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Resumo

A qualidade microbioldgica dos alimentos € um aspeto preocupante para a industria alimentar visto
gue a acdo de microrganismos pode causar a deterioracdo dos alimentos e afetar a salde dos
consumidores. O uso de aditivos alimentares, a aplicacdo de um tratamento térmico adequado e de
Boas Praticas de Fabrico sdo essenciais para a redugédo microbiana nos alimentos.

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios do Centro de Biotecnologia e Quimica Fina
(CBQF) e na empresa Primor. O estudo em laboratério teve como objetivos testar a atividade
antimicrobiana de trés compostos naturais — quitosano, extrato etanélico de propdlis e nisina — contra
varios microrganismos, 21 Gram-positivo, 15 Gram-negativo e dois fungos e, ainda, comparar com a
acdo antimicrobiana do composto quimico nitrito de sodio, isoladamente e em combinagdo com
cloreto de sddio. A concentragcdo minima inibitéria foi determinada através dos métodos da diluicdo
em agar e da difusdo da gota em agar, de modo a verificar a diferenca entre os métodos. Também foi
testada a atividade antimicrobiana com diferentes valores de pH do meio de cultura (5, 6 e 7) e
diferentes temperaturas de incubacéo (4, 12, 20 e 37 °C), com os objetivos de verificar a influéncia do
pH e temperatura na inibicdo dos microrganismos e simular a presen¢ca dos patogénicos em
diferentes produtos alimentares e diferentes condi¢cbes de armazenamento. Os compostos naturais
testados tiveram maior efeito inibitdrio contra os varios microrganismos comparativamente com o
nitrito de sédio sozinho e em combinacdo com cloreto de sodio, nas diferentes condicbes de pH e
temperatura. Com a concentracdo de 0,65% (m/v) de quitosano foi possivel inibir a maioria dos
microrganismos testados. Com a concentracdo de 10 mg/mL de propdlis foram inibidos os fungos, a
maioria das bactérias Gram-positivo e algumas Gram-negativo. Com a concentracéo de 25 pg/mL de
nisina foi possivel inibir a maioria das bactérias Gram-positivo.

O trabalho desenvolvido na empresa alimentar Primor teve como objetivos o desenvolvimento de um
novo tratamento térmico para o chourigo corrente e a implementacdo de melhorias nas Boas Praticas
no seu processo de producdo para reduzir a quantidade de bactérias do é&cido latico, principal
contaminante do produto. De modo a reduzir o nUmero destes microrganismos de deterioracédo e de
microrganismos totais, para melhorar a qualidade e seguranca microbiolégica do chourigo, também
se aplicou quitosano a este produto de charcutaria. Apds i) a aplicagdo de uma cozedura de 77 °C
durante 40 minutos no chouri¢o corrente, com 100% humidade e a chaminé da estufa semi-aberta, e
ii) a aplicagcdo de metodologias de monitorizagdo de Boas Praticas mais eficazes, incluindo maior
controlo do processo de producdo do chourigo, as quantidades de bactérias do &cido latico obtidas
nas amostras, apds embalamento, foram inferiores as das amostras do processo de cozedura
standard e também das amostras obtidas por um processo nao monitorizado. Com a adi¢éo de 0,15%
(m/v) de quitosano ao chouri¢co, as quantidades de bactérias do acido latico e de microrganismos
totais obtidas foram inferiores comparativamente com o chourico com nitrito, ao fim de 14 dias de
armazenamento. Por isso, a aplicacdo de um tratamento térmico alternativo ao do chourigo corrente
standard e a implementacdo de melhorias nas Boas Préticas de Fabrico permitiram a melhoria da
gualidade microbiolégica do enchido apdés embalamento. Além disso, 0 quitosano parece ser uma

alternativa natural com caracteristicas interessantes para aplicagdo num produto alimentar.






Abstract

The microbiological quality of food is of considerable concern to the food industry since the activity of
microorganisms can result in food spoilage and, more seriously, affect the health of consumers. The
use of food additives, the application of a suitable heat treatment and Good Manufacturing Practices
are essential to reducing microbial loads in foods.

The present work was developed in the Microbiology laboratory of Centro de Biotecnologia e Quimica
Fina (CBQF) and at the food company Primor.

In the laboratory, the objectives of the study were to test the antimicrobial activity of 3 natural
compounds — chitosan, ethanolic extract of propolis, and nisin — against various microorganisms, 21
Gram-positive, 15 Gram-negative bacteria and 2 fungi and, also, to compare with the antimicrobial
action of the chemical compound sodium nitrite, alone and in combination with sodium chloride. The
minimal inhibitory concentration was determined through the agar dilution and the drop agar diffusion
methods, to examine any differences between both methods. Antimicrobial activity was also tested at
different pH values of the culture medium at 5, 6 and 7 and different temperatures of incubation at 4,
12, 20 and 37 °C, with the objectives of determining the influences of pH and temperature on the
inhibition of microorganisms and simulating the presence of the pathogens in different food products
and different storage conditions. The natural compounds tested had greater inhibitory effect against
the various microorganisms compared with sodium nitrite alone and in combination with sodium
chloride, in the different conditions of pH and temperature. With the concentration of 0.65% (w/v) of
chitosan it was possible to inhibit most of the tested microorganisms. With a concentration of 10
mg/mL of propolis, fungi, most of the Gram-positive microorganisms and some of the Gram-negatives
were inhibited. With a concentration of 25 pg/mL of nisin it was possible to inhibit most of the Gram-
positive microorganisms.

The work developed in Primor had as objectives the development of a new heat treatment for chouri¢co
corrente and implementation of improvements in Good Practices in its production process to reduce
the number of lactic acid bacteria, the major contaminant of the product. To reduce the number of
such spoilage microorganisms and also total microorganisms, and to improve the microbiological
safety of chourigo, chitosan was added to this charcuterie product. After i) the application of baking at
77 °C for 40 minutes on the chouri¢o corrente, with 100% humidity and with the stove chimney semi-
open, and ii) the application of Good Practices monitoring methodologies with greater effectiveness,
including greater control of the chourico production process, the number of lactic acid bacteria in the
samples after packing was lower than in the samples produced by the standard baking process and
also lower than in samples obtained through a non-monitored process. With the addition of 0.15%
(w/v) of chitosan to the chourico, the number of lactic acid bacteria and total microorganisms was
lower compared with the chourico with nitrite, after 14 days of storage. Therefore, the application of an
alternative heat treatment to the one used in the standard chourigo corrente and the implementation of
improvements in Good Manufacturing Practices resulted in an improvement in the microbiological
safety and shelf-life of the food product after packing. Additionally, chitosan appears to be a natural

alternative with interesting characteristics for application in a food product.
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CAPITULO 1
Agentes antimicrobianos naturais como alternativa aos antimicrobianos quimicos na
conservacao de produtos alimentares

1. Introducéo
1.1. Aditivos alimentares

Os aditivos alimentares séo utilizados desde ha milhares de anos. O aclcar, o sal e 0 xarope de
milho séo dos aditivos mais utilizados em alimentos (USDA, 2015). Atualmente, mais de 2000 aditivos
sdo aplicados intencionalmente nos alimentos, com o objetivo destes manterem determinadas
propriedades ou para prolongar o seu tempo de vida util (Branen & Haggerty, 2002).

De um modo geral, um aditivo alimentar é qualquer substancia adicionada ao alimento, mas existem
varias definicbes conhecidas. Segundo a Food and Drug Administration of the United States of
America (FDA), o conceito refere-se a qualquer substancia usada intencionalmente ou que seja
razoavelmente expectavel resultar — direta ou indiretamente — num complemento alimentar ou afetar
a caracteristica do alimento. Esta definicdo abrange qualquer substancia utilizada na producéo,
processamento, tratamento, embalagem, transporte ou armazenamento de alimentos. O objetivo da
definicdo legal é estabelecer um requisito de aprovacdo de pré-mercado. Isto &, ocorrer um processo
de revisdo cientifica e regulamentar para avaliar a seguranca e eficacia dos aditivos, antes da
introducéo no mercado (FDA, 2016). No entanto, sdo excluidos os produtos cujo uso é geralmente
reconhecido como seguro (ndo requer a aprovagdo do governo), assim como aqueles ingredientes
que sdo aprovados para uso, pela FDA ou pelo Departamento de Agricultura dos Estados Unidos,
anteriormente as normas legais de aditivos alimentares e aditivos de cor e pesticidas, onde outras
condi¢des de aprovacgdo de pré-mercado legais sé@o aplicadas (FDA, 2014a).

