises microbiologicas de quantificagdo da miotab Estas amostras foram
denominadas amostra do tempo 2 (1 dia apés a bgim), tempo 3 (dois apds a
inoculacado), tempo 4 (quatro dias apos a inocuja¢@mpo 5 (8 dias apos a inoculagéo),
tempo 6 (15 dias apds a inoculacédo) e tempo 7 i@ apos a inoculacdo). O esquema

simplificado dos testes esta apresentado na Figura
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PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

PRODUGAO DA MASSA DE LINGUGA FRESCAL

A

ACONDICIONAMENTO A VACUO EM SACOS PLASTICOS

A

CONGELAMENTO

A

1 KG DE MASSA DE LINGUIGA FRESCAL ARMAZENADA A - 18°%

Y
DESCONGELAMENTO EM REFRIGERAGAO (4°C)

ADICAO DO POOL DE CEPAS DE LISTERIA MONOCYTOGENE S

l l

500 G TRATAMENTO 500 G CONTROLE
ADIGAO DE PEDIOCINA NA RAZAO DE 1% SOBREAMASSA
\
EMBALAGENS EM SACOS COM 25 G EMBALAGENS EM SACOS COM 25G
TEMPO 1=4h
ARMAZENAGEM A 4°C ARMAZENAGEM A 4°C
— RETIRADA DA AMOSTRA TEMPO 1

RETIRADA DA AMOSTRA TEMPO 1

! | ' }

ANALISE DE LISTERIA ANALISE DE AEROBIOS MESOFILOS ANALISE DE LISTERIA ANALISE DE AEROBIOS MESOFILOS

Figura 5 - Representagcdo esquematica do procedimento mqudsl
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4.7.  Quantificacdo delisteria monocytogenes e bactérias aerdbias mesofilas

As analises microbiolégicas foram realizadas setpise metodologias oficiais
estabelecidas pelo Ministério da Agricultura Peeud@ Abastecimento (MAPA) na
Instrucdo Normativa N° 62 de 2003 (IN 62/2003).droffeitas diluicGes decimais seriadas
até a diluicdo 18. A inoculac&o foi feita por superficispread platgnos meios PCA para
microrganismos aerébios mesoéfilos e PALCAM phisteria Foi utilizado o Kit agt da
empresa bioMérieux para a confirmacéo das cepddstigia monocytogenedé Figura 6
mostra as principais etapas do método analitica lpateria monocytogenesegundo o
capitulo XIV da IN 62/2003 do MAPA.

[ PREPARO DA AMOSTRA

ENRIQUECIMENTO PRIMARIO
25g amostra + 225ml UVM
(30°C/ 24h e 48h)

ENRIQUECIMENTO SECUNDARIO
Caldo FRASER
(30°C/ 24-48h)

.
PLAQUEAMENTO SELETIVO
AGAR PALCAM
(35°C/ 24-48h)

IDENTIFICACAO DAS

COLONIAS DE Listeria
monocytogenes

(caracteristicas morfolégicas) )

\
IDENTIFICACAO DA ESPECIE
(L. monocytogenes)
API LISTERIA

Figura 6 - Esquema para isolamento de coléniakidieria.

30



Todo o trabalho seguiu rigoroso controle das Boe&idds de Laboratério,
utilizando-se recursos adequados como pode servablsena Figura 7.

A cada placa foi inoculado 0,1ml da diluicdo, obiise placas com diluicdes
seriadas de 1Da 10°. As placas para contagem de bactérias totais forambadas a 35°C
por 48 h em aerobiose. As placas para contagehistkyia foram incubadas a 35°C por
48 h em microaerofilia utilizando-se jarras de aobi®se e bomba de vacuo. As colbnias
foram identificadas observando-se as alteracteacteaisticas no meio de culturas,
conforme apresentado na Figura 8 e a contagemaldsias seguiu as recomendacoes
legais da Instru¢cdo Normativa n° 62 de 2003 do $itmio da Agricultura. A confirmacao
da espécie do microrganismo foi feita através dea urateria de testes bioquimicos
apresentada na forma de um kit de teste conformemigrado na Figura 9.

A cada tempo estudado foram analisadas amostrasoleore tratamento em

triplicata.

Figura 7 - Inoculacdo das amostras em capela de fluxo Emin
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Figura 8 - Placa de Agar Palcam com desenvolvimento den@sddipicas de
Listeria.

Figura 9 - Bateria do Kit apjipara teste bioquimico com combinacéo de reswudtado
confirmativa pard.isteria monocytogenes.
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4.8. Delineamento experimental e avaliacdo estaitst

Para a realizacdo deste experimento foram aplicagqwincipios basicos da
experimentacdo moderna relatados por Frederico r@né&somes (1990). Estes
principios tém sua aplicacdo motivada pela presemgdaodo experimento, de efeito de
fatores ndo controlados. Esses efeitos ndo podernoskecidos individualmente e
alteram pouco ou muito, os resultados obtidos ergficados pela designacéo geral de
variacdo do acaso ou variacdo aleatéria. A aplecded principios da experimentacao
oferecem aos pesquisadores formas de avaliar sdifeencas observadas num
experimento tém ou ndo valor, isto €, se sdo ousiggificativas.

Neste experimento foi utilizado o delineamenteinaimente casualizado, com
teste de F a 5% e 15 de significancia. Foram ajogalois tratamentos,com pediocina
e sem pediocina, cada um repetido 3 vezes contesefms diferentes produzindo-se 1
grau de liberdade para tratamento e 41 graus dedébde ao todo, o nUmero de graus
de liberdade para o residuo, obtido por diferefugale 40.

As hipoteses testadas no experimento foram asrgegui

Ho => Os tratamentos com pediocina e sem pediocina sivadentes.

H; => Os tratamentos com pediocina e sem pediocioa&d equivalentes.

Admitindo-se a hipotese de nulidadg)tsabemos que a variancia causada nas
observacoes devido aos tratamentos e a varianggada nas observacdes devido ao
residuo (acaso e fontes de variagbes ndo conts)lada deveriam diferir a ndo ser por
acaso. Para compara-las usamos o teste F ondetrancos valores tabelados em
funcdo da influéncia do residuo sobre os tratanserts tabelas de F d&o valores para
0s niveis de 5% e 1% de probabilidade. Isto quaradjue quando F calculado é menor
qgue F tabelado ha uma possibilidade de 95% ou 39@auksa da variancia ser atribuida

ao acaso e nao ao tratamento.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo microbioldgica da lingtica
A linglica frescal tipo Toscana, produzida paratestes na planta piloto de
produtos carneos do SENAI/RJ - foi analisada noritidrio de analises microbiologicas, ,

sendo os resultados apresentados no Quadro 5.

Microorganismo Contagem Valor maximo
RDC 12/01 MS
E. coli 4 x 10 5x 10
ufc/g ufc/g
Clostridio sulfito <10 3x10
Redutor 46°C ufc/g ufc/g
Estafilococos <10° 5x 10
coagulase positiva ufc/g ufc/g
Salmonella sp | Auséncia/25 g Auséncia/25g

Quadro 5— Média das contagens, de microrganismos em aan@giresentativa de
lingliica Toscana de acordo com especificacdes daliRgio do Ministério da Saude.

De acordo com a RDC n°. 12 / 2001 do MinistérioS#ide, em funcdo dos
resultados analiticos observados, podemos consigeeao produto em questado pode ser
considerado "PRODUTO OU LOTE DE ACORDO COM OS PAIFS LEGAIS
VIGENTES"

5.2. Avaliacao da sobrevivéncia dkisteria monocytogenes
Os dados das contagens as médias e os desvioe pldr&ontagens, em valores
logaritmicos, de Listeria monocytogenes na lingilieacal adicionada com pediocina e da
amostra controle, sem a adi¢éo da pediocina, camspsctivas repeticoes de cada bateria,

sao apresentados no Quadro 6.
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Amostras
Com 1% de pediocing Sem pediocina
Tempo Log de UFC x @ Log de UFC x ¢
Tembo 1 3,61 8,21
P 273 5,32
(4 h)
4,07 5,40
XeS | 347 | 0,68 631 | 165
4,35 6,45
Tempo 2 ’ ’
(1dia) 3,64 4,91
3,70 6,96
XxeS | 390 | 0,39 6,11 | 1,07
Tempo 3,77 7,00
3 3,22 5,16
(2 dias) 2,10 5,51
XeS | 303 | 085 580 | 0,98
3,52 9,00
Tempo 4 ’ ’
(4 dias) 1,00 4,80
2,10 5,51
XeS | 221 | 1,26 6,44 | 2,25
2,65 6,47
Tempo 5 ’ ’
(8 dias) 1,00 4,25
1,33 3,20
XeS | 166 | 0,87 464 | 167
3,67 4,49
Tempo 6 ’ ’
(15dias) 1,00 1,00
1,00 2,30
XeS | 1,89 | 154 260 | 176
3,46 5,82
Tempo 7 : ’
(30dias) 1,00 1,00
1,00 3,30
XeS | 18 | 142 337 | 241

