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RESUMO

Os produtos a base de carne sdo altamente suscetiveis a agdo microbiana e necessitam de
medidas de controle para prevenir a deterioracdo prematura e riscos ao consumidor. Listeria
monocytogenes (Lm) é o agente patogénico causador de listeriose, uma doenga grave com altas
taxas de hospitalizagdo e mortalidade. Neste estudo, lingui¢cas cozidas embaladas a vacuo
(LCEV) foram intencionalmente contaminadas com um pool de cepas de Lm para simular uma
contaminagao pos processamento térmico extrema. As LCEV contaminadas foram submetidas
a tratamentos de imersdo de curta dura¢do (1 minuto) com um bioconservante contendo pos-
bioticos potenciais (BCPP_YE) e controles. A eficacia dos tratamentos foi avaliada em relagao
a Lm, bactérias acido laticas (BAL) e contagem total de bactérias (CTB). A vida de prateleira
das LCEV foi estimada em diferentes perfis de temperatura com auxilio do software de
modelagem preditiva MicroLab Shelf-Life. Os tratamentos por imersdao em BCPP _YE
apresentaram efeito bactericida, sendo capazes de reduzir a carga microbiana inicial das LCEV.
Todavia, ndo foram capazes de impedir o crescimento de Lm, BAL e CTB em temperaturas
mais elevadas. Os resultados preditivos revelaram que a manutencdo da temperatura de
refrigeracdo a 7°C foi um fator de barreira eficiente para controlar a popula¢do de Lm por mais
de 180 dias e estender a vida de prateleira das LCEV por até 135 dias. Bioconservantes como
o BCPP_YE podem ajudar a reduzir o crescimento microbiano em produtos carneos prontos
para o consumo quando associados a outras medidas de controle. Este trabalho corrobora os
resultados apresentados em pesquisas anteriores e refor¢a o potencial do BCPP_YE como
conservante para produtos carneos.
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1 INTRODUCAO

As doencas transmitidas por alimentos sdo uma preocupacao constante para as industrias
de processamento ¢ agéncias de saude publica em todo o mundo. Entre os patéogenos mais
preocupantes esta a Lm, a bactéria responsavel pela listeriose. A listeriose ¢ uma infeccdo grave
que apresenta altas taxas de hospitalizacdo e mortalidade. Os casos mais severos da doenga
podem resultar em septicemia, meningite e outras complicagdes que podem levar a morte,
representando um perigo particular para mulheres gravidas, recém-nascidos, idosos e
individuos com sistemas imunolégicos comprometidos (EFSA e ECDC, 2022).

Os alimentos prontos para o consumo (APC) a base de carne tém sido frequentemente
associados a casos de listeriose. Além disso, uma alta porcentagem de amostras da industria ou
coletadas no varejo por agéncias reguladoras vem apresentando resultado positivo para Lm
(EFSA e ECDC, 2022). Esses dados soam um alarme e demonstram que, apesar dos constantes
investimentos e avangos tecnologicos na industria de carne, o cumprimento dos padrdes de
qualidade e seguranga microbioldgica ao longo da vida util do produto muitas vezes nao ¢
alcangado.
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Essa situacdo pode ser exacerbada quando os APC a base de carne sdo sujeitos a
fracionamento inadequado no varejo e/ou abuso de temperatura durante o transporte e
armazenamento (Lima et al., 2022). Tais ocorréncias nao sao incomuns. Por exemplo, em
algumas regides do Brasil, produtos como linguigas cozidas embaladas a vacuo (LCEV) e bacon
sao tradicionalmente vendidos a temperatura ambiente, expostos em balcdes ou prateleiras sem
refrigeracdo. Portanto, medidas adicionais devem ser pesquisadas para contribuir para a
mitigagao dos riscos a satde do consumidor em uma estratégia de multiplas barreiras.