Segundo a Autoridade Europeia para a Segurangca dos Alimentos (EFSA), o aditivo alimentar é
“qualquer substéncia ndo consumida habitualmente como género alimenticio em si mesma e
habitualmente ndo utilizada como ingrediente caracteristico dos géneros alimenticios, com ou sem
valor nutritivo, e cuja adi¢cdo intencional aos géneros alimenticios, com um objetivo tecnolégico na
fase de fabrico, transformacédo, preparacdo, tratamento, embalagem, transporte ou armazenagem,
tenha por efeito, ou possa legitimamente considerar-se como tendo por efeito, que ela prépria ou os
seus derivados se tornem direta ou indiretamente um componente desses géneros alimenticios”.

A definicdo do Codex Alimentarius para um aditivo alimentar é “qualquer substancia normalmente ndo
consumida como alimento em si e habitualmente ndo utilizada como ingrediente caracteristico dos
alimentos, com ou sem valor nutritivo, e cuja adicdo intencional aos géneros alimenticios, para um
efeito tecnolégico (incluindo organolético) no fabrico, transformacgdo, preparacdo, tratamento,
embalagem, acondicionamento, transporte ou armazenamento de tais resultados alimentares, ou
pode ser razoavelmente esperado para resultar, (direta ou indiretamente) nele ou nos seus
subprodutos tornando-se um componente do mesmo ou, de outra forma, afetando as caracteristicas
de tais alimentos. O termo néo inclui os contaminantes ou substancias adicionadas aos alimentos

para manter ou melhorar as qualidades nutricionais” (Codex Alimentarius, 2016).



Os aditivos alimentares diretos sdo aqueles que sao adicionados a um género alimenticio para um
proposito especifico naquele alimento. Um exemplo de um aditivo direto é a goma xantana, que &
utilizada em molhos para salada, leite com chocolate, recheios de panificacdo, pudins e em outros
alimentos com o objetivo de melhorar a sua densidade e textura. A maior parte dos aditivos
alimentares diretos estdo identificados no rétulo dos ingredientes.

Os aditivos alimentares indiretos sdo aqueles que passam a fazer parte dos alimentos em
guantidades pequenas, devido a sua embalagem, armazenamento ou outro manuseamento. Por
exemplo, pequenas quantidades de substancias presentes na embalagem podem entrar em contacto
com os alimentos durante o armazenamento. No entanto, estas substancias tém que ser autorizadas
para este uso (FDA, 2014a).

Na Unido Europeia (UE) todos os aditivos alimentares sdo identificados por um nimero E. Por
exemplo, o nimero E 1105 corresponde a lisozima (EFSA, 2011). Os aditivos alimentares sdo
sempre incluidos nas listas de ingredientes de alimentos em que séo usados. Os rétulos dos produtos
devem identificar tanto a func¢@o do aditivo no alimento acabado (por exemplo, conservante ou cor)
como a substancia especifica utilizada através da referéncia do niumero E ou do seu nome (por
exemplo, E 415 ou goma xantana) (EFSA; https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/additives). A
EFSA acrescenta que “n&o deverao ser consideradas como aditivos alimentares as substancias cuja
utilizac&o tenha por objetivo conferir determinado aroma e/ou sabor ou tenha fins nutricionais, tais
como os sucedaneos do sal, as vitaminas e os minerais” (EFSA, 2008). Os aditivos mais comuns sdo
0s agentes de cor, os emulsionantes, os estabilizantes, os agentes gelificantes e espessantes, 0s
conservantes e os edulcorantes (EFSA; https://www.efsa.europa.eu/en/topics/topic/additives).

Por outro lado, a bibliografia refere que os aditivos alimentares podem ser classificados dentro de
uma das seis principais fun¢des: conservagéo, melhoria no valor nutricional, adigdo ou substitui¢cdo de
cor, adicdo ou substituicdo de um aroma, melhoria na textura ou auxiliares de processamento
(Branen & Haggerty, 2002; Carocho et al., 2015).

A utilizacdo de aditivos alimentares abrange todos os tipos de alimentos, desde os minimamente
processados até aos produtos alimentares altamente processados e transformados. A utilizagcdo de
aditivos alimentares é regulada por legislagdo prépria, tanto em Portugal como em todos os paises da
Unido Europeia. Para que possa ser aplicado no processamento de alimentos, qualquer aditivo tem
que estar incluido nas listas positivas de aditivos alimentares. As listas positivas envolvem todos os
aditivos alimentares autorizados, sendo especificas para cada grupo de alimentos e indicam os teores
maximos permitidos para cada aditivo (ASAE, 2016).

Alguns autores relatam problemas de saude relacionados com o consumo de aditivos alimentares,
contudo, as autoridades revém periodicamente os dados de apoio de seguranga e correspondente
ingestdo diaria aceitavel (revisto por Carocho et al., 2015). Os aditivos alimentares desempenham um
papel essencial na manutencdo da qualidade alimentar e caracteristicas que os consumidores
exigem, mantendo os alimentos seguros, saudaveis e atraentes desde o produtor até ao consumidor
(EUFIC, 2015).



1.2. Conservantes alimentares

Os conservantes sdo subdivididos em agentes antimicrobianos, antioxidantes e agentes anti-
escurecimento (Carocho et al.,, 2015). A conservacao €, geralmente, definida como um método
utilizado para manter um estado existente ou para evitar danos provocados por fatores quimicos
(oxidacao), fisicos (temperatura, luz) ou biolégicos (microrganismos). Hoje em dia, os conservantes
sdo uma parte indispensavel do alimento. Isto porque os consumidores sdo mais exigentes por uma
maior escolha, facilidade e conveniéncia de alimentos e devido aos elevados padrdes de seguranca
alimentar (EUFIC, 2004a). Os conservantes sdo um importante meio de limitar o crescimento de
microrganismos em varios produtos alimentares, mas também em produtos farmacéuticos,
cosméticos e em outras areas especializadas (Russell, 1991). Os antimicrobianos sé&o
substancias/agentes que matam ou inibem o crescimento de microrganismos (com excec¢ao dos virus
que nao multiplicam em alimentos) (EUFIC, 2013). Os antimicrobianos mais utilizados em alimentos
sdo 0s benzoatos, 0os sorbatos, os propionatos, 0s nitritos e os parabenos. Muitos destes estédo
relacionados com efeitos potencialmente perigosos para a salde (Carocho et al., 2015).

1.3. A problematica dos aditivos alimentares quimicos

A qualidade microbiolégica de alimentos € um aspeto preocupante para a inddstria alimentar, pois a
acdo de microrganismos pode causar a deterioracdo dos alimentos e também afetar a salde dos
consumidores (Casquete, 2016a). Por outro lado, existem varios problemas relacionados com a
salde associados ao uso de aditivos alimentares quimicos. O ndmero de compostos quimicos
permitidos para serem utilizados como conservantes alimentares é limitado, devido, em grande parte,
ao problema da real ou potencial toxicidade para os consumidores (Russell, 1991). Embora,
atualmente, a maioria dos conservantes ndo tenham efeitos adversos e sejam classificados como
seguros, tem havido problemas relativamente a seguranca de alguns destes produtos quimicos.
Esses problemas incluem a possibilidade de alergias derivadas do acido benzoico e de sulfitos, a
formacgédo de nitrosaminas cancerigenas derivadas do nitrito (Parke & Lewis, 2009) e, dependendo da
dose aplicada, o sorbato de s6dio pode ser genotoxico em linfdcitos in vitro (Mamur et al., 2010).

Numa altura em que o publico estd mais atento e interessado com a alimentacdo, os aditivos naturais
tém vindo a ganhar interesse, tanto nas industrias alimentares como nos consumidores. Estudos
demonstram que os consumidores preferem alimentos preparados com aditivos naturais ao invés dos
quimicos (revisto por Carocho et al., 2014; Carocho et al., 2015; Rasooli, 2007). No entanto, a
preparacao de alimentos com conservantes de origem quimica ainda é pratica diaria para alcancar
vida util suficientemente longa e elevado grau de seguranga na prevenc¢éo de infecdes alimentares
causadas por microrganismos patogénicos. Para atender aos critérios de consumo, os fabricantes de
alimentos estdo a procura de novas alternativas, mais naturais, que garantam suficientemente a
seguranca dos seus produtos. A natureza tem sido uma fonte generosa de compostos
antimicrobianos, muitos dos quais desempenham um papel importante nos sistemas de defesa ou de
competicdo naturais de organismos vivos (variando de microrganismos a insetos, animais e plantas)

(Rahman, 2007). Apesar de promissores, os aditivos naturais apresentam algumas limitacdes e



desvantagens (Carocho et al., 2015). Uma das principais desvantagens € o facto de ndo poderem ser
aplicados segundo a legislagdo alimentar em vérios paises (Rahaman, 2007). Também a sua
verdadeira eficacia no alimento e o facto de o preco poder ser muito superior ao de um aditivo

guimico que produza o mesmo efeito, podem ser uma grande limitagédo (Carocho et al., 2015).
1.3.1. Nitrito de sédio

Os nitritos (NOz2), assim como os nitratos (NOz), sdo produtos quimicos que podem ser encontrados
naturalmente em alimentos e agua (Food Safety Authority of Ireland, 2015). Nitratos e nitritos séo
ubiquos dentro dos sistemas ambiental, alimentar, industrial e fisioldgico (revisto por Moorcroft et al.,
2001). O nitrito de sédio é um aditivo com o nimero E 250. O teor maximo permitido em carne
transformada, tratada ou ndo termicamente, é de 150 mg/Kg, exceto em produtos a base de carne
esterilizados. Para produtos a base de carne esterilizados o teor maximo permitido € 100 mg/Kg
(EFSA, 2011). O nitrito de sédio é aplicado durante a cura de determinados alimentos, tais como,
chourigo, presunto e bacon (Campden BRI, 2010). A utilizacdo deste composto como um agente de
cura proporciona a cor e o0 sabor das carnes curadas, e retarda ou impede o crescimento de agentes
patogénicos bacterianos (EFSA, 2003). Este composto é utilizado em combinacdo com sal e baixo
valor de pH para garantir a sua seguranca. O nitrito impede o crescimento de Clostridium botulinum e
pode também ter efeitos contra outras bactérias nocivas e de deterioracdo (Food Safety Authority of
Ireland, 2015). Existem varios alvos possiveis para a inibicdo das células bacterianas por parte do
nitrito. Os modos primarios de ac¢é@o sdo: inibicdo da respiracdo através de enzimas-chave; reducéo
nos niveis de ATP intracelular; reducédo da eficacia dos sistemas de transporte ativo, bloqueando
importantes vias enzimaticas; libertagdo de &cido nitroso e 6xido nitrico, e formacdo de compostos S-
nitroso por reagdo do nitrito com proteinas heme. Tal como outros conservantes, o nitrito é mais ativo
em condic¢des acidicas, que favorecem a producao de &cido nitroso ndo dissociado e, assim, permite
a sua entrada para o interior da célula bacteriana, em que tera um maior efeito (Campden BRI, 2010).
O nitrato é convertido em nitrito pelas bactérias redutoras de nitrato e foi verificado que era o nitrito
gue aumentava a mudanca de cor e que menores quantidades eram necessarias em comparacao
com os nitratos (Gray & Pearson, 1984). A nitrosomioglobina é responsavel pela cor vermelha de
produtos curados crus e é formada pela reacdo de mioglobina com o 6éxido nitrico. O nitrito de s6dio
€, normalmente, a fonte de éxido nitrico. Em solugdo, o ido nitrito estd em equilibrio com o &cido
nitroso ndo dissociado. O &cido nitroso, em condicdes levemente acidas, gera o 6xido nitrico
(Campden BRI, 2010). O nitrito pode fazer parte da formacgéo de nitrosaminas (Sebranek & Bacus,
2007). Estas sdo formadas a partir de reagbes de nitrito com aminas ou amidas normalmente
presentes no corpo e sdo compostos cancerigenos (Campden BRI, 2010). Tem sido demonstrado
gue o nitrito, além de efeitos carcinogénicos, tem outros efeitos deletérios para os seres humanos,
incluindo a oxidacéo de hemoglobina, a ferrihemoglobina, originando meta-hemoglobinemia que pode

ser fatal (Cammack et al., 1999).



1.4. Aditivos naturais

Desde ha algumas décadas, que os aditivos alimentares naturais tém vindo a ganhar interesse tanto
pelos consumidores como pelos produtores de alimentos (Carocho et al., 2015). Usualmente, o
publico escolhe alimentos sem aditivos, mas se estes ndo estiverem disponiveis, o consumidor ira
escolher, se possivel, alimentos que contenham aditivos naturais em relacdo aos sintéticos (Carocho
et al., 2014). Os ingredientes naturais sédo derivados de fontes naturais como, por exemplo, a soja € 0
milho fornecem lecitina para manter a consisténcia do produto (FDA, 2014a). Também as especiarias
e as ervas aromaticas sdo bem conhecidas por inibir bactérias, leveduras e bolores e,
tradicionalmente, tém sido amplamente utilizadas na conservacéo de alimentos, bem como para fins
medicinais (Rahman, 2007).

Os aditivos naturais mais comuns sdo 0s antioxidantes, os antimicrobianos, 0s corantes e 0s
adocantes. Quanto aos antimicrobianos naturais, estes podem ter origem em trés fontes:
microrganismos, animais e plantas (Carocho et al., 2015). Existem varios antimicrobianos naturais
presentes na lista de aditivos alimentares permitidos na Unido Europeia, nomeadamente, nisina,
natamicina e lisozima (EFSA, 2011). Por outro lado, h& outros compostos com origem natural que tém
a capacidade de conservar, no entanto, ndo estdo presentes na lista positiva de aditivos. Existem
estudos que reportam efeitos antimicrobianos de propdlis e quitosano em alimentos (Casquete et al.,
2016a; 2016b), apesar destes compostos naturais ndo estarem presentes na lista de aditivos (EFSA,
2011).

1.4.1. Nisina

A nisina (Figura 1) € uma bacteriocina que pertence ao grupo dos lantibiéticos de classe I, que séo
péptidos biologicamente ativos que contém lantionina - o aminoécido tioéter, bem como varios outros
aminoacidos modificados. As bacteriocinas sdo produzidas por bactérias do acido Ilatico
(Klaenhammer, 1988) e séo sintetizadas em ribossomas (Sahl et al., 1995). Esta bacteriocina é um
aditivo com o numero E 234 (EFSA, 2011) e é a Unica produzida industrialmente em grande escala
(Dischinger et al., 2014). A nisina pode ser aplicada em pudins de semolina e tapioca e produtos
similares, em queijos curados e queijos fundidos, e em clotted cream com concentra¢des maximas de
3, 12,5 e 10 mg/Kg, respetivamente (EFSA, 2011). A nisina pode substituir os conservantes sintéticos
com alteragbes minimas sensoriais, sendo que apresenta estabilidade térmica, ndo apresenta efeitos
de toxicidade e tem baixa tendéncia para gerar resisténcia. Lantibidticos, tal como a nisina,
usualmente atuam sobre bactérias Gram-positivo, incluindo Listeria monocytogenes ou Clostridium
spp. (Dischinger et al.,, 2014), enquanto as bactérias Gram-negativo apresentam uma resisténcia
natural a acao destas bacteriocinas (Prudéncio, 2015a), ou seja, tém atividade de curto espetro. A
nisina tem duplo mecanismo de agéo (Dischinger et al., 2014; Helander & Mattila-Sandholm, 2000;
Prudéncio et al., 2015a): i) através da formacao de poros na membrana citoplasmatica, com perda de
eletrélitos e outros metabolitos e consequente dissipacédo da forgca motriz de protdes e ii) através da
inibicdo da sintese da parede celular, por ligacdo ao lipido Il, 0 que interfere com a biossintese do

peptidoglicano (Dischinger et al., 2014). No entanto, as bactérias Gram-negativo sdo geralmente
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resistentes a nisina devido a presenca de uma membrana exterior e, principalmente, a camada de
lipopolissacarideos (LPS), que atua como uma barreira, impedindo a difuséo da bacteriocina para o
local de acdo (Alakomi et al., 2000). A atividade das bacteriocinas pode ser influenciada por
diferentes fatores, tais como condicdes ambientais e a composicdo quimica do meio. Além disso, a
suscetibilidade do microrganismo alvo pode ser alterada devido a mudancas na composicdo celular

induzida por condigBes ambientais (Prudéncio et al., 2015a).

Figura 1. Estrutura da nisina (in Dischinger et al., 2014).

1.4.2. Propdlis

O propolis é uma mistura de diferentes quantidades de cera de abelhas e resinas recolhidas pelas
abelhas (Apis mellifera) a partir de plantas, particularmente de flores e brotos de folhas (Casquete et
al., 2016a). A composicdo quimica deste antimicrobiano varia consoante a origem geografica e das
plantas das resinas, e também varia de estacdo para estacéo (Lu et al., 2004). As abelhas utilizam o
propdlis nos seus favos para protecdo, para reparar danos, para construir localidades asséticas e
também como isolante térmico. Tem sido reportado que o extrato etandlico de propdlis possui
diversas atividades bioldgicas, tais como antibacterianas, antifingicas, antivirais, antioxidantes, anti-
inflamatérias, anti-hepatotdxicas, anti-tumorais, anestésico local, entre outras (Bankova et al., 2000).
A maioria das propriedades benéficas de propdlis sdo atribuidas & presenca de componentes
fendlicos, que representam cerca de metade do seu peso (Cardoso et al., 2011). As suas atividades
biologicas também podem estar relacionadas com a presenca de flavonoides, 4cidos arométicos,
acidos diterpendides, enzimas, vitaminas, aminoacidos, entre outros (Bryan et al., 2015). O propolis
nao é téxico para os seres humanos nem para os mamiferos, desde que ndo seja administrada uma
dose muito elevada (Casquete et al., 2016a). Tem sido relatado que o propdlis pode ser utilizado
como extrato etandlico ou aquoso (Ali, et al., 2010; Cortés, 2012; Sawaya et al., 2011). Contudo, o
extrato aquoso tem atividade antimicrobiana mais fraca do que o extrato etandlico (Ali et al., 2010).
Apesar de ndo estarem estudados todos 0s mecanismos pelos quais o propolis pode inibir os
microrganismos, alguns dos seus componentes, como &cidos aromaticos e ésteres, alteram as
membranas das células, inibem a RNA polimerase e reduzem a motilidade bacteriana, o que contribui
para a sua acdo e o sinergismo com alguns antibiéticos (Vargas-Sanchez et al.,, 2013). Segundo
Brayn et al. (2015) o propolis tem um mecanismo antibacteriano similar a péptidos liticos induzindo a
morte bacteriana através de lise celular. O mesmo autor também demonstrou que um extrato
etandlico de propdlis russo continha compostos antibacterianos e anti-biofiime. O propélis tem
multiplas aplicacdes, tais como conservante em alimentos - sumos, refrigerantes, carne, peixe, frutos

do mar e frutas -, em medicina veterinaria e no desenvolvimento de medicamentos e cosméticos (Ali
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et al.,, 2010; Casquete et al.,, 2016a; Vargas-Sanchez et al., 2013). A eficacia do propdlis como
antimicrobiano e antioxidante em produtos de carne processados também tem sido demonstrado (Ali,
et al., 2010; Casquete et al., 2016a). As propriedades de propdlis — antioxidante, antibacteriano e
antifingico — combinadas com o facto de varios dos seus componentes estarem presentes em
alimentos e em aditivos alimentares e serem reconhecidos como Generally Recognised as Safe
(GRAS) — ou Geralmente Reconhecido como Seguro —, torna-o um candidato atraente como
conservante natural em novas aplicacdes alimentares. Ou seja, 0 propolis podera ser utilizado como
antioxidante e antimicrobiano natural, sendo aplicado em alimentos, tornando-os mais haturais e
minimamente processados, sem conservantes quimicos, que € o que 0s consumidores procuram
(Casquete et al, 2016a).

1.4.3. Quitosano

O quitosano - uma forma desacetilada da quitina - € um polissacarideo e um componente que ocorre
naturalmente no exosqueleto de crustaceos e nas paredes celulares dos fungos (Casquete et al.,
2016b). Este composto é um polimero constituido por uma unidade desacetilada e uma unidade
acetilada (Aranaz et al., 2010). E insolivel em agua (pH=7) e nos solventes organicos comuns, no
entanto, pode ser dissolvido em solventes especificos, como hexafluoro-2-propanol, N,N-
dimetilacetamida ou hexafluoroacetona (Kumirska et al., 2011) e também em &acido acético (Casquete
et al., 2016b). Este composto demonstra ter atividade antimicrobiana contra alguns microrganismos
de deterioragdo e patogénicos relacionados com alimentos (Aider, 2010). A sua atividade
antimicrobiana é influenciada por diversos fatores, tais como o0 tipo de quitosano (grau de
desacetilacdo e peso molecular), o pH do meio, a temperatura, a presenca de componentes
alimentares (Casquete et al., 2016b; Zheng & Zhu, 2003) e o microrganismo alvo (Aider, 2010). Os
mecanismos exatos de acdo antibacteriana do quitosano ainda sdo desconhecidos. No entanto, a
estrutura policatiénica do quitosano € um pré-requisito para a sua atividade antibacteriana. O valor de
pH do meio estar abaixo do pKa (constante de acidez) do quitosano e dos seus derivados, a
interacao eletrostatica entre a estrutura policatiénica e os componentes predominantemente aniénicos
da superficie dos microrganismos, como proteinas da superficie celular e lipopolissacarideos das
bactérias Gram-negativo, desempenham um papel principal na atividade anti-bacteriana (Kong et al.,
2010). O quitosano nao é toxico, é biodegradavel e biocompativel com tecidos humanos (Aranaz et
al., 2010). Tem ainda atividades antioxidante e anti-tumoral, acdo anti-inflamatéria e tem efeito
hipocolesterolemico (Kumirska et al., 2011). Outra das aplicagbes é como quelante de metais
pesados no tratamento de &guas residuais (Roller et al., 2001). As funcBes biolégicas benéficas do
quitosano também fazem com que este seja de interesse para a indUstria alimentar (Casquete et al.,
2016b). Uma das aplicagbes do quitosano j& investigadas € como bioconservante em produtos
carneos (Petrou et al.,, 2012). No estudo de Sagoo et al. (2002), o quitosano foi um inibidor de
crescimento microbiano eficaz em produtos de carne de porco triturada refrigerada. A maioria dos
estudos realizados estdo relacionados com a aplicacao do quitosano na producéo de filmes de base
biologica ativa (Aider, 2010). Tem-se demonstrado que o quitosano aplicado isoladamente, ou em

combinagcdo com outros agentes antimicrobianos naturais, nomeadamente éleos essenciais, nisina e
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enterocina, permite uma melhoria na seguranca alimentar (Anacarso et al., 2011; Petrou et al., 2012;
Roller et al., 2001). Casquete et al. (2016b) demonstrou que a aplicacdo de quitosano com bactérias
do acido latico permite a reducéo de bactérias patogénicas em alheira. O quitosano pode ser aplicado
para aumentar o tempo de vida Util de certos alimentos, tais como frutas e vegetais (Anacarso et al.,
2011). Este composto, além de retardar o crescimento microbiano e o tempo de vida atil dos

alimentos, também aumenta a qualidade dos alimentos (Vasilatos & Savvaidis, 2013).
1.5. Objetivos

O principal objetivo do trabalho desenvolvido em laboratério foi determinar as concentragdes minimas
inibitérias de trés agentes antimicrobianos naturais — extrato etanélico de propdlis, quitosano e nisina
— contra 38 microrganismos (21 Gram-positivo, 15 Gram-negativo e dois fungos), com o intuito de os
aplicar posteriormente em produtos de charcutaria, como substituto aos conservantes quimicos. A
acdo antimicrobiana do conservante sintético nitrito de sodio foi também determinada,
individualmente e em combinac¢do com cloreto de sédio. As concentragfes minimas inibitorias foram
determinadas através dos métodos de diluicdo em agar e difusdo da gota em agar com o intuito de
comparar os dois métodos. Também se testou a atividade antimicrobiana dos compostos nas
condicdes de pH 5, 6 e 7 e as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C, com 0s objetivos de simular

diferentes produtos alimentares e diferentes condicdes de armazenamento.
2. Materiais e Métodos
2.1. Culturas microbianas

Os microrganismos utilizados nos ensaios experimentais foram 36 bactérias, 21 Gram-positivo e 15
Gram-negativo, e dois fungos (Tabela 1).
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Tabela 1. Microrganismos utilizados nos ensaios experimentais.

Microrganismos Espécies Origem

- Bacillus cereus

- Bacillus subtilis

- Bacillus stearothermophilus

- Staphylococcus aureus 18N (Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus - MRSA)

- Staphylococcus aureus 2037M1 (Methicillin-
sensitive Staphylococcus aureus - MSSA)

- Listeria monocytogenes 7946 Isolados da Colecao de Culturas da Escola Superior de
- Listeria monocytogenes 7947 Biotecnologia (Porto, Portugal)

- Listeria innocua 2030c

- Clostridium sporogenes 1.31
Gram-positivo - Clostridium sporogenes 1.34
- Clostridium sporogenes 1.61
- Clostridium perfringens 1.16
- Clostridium perfringens 1.19
- Clostridium perfringens 1.22

- Enterococcus faecalis ATCC 29212

- Staphylococcus aureus ATCC 29213 American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, EUA)

- Enterococcus faecalis DSMZ 12956

- Enterococcus faecium DSMZ 13590 Leibniz Institute DSMZ — German Collection of
- Enterococcus flavescens DSMZ 7370 Microorganisms and Cell Cultures (DSMZ; Brunsvique,
- Enterococcus gallinarum DSMZ 20628 Alemanha)

- Enterococcus casseliflavus DSMZ 20680

- Salmonella Braenderup

- Salmonella Enteritidis

- Salmonella Typhimurium

- Klebsiella pneumoniae

- Proteus vulgaris

- Proteus mirabilis

- Pseudomonas aeruginosa

- Yersinia enterocolitica

- Acinetobacter baumannii R

- Acinetobacter baumannii S — 1
- Acinetobacter baumannii S — 2
- Acinetobacter calcoaceticus R
- Acinetobacter calcoaceticus S

Isolados da Colecao de Culturas da Escola Superior de
Biotecnologia (Porto, Portugal)
Gram-negativo

- Escherichia coli ATCC 25922 American Type Culture Collection (ATCC; Manassas, EUA)

National Collection of Type Cultures - Culture Collection of

- Yersinia enterocolitica NCTC 10406 Public Health England (NCTC; Salisburia, Reino Unido)

- Candida albicans Isolados da Colecao de Culturas da Escola Superior de

Fungos - Saccharomyces cerevisiae Biotecnologia (Porto, Portugal)

S - Microrganismos sensiveis a antibiéticos; R — Microrganismos resistentes a antibiéticos

Os microrganismos, a excec¢ado dos isolados de Clostridium, cresceram em Trypto-casein soy agar
com extrato de levedura (0,6% m/v) (TSA-YE; Biokar diagnostics, Beauvais, Franca) a 37 °C, em
condicbes de aerobiose, durante 24 h e armazenados a -20 °C em Trypto-casein soy broth (TSB;
Laboratorios Conda S.A., Madrid, Espanha) contendo 30% (v/v) de glicerol (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha). Os isolados de Clostridium cresceram em Brain Heart Infusion broth (BHIB; Biokar
diagnostics) a 37 °C, em condi¢6es de anaerobiose, durante 48 h e armazenados a -20 °C em BHIB

contendo 30% (v/v) de glicerol.
2.2. Preparagéo de solucéo de quitosano

A preparacdo da solugdo de quitosano foi baseada no procedimento descrito por Casquete et al.
(2016b). Preparou-se uma solucdo-mée stock de quitosano a 3% (m/v) (90% desacetilacdo, Aqua
Premier Co., Tailandia) dissolvido em 3% (v/v) de &acido acético (Panreac, Barcelona, Espanha). A
solucgédo foi protegida da luz e guardada no frio. As diluicdes posteriores foram preparadas em agua

destilada estéril.
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2.3. Preparacao de extrato etandlico de propdélis (EEP)

O propdlis utilizado foi recolhido em Vila Franca, Viana do Castelo (Portugal), e mantido no escuro até
ao seu processamento. O extrato etandlico foi obtido de acordo com o procedimento descrito por
Casquete et al. (2016a), preparando-se uma solugdo-mée stock de extrato etandlico de propolis de
0,1 g/mL. Adicionou-se 20 g de propdlis em 100 mL de etanol (95% v/v; Panreac). A mistura foi
protegida da luz e ficou a dissolver overnight, a temperatura ambiente. Depois de repousar, a solucdo
foi filtrada com papel de filtro Whatman (Figura 9, em Apéndice) e guardou-se o extrato no frio. Ao
propdlis que ficou no filtro, adicionou-se mais 100 mL de etanol, ficando a dissolver overnight. Voltou-
se a filtrar e adicionou-se ao extrato anterior. Conservou-se a solugcéo a -20 °C, o que permitiu que
durante a congelacdo houvesse a precipitacdo de outros compostos. O sobrenadante do EEP foi

utilizado nos ensaios e as diluicdes posteriores foram preparadas com agua destilada estéril.
2.3.1. Teor de fendlicos totais do extrato etandlico de propolis

O teor fendlico total foi determinado pelo ensaio de Folin-Ciocalteu (Wettasinghe & Shahidi, 1999).
Este teste baseia-se na oxidabilidade de fendis, a pH alcalino, e o reagente de Folin-Ciocalteu (ou
também chamado de reagente Folin-Denis) funciona como um agente oxidante. Em condi¢des
adequadas, o ensaio abrange monofendis e reage com varios tipos de fendis encontrados na
natureza (Singleton et al., 1999).

Juntou-se 15 pL da amostra de propdlis a 10 mL de agua ultrapura obtida através do aparelho EASY
pure Il, LF ultrapure water system (Barnstead, Dubuque, lowa, EUA) e 1 mL de reagente Folin-
Ciocalteu (Scharlau, Sentmenat, Espanha) em bal@o volumétrico. A essa mistura adicionou-se 2 mL
de carbonato de sédio saturado (35% m/v; Sigma-Aldrich) e perfez-se até ao volume de 25 mL com
agua ultrapura. Apés 1 hora de reagdo a temperatura ambiente, no escuro, a absorvancia foi medida
a 760 nm (espectrofotémetro Helios, Unicam, Inglaterra). O &cido gélico foi utilizado como o padrédo
para uma curva de calibracdo e os resultados foram expressos em equivalentes de &cido galico (mg
EAG/g de amostra). A 0,02 g de acido galico foram adicionados 100 mL de agua ultrapura e, apos
completa dissolucéo, diferentes volumes desta solugéo foram retirados e seguiu-se o protocolo como
descrito anteriormente, substituindo-se a amostra de propélis pelo &acido gélico. Obtiveram-se

solucdes padrdo com as concentragdes de 2, 4, 6, 8, 10, 15 e 17 ppm.
2.4. Preparacgéo de solugdes de nisina, de nitrito de sédio e de nitrito de sddio com cloreto de sddio

As solugBes de nisina (25 pg/mL; Larbus, S.A., Madrid, Espanha), de nitrito de sodio (300 pg/mL;
Merck, Darmstadt, Alemanha) e de nitrito de sddio com cloreto de sédio (150/4000 pug/mL; Panreac)
foram preparadas nos dias dos ensaios, ndo sendo preparadas solucdes stock. As solucbes-mée e as

diluicdes posteriores foram preparadas com agua destilada estéril.
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2.5. Atividade antimicrobiana e concentracdo minima inibitéria (CMI)

A atividade antimicrobiana do extrato etandlico de propdlis e das solu¢des de quitosano, nisina, nitrito
de sdédio e de nitrito de so6dio com cloreto de sddio contra os microrganismos apresentados na Tabela

1 foi determinada através de diferentes técnicas e condicdes experimentais.
2.5.1. Preparacéao do inéculo

A excecao dos isolados de Clostridium, todos os inéculos foram preparados a partir de uma cultura
crescida em TSA-YE com 24 h a 37 °C, em condigBes de aerobiose, através da suspensado de
colénias isoladas em solucdo de Ringer estéril (Biokar diagnostics), de modo a obter turbidez
equivalente a 0,5 na escala de McFarland. Os isolados de Clostridium cresceram em BHIB durante 48

h a 37 °C, numa camara de anaerobiose. Os ensaios foram realizados em duplicado.
2.5.2. Determinacéo de CMI por diferentes métodos e diferentes condi¢des de pH e temperatura

Os valores de CMI dos compostos foram determinados para os varios microrganismos através de
dois métodos: diluicio em agar e difusdo da gota em agar, com o objetivo de se compararem 0s
resultados obtidos pelos diferentes métodos.

Para ambos os métodos foram testadas as condi¢cbes de pH do meio de 5, 6 e 7. As diferentes
temperaturas de incubacgéo usadas, 4, 12, 20 e 37 °C, foram testadas, apenas, no método de difuséo
da gota em agar.

Os valores de pH 5 e 6 foram escolhidos porque, para compostos como o nitrito de sédio, ao contrario
de um pH alcalino, um pH &cido aumenta a atividade antimicrobiana (Ryser & Marth, 1999). Além
disso, também permite simular diferentes produtos alimentares com diferentes condi¢cdes de pH. O
valor de pH foi medido diretamente no meio de cultura TSA-YE, através do medidor de pH de modelo
MicropH 2002 (Crison, Barcelona, Espanha). Para se ajustar o pH do meio para 5 e 6, utilizou-se uma
solugédo de acido cloridrico (HCI 0,1 M).

As temperaturas escolhidas permitiram simular diferentes condicbes de armazenamento dos
alimentos. Os resultados foram registados apés crescimento visivel do microrganismo na placa com
agar, exceto quando a temperatura aplicada foi de 37 °C, em que se visualizou os resultados ap6s
incubacéo overnight, a excecao de Clostridium, em que o0s resultados foram visualizados apds 48h de

incubacéo.
2.5.2.1. Método da diluicdo em agar

A partir das solug6es-mae, realizaram-se as diluicdes dos compostos em agua estéril e incorporou-se
2 mL de cada solucdo preparada com 18 mL de meio TSA-YE (1:10). As concentracdes de quitosano
usadas variaram de 0,0094 a 0,35 % (m/v); as de propdlis de 0,039 a 10 (mg/mL); as de nisina de
1,563 a 25 (ug/mL); as de nitrito de sddio de 9,375 a 300 (ug/mL); e as de nitrito de sodio com cloreto
de sddio de 150/2000 e 150/4000 (ug/mL). A cada placa contendo determinada concentracédo de cada
composto foram adicionados 10 pL de cada in6culo (obtido como descrito no ponto 2.5.1.). Como

controlos foram usadas as quantidades correspondentes de acido acético e de etanol para cada
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concentragcdo de quitosano e propolis, respetivamente. Meios sem composto incorporado e com
in6culo foram utilizados como controlo positivo. As placas foram incubadas overnight a 37 °C, em
condicbes de aerobiose, sendo que este método ndo foi aplicado para os isolados de Clostridium. A
menor concentracao do composto que resultou em nao crescimento visivel sobre a superficie do meio
de cultura foi a selecionada como CMI do composto. A Figura 2a mostra o crescimento de varios

microrganismos num meio em que foi incorporado um composto a uma dada concentracgéo.
2.5.2.2. Método de difusdo da gota em agar

Mergulharam-se zaragatoas estéreis em cada suspensdo de in6culo (preparado em 2.5.1.) e
inoculou-se no meio TSA-YE, fazendo-se um riscado uniforme em trés direcées, de forma a obter-se
um crescimento em “tapete”. Depois de se realizarem as diluigdes dos compostos a partir das
solugdes-mae, como descrito no ponto 2.5.2.1., adicionou-se 10 pL de cada diluicdo e de cada
solugdo-mée a cada “tapete” de microrganismos. Como controlos, utilizou-se a quantidade
correspondente de acido acético e de etanol a cada concentracdo de quitosano e propdlis,
respetivamente, e também &gua como controlo positivo. As placas foram incubadas a 4, 12, 20 e 37
°C, em condi¢bes de aerobiose, exceto para Clostridium, em anaerobiose. A menor concentragdo do
composto que resultou em ndo crescimento visivel sobre a superficie do meio de cultura foi a
selecionada como CMI do composto. A Figura 2b mostra o crescimento de um microrganismo num

meio onde foram aplicadas solu¢gBes de um composto com diferentes concentragdes.

(b)

Figura 2. Determinacao da concentragdo minima inibitéria (CMI) de um composto através de: (a) método da diluicdo em agar:
crescimento de varios microrganismos num meio em que foi incorporado um composto numa dada concentragdo; (b) método
da difusao da gota em agar: crescimento de um dado microrganismo no meio com agar em que foram aplicadas solu¢des de
um composto com diferentes concentragoes.

3. Resultados e Discusséao
3.1. Teor de fendlicos totais do extrato etandlico de propdlis

O teor de fendlicos totais do extrato etandlico de propdlis obtido foi de 77 a 136 mg/g. No estudo de
Casquete et al. (2016a), obteve-se o teor de fendlicos totais de 86,66 + 1,53 mg/g para a amostra de
EEP, o que é um valor proximo dos obtidos no presente estudo. O propdlis utilizado por Casquete et
al. (2016a) foi recolhido na mesma regido que o propdlis aplicado no presente trabalho e,
provavelmente por isso, os teores de fendlicos foram similares. Além disso, o0 método de extragdo de
propdlis e o solvente utilizados neste trabalho foram os mesmos que no estudo de Casquete et al.

z

(2016a) e é sabido que a concentracdo de fendis presente também esta relacionada com os
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processos de extracdo dos compostos visto que fatores como o solvente utilizado afetam a producéo
do extrato de propdlis (Bankova et al., 2000; Sawaya et al., 2011). O contelido de teor de fendlicos
totais obtidos neste trabalho também esta de acordo com o estudo de Falcéo et al. (2013), em que
amostras de propolis recolhidas de seis regides geograficas diferentes no norte de Portugal variaram
entre 1 e 256,5 mg/g. A composicao fendlica do propdlis depende das plantas que se encontram
préximas da colmeia, das caracteristicas geogréficas e climaticas do local, assim como das espécies
de abelhas (Bankova et al., 2000).

3.2. Atividade antimicrobiana e concentracdo minima inibitéria (CMI)

Testou-se a atividade antimicrobiana dos varios compostos contra varios tipos de microrganismos de
modo a perceber se o0 seu espetro de acao era alargado. A determinacdo de CMI dos compostos foi
realizada através de dois métodos distintos. O método da diluicdo em agar (ou também chamado
método de incorporagdo) envolve a incorporacéo de vérias concentracdes desejadas dos agentes
antimicrobianos no meio com agar, seguido da inoculacdo do in6culo microbiano na superficie da
placa de agar (Balouiri et al., 2015). A técnica de difusdo em agar € utilizada para determinacao da
concentracdo minima inibitdria em meios sélidos (Bonev et al., 2008) e a difusdo em agar refere-se
ao movimento das moléculas através da matriz que é formada pela gelificagdo do agar (The Gale
Group Inc, 2003). O método de difusdo da gota em agar (ou também chamado método da gota)
envolve a inoculagdo do indculo na superficie da placa com agar, seguido da adigdo de vérias gotas
das solucdes dos agentes antimicrobianos com as concentragdes desejadas, difundindo-se no meio
com agar e o inéculo.

As diferentes condi¢Bes de pH do meio permitiram simular diferentes produtos alimentares: a pH 5 os
produtos fermentados, como enchidos crus fermentados, que tém o pH entre 5 e 5,5 (FAO, 2016b), a
pH 6 um fiambre ou um chourico ndo fermentado (FDA, 2015a) e a pH 7 produtos como caranguejo
ou camardes que tém o pH neutro (FDA, 2015a) e ainda como controlo. Se se considerar outras
possiveis aplicagBes dos antimicrobianos, como na area da salde, o pH de feridas crénicas esta
entre 7,15 e 8,9 (Gethin, 2007). O objetivo de testar a atividade antimicrobiana a diferentes
temperaturas foi simular diferentes condicbes de armazenamento de produtos alimentares. A
temperatura de 4 °C é a temperatura a que deve funcionar o frigorifico (FDA, 2015c), 12 °C é a
temperatura de abuso e 20 °C € a temperatura ambiente. Também se realizaram experiéncias a 37
°C como controlo, visto que é a temperatura ideal de crescimento para a maioria dos microrganismos

patogénicos (Adams & Moss, 1995).
3.2.1. Atividade antimicrobiana do quitosano

O quitosano inibiu a maioria dos microrganismos testados na concentracdo 0,5% (m/v), tanto pelo
método da gota como por incorporagdo, nas diferentes condicbes de pH (Tabela 18, em Apéndice).
Os microrganismos foram inibidos pelo quitosano em, pelo menos, uma das condi¢des testadas. O
acido acético 3% (v/v) foi utilizado como controlo e, para varios microrganismos, este composto,

individualmente, teve um efeito inibitério superior relativamente a sua adicdo com quitosano. Ainda
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para alguns microrganismos, em certas condicdes de pH, o intervalo de CMI do acido acético
coincidiu com o CMI do quitosano.

Na Figura 3a e 3b é possivel observar o nUmero de microrganismos inibidos pelo quitosano através
dos métodos de incorporacdo e de gota com o pH do meio de 5, 6 e 7 e através de incubacédo as
temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e com diferentes condic6es de pH do meio, respetivamente. Na
Tabela 2 estdo indicados os microrganismos que foram inibidos pelo quitosano através dos métodos
de incorporacao e da gota, com o meio a pH 5, 6 e 7 e a temperatura de 37 °C.

A pH 7 e utilizando o método de incorporagdo, a maioria dos microrganismos foram inibidos pela
solugdo de quitosano (Tabela 18, em Apéndice). Nas mesmas condigGes de pH, mas através do
método da gota, apenas ndo foram inibidos B. stearothermophilus e Staph. aureus 18N, nas
concentracbes testadas. Nestas condicdes, o acido acético teve efeito inibitério contra os
microrganismos B. subtilis, L. monocytogenes 7946, S. Typhimurium, E. coli ATCC 25922, P. vulgaris
e Ps. aeruginosa.
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Figura 3. Nimero de microrganismos (Total, Gram-positivo, Gram-negativo e Fungos) inibidos pelo quitosano: (a) através dos
métodos de incorporagéo e gota nas condi¢es de pH de 5, 6 e 7; (b) as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e com o pH do meio
de5,6e7.

Quando se testou a atividade antimicrobiana de quitosano contra Cl. sporogenes e Cl. perfringens a
pH 6 e a temperatura de 37 °C, verificou-se que este composto apenas inibiu Cl. perfringens 1.22
(Tabela 19, em Apéndice). Por outro lado, a mesma temperatura e a pH 7, o quitosano n&o inibiu

nenhum isolado de Cl. sporogenes nem de Cl. perfringens. O facto de um isolado de Cl. perfringens
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ser inibido a pH 6 pode dever-se ao facto de ndo serem as condi¢fes ideais de crescimento e o pH

do meio estar a influenciar a a¢gdo do quitosano.

S. Braenderup e S. Enteritidis foram inibidas pelo quitosano apenas quando se aplicou a técnica da

difusdo da gota em agar. Com excec¢do das condi¢cdes de pH 7 as temperaturas de 12 e 20 °C, em

que o acido acético teve acdo inibitéria, a bactéria S. Enteritidis foi sempre inibida pelo quitosano.

Comparando os dois métodos, para certos microrganismos, o valor de CMI obtido através da diluicao

em placa foi inferior relativamente ao método da gota, noutros casos foi superior e ainda, para varios

microrganismos, os valores foram proximos, ndo havendo nenhum padrdo de comparagdo. Para

varios microrganismos Gram-positivo e Gram-negativo, a pH 5 e a pH 6, o quitosano nao teve efeito

inibitério através do método de incorporacdo, mas houve inibicdo pelo método da gota para os

mesmos microrganismos.

Tabela 2. Microrganismos inibidos pelo quitosano através dos métodos de incorporacédo e da gota e com o pH do meiode 5,6 e 7

Microrganismos inibidos

pHS5 pH6 pH7
Incorporagéo Gota Incorporagéo Gota Incorporagao Gota
Gram- Ent. faecalis | Ent. faecalis ATCC | Ent. faecalis | Ent. faecalis ATCC | Ent. faecalis ATCC | Ent. faecalis
positivo DSMZ 12956 29212 ATCC 29212 29212 29212 ATCC 29212
Ent. faecium | Ent. faecalis DSMZ | Ent. faecalis | Ent. faecalis DSMZ | Ent. faecalis DSMZ | Ent. faecalis
DSMZ 13590 | 12956 DSMZ 12956 12956 12956 DSMZ 12956
Ent. Ent. faecium DSMZ | Ent. faecium | Ent. faecium DSMZ | Ent. faecium DSMZ | Ent. faecium
flavescens 13590 DSMZ 13590 13590 13590 DSMZ 13590
DSMz 7370 Ent. flavescens DSMZ | Ent. Ent. flavescens | Ent. flavescens DSMZ | Ent. flavescens
7370 flavescens DSMZz 7370 7370 DSMz 7370
Ent. gallinarum DSMZ | DSMZ 7370 Ent. gallinarum | Ent. gallinarum DSMZ | Ent. gallinarum
20628 DSMZ 20628 20628 DSMZ 20628
Ent. casseliflavus Ent. casseliflavus | Ent. casseliflavus | Ent. casseliflavus
DSMZ 20680 DSMZ 20680 DSMZ 20680 DSMZ 20680
B. cereus B. cereus B. cereus B. cereus
B. subtilis B. subtilis B. subtilis Staph. aureus
B. stearothermophilus Staph. aureus ATCC | B. stearothermophilus ATCC 29213
Staph. aureus ATCC 29213 Staph. aureus ATCC | Staph. aureus
29213 L. monocytogenes | 29213 2037 M1
L. monocytogenes 7946 Staph. aureus 18N L. monocytogenes
7946 L. monocytogenes | Staph. aureus 2037 M1 | 7947
L. monocytogenes 7947 L. monocytogenes 7946 | L. innocua 2030c
7947 L. innocua 2030c L. monocytogenes 7947
L. innocua 2030c L. innocua 2030c
Gram- Y. S. Braenderup P. mirabilis S. Braenderup S. Typhimurium S. Braenderup
negativo | enterocolitica | S. Enteritidis S. Enteritidis E. coli ATCC 25922 S. Enteritidis
(ESB) S. Typhimurium S. Typhimurium P. mirabilis K. pneumoniae
E. coli ATCC 25922 E. coli ATCC 25922 Ps. aeruginosa P. mirabilis
K. pneumoniae K. pneumoniae Y. enterocolitica (ESB) Y. enterocolitica
P vulgaris P. vulgaris A. baumannii R NCTC 10406
P. mirabilis Ps. aeruginosa A. baumannii S - 1 Y. enterocolitica
Ps. aeruginosa Y. enterocolitica | A. baumannii S - 2 (ESB)
Y. enterocolitica NCTC 10406 A. calcoaceticus R A. baumannii R
NCTC 10406 Y. enterocolitica | A. calcoaceticus S A. baumannii S - 1
Y. enterocolitica (ESB) (ESB) A. baumannii S - 2
A. baumannii R A. baumannii R A. calcoaceticus R
A. baumannii S - 1 A. baumannii S - 1 A. calcoaceticus S
A. calcoaceticus R A. baumannii S - 2
A. calcoaceticus R
A. calcoaceticus S
Fungos Sac. C. albicans Sac. C. albicans Sac. cerevisiae C. albicans
cerevisiae cerevisiae Sac. cerevisiae Sac. cerevisiae

As temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C, o quitosano inibiu a maioria dos microrganismos testados

através do método da gota (Tabela 19, em Apéndice). Apesar da maioria dos microrganismos a 4 °C

ndo consiga crescer, daqueles que crescem, a maioria foi inibida pelo quitosano. A concentracdo de

0,65% (m/v) de quitosano inibiu a maioria dos microrganismos nas diferentes temperaturas e
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condi¢cdes de pH testados. Todos os microrganismos foram inibidos pelo quitosano em pelo menos
uma das condicdes testadas, a excecao dos isolados de Cl. sporogenes e Cl. perfringens 1.16 e Cl.
perfringens 1.22. Para cada condicdo de temperatura e pH, apenas se determinou a CMI para
agueles microrganismos que conseguem crescer nessas dadas condi¢cdes. Ou seja, no presente
trabalho, para cada condic&o apenas se refere os microrganismos, que sédo ou nao inibidos, daqueles

que conseguem crescer.

Quando se testou a temperatura de 20 °C e o0 meio a pH 5, de todos os microrganismos que
conseguem crescer nestas condi¢des, apenas ndo foram inibidos pelo quitosano os Gram-positivo
Ent. gallinarum DSMZ 20628, Staph. aureus 18N, Staph. aureus 2037 M1 e o Gram-negativo K.
pneumoniae. O &cido acético teve efeito inibitorio contra Ent. flavescens DSMZ 7370, Ps. aeruginosa,
A. calcoaceticus R e Sac. cerevisiae. Nas mesmas condi¢cdes de temperatura e a pH 6, apenas nao
foram inibidos pelo quitosano o Gram-positivo Staph. aureus 2037 M1, os Gram-negativo A.
baumannii R, A. baumannii S — 2 e a levedura Sac. cerevisiae. O acido acético teve efeito inibitorio
contra B. cereus, Ps. aeruginosa e as estirpes de Y. enterocolitica. A 20 °C e com o valor de pH do
meio neutro, apenas nao foram inibidos pelo quitosano os Gram-positivo Staph. aureus 18N, Staph.
aureus 2037 M1 (tal como néo foi inibido nas outras condi¢cdes de pH) e L. monocytogenes 7946, o
Gram-negativo A. calcoaceticus R e o fungo Sac. cerevisiae (tal como nao foi inibido a pH 6). O &cido
acético teve efeito inibitdrio contra B. cereus, S. Enteritidis, Ps. aeruginosa e as estirpes de Y.
enterocolitica.

Um maior nimero de microrganismos consegue crescer a temperatura de 12 °C, em comparagao
com 4 °C. A esta temperatura e a pH 5, apenas ndo foram inibidos pelo quitosano os microrganismos
Gram-positivo Ent. flavescens DSMZ 7370, Ent. gallinarum DSMZ 20628 e Ent. casseliflavus DSMZ
20680. E sabido que as espécies de Enterococcus s&o bastante resistentes (McAuley et al., 2012). O
acido acético teve efeito inibitdrio contra L. monocytogenes 7946. Com a mesma temperatura, mas a
pH 6, apenas néo foi inibida pelo quitosano a levedura Sac. cerevisiae e 0 acido acético teve efeito
inibitério contra Staph. aureus 2037 M1, E. coli ATCC 25922, K. pneumoniae e Ps. aeruginosa. Por
outro lado, a pH 7, apenas nado foram inibidos pelo quitosano um Gram-positivo Staph. aureus 18N
(MRSA) e o fungo Sac. cerevisae. O acido acético teve efeito inibitério contra S. Enteritidis, P.
vulgaris e as estirpes de Y. enterocolitica.

Quando se testou a atividade antimicrobiana de quitosano a 4 °C e a pH 5, apenas houve inibicdo da
bactéria L. monocytogenes 7947. O &cido acético teve efeito inibitério contra os microrganismos Ps.
aeruginosa, Y. enterocolitica (ESB) e A. calcoaceticus S. Os restantes microrganismos ndo crescem a
temperatura de 4 °C. Com a mesma temperatura, mas a pH 6, a maioria dos microrganismos, que
conseguem crescer nestas condi¢des, foram inibidos pelo quitosano. As Gram-positivo inibidas foram
Ent. faecium DSMZ 13590, L. monocytogenes 7946 e, tal como a pH 5, L. monocytogenes 7947. As
Gram-negativo inibidas foram Ps. aeruginosa, Y. enterocolitica (ESB) e A. calcoaceticus S. O acido
acético teve efeito inibitorio contra Y. enterocolitica NCTC 10406 e A. calcoaceticus R. A pH 7 a
maioria dos microrganismos foram inibidos pelo quitosano, sendo que apenas Y. enterocolitica NCTC
10406 nao foi inibida. O acido acético teve efeito inibitério contra Ps. aeruginosa, Y. enterocolitica

(ESB) e A. calcoaceticus R.
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Comparando os valores de CMI obtidos para os diferentes microrganismos as temperaturas de 4, 12,
20 e 37 °C, é possivel verificar que ndo existe nenhum padrdo de comparagdo para as diferentes
temperaturas, mesmo para 0s microrganismos do mesmo género. No entanto, para alguns
microrganismos que pertencem ao mesmo género, os valores de CMI obtidos as mesmas
temperaturas sdo préximos. O mesmo acontece para microrganismos da mesma espécie. A
temperatura baixa e o pH acido sédo fatores que influenciam o crescimento dos microrganismos. Caso
um produto tenha um pH de 5 e seja armazenado a 4 °C, a possibilidade de desenvolvimento dos
microrganismos € muito baixa, sendo necessaria a aplicacdo de uma menor concentracdo de
antimicrobiano comparativamente a outras condi¢des. No caso especifico da aplicagdo do quitosano,
s6 foi possivel inibir L. monocytogenes 7947 a temperatura de 4 °C e a pH 5, como ja referido acima.
Este microrganismo consegue crescer a temperaturas de refrigeracdo (Adams & Moss, 1995). No
entanto, apenas foi necessario aplicar 0,075% (m/v) de quitosano para o inibir. Nas condi¢cées de pH
6 e 7 a temperatura de 4 °C e de pH 5, 6 e 7 as temperaturas de 12 e 20 °C com a concentracdo de
0,3% (m/v), foi possivel inibir a maioria dos microrganismos que crescem nestas condi¢des de pH e
temperatura.

Observando as Tabelas 18 e 19, em Apéndice, foi possivel concluir que o quitosano inibiu bactérias
Gram-positivo, bactérias Gram-negativo e fungos. No entanto, a atividade antimicrobiana variou entre
os diferentes microrganismos. A concentragdo minima inibitéria do quitosano demonstrada para
organismos alvo especificos é de 0,01 a 1% (Zheng & Zhu, 2003). No entanto, no presente estudo,
obteve-se intervalos de CMI mais alargados. Segundo Casquete et al. (2016b) para Staph. aureus, L.
innocua, E. coli e S. Typhimurium obteve-se os valores de CMI de 0,02, 0,2, 0,02 e 0,1%,
respetivamente, através do método de incorporagdo de quitosano. No entanto, apenas o valor de CMI
obtido para S. Typhimurium foi similar ao do estudo de Casquete et al. (2016b), tendo-se obtido o
valor de 0,15%, a pH 7. Num estudo de Simpson et al. (1997), para se inibir B. cereus, num pH de 5,6
e a temperatura de 37 °C, foram necessérias concentragcdes de quitosano iguais ou superiores a
0,02%. No presente trabalho, através do método da gota e a pH6, foi necessario aplicar uma
concentracdo bastante superior (0,15%) para se inibir este microrganismo. Segundo o mesmo autor,
E. coli apresentou crescimento minimo e inibicdo completa em solu¢cdes de quitosano com
concentracdes de 0,005% e superiores a 0,0075%. No entanto, no presente estudo obtiveram-se
valores de CMI entre 0,3 e 0,35%, através do método da gota e a pH6. Contudo, os valores de pH e
o0s métodos utilizados ndo foram exatamente os mesmos. Estas diferencas podem dever-se a varios
fatores, entre os quais, o tipo de quitosano, o grau de desacetilacdo, 0 peso molecular e as estirpes
bacterianas. Além disso, o meio também tem influéncia, principalmente, o valor de pH, forca e
presenca de solutos idnicos capazes de reagir com 0 quitosano através de interag8es moleculares e
blogueio da reatividade do grupo amina e também a presengca ou auséncia de substancias que
interferem, assim como proteinas e lipidos (Casquete et al., 2016b; Zheng & Zhu, 2003). O estudo de
Arancibia et al. (2014) demonstrou que a atividade antimicrobiana depende fortemente do tipo de
microrganismo, ao invés do tipo de quitosano. No presente estudo, percebeu-se que as diferentes
temperaturas e valores de pH também influenciam a inibicdo por parte do quitosano.
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3.2.2. Atividade antimicrobiana do extrato etandélico de propélis (EEP)

O propdlis inibiu a maioria dos microrganismos testados na concentracdo de 10 mg/mL, tanto pelo
método de incorporacdo como pelo método da difusdo da gota, nas diferentes condicées de pH
(Tabela 20, em Apéndice). Os microrganismos foram inibidos pelo propélis em, pelo menos, duas das
condicdes testadas.

Na Figura 4a e 4b é possivel observar o niumero de microrganismos inibidos pelo EEP através dos
métodos de incorporacdo e de gota e com o pH do meio de 5, 6 e 7 e através de incubacdo as
temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e com diferentes condi¢bes de pH do meio, respetivamente. Na
Tabela 3 estdo indicados os microrganismos que foram inibidos pelo EEP através dos métodos de
incorporacédo e da gota, com o meio a pH 5, 6 e 7 e a temperatura de 37 °C.
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Figura 4. Nimero de microrganismos (Total, Gram-positivo, Gram-negativo e Fungos) inibidos pelo EEP: (a) através dos
métodos de incorporacéo e gota nas condigGes de pH de 5, 6 e 7; (b) as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e com o pH do meio
de5,6e7.

A pH 5, através do método de incorporagdo, todos os microrganismos testados foram inibidos pelo
propolis. O pH &cido do meio podera ajudar ao efeito da inibicdo. Um estudo de Lu et al. (2004)
demonstrou que o pH acidico (pH 5) aumentou a atividade antibacteriana do EEP contra Staph.
aureus. Nas mesmas condi¢des de pH, mas através do método da difusdo da gota em agar, a maioria
dos microrganismos foram inibidos pelo propdlis, sendo que apenas nao foram inibidos os
microrganismos Gram-negativo S. Braenderup, S. Enteritidis, S. Typhimurium, E. coli ATCC 25922, K.

pneumoniae, P. vulgaris, P. mirabilis, Ps. aeruginosa e Y. enterocolitica. Os microrganismos Gram-
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negativo tém uma membrana externa e possuem uma camada de lipopolissacarideos, o que lhes

confere uma maior resisténcia comparativamente com os microrganismos Gram-positivo (Prudéncio
et al., 2015a).
Através de incorporacao de propdlis e com 0 meio a pH 6, todos os microrganismos foram inibidos, tal

como aconteceu a pH 5. Utilizando o método da gota e a pH 6, ndo houve inibicao por propdlis para

0S mesmos microrganismos que ndo foram inibidos a pH 5 pela mesma metodologia e também néo

ocorreu inibicdo de A. baumannii R.

Tabela 3. Microrganismos inibidos pelo EEP através dos métodos de incorporacdo e da gota e com o pH do meiode 5,6 e 7

Microrganismos inibidos

pH5 pH6 pH7
Incorporacédo Gota Incorporagédo Gota Incorporacao Gota

Gram- Ent. faecalis ATCC | Ent. faecalis ATCC | Ent. faecalis ATCC | Ent. faecalis ATCC | Ent. faecalis ATCC | Ent. faecalis
positivo | 29212 29212 29212 29212 29212 ATCC 29212

Ent. faecalis | Ent. faecalis DSMZ | Ent. faecalis DSMZ | Ent. faecalis | Ent. faecalis DSMZ | Ent. faecalis

DSMZ 12956 12956 12956 DSMZ 12956 12956 DSMZ 12956

Ent. faecium | Ent. faecium DSMZ | Ent. faecium DSMZ | Ent. faecium | Ent. faecium DSMZ | Ent. faecium

DSMZ 13590 13590 13590 DSMZ 13590 13590 DSMZ 13590

Ent. flavescens | Ent. flavescens | Ent. flavescens | Ent. flavescens | Ent. flavescens | