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RESUMO — A salsicha é o produto carneo mais consumido, no entanto, este produto pode
apresentar alto risco de contaminacdo, devido a sua excessiva manipulacdo durante a
producdo e comercializacdo. Este trabalho teve como objetivo, avaliar o perfil
microbioldgico de duas marcas de salsichas, comercializadas em embalagens a vacuo e a
granel, bem como isolar bactérias acido laticas (BAL) com atividade antagonista. Para isto,
as salsichas foram submetidas as contagens de micro-organismos meséfilos, psicrotroficos,
enterobactérias, BAL, bolores e leveduras, coliformes termotolerantes, Staphylococcus
coagulase positiva e pesquisa de Salmonella spp.. As maiores contagens de micro-
organismos mesofilos, psicrotroficos, enterobactérias e Staphylococcus coagulase positiva
foram obtidas em salsichas comercializadas a granel. N&o foi identificado a presenca de
Salmonella spp.. Isolou-se 15 BAL, dentre estas, quatro apresentaram atividade antagonista
contra a pelo menos um, dos micro-organismos testados (Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteretidis, Bacillus cereus e Escherichia coli). Os quatro isolados de BAL
foram sensiveis aos antibioticos ampicilina, penicilina, vancomicina e tetraciclina, o que
qualifica para ser utilizado em alimentos. O perfil microbiano da salsicha é variavel, esta
diretamente relacionada com a qualidade na producédo e comercializa¢do do produto. As
BAL isoladas de salsicha apresentam atividade antagonista contra micro-organismo
patogénicos.
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1. INTRODUCAO

Os produtos carneos processados sdo amplamente consumidos por ser uma 6tima fonte de
proteina. Dentre 0s produtos carneos, a salsicha tipo hot dog destaca-se, por sua praticidade, como
um dos mais populares. As salsichas sdo comercializadas nos supermercados em embalagens de
propileno termoencolhivel (vdcuo) bem como a granel. A comercializagdo de salsicha a granel
possibilita 0 aumento da contaminacdo microbiana, devido a manipulacdo excessiva e 0
acondicionamento em embalagens ndo apropriadas, 0 que acarreta risco a saude do consumidor,
além de reduzir o prazo de validade do produto (BAU et al., 2012).No entanto, este produto chama
atencdo dos consumidores, devido ao seu baixo custo quando comparado com as salsichas
comercializadas em embalagens a vacuo.

De acordo com Costa (2008), os alimentos sdo passiveis de contaminagdo e os principais
micro-organismos patogénicos que oferecem risco a salde do consumidor sdo Salmonella spp.
Staphylococccus coagulase positiva, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Bacillus
cereus e Listeria monocytogene ou até mesmaos por suas toxinas. Essas bactérias podem provocar
inimeras doencas, conhecidas como DTAs (Doencas Transmitidas por Alimentos).

Os produtos carneos de modo geral, podem ser facilmente deteriorados por apresentar
caracteristicas intrinsecas, como nutrientes, atividade de 4gua e pH favoraveis. Os principais micro-
organismos responsaveis pela deterioracdo destes produtos sdo os psicrotroficos, bolores e
leveduras e bactérias &cido laticas (SADE, 2011).

As bactérias acido laticas (BAL) sdo encontradas naturalmente em muitos produtos carneos,
como a salsicha, e podem causar a deterioracdo, que se caracteriza pelas modificacdes
organolépticas do produto (VERCAMMEN et al., 2011). Entretanto, as BAL podem apresentar
atividade antagonista contra micro-organismos indesejaveis, 0 que permite uma importante
perspectiva tecnologica na utilizacdo desses micro-organismos na conservacdo e controle de
patdgenos em alimentos. A atividade antimicrobiana das BAL, se deve a producdo de acido lactico,
diéxido de carbono, acido acético, etanol, acetato, peroxido de hidrogénio e as bacteriocinas
(FERNANDES et al., 2015; GASPAR et al., 2013).

Em alimentos, as BAL podem ser adicionadas a matéria-prima, e durante o processo de
fermentacdo, as mesmas produzem as substancias antimicrobianas, desta forma, agindo como
bioprotetor. No entanto, sua aplicacéo apresenta restricdes em alimentos ndo fermentados e/ou que
passam por processos com altas temperaturas. Ja, a utilizacdo das bacteriocinas em alimentos
apresentam algumas vantagens. As bacteriocinas sdo peptideos cationicos antibacterianos,
termoestaveis, sensibilidade as enzimas digestivas, desta forma, ndo interferem na microbiota
intestinal (MESSAOUDI et al., 2013; PEHRSON, 2013; LIMA et al., 2003). Além, de que as
bacteriocinas apresentam atividade antimicrobiana contra varios micro-organismos Gram-
negativos e Gram-positivos oportunistas ou patogénicos de importancia em alimentos.