Bioconservantes contendo potenciais pos-bidticos, produzidos a partir da fermentagdo
de caldos por bactérias acido laticas, tratados termicamente e sem isolamento ou purificagdo de
substancias antimicrobianas foram relatados como uma alternativa promissora e de baixo custo
para prevenir microrganismos indesejaveis em produtos de carne (Lima et al., 2022). No
entanto, avaliacdes testando o método de aplicagdo mais eficaz nesses produtos sdo escassas.

Tratamentos antimicrobianos por imersdao de curta duragdo foram apresentados em
outros trabalhos (Bodie et al., 2022; Geornaras et al., 2006) como uma alternativa para a
aplicagdo de conservantes em salsichas antes da etapa de embalagem. Essa abordagem foi
pensada para aproveitar a etapa de resfriamento em banho de gelo que ocorre apds o cozimento
das salsichas.

O bioconservante BCPP_YE ¢ produzido a partir da fermentacdo de um meio de caldo
por uma cultura propagada de Lacticaseibacillus paracasei DTA 83. Essa cepa, isolada de fezes
de recém-nascidos, foi identificada por sequenciamento de rDNA 16S usando RAPD-PCR
(Guerra et al., 2018) ¢ integrada a colegdo de culturas do laboratorio de microbiologia de
alimentos-DTA-UFRRI. L. paracasei DTA 83 foi classificada com status GRAS (geralmente
reconhecida como segura), caracterizada como potencialmente probiotica (Lemos-Junior et al.,
2019), relatada como tendo potencial para liberar compostos pos-bioticos (Oliveira et al., 2021),
capaz de biocontrolar o crescimento de L. innocua, Salmonella Typhimurium, Candida albicans
e Escherichia coli mesmo apds a reducdo parcial da viabilidade celular devido ao estresse no
transito gastrintestinal (Tarrah et al., 2019) e demostrou bons resultados no controle da
microbiota natural de LCEV quando confrontado com lactato de sodio (Lima et al., 2022).

Este estudo teve como objetivo verificar, por meio de testes in situ e predigdes in silico,
se 0 BCPP_YE seria eficaz na extensdo da vida util e no controle da Lm quando aplicado por
imersdo de curta duracdo em LCEV.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Producio de BCPP_YE

A produgdo de BCPP_YE foi conduzida em escala industrial piloto na unidade industrial
da BRC Ingredientes Ltda. em Rio Claro, SP, Brasil, conforme descrito por Lima et al. (2022).
Resumidamente, uma formulagdo preparada com ingredientes de grau alimenticio,
mimetizando os nutrientes encontrados no caldo MRS, mas sem a adi¢do de polissorbato 80
(Tween 80), foi usada como base do meio de fermentagdo. O caldo nutritivo foi tratado
termicamente em um biorreator de tanque agitado com controle automatico de temperatura e
um medidor de pH. Uma cultura propagada de L. paracasei DTA 83 foi adicionada para a
fermentagdo. O processo, conduzido a 36°C por aproximadamente 72 horas, foi acompanhado
por uma queda de pH para cerca de 3,5. A fermentagao foi interrompida com tratamento térmico
a 95°C por 5 minutos. A presenca de células vidveis de L. paracasei DTA 83 e/ou
contaminantes foi investigada por contagens em placas de agar MRS, agar para contagem de
placas (PCA) e agar dextrose de batata acidificado para pH 3,5 com acido tartarico.

2.2 Cepas de Listeria monocytogenes e preparac¢ao do inoculo
O indculo de Lm foi preparado combinando aliquotas iguais de seis cepas de Lm,
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cultivadas individualmente e padronizadas em ca 108 UFC/mL. Cinco cepas foram isoladas
de produtos cérneos processados (CLIST 4165 - sorotipo 1/2a, CLIST 4396 - sorotipo 1/2b,
CLIST 4405 - sorotipo 1/2a, CLIST 4642 - sorotipo 1/2b, e CLIST 4645 - sorotipo 1/2c), e
uma cepa de referéncia (CLIST 3436 (Scott A) - sorotipo 4b), todas provenientes da Colecao
de Listeria (CLIST) do Laboratério de Zoonoses Bacterianas (LABZOO) da Fundagado
Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

2.3 Preparacio das amostras

Pacotes intactos e refrigerado, com 2,5 kg de linguigas tipo Calabresa, cozidas e
embaladas a vacuo (LCEV), foram obtidos no comércio local e mantidos a 6°C+2°C até o
momento do teste in situ. Todas as amostras eram do mesmo lote de producao.