Quadro 6 - Contagens, médias e desvios, em valores logao$mdeListeria
monocytogenesa linguica frescal adicionada com pediocina amastra controle, sem a
adicao da pediocina.

As contagens iniciais atingiram, em média, no piione2mpo valores na ordem de
6,31 log de unidades formadoras de colénias pan@grd&stes sdo aproximadamente o
dobro dos valores encontrados em produtos comerdtate nivel alto de contaminacao
ajudou a se observar a rapida acdo da pediocireu @a&ente efeito antilisterial. Nos
tempos 5, 6 e 7 a contagem inicialldsteria apresentou uma reducédo devido a interacdes

ocorridas na amostra durante o tempo de armazet@nmantendo-se ainda assim em
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niveis elevados. Nestes tempos a reducéo foi mdmaue nos temposl, 2, 3 e 4, mas
atingindo um nivel que garantiria a seguranc¢a enpraduto comercial.

As médias dos resultados obtidos nas analises lnddgicas, em meio seletivo
(PALCAM) paralisteria monocytogenessta representadas graficamente na Figura 10. A
Figura 11 é fotografia das placas apés o periodoindebacdo, com as amostras
adicionadas de pediocina e a amostra controle asatnzdo de pediocina, para o cultivo de

Listeria monocytogenesmsm meio PALCAM.

Média da contagem das col6nias de listéria
7 —
|
6- [ |
= 5
£
O 441 m
L
u |
2 3-
g, \
-4 27 n - =
1 —
O I I I I I I !
0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo em dias
B com pediocina B sem pediocina
— EXxpon. (sem pediocina) —— Expon. (com pediocina)

Figura 10 — Média dos valores logaritmicos désteria monocytogenesas
amostras com adi¢cédo de 1% de pediocina e na anuositi@le, sem a adicdo de pediocina,

em funcéo do tempo.

Observa-se nesta figura a diferenca entre a cantdgé.isteria monocytogenaso
tratamento com a adicdo de 1% de pediocina emaelag controle, sem pediocina. A
reducdo na contagem ocorre ja nos primeiros iregaahds o tratamento, mantendo uma
menor contagem em relacdo ao controle ao longempd, conforme indicado pela linha
de tendéncia mostrada na Figura 10. Esta tend§acizavia sido demonstrada por
MURINA,(1996) em outros tipos de produtos nos quaram aplicadas a pediocina. Na
lingtica frescal tipo Toscana, produzida segundmiitacio e processo tecnologico usuais

nas industrias brasileiras, a pediocina tambémefetiva, indicando que n&o existem
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compostos da formulacdo ou etapas do processamaptaiminuam ou eliminem seu

efeito sobre &isteriadurante o periodo do teste.

SEM) TRATAMNENTS

Figura 11 - Fotografia das placas apés o periodo de incubagio,as amostras
adicionadas de pediocina e a amostra controle asaticdo de pediocina, para o cultivo de

Listeria monocytogenesm meio PALCAM.

A Figura 11 mostra, na primeira linha, o meio esciglo em todas as dilui¢cdes,
correspondente as placas que foram inoculadas samastras sem adicdo de pediocina.
Nas demais linhas as placas apresentam colonias, esgcurecimento do meio, até a
terceira coluna (diluicdo de 1000 vezes). Nas demalunas as placas nao apresentam
formacéo de colbnias. Nestas placas da segundajréee quarta linhas foram cultivadas

as amostras com adicdo de pediocina.
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O Quadro 7 mostra que, em média, o niumero de redupdovocadas pelo
tratamento foi de 2,5 ciclos logaritmicos. No etdanm aumento nos valores de reducdes

decimais foram encontradas entre o 3° e 0 5° tempos

Reducbes

Tempo Log de UFC x @'
1(4h) 2,84
2 (1 dia) 2,21
3 (2 dias) 2,86
4 (4 dias) 4,23
5 (8 dias) 2,98
6 (15 dias) 0,71
7 (30 dias) 1,55
Média 2,48

Quadro 7 - Numero de reducdes logaritmicas a cada tempgomtagem.