Para a utilizagdo de novos isolados de BAL em alimentos, se faz necessario avaliar a presenga
de mecanismos de viruléncia como, a sensibilidade a antibidticos clinicos. Bactérias resistentes aos
antibidticos clinicos podem transferir genes de resisténcia a outros micro-organismos como 0S
iniciadores, patogénicos e deteriorantes de importancia para inddstria alimenticia (D’AIMMO et
al., 2007).
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Devido ao exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar o perfil microbioldgico de duas
marcas de salsichas, comercializadas em embalagens a vacuo e a granel, bem como isolar bactérias
acido laticas com potencial atividade antagonista.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Analises microbioldgicas

Foram adquiridas salsichas suina, tipo hot dog de duas marcas comercializadas em dois
supermercados em embalagem de polietileno (vacuo) e a granel, em um municipio do oeste de
Santa Catarina, Brasil. Realizou-se trés coletas, com intervalos de 15 dias, totalizando 24 amostras.

As amostras foram acondicionadas em caixas isotérmicas com gelo e transportadas ao
laboratdrio de Microbiologia de Alimentos e Biologia Molecular do Departamento de Engenharia
de Alimentos e Engenharia Quimica, da Universidade do Estado de Santa Catarina.

As salsichas foram submetidas as analises microbioldgicas de contagens de mesofilos,
psicrotroficos, enterobactérias, bactérias acido laticas, bolores e leveduras, Staphylococcus
coagulase positiva, Numero Mais Provavel (NMP) de coliformes termotolerantes (45 °C) e
pesquisa de Salmonella spp.

Pesou-se assepticamente 25 g de salsicha em sacos estéreis tipo stomacher e adicionou-se
225 mL de &gua peptonada a 0,1% (p/v), perfazendo a diluigdo 10, A partir desta diluicéo,
preparou-se as demais diluicdes seriadas.

Para as contagens de micro-organismos mesofilos aerdbios e psicrotroficos, utilizou-se o
método descrito pela ISO 4833:2013 e APHA: 2015, respetivamente. Aliquotas de 1 mL e 0,1 mL
foram inoculadas em Agar Plate Count Agar (PCA/Merck) e incubadas a 30 °C e 7 °C, por 72 h e
10 dias, respectivamente. As coldnias foram contadas e o resultado expresso em log. UFC. g.

As contagens de enterobacterias e de bactérias &cido laticas foram realizadas de acordo com
ISO 21528-2:2017 e 1SO 15214:1998, respectivamente. Inoculou-se em profundidade 1mL das
diluicbes selecionadas em placas de Petri e adicionou-se o agar Violet Red Bile Glucose
(VRBG/Oxoid) e agar Man, Rogosa and Sharpe (MRS/Oxoid), as quais foram incubadas 37 °C por
24 h e 72 h, respectivamente. As placas que apresentaram col6nias foram contadas e o resultado
foi expresso em log. UFC. g

A contagem de bolores e leveduras foi realizada de acordo com a Instrugdo normativa IN n°
62 do Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2003). Inoculou-se
0,1 mL das diluicBes selecionadas em placas contendo Agar Batata Dextrose (BD/Oxoid). Incubou-
se a 25 °C, por 5 a 7 dias. As col6nias foram contadas e o resultado expresso em log. UFC. g.

A contagem de Staphylococcus coagulase positiva foi realizada de acordo com IN n° 62 do
MAPA (BRASIL, 2003). Inoculou-se 0,1mL das dilui¢des selecionadas em placas contendo Agar
Baird-Parker (BP/Oxoid), e incubou-se a 35 °C, por 48 h. As coldnias negras foram submetidas aos
testes bioquimicos de coagulase e catalase.

Para determinar o NMP de coliformes termotolerantes, aliquotas de 1 mL das diluigdes 10
102, 10 foram transferidas para uma série de trés tubos contendo Caldo Lauril Triptose
(LST/Oxoid) e tubos de Durhan. Incubou-se a 35 °C por 48 h. Tubos com turvacéo e presenca de
gés, foram submetidos a confirmacdo de presenca de coliformes termotolerantes. Transferiu-se
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uma alcada de cada tubo positivo, para caldo Escherichia coli (EC/Oxoid) e incubou-se a 45 °C,
por 48 h. Utilizou-se a tabela do NMP.g com intervalo de confianca de 95 % para expressar 0s
resultados.