O pool de Lm (ca de 108 UFC/mL) foi diluido em agua peptonada até obter um

indculo padronizado contendo cerca de 104 UFC/mL.

As LCEYV foram cortadas transversalmente com bisturi estéril em unidades de 100+0,5
g. Esse método expOs a massa da lingui¢a sem o envoltério de celulose no lado cortado. As
amostras cortadas foram colocadas em uma bandeja de aco inoxidavel e adicionadas de 1 mL
do indculo padronizado, distribuido uniformemente sobre cada amostra usando uma pipeta e

espalhador descartavel, para alcancar uma concentragdo final de cerca de 102 UFC/g de Lm.
A bandeja foi coberta com duas camadas de filme de PVC e mantida refrigerada a 6°C+2°C
por 1 hora para permitir a adesao do indculo de Lm nas amostras de LCEV.

Apos a adesdo do indculo de Lm, as amostras de LCEV foram sorteadas aleatoriamente
e submetidas a trés tratamentos, conforme apresentado na Tabela 1.

Tabela 1. Teste in situ. Tratamentos, temperaturas e tempos de incubagao.

Amostras Tratamentos Incubacao

Al --- ---

A2 T1 — Tratamento com BCPP_YE. Imersdo das amostras de30°C 3 dias
A3 LCEV, previamente inoculadas com o pool de Lm, em solu¢do de30°C 7 dias
A4 BCPP_YE (x)% por 1 minuto (x = 1% ou 5%). 7°C 5 dias
A5 7°C 9 dias
A6 --- ---

A7 T2 — Controle com agua. Imersdo das amostras de LCEV,30°C 3 dias
A8 previamente inoculadas com o pool de Lm, em agua destilada estéril30°C 7 dias
A9 por 1 minuto. 7°C  Sdias
Al10 7°C 9 dias
All --- ---

Al12 T3 — Controle sem imersdo. Apenas amostras LCEV, inoculadas30°C 3 dias
Al3 com 0 pool de Lm e embaladas a vacuo. 30°C 7 dias
Al4 7°C  Sdias
Al5 7°C 9 dias

* Todas as amostras foram embaladas individualmente a vacuo ap6s os tratamentos.

2.4 Desenho experimental

A metodologia do modelo preditivo MicroLab_Shelf-Life (Guerra et al., 2023) foi
utilizada no delineamento do teste in situ. Resumidamente, uma unidade amostral (n=1) de cada
tratamento foi analisada para Lm, BAL ¢ CTB no tempo zero (dia da inoculag¢dao). Duas
unidades (n=2) foram incubadas a 7°C e analisadas nos tempos t = 5 dias e t = 9 dias; e duas
unidades (n=2) foram incubadas a 30°C e analisadas nos tempos t = 3 dias e t = 7 dias, para os
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mesmos grupos de microrganismos (Tabela 1).

2.5 Analises microbioldogicas

As contagens de Lm, BAL e CTB foram realizadas, respectivamente, de acordo com os
seguintes padroes: ABNT NBR ISO 11290-2:2020 (ABNT, 2020), ISO 15214:1998 (ISO,
1998) e ABNT NBR ISO 4833-2:2015 (ABNT, 2015).

2.6 Estudo de Eficacia dos tratamentos, durabilidade e analises estatisticas

O software de modelagem preditiva, MicroLab Shelf-Life, foi utilizado para avaliar a
eficacia dos tratamentos (Tabela 1), o efeito da temperatura associado aos tratamentos e estimar
a vida util (durabilidade) das amostras de LCEV sob diferentes perfis de temperatura. Os perfis
foram: 7°C, 12°C, 22°C e 30°C.

O fim da vida util para Lm foi estabelecido quando a populagao atingiu 3,3 log UFC/g
(WHO, 2022), para BAL quando a populacdo atingiu 6,0 log UFC/g, e para CTB quando a
contagem microbiana total atingiu 9,33 log UFC/g (Guerra et al., 2023).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As contagens de Lm, BAL e CTB, expressas em log UFC/g, bem como o percentual de
redugdo dos tratamentos por imersdo em BCPP_YE 1% ou BCPP_YE 5% em relacdo aos
respectivos controles (tratamentos por imersdo em agua destilada estéril e controle sem
imersdo), sdo apresentadas na tabela 2.

A Tabela 3 apresenta os resultados da avaliacdo preditiva para os tratamentos
envolvendo imersdo em BCPP_YE 1% ¢ BCPP_YE 5%, com seus respectivos controles.

O tratamento de imersdo em BCPP_YE 5% apresentou forte efeito bactericida. No
tempo zero, houve redugdo de 81,82% na populagdo Lm e 84,85% na CTB, em comparagdo ao
controle sem imersdo. A reducdo no tratamento a 1% foi de 10,53% para Lm e 41,18% para
CTB. No tempo zero, a imersao em agua destilada ¢ o controle sem imersdo apresentaram
contagens semelhantes, indicando que a redu¢do microbiana foi devido a acdo do BCPP_YE.
A menor contagem de microrganismos observada no tempo zero em relagdo aos controles
também foi verificada nas amostras incubadas a 7°C por 5 e 9 dias e 30°C por 3 e 7 dias.

Resultados satisfatorios quanto a extensao da vida util de produtos carneos podem ser
alcangados através da reducdo da carga microbiana inicial. Nesse sentido, a imersdao de LCEV
em BCPP_YE antes da embalagem a vacuo poderia contribuir como um fator de barreira
adicional.

Outros estudos também relataram diminui¢ao da carga microbiana inicial em salsichas
submetidas a tratamentos de imersao em solucdo de acido acético 2,5%, acido latico 2,5%,
benzoato de potassio 5%, nisina 0,5% e combinagdes dos antimicrobianos. A imersao foi

2

realizada por 2 minutos e a redugao inicial variou de 1 a 1,8 log UFC/cm*, chegando a 3,8 log

UFC/em? nos tratamentos combinados com nisina, dependendo da origem do indculo.
Entretanto, foi observado crescimento significativo em todos os tratamentos durante o
armazenamento a 10°C (Geornaras et al., 2006).

Apesar dos tratamentos por imersio das LCEV em solugdo de BCPP _YE 1% e
BCPP_YE 5% terem apresentado reducao de carga microbiana quando comparados com o0s
respectivos controles, ndo foram eficazes no controle das populagdes microbianas nas
temperaturas mais elevadas (atingindo o limite maximo estipulado bem antes do prazo de
validade — conforme verificado na Tabela 2 e nas analises preditivas apresentadas na tabela 3).
Desta forma, a manuteng@o da temperatura fria ¢ essencial para evitar o crescimento de grupos
microbianos que, favorecidos pelas temperaturas elevadas, poderiam apresentar riscos a saude
do consumidor e/ou antecipar o aparecimento de atributos de deterioragdo antes do prazo de
validade estipulado pelo fabricante (Guerra et al., 2023).
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Melhores resultados foram obtidos adicionando bioconservante dentro da embalagem
na propor¢ado de 1% do peso de LCEV (Lima et al., 2022). Nesta abordagem, o bioconservante
fica em contato com as LCEV até o momento da abertura do pacote. Como o BCPP_YE nao
apresentou a¢do antimicrobiana residual quando aplicado por imersdo, a adicdo dentro da
embalagem durante a vida util de LCEV demostrou ser uma alternativa mais promissora. De
qualquer forma, a manutencao da temperatura de refrigeracdo nao deve ser negligenciada, sendo
o fator preponderante para o €xito nas duas abordagens.