A Figura 12 representa graficamente o numero decfes logaritmicas das

unidades formadoras de coloniasLieria durante o periodo do teste.

NuUmero de reducdes

Reducdes logaritimicas
[ |

O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Tempos em dias
m Reducdes ——Expon. (Redugdes)

Figura 12 - Numero de reducbes decimais (RD) plasteria monocytogeneasas
amostras com a adicao de 1% de pediocina em retagastra controle, sem a adicéo de
pediocina.
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A aplicacdo da analise de variancia aos resultaddsgou que existe diferenca
entre os tratamentos “com” e “sem” pediocina, evelnde significancia de 1%, indicando
a eficacia da adicdo de pediocina em reduzir atglsate delListeria monocytogenesa
massa de linglica, ao longo do tempo. A seguirésaptado o Quadro 8 com resumo do

estudo da variancia entre os resultados obtidos.

, Graus de | Soma de |Quadrado | F calculado F tabelado
Causas de variagao | .
liberdade | quadrados | médio

Tratamento (2) 1 78,75 78,75 24,538 4,08* -7,31**
Residuo 40 128,37 3,21
Total (42) 41 207,12

Quadro 8 —Quadro para andlise das fontes de variacbes cangmratravés do
valor F, a influéncia dos tratamentos e do resithsresultados observados.
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5.3. Avaliacao da sobrevivéncia de bactérias aer@s mesofilas
Os dados das contagens as médias e os desvioe pldr&ontagens, em valores
logaritmicos, de bactérias aerdbias mesofilasnuii¢ca frescal adicionada com pediocina
e da amostra controle, sem a adicdo da pediocom, &s respectivas repeticoes, séo

apresentados no Quadro 9.

Tratamentos
Com 1% de pediocing Sem pediocina
Tempo Log de UFC x @ Log de UFC x ¢
Temno 1 5,66 10,18
4 ﬁ) 7,27 8,06
7,27 8,06
XeS | 673 | 093 8,77 | 1,2
5,74 7,55
Tempo 2 ’ ’
: 8,79 8,57
(1 dia) 8,79 8,57
S 777 | 1,76 8,23 | 0,58
7,28 7,66
Tempo 3 ’ ’
. 7,93 8,13
(2 dias) 8,79 8,57
XeS | 800 | 0,76 8,12 | 0,45
7,24 9
Tempo 4 .
! 8,01 7,53
(4 dias) 8,01 7,53
XeS | 775 | 044 8,02 | 0,85
7,82 7,73
Tempo 5 . .
; 8,59 8,44
(8 dias) 8,59 8,44
XeS | 833 | 044 8,20 | 0,41
7,70 7,70
Tempo 6 ’ ’
. 8,18 8,37
(15 dias) 318 337
XeS | 802 | 0,277 8,15 | 0,387
5,16 7,14
Tempo 7 . .
(30 dias) 8,00 7,94
8,00 7,94
XeS | 705 | 164 767 | 046

Quadro 9 - Contagens, médias e desvios, em valores logad$mde bactérias
aerdbias mesodfilas na linguica frescal adicionaaa pediocina e da amostra controle, sem

a adicao da pediocina.
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A média dos resultados obtidos nas analises mumdcas, em meio para

contagem padrdo em placas para bactéria aerObiafilag estda representada

graficamente na Figura 13. A Figura 14 é fotografes placas apds o periodo de

incubagéo, com as amostras adicionadas de ped®ear@nostra controle, sem a adi¢ao de

pediocina, para o cultivo de bactérias totais.

Média da contagem das coldnias de bactérias totais

E
O
LL
2
o)

i |
g 7

|
6,5
6 T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Tempo em dias

B com pediocina

— Expon. (sem pediocina) —— Expon. (com pediocina)

B sem pediocina

35

Figura 13 — Média dos valores logaritmicos de bactériaska@sémesofilas nas
amostras com adicédo de 1% de pediocina e na anuosiii@le, sem a adicdo de pediocina,

em funcéo do tempo.

Observa-se nesta figura que a pediocina, em unmepgmomento (tempo 1), agiu

sobre a contagem total das bactérias, reduzindo popailacdo com caracteristicas

semelhantes as déisterias (Gram positivas)Entretanto esta reducdo néo foi percebida

nos demais tempos. A comunidade voltou a cresesra@ntagens de bactérias totais nas

amostras com adicdo de pediocina e na amostraotmngem adicdo de pediocina,

apresentaram contagens muito proximas.
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£

Figura 14 - Fotografia das placas apés o periodo de incubagio,as amostras
adicionadas de pediocina e a amostra controle,asadicdo de pediocina, para o cultivo

bactérias aerébias mesofilas em meio PCA.

Pode-se observar pelo Quadro 10 que a reducaomagem no tempo 1 foi de
aproximadamente dois ciclos logaritmicos, poréms, demais tempos esta reducao teve

média de meio ciclo logaritmico.

Reducbes

Tempo Log de UFC x @*
1(4h) 2,03
2 (1 dia) 0,46
3 (2 dias) 0,12
4 (4 dias) 0,27
5 (8 dias) -0,13
6 (15 dias) 0,13
7 (30 dias) 0,62
Média 0,50

Quadro 10- Numero de reducgdes logaritmicas a cada tempomtagem.
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A Figura 15 representa graficamente o numero dacfess logaritmicas das unidades

formadoras de colbnias de bactérias aerdbias nasddirante o periodo do teste.

Numero de reducdes
2,50
® 200 =
Q
E 1,50 -
g,
Q 1,00 N
(7p]
S 050 m -
S |
S 0,00 =
o 0 5 10 15 20 25 30 35
-0,50 -
Tempo emdias
m Reducdes

Figura 15 - Numero de reducdes decimais (RD) para bacttotass nas amostras
com a adicéo de 1% de pediocina em relacdo anumsiteole, sem a adicdo de pediocina.

Aplicando-se aos resultados encontrados nas arsostna tratamento e sem
tratamento o estudo da variancia verifica-se qe#taanos a hipotese da nulidade 6l
seja, o tratamento com 1% de pediocina adicionadnaasa de lingilica frescal tipo
Toscana e o controle, sem adicdo de pediocina if@cerd para bactérias aerdbias
mesofilas. A seguir é apresentado o Quadro 11 esomro do estudo da variancia entre os

resultados obtidos.

Causas de Graus de | Somade | Quadrad | F calculado F tabelado
variacdo liberdade | quadrados | o médio
Tratamento (2) 1 190,94 190,94 0,295 4,08* -7,31**
Residuo 40 25912,39 | 647,81
Total (42) 41 26103,32

Quadro 11 —Quadro para analise das fontes de variacoes cangmratravés do

valor F, a influéncia dos tratamentos e do resfthsresultados observados.
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6. CONCLUSOES

A adicdo de 1% de pediocina, usada no experim@ntoassa de linglica frescal
contribui para a diminuicdo da carga microbianalLd#geria monocytogeneatingindo
reducbes média de 2,5 ciclos logaritmicos nos pro®e8 dias de armazenamento da
carne. Os resultados indicaram também que a pediostada e na concentracao
empregada nao foi eficiente no controle do crestimée bactérias totais. A pediocina
testada pode ser empregada como forma de con$egisica frescal tipo Toscana, sendo
aplicada diretamente a massa, na razdo de 1%, deisan controle delisteria

monocytogenes contribuindo para o aumento da seguranca do ratiine
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8. ANEXO

8.1. Resumo dos resultados das analises microbioldgicada repeticdo dos testes.

Repeticdo 1( novembro e dezembro de 2005)

Tempo AMOSTRA 1 AMOSTRA 2 AMOSTRA 3 CONTROLE
1 5,74 5,73 5,51 10,18
2 5,43 6,98 4,80 7,55
3 7,40 7,08 7,37 7,66
4 7,65 7,14 6,92 9,00
5 8,00 7,49 7,96 7,73
6 8,28 7,81 7,00 7,70
7 5,48 5,00 5,00 7,41

Repeti¢do 2 (janeiro e fevereiro de 2006)

Tempo AMOSTRA1 AMOSTRA2 AMOSTRA 3 CONTROLE
1 7,32 7,22 7,28 8,06
2 8,53 8,49 9,35 8,57
3 8,10 7,65 8,05 8,13
4 7,83 8,26 7,95 7,53
5 8,54 8,56 8,67 8,44
6 8,20 8,18 8,15 8,37
7 8,29 7,82 7,88 7,94

Repeticdo 3 (marco e abril de 2006)

Tempo AMOSTRA1 AMOSTRA2 AMOSTRA 3 CONTROLE
1 7,32 7,22 7,28 8,06
2 8,53 8,49 9,35 8,57
3 8,10 7,65 8,05 8,13
4 7,83 8,26 7,95 7,53
5 8,54 8,56 8,67 8,44
6 8,20 8,18 8,15 8,37
7 8,29 7,82 7,88 7,94

Quadro 12 - Valores logaritmicos para contagem ldsteria monocytogesas

amostras com a adicéo de pediocina e na amosti@legsem adicdo de pediocina.
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Repeticdo 1( novembro e dezembro de 2005)

Tempo AMOSTRA 1 AMOSTRA 2 AMOSTRA 3 CONTROLE
1 5,74 5,73 5,51 10,18
2 5,43 6,98 4,80 7,55
3 7,40 7,08 7,37 7,66
4 7,65 7,14 6,92 9,00
5 8,00 7,49 7,96 7,73
6 8,28 7,81 7,00 7,70
7 5,48 5,00 5,00 7,41

Repeti¢do 2 ( janeiro e fevereiro de 2006)

Tempo AMOSTRA1 AMOSTRA2 AMOSTRA 3 CONTROLE
1 7,32 7,22 7,28 8,06
2 8,53 8,49 9,35 8,57
3 8,10 7,65 8,05 8,13
4 7,83 8,26 7,95 7,53
5 8,54 8,56 8,67 8,44
6 8,20 8,18 8,15 8,37
7 8,29 7,82 7,88 7,94

Repeticdo 3 (marco e abril de 2006)

Tempo AMOSTRA1 AMOSTRA2 AMOSTRA 3 CONTROLE
1 7,32 7,22 7,28 8,06
2 8,53 8,49 9,35 8,57
3 8,10 7,65 8,05 8,13
4 7,83 8,26 7,95 7,53
5 8,54 8,56 8,67 8,44
6 8,20 8,18 8,15 8,37
7 8,29 7,82 7,88 7,94

Quadro 13 -Valores logaritmicos para contagem de bactériasfiles nas

amostras com a adicdo de pediocina e na amosti@legisem adicdo de pediocina.
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8.2. Avaliacao estatistica dos resultados.

Para a avaliacdo estatistica dois resultados fieaalp o estudo da varidncia a um

modelo de experimento inteiramente casualizBidoensaio inteiramente casualizado o

modelo matematico aplicado é:

Yij =M + Ti + Eijj

Yij € o valor observado relativo a parcela j subd#to tratamento i,
M é a média geral de todas as parcelas,

Ti € o efeito do tratamento

Eij é a contribuicdo do acaso

As hipoteses testadas no experimento foram asrgegui

Ho => Os tratamentos com pediocina e sem pediocina sivadentes.

H; => Os tratamentos com pediocina e sem pediocioa&d equivalentes.

Admitindo-se a hipétese de nulidade)\Hsabemos que a variancia causada nas
observacoes devido aos tratamentos e a varianggada nas observacdes devido ao
residuo (acaso e fontes de variagbes ndo conts)lada deveriam diferir a ndo ser por
acaso. Para compara-las usamos o teste F. Asdalmela dao valores para o niveis de
5% e 1% de probabilidade. Isto quer dizer que quahdalculado é menor que F
tabelado ha uma possibilidade de 95% ou 99% daacdayariancia ser atribuida ao
acaso e nédo ao tratamento.

A seguir é apresentado o quadro com os valoresilimgi@os da quantidade de
unidades formadoras de colbnias ldsteria observados nas parcelas experimentais
devido aos tratamentos com pediocina e sem pediatas 21 repeticoes (N = 42)

repeticdes para cada tratamento e os calculosnda dos quadrados dos tratamentos.
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Tempo Tratamentos
Com pediocing Sem pediocina
3,61 8,21
Tempo 1 2,73 5,32
4,07 5,4
4,35 6,45
Tempo 2 3,64 4,91
3,7 6,96
3,77 7
Tempo 3 3,22 5,16
2,1 5,51
3,562 9
Tempo 4 1 4,8
2,1 5,51
2,65 6,47
Tempo 5 1 4,25
1,33 3,2
3,67 4,49
Tempo 6 1 1
1 2,3
3,46 5,82
Tempo 7 1 1
1 3,3
Totais dos
53,92 92,53
tratamentos
Quadrados dos|
2907,37 8561,80 11469,17
tratamentos

Quadro 14 - Valores logaritmicos para contagem de listérias amostras com a

adicao de pediocina e na amostra controle, serA@di pediocina.
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Calculo da soma dos quadrados e da soma totabdasvacoes:

Soma dos Quadrados (SQ) Total Geral (G)
13,03 67,40 3,61 8,21
7,45 28,30 2,73 5,32
16,56 29,16 4,07 54
18,92 41,60 4,35 6,45
13,25 24,11 3,64 491
13,69 48,44 3,7 6,96
14,21 49,00 3,77 7
10,37 26,63 3,22 5,16
4,41 30,36 2,1 551
12,39 81,00 3,52 9
1,00 23,04 1 4,8
4,41 30,36 2,1 5,51
7,02 41,86 2,65 6,47
1,00 18,06 1 4,25
1,77 10,24 1,33 3,2
13,47 20,16 3,67 4,49
1,00 1,00 1 1
1,00 5,29 1 2,3
11,97 33,87 3,46 5,82
1,00 1,00 1 1
1,00 10,89 1 3,3

SQ= 674,52 G= 140,11

Quadro 15 —Soma total dos valores dos quadrados dos logadsn{5Q) e soma
total dos valores dos logaritimos (G) para contade listérias nas amostras com a adi¢ao

de pediocina e na amostra controle, sem adicaediegna.
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Célculo do fator de correcéo (C):

O fator de correcdo é calculado dividindo-se o ca@a da soma total dos
valores das observacdes’(@elo niimero de observacdes (N)

C=G’/N

G*=19630,8

Numero total de observag¢oNs= 42

C = 467,40

Célculo da soma total dos quadrados:

A soma total dos quadrados € dada pela subtracéaiatale corre¢céo (C) da soma
total dos valores dos quadrados dos logaritmice®bdservacdes (SQ).

SQ Total=SQ-C

SQ= 674,52

C =467,40

SQ Total = 207,12

Célculo da soma dos quadrados dos tratamentos:

A soma dos quadrados dos tratamentos é dada pdlia aréimética da soma dos
quadrados dos totais de cada tratamento subtraitiiat de correcao (C).

SQ Tratamentos = 1/21(53,922 +92,532)-C

C =467,40

SQ Tratamento = 78,75

Célculo da soma do quadrado do residuo:

A soma do quadrado do residuo € dada pela diferenga a soma total dops
guadrados (SQ Total) e s soma dos quadrados das&atos (SQ Tratamentos).

SQ Residuo = SQ total - SQ Tratamento

SQ total = 207,12

SQ Tratamento = 78,75

SQ Residuo = 128,37

53



Andlise das fontes de variagdes:
A andlise das fontes de variacBes € feita compearaedo quadrado meédio (soma de
quadrados dividido pelos graus de liberdade) ddantentos com o quadrado médio do

residuo.

_ Graus de | Somade |Quadrado| F calculado F tabelado
Causas de variagao | _
liberdade | quadrados | médio

Tratamento (2) 1 78,75 78,75 24,538 4,08* -7,31**
Residuo 40 128,37 3,21
Total (42) 41 207,12

Quadro 16 —Quadro para andlise das fontes de variacbes cangiar, através do

valor F, a influéncia dos tratamentos e do resithsresultados observados.

Foi encontrado um valor de F calculado superiodad- tabelado, logo existe
diferenca significativa entre os tratamentos a uivelnde 1% de significancia.
Concluimos entédo que os tratamentos pediocinamepsdiocina ndo sao equivalentes
frente ao microorganismbisteria, portanto rejeitamos a hipétese B aceitamos a

hipotese H.

O mesmo procedimento foi adotado para se analsaesultados observados
com as contagens de bactérias aerdbias meséofissgir € apresentado o quadro com
os valores logaritmicos da quantidade de unidamiesaidoras de colonias de bactérias

totais observados nas parcelas experimentais davsltratamentos.
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Tempo Tratamentos
Com pediocing  Sem pediocing

5,66 10,18
Tempo 1 7,27 8,06
7,27 8,06
5,74 7,55
Tempo 2 8,79 8,57
8,79 8,57
7,28 7,66
Tempo 3 7,93 8,13
8,79 8,57

7,24 9
Tempo 4 8,01 7,53
8,01 7,53
7,82 7,73
Tempo 5 8,59 8,44
8,59 8,44

7,7 7,7
Tempo 6 8,18 8,37
8,18 8,37
5,16 7,14
Tempo 7 8 7,94
8 7,94
Totais dos tratamentgs 161 153,24

Quadrados dos
25921,00 23482,50 49403,50
tratamentos

Quadro 17 - Valores logaritmicos para contagem de bactériedbaes mesofilas

nas amostras com a adicao de pediocina e na amostrale, sem adicao de pediocina.
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Calculo da soma dos quadrados e da soma totabdasvacoes:

Soma dos Quadrados (SQ) Total Geral (G)
32,04 103,6324 5,66 10,18
52,85 64,9636 7,27 8,06
52,85 64,9636 7,27 8,06
32,95 57,0025 5,74 7,55
77,26 73,4449 8,79 8,57
77,26 73,4449 8,79 8,57
53,00 58,6756 7,28 7,66
62,88 66,0969 7,93 8,13
77,26 73,4449 8,79 8,57
52,42 81 7,24 9
64,16 56,7009 8,01 7,53
64,16 56,7009 8,01 7,53
61,15 59,7529 7,82 7,73
73,79 71,2336 8,59 8,44
73,79 71,2336 8,59 8,44
59,29 59,29 7,7 7,7
66,91 70,0569 8,18 8,37
26,63 70,0569 8,18 8,37
64,00 50,9796 5,16 7,14
64,00 63,0436 8 7,94

25921,00 63,0436 8 7,94
SQ= 28264,94 G= 301,31

Quadro 18 —Soma total dos valores dos quadrados dos logads{5Q) e soma
total dos valores dos logaritmos (G) para contagenbactérias aerobias mesoéfilas nas

amostras com a adicédo de pediocina e na amosti@legsem adicdo de pediocina.
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Célculo do fator de correcéo (C):

O fator de correcdo é calculado dividindo-se o ca@a da soma total dos
valores das observacdes’(@elo niimero de observacdes (N)

C=G’/N

G*=90787,7

NuUumero total de observacols= 42
C =2161,61

Célculo da soma total dos quadrados:

A soma total dos quadrados € dada pela subtracéaiatale corre¢céo (C) da soma
total dos valores dos quadrados dos logaritmice®bdservacdes (SQ).

SQ Total =SQ -C

SQ=26103,32

C=2161,61

SQ Total =26103,32

Célculo da soma dos quadrados dos tratamentos:

A soma dos quadrados dos tratamentos é dada pdia arémética da soma dos
quadrados dos totais de cada tratamento subtraithdalr de correcéo (C).

SQ Tratamentos = 1/211% + 153,24°) — C

C=2161,61

SQ Tratamento £90,94

Céalculo da soma do quadrado do residuo:

A soma do quadrado do residuo € dada pela diferenga a soma total dops
guadrados (SQ Total) e s soma dos quadrados das&atos (SQ Tratamentos).

SQ Residuo = SQ total - SQ Tratamento

SQ total =26103,32

SQ Tratamento £90,94

SQ Residuo 25912,39
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Andlise das fontes de variagdes:

A andlise das fontes de variagfes é feita comparaad quadrado médio (soma de

quadrados dividido pelos graus de liberdade) datartrentos com o quadrado médio do

residuo.

_ Graus de | Somade |Quadrado| F calculado F tabelado
Causas de variagao | _
liberdade | quadrados | médio
Tratamento (2) 1 190,94 190,94 0,295 4,08* -7,31**
Residuo 40 25912,39 | 647,81
Total (42) 41 26103,32

Quadro 19 —Quadro para analise das fontes de variacdes cangmaratravés do

valor F, a influéncia dos tratamentos e do resithsresultados observados.

Foi encontrado um valor de F calculado inferiordaoF tabelado, logo néo existe
diferenca significativa entre os tratamentos a umelnde 1% de significancia para a
contagem de bactérias aerdbias mesofilas. Concluiembdo que os tratamentos com

pediocina e sem pediocina sao equivalentes pagagagbo de microorganismos, portanto

rejeitamos a hipétese; ¢ aceitamos a hipotese.H
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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