Utilizou-se a 1SO 6579:2002 para pesquisa Salmonella spp. O pré-enriquecimento foi
realizado com 25 g de salsicha em 225 mL de agua peptonada tamponada (Merk) e incubou-se
37 °C por 18 h. Para o enriquecimento seletivo, transferiu-se aliquotas de 0,1 mL e 1 mL para caldo
Rappaport Vassiliadis (RV/Difco) e Muller-Kauffmann (MK/Difco) e incubou-se a 41,5 °C e
37 °C, respectivamente por 24 h. Repicou-se as amostras para Agar Xilose Lisina Desoxicolato
(XLD/Oxoid) e Agar Verde Brilhante (AVB/Oxoid) e incubou-se a 37 °C por 24 h. As coldnias
tipicas obtidas nas placas foram confirmadas através de testes de descarboxilagdo da lisina,
fermentagio da lactose e/ou sacarose e producido de HoS, no Agar Lisina Ferro (Merk) e Agar

Triplice AcUcar Ferro (Merk).

2.2 Avaliacdo da atividade antagonista de isolados de BAL

A partir das placas de MRS obtidas para contagens de BAL, coldnias foram aleatoriamente
selecionadas por amostra, transferindo-as para caldo MRS e incubadas a 35 °C por 24 h. Para fins
de purificacdo, alcadas das amostras crescidas em caldo foram estriadas em agar MRS e incubadas
a 35 °C por 48 h. Em seguida, uma col6nia isolada de cada cultura foi transferida para tubos
contendo caldo MRS (Oxoid) (35 °C por 24 h) e posteriormente estriadas em agar Tripticase de
Soja (TSA/Oxoid) e mantidas sob refrigeracao.

Utilizou-se a técnica spot-on-the-lawn, adaptada de Fleming et al. (1975) para verifica a
atividade antagonista das BAL. Os isolados de BAL foram recuperados em caldo MRS (Oxoid), e
incubados a 25 °C, por 24 h. Aliquotas de 2 pL das culturas foram inoculadas em agar MRS e
incubadas a 35 °C por 24 h. Apoés, adicionou-se uma sobrecamada de 8 mL de agar semi-sélido de
Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHI), contendo os micro-organismos reveladores, Salmonella
Enteretidis ATCC 13076 e Listeria monocytogenes Scott A, Bacillus cereus CCCD B001 e
Escherichia coli ATCC 25922, na concentracédo de 10° UFC. mL™. Incubou-se a 35 °C por 24 h. A
presenca de halos de inibicdo em torno da cultura, foi considerado positivo para a presenca de
substancia antagonista. Os halos foram medidos e os valores expressos em milimetros.

Os isolados de BAL que apresentaram atividade antagonista no agar MRS foram submetidos
a confirmacdo da atividade bactericinogénica. Recuperou-se os isolados em caldo MRS, a 25 °C
por 24 h. Transferiu-se trés aliquotas de 2uLL de cada cultura para placa contendo 10 mL de agar
MRS modificado (0,5% de dextrose). Incubou-se a 25 °C por 24 h, em anaerobiose. Apos, foram
feitos orificios de 3 mm de didmetro no &gar, a 0,5 cm de distancia de cada crescimento, e
adicionou-se 20 pL das enzimas: pepsina (de mucosa de estdmago de suino), a-quimotripsina (de
pancreas de bovino), proteinase K (de Tritirachium album), e tripsina (de pancreas bovino). Como
controle negativo, utilizou-se agua destilada esterilizada. Ap6s 15 min em temperatura ambiente,
adicionou-se uma sobrecamada de 8 mL de BHI semi-solido, contendo a concentragio de 10° UFC.
mL* dos micro-organismos reveladores. Incubou-se a 35 °C por 24 h. A confirmacio da produgio
de bacteriocinas se dé, atraves da sensibilidade da substancia produzida por uma ou mais enzimas
testadas. Quando a substancia é sensivel as enzimas ocorre o crescimento do micro-organismo
revelador onde a enzima foi aplicada, formando um halo em forma de meia lua em volta da cultura.
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2.3 Sensibilidade a antibidticos clinicos

A sensibilidade a antimicrobianos dos isolados de BAL foi avaliada através do método de
difusdo em &gar Mueller-Hinton (MH/Merck), conforme descrito por Renye et al. (2009). Testou-
se quatro diferentes antibioticos: ampicilina (10 pg), penicilina G (10 ug), vancomicina (30 ug) e
tetraciclina (30 pg) (Laborclin/ Brasil).