Tabela 2. Percentual de redugdo da populacdo de Listeria monocytogenes (Lm), bactérias
acido laticas (BAL) e contagem total de bactérias (CTB) dos tratamentos por imersdo em
BCPP_YE 1% e BCPP_YE 5% em relagdo aos respectivos controles: tratamentos por imersao
em agua destilada estéril e controle sem imersao.

Incibacs Contagem / Listeria monocytogenas (Lm) Listeria monocytogenas (Lm)
cubacac - =
¥ % redugio BCPP YE1% Apua Controle BCPP YE5% Apua Controle
5 log UFC/g 223 228 2.28 1.30 2.08 2.04
% reducio® 1053% 1053% 8333% 81.82%
e o log UFC/g 437 520 407 3.51 5.51 5.07
S CECR redugio® 88.00% 75.01% 00.02% 97.26%
) log UFC/g 7.28 7.42 7.54 6.01 7.20 744
L= 00Y o redugio® 2849% 4507% 03.64% 0631%
e log UFC/g 1.00 1.30 130 <1.00 1.48 130
t=5 dias (7°C & &
R o g 5000% 50.00% 66.67% 50.00%
: log UFC/g 130 1.70 1.70 1.00 1.70 1.78
t =0 dias (7°C : =
(R reducio® 60.00% 60.00% 80.00% 8333%
Incubacie  Comtagem/ Bactérias Acido Laticas (BAL) Bactérias Acido Laticas (BAL)
¢ %redugioc BCPP YE1% Agua Controle BCPP YE5% Agua Controle
i log UFC/g <2.00 <200 <200 =2.00 <200 <200
% redugio™ 0.00%  0.00% 0.00%  0.00%
) log UFC/g 611 6.15 6.19 5.47 6.38 637
=200 o reducio® 025% 16.94% 8781% 8745%
. .. log UFC/g 740 7.34 737 5.97 741 743
U=TE300) o reducio® -13.64% -6.38% 0638% 06.52%
s . log UFC/g 230 2.40 2.40 1.70 230 218
t=5 dias (7°C -
25 () o redugio 2000% 20.00% 75.00% 66.67%
. . log UFC/g 230 2.54 2.40 218 230 240
t=0E(TE) o redugso® 4286% 20.00% 25.00% 40.00%

Incubaci Contagem /  Contagem Total de Bactérias (CTB)  Contagem Total de Bactérias (CTB)
CLDaca0 = =
& % redugdo BCPP YE1% Agua Conftrole BCPP YE5% Agua Controle
0 log UFC/g 3.00 327 3.3 2.40 320 322
% redugio® 4505% 41.18% 84.38% 84.85%
: . log UFC/g 6.48 837 851 7.61 856 863
t=13dias (30°C) B8
SG0C) o reducio® 08.73% 00.06% 88.61% 00.35%
: log UFC/g 9.16 014 910 $.43 896 898
i) & eduaot 5.07% -14.62% 70.17% 71.73%
___ logUFClg 2.81 308 298 230 300 313
=502 (TO)| o redtngao® 4583% 3158% 80.00% 85.19%
. log UFC/g 285 354 351 2.30 352 363
=0 < 5
PR o aic 7971% 78.46% 03.04% 0520%

* Percentual de redu¢@o do tratamento por imersdao em BCPP_YE 1% ou BCPP_YE 5% em
relacdo aos respectivos controles: tratamentos por imersdo em agua destilada estéril e controle
sem imersao.

Quando comparado aos seus respectivos controles, o tratamento com BCPP_YE a 5%
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apresentou melhores resultados que a 1% em termos de redugdo percentual da carga microbiana
inicial. Essa maior diferenga foi mantida nos tempos de amostragem subsequentes,
provavelmente devido a maior redugdo inicial observada no tempo zero. Porém, essa diferenca
ndo impactou a resiliéncia em dias, conforme verificado no modelo preditivo (Tabela 3). A
resiliéncia em dias indica o numero estimado de dias até que a populagdo microbiana atinja o
limite estipulado.

Tabela 3. Avaliacdo preditiva. Durabilidade (em dias - resiliéncia) simulada em diferentes
perfis de temperatura. Tratamentos: imersao em BCPP_YE (1% e 5%), imersdo em agua e
controle sem imersao.

Listeria monocytogenes Bactérias Acido Laticas Contagem Total Bactérias
Agua Control BCPP_ Y  Agua Control BCPP_ Y  Agua Control BCPP Y
e E e E e E
7°C >180>180 > 180 29 23 38 147 135 > 180
BCPP_YE 12°C 8 7 9 8 8 9 14 14 20
1% 22°C2 2 2 4 4 4 5 5 6
30°C 1 1 1 3 3 3 3 3 5
7°C >180>180 > 180 35 38 > 180 71 115 > 180
BCPP_YE 12°C 6 6 10 8 8 13 12 14 18
5% 22°C2 2 3 4 4 5 5 5 5
30°C 1 1 2 3 3 3 3 3 4

Os resultados preditivos (Tabela 3) revelaram que a manuten¢do da temperatura de
refrigeracdo a 7°C foi um fator de barreira eficaz para controlar a populacdo Lm por mais de
180 dias e para prolongar a vida ttil das LCEV em até 135 dias (grupo controle). Em relacdo a
Lm houve, inclusive, reducao da populagdo entre o tempo zero (dia da inoculagdo) e os tempos
5 e 9 dias (Tabela 2).

Lm sdo bactérias psicrotroficas, com temperatura 6tima de crescimento entre 30 e 37°C
(EFSA e ECDC, 2022). Assim, outros efeitos de barreira podem ter contribuido para a
manutengdo do limite de 3,3 log UFC/g para o periodo refrigerado de 180 dias. Fatores de
estresse, como a mudancga abrupta de ambiente/temperatura (do caldo BHI a 37°C para LCEV
a 7°C), combinados com a competi¢cao com a microbiota autéctone da LCEV, podem explicar
a diminui¢do populacional de Lm.

Na verdade, a populagao de BAL cresceu nas mesmas condi¢des de incubagdo. As BAL
sdo reconhecidas como potenciais produtoras de bacteriocinas com atividade antilisterial
(Guerra et al., 2018). Além disso, a microbiota autoctone remanescente também pode ter tido
um efeito competitivo com Lm. Esses dados demonstram que os resultados de crescimento
observados no ambiente laboratorial controlado podem ser afetados pelas complexas interacdes
ecoldgicas presentes nos ambientes alimentares in sifu (Geornaras et al., 2006).

Bioconservantes como o BCPP_YE podem ajudar a reduzir o crescimento microbiano
em produtos carneos prontos para consumo, como LCEV, minimizando os riscos associados a
patogenos e prolongando o prazo de validade. Contudo, a estratégia de adigdo deve ser
cuidadosamente desenhada (Lima et al., 2022).

4 CONCLUSAO

As temperaturas de armazenamento tiveram um impacto direto no controle de Lm e na
vida tutil de LCEV. Embora os tratamentos envolvendo imersdo em BCPP_YE a 1% e 5%
tenham reduzido a populagdo inicial de Lm e a CTB, eles ndo foram capazes de manter baixos
niveis em temperaturas mais altas.
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A adocao de boas praticas de fabricagdo, a implementacao de controles de matéria-prima
e de processos e a gestdo da cadeia de frio durante toda a vida util de um produto alimenticio ¢
essencial para alcangar a vida util desejada e evitar riscos a saude dos consumidores.

Bioconservantes como o0 BCPP_YE sdo alternativas promissoras para uso em produtos
carneos prontos para consumo ¢ sua utilizacdo em uma estratégia de multiplos obstaculos pode
contribuir para melhorar a robustez dos programas de seguranca e qualidade na industria da
carne.
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