Os isolados foram recuperados em caldo MRS a 35 °C por 24 h. A concentracdo bacteriana
foi ajustada através do auxilio da escala 0,5 de MacFarland (3x10® UFC. mL™). Inoculou-se 0,1
mL das culturas na superficie do agar Mueller-Hinton (MH/Merck). Adicionou-se os discos dos
antibidticos e incubou-se a 35 °C por 24 h. Os didmetros das zonas de inibi¢do formados foram
medidos com auxilio de paquimetro, e os valor expresso em milimetro. Os isolados foram
considerados resistente (R), sensibilidade intermediaria (I) ou sensivel (S), com base nos valores
de referéncias indicados pela Clinical and Laboratory Standards Institute—CLSI (Tabela 1).

Tabela 1 - Tamanho dos halos de inibi¢cdo (mm) para classificacdo de BAL como
Resistente (R), Intermediario (I) e Sensivel (S) para 0s antimicrobianos Ampicilina (10 ug),
Penicilina (10 ug), Vancomicina (30 ug) e Tetraciclina (30 ug).

Halos de inibi¢do (mm)

Antibidtico Resistente (R) Intermediario (1) Sensivel (S)
Ampicilina 10pg <13 14-16 >17
Penicilina 10 pg <14 - >15

Vancomicina 30 pg <14 16-16 >15
Tetraciclina 30 pg <14 15-18 >19

Fonte: Clinical and Laboratory Standards Institute —CLSI (2018)

2.4 Andalise Estatistica

As contagens de micro-organismos mesofilos, psicrotroficos, enterobactérias, BAL, bolores
e leveduras, Staphylococcus coagulase positiva em salsicha, bem como os halos de inibicdo
produzidos pelas BAL contra 0os micro-organismos reveladores foram submetidos a analise de
variancia (ANOVA), e as médias comparadas pelo teste de Tukey, com intervalo de confiancga de
95% (p<0,05), utilizando software Statistica versédo 10.0.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Anélises Microbioldgicas

As médias das contagens de mesofilos, psicrotroficos, enterobactérias, BAL, bolores e
leveduras e Staphylococcus coagulase positiva realizadas em salsichas comercializadas nos dois
supermercados em embalagens a vacuo e a granel encontram-se nas tabelas 2 e 3.
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Tabela 2: Médias das contagens de micro-organismos mesoéfilos, psicrotroficos e enterobactérias

(log UFC. g
Mesofilos Psicrotroficos Enterobactérias
VA2 2,57 + 0,99 2,00<0,01° 2,33 +0,58%
VB2 2,33 +0,58° 2,00 <0,01° 2,00<0,01¢
VA1 2,57 + 0,98 2,00<0,01° 2,04 +0,64°
VB1 2,72 + 0,63 2,00 <0,01° 2,11 +0,20%
GA2 6,08 + 1,28% 7,63 + 0,502 487 +1,172
GB2 7,58 + 0,732 7,60 + 0,862 3,75 + 1,86%
GAl 6,44 + 2,172 8,20 + 0,232 4,57 +1,43%®
GB1 6,99 + 1,722 8,10 + 0,362 4,47 +0,78%

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minuscula na coluna, pelo teste
de Tukey (p>0,05). V- Salsicha embalada a vacuo; G- Salsicha a granel; A e B — Marcas de salsicha;
1 e 2 — Supermercados.

Fonte: elaborado pelos autores (2018)

Os mesofilos sdo micro-organismos que se desenvolvem em temperaturas entre 10 °C e 45
°C, considerados os principais contaminantes de alimentos de origem animal. As quantidades
destes micro-organismos podem ser utilizadas como indicativo de qualidade do produto (SAEKI,
MATSUMOTO, 2010).

As médias das contagens de mesofilos nas salsichas comercializadas em dois
supermercados, em embalagem a véacuo e a granel, variaram entre 2,33 e 7,58 log. UFC. g™ (tabela
2). As menores contagens de mesofilos foram obtidas em salsichas comercializadas em embalagem
a vacuo, que variaram entre 2,33 e 2,72 log. UFC. g™. Ndo houve diferenca estatistica (p>0,05) nas
contagens de mesofilos nas salsichas comercializadas a vacuo entre os dois supermercados.

Resultados diferentes foram relatados por Ferraccioli (2012), onde as contagens de mesofilos
em salsichas processadas e embaladas a vacuo variaram entre 1,00 e 3,70 log. UFC. g?. J4,
resultados superiores foram observados por Diniz e Lago (2016), onde realizaram contagem de
mesofilos em presuntos embalados a vacuo e obtiveram contagens entre 2,38 a 6,20 log. UFC. g*.
A diferenca nos resultados encontrados em nosso estudo e Ferraccioli (2012), pode ser explicado
por diversos fatores, entre eles, as condi¢cdes do processamento, bem como a temperatura de
refrigeracao.

Pode-se verificar na Tabela 2, que as maiores contagens de micro-organismos mesofilos
foram obtidas em salsichas comercializadas a granel, variaram entre 6,08 e 7,58 log. UFC. g™\ Este
resultado ja era esperado, devido a manipulacdo excessiva do produto durante a comercializacao.

A média das contagens de micro-organimos psicrotroficos nas salsichas comercializadas a
vacuo e a granel, nos dois supermercados do oeste de Santa Catarina, variaram entre 2,00 e 8,20
log. UFC. g (tabela 2). N&o houve diferenca estatistica (p>0,05) nas contagens de psicrotroficos
entre as salsichas comercializadas em embalagem a vacuo.

Resultados diferentes foram relatados por Carvalho (2005) onde obtiveram contagem de
micro-organismos psictrotroficos entre 1 e 2 log. UFC. g™t em salsichas de frango comercializadas
a granel.
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A diferenca de resultados entre nosso estudo e Carvalho (2005) pode ser explicado, pela
temperatura de armazenamento bem como as condic¢des de higiene e manipulagdo deste produto,
que pode variar no ponto de comercializagéo.

Observa-se na tabela 2, que a maioria das salsichas comercializadas a granel apresentam
contagens proximas a 8,00 log. UFC. g* para psicotroficos. Embora, ndo haja legislacdo que
preconize limite maximo de contagem para psicrotroficos, Champagne et al. (1994), relatam que
valores acima de 6,00 log. UFC. g, é possivel perceber alteracdes organolépticas nos alimentos.

Desta forma, todas as salsichas comercializadas a granel avaliadas neste estudo, podem
apresentar alteracdes organolépticas perceptiveis. Estas alteragdes organolépticas nos alimentos se
deve a multiplicacdo e produgdo de enzimas lipoliticas e proteoliticas termorresistentes pelos
psicrotroficos (OLIVEIRA, 2012).

A familia das enterobactérias engloba muitos géneros, a contagem dos mesmos é usada como
um indicador da qualidade higiénico-sanitaria dos alimentos (VALENTE, 2017).

As menores contagens de enterobactérias foram obtidas em salsichas comercializadas em
embalagens a vacuo, que variaram entre 2,00 e 2,33 log. UFC. g J4 as contagens de
enterobactérias em salsichas comercializadas a granel variaram entre 3,75 e 4,87 log. UFC.g™.

No estudo realizado por Sousa et al. (2016) com produtos de charcutaria, carneos cozidos e
fatiados em talhos, obtiveram a contagens de enterobactérias de < 3 log. UFC. g™ em 100% dos
produtos.

Tabela 3: Médias das contagens de BAL, Bolores e Leveduras e Staphylococcus coagulase
positiva (log. UFC. g )

BAL Bolores e leveduras S. coagulase positiva
VA2 260+ 1,05 3,14 +1,97% 2,00<0,01°
VB2 2,30 +0,30° 2,00<0,01° 2,00<0,01°
VAL 243 +0,75P 2,14 +0,24° 2,00<0,01°
VB1 2,49 +0,85P 2,00<0,01° 2,00<0,01°
GA2 5,34 + 1,59% 5,36 + 1,852 3,79 + 0,522
GB2 6,69 + 2,402 4,12 + 0,86% 3,33+ 0,762
GA1l 6,04 + 1,88% 712 + 3,167 3,56 + 0,662
GB1 519+ 1,61% 4,43 + 1,49% 2,75 + 0,65

Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, minuscula na coluna, pelo teste
de Tukey (p>0,05). V - Salsicha em embalagem a vacuo; G- Salsicha a granel; A e B — Marcas de
salsicha; 1 e 2 — Pontos venda.

Fonte: elaborado pelos autores (2018).

Pode-se observar na tabela 3, que as médias das contagens de BAL em salsichas
comercializadas em embalagens a vacuo e a granel variaram entre 2,30 e 6,69 log. UFC. g.
Mostrando como as maiores contagens de BAL foram obtidas nas salsichas comercializadas a
granel, independente do supermercado. No entanto, as contagens de BAL ndo diferem
estatisticamente entre as salsichas comercializadas em embalagens vacuo e a granel, com excegéo
a salsicha GB2.

Segundo Nobre (2011), embora as BAL sejam micro-organismos deteriorantes, a sua
presenca em alimentos pode reduz a quantidade de bactérias patogénicas, devido estes organismos
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produzirem metabolitos antimicrobianos como acido latico, perdxido de hidrogénio ou até mesmo
bacteriocinas.

As menores contagens de bolores e leveduras obtidas (tabela 3), foi de 2,00 log. UFC. G
em salsichas comercializadas em embalagem a vacuo, de mesma marca, nos dois supermercados
(VB2 e VB1). Enquanto que a maior contagem de bolores e leveduras foi de 7,12 log. UFC. G,
em salsicha comercializada a granel (GA1). Houve diferenca significativa (p>0,05) nas contagens
de bolores e leveduras entre a salsicha comercializada a granel (GAl) e as salsichas
comercializadas em embalagem a vacuo (VB2, VAL e VB1). As salsichas das duas marcas,
comercializadas a granel, nos dois supermercados, ndo apresentaram diferenca estatistica entre si
(p>0,05) nas contagens de bolores e leveduras.

Assim como outros micro-organismos avaliados neste estudo, os bolores e leveduras podem
fornecer informac6es sobre as condicOes higiénicas de equipamentos, manipuladores bem como
falhas no processamento e/ou estocagem (SILVA, 2002).

Resultados diferentes foram relatados por Cunha et al. (2017), que avaliaram quatro
diferentes marcas de salsicha tipo hot dog, comercializadas em embalagens a vacuo, em dois
municipios goianos, nas quais, ndo houve multiplicacdo de bolores e leveduras. Contagens
inferiores foram encontradas em estudo de Ehrampoush et al. (2017), onde avaliaram a qualidade
microbioldgica de salsicha pré-cortada e pds-cortada no varejo do Ird e obtiveram contagens entre
0,92 e 1,47 log. UFC. g para bolores e leveduras, respectivamente. O Ird preconizado o limite
maximo de 2 log. UFC. g* de bolores e leveduras. Se considerarmos o padrdo estabelecido pelo
Ird, 75% das salsichas avaliadas neste estudo, estariam em desacordo com a legislacao.

Na tabela 3, pode-se verificar as médias das contagens de S. coagulase positiva nas salsichas
comercializadas a vacuo foram menores que 2,00 log. UFC. g. Ja as contagens de S. coagulase
positiva em salsichas comercializadas a granel, variaram entre 2,75 e 3,79 log. UFC. g*. De acordo
com a Resolugdo RDC n° 12, estabelece o limite maximo de até 3,48 log. UFC. g* de S. coagulase
positiva para salsicha. As salsichas comercializadas a granel de mesma marca, porém, de
supermercados diferentes (GAL e GA2), apresentaram contagens de S. coagulase positiva acima
dos padrdes estabelecidos pela legislacdo. Este resultado demostra, que a contaminacgdo por S.
coagulase positiva ocorreu durante o processo fracionamento da salsicha no supermercado.

Resultados superiores foram relatados por Alcéntara, Gatto, Andreani (2012), onde
avaliaram salsichas embaladas a vacuo e a granel, de diferentes estabelecimentos, e obtiveram
contagens de S. coagulase positiva de 2,00 e de 7,66 log. UFC. g?, respectivamente. Para as
embaladas a vacuo, os resultados mostram-se semelhantes a este trabalho, evidenciando mais uma
vez que a contaminacdo estd extremamente relacionada com a conduta durante a manipulago,
processamento e/ou armazenagem e comercializacdo deste produto.

Quanto aos coliformes termotolerantes, das 24 amostras de salsicha avaliadas, trés amostras
da marca A (12,5%), comercializadas a granel, apresentaram niveis de coliformes termotolerantes
de 4,04 log NMP.g%, acima do permitido pela RDC n°12 (BRASIL, 2001), que determina o
méaximo de 3,00 log. NMP. g,

No grupo dos coliformes termotolerantes, aqueles capazes de fermentar a lactose em
temperatura de 45 °C, podemos encontrar a Escherichia coli, tendo como principal habitat o trato
intestinal de humanos e de animais de sangue quente, esta, € subdividido em varios bidtipos e
sorotipos e alguns destes s3o patogénicos em grande potencial para 0 homem (ALCANTARA;
GATTO; ANDREANI, 2012).
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Contagens superiores foram relatados por Alcantara, Gatto, Andreani (2012) em salsichas
comercializadas a granel e obtiveram contagem de 6,51 log. UFC. g' de coliformes
termotolerantes

Quando comparamos as duas categorias de comercializacdo, em embalagem a vacuo e a
granel, é possivel notar que, a qualidade do produto estd inteiramente relacionada a excessiva
manipulagédo durante a comercializagéo.

Em todas as salsichas comercializadas a vacuo ou a granel (100%) ndo foi identificada a
presenca de Salmonella spp., estando de acordo com a legislagdo, que determina auséncia deste
micro-organismo em 25 g do alimento (BRASIL, 2001). Diferentes resultados foram relatados por
Alcantra, Gatto e Andreani (2012), onde foi identificada a presenga de Salmonella spp. em 50%
das salsichas comercializadas a granel.

3.2 Avaliacdo da atividade bacteriocinogénica de isolados de BAL

Dos 15 isolados de BAL de salsicha embaladas a vacuo e a granel, quatro (26,66%)
apresentaram atividade antagonista contra a pelo menos um dos micro-organismos patogénicos
testados. Os quatro isolados com atividade antagonista s&o oriundos de salsicha comercializada a
granel (tabela 4).

Tabela 4: Médias do tamanho dos halos de inibicdo (mm) produzidos pelos isolados de BAL (S
7,S 12, S 13, S 14) contra L. moncytogenes, S. Enteretidis, B. cereus e E. coli.

S07 S12 S13 S14
L. monocytogenes  21,75+1,70%A 18,75 +3,80*" 20,75 +2,40°®  19,00+4,90
S. Enteretidis 18,00+2,10%A  12,25+1,70%A 11,50+2,10%C  8,25+0,30°8
B. cereus 15,00+ 4,20 10,25 +0,30*"  12,25+0,30% 7,50 +0,70%®
E. coli 0,00+0,00 %8 17,75 #1,70°A 39,75 +1,00% 11,00 +6,40 *AB

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, maidscula na coluna e mindscula na
linha, pelo teste de Tukey (p>0,05).
Fonte: elaborado pelos autores (2018).

Para L. monocytogenes, os isolados de BAL produziram halos de inibi¢do que variaram entre
19,00 e 21,75 mm. N&o houve diferenca estatistica (p<0,05) no tamanho dos halos produzidos entre
0s quatro isolados.

Resultados superiores foram relatados por Andrade et al. (2014), onde avaliaram a atividade
antagonista de isolados de Lactobacillus spp. de queijos minas, que produziram halos de inibic&o
30,53 mm contra L. monocytogenes. Esta diferenca de resultado entre o presente estudo e Andrade
et al. (2014) pode ser explicada, devido os isolados serem oriundos de matriz alimentares
diferentes.

Quanto a S. Enteretidis, os isolados de BAL produziram halos de inibigc&o entre 8,25 e 18,00
mm. O isolado S 14 mostrou-se diferente estatisticamente entre os demais isolados (p<0,05).

Os halos de inibicdo produzidos pelos isolados de BAL contra o B. cereus variaram entre
7,50 e 15,00 mm. Néo houve diferenca estatistica no tamanho dos halos produzidos entre os quatros
isolados testados.
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Ja, Zhang et al. (2015), avaliaram o efeito antimicrobiano de Lactobacillus plantarum contra
duas cepas de B. cereus (ATCC 14579 e HNO0O1) durante a fermentagdo lactea, e obtiveram halos
de inibicdo de 16,30 e 17,00 mm, respectivamente.

Observa-se na Tabela 4, que o maior halo de inibicdo produzido foi de 39,75 mm pelo
isolados S 13 contra E. coli. Os halos de inibicdo produzidos pelos quatros isolados de BAL
variaram entre 0,00 e 39,75 contra E. coli. Houve diferenca estatistica no tamanho dos halos
produzidos contra E.coli entre os quatro isolados. Resultado inferior foi relatado por Andrade et al.
(2014), onde isolados de Lactobacillus spp. de queijos minas, produziram halos de inibicdo de
35,58 mm contra E. coli.

Diversos estudos relatam a eficacia das BAL em eliminar ou inibir diversos patdgenos,
inclusive micro-organismos produtores de biofilmes, como: Staphylococcus spp., Listeria spp.,
Salmonella spp., Bacillus spp., Pseudomonas spp (YANG et al., 2014; MCCAUGHEY et al.,
2016).

As bacteriocinas sdo peptideos produzidos pelas BAL, que apresentam atividade
antimicrobiana, e sua presenca pode ser comprovada através da sua sensibilidade a uma ou mais
proteases (MONTVILLE; KAISER, 1993).

Dos quatro isolados de BAL que apresentaram atividade antagonista contra L.
monocytogenes, S. Enteretidis, B. cereus e E. coli, trés (75%) confirmaram produzir bacteriocinas
(Tabela 5).

Tabela 5: Sensibilidade dos isolados de BAL (S 07, S 12, S 13, S 14) as proteases proteinase K,
pepsina, o—quimotripsina, tripsina.

Sensibilidade as proteases

Isolado Proteinase K Pepsina «aQuimiotripsina  Tripsina
S07 + + + +
S12 + + - +
S13 + + + -
S14 - - - -

(+) positivo; (-) negativo;
Fonte: elaborado pelos autores (2018).

O isolado S 7 mostrou-se sensivel a todas as proteoses testadas, no entanto, os isolados S12
e S13 foram sensiveis a trés enzimas.

Segundo Arauz et al. (2009), a sensibilidade a mais de uma enzima sugere producdo de
diferentes bacteriocinas, porém, ndo € possivel constatar, qual bacteriocina é produzida atraves
desta técnica. Schittler (2012), isolou 307 BAL de leite in natura e avaliou a atividade
antimicrobiana contra L. monocytogenes, destes, apenas 28 (9,12%) isolados apresentaram
atividade bacteriocinogénica.

Revista do Congresso Sul Brasileiro de Engenharia de Alimentos



Revista CSBEA —v. 4, n. 1 (2018) 159

Recebido em:
13/09/2018

Aceito em:
19/12/2018

3.3 Sensibilidade a antibidéticos clinicos

Por se tratar de BAL, cujo sua identificagdo gendmica néo tenha sido realizada e por serem
micro-organismos com potencial aplicagdo em alimentos, como bioconservante, se faz necessario
avaliar alguns fatores de viruléncia, como a sensibilidade a antibidticos.

Os quatro isolados de BAL bacteriocinogénicos foram sensiveis aos antibioticos ampicilina,
penicilina, vancomicina, tetraciclina. A média dos tamanhos dos de halos de inibicdo formados
foram de 27,00, 17,00, 25,00 e 30,00 mm para ampicilina, penicilina, vancomicina e tetraciclina,
respectivamente. No entanto, estudo de Schittler (2012), verificou que dos 16 isolados de
Enterococcus faecium apresentaram sensibilidade de 94%, 81%, 62% e 100% para os antibioticos
ampicilina, tetraciclina, penicilina e vancomicina, respectivamente. A diferenca de resultado
guanto a sensibilidade a antibidticos pode ser explicada quanto ao isolamento ter sido de matrizes
alimentares diferentes, desta forma apresentam caracteristicas fenotipicas relacionados ao habitat.

4. CONCLUSAO

As salsichas vendidas a granel, apresentaram as maiores contagens microbianas, do que as
salsichas vendidas em embalagem & vacuo. Inclusive, as salsichas vendidas a granel,
comercializadas por uma marca, estavam em desacordo com o0s padrdes microbioldgicos
estabelecidos para Staphylococcus coagulase positiva e coliformes termotolerantes.

Podemos inferir que, o perfil microbiano da salsicha é variavel, estando diretamente
relacionada com a qualidade na producdo e comercializagdo do produto.

Quanto aos isolados de BAL, quatro apresentaram atividade antagonista contra L.
monocytogenes, S. Enteretidis, B. cereus e E. coli, das quais, trés confirmaram a producéo de
bacteriocinas. Os isolados bactericinogénicos foram sensiveis aos antibioticos clinicos testados, ou
seja, sdo considerados bons candidatos para estudos complementares de utilizacdo e aplicacdo na
bioconservagéo de alimentos.

Ressalta-se a necessidade de treinamento dos manipuladores quanto as Boas Praticas de
Fabricacdo, para assegurar a qualidade microbioldgica e a satde do consumidor.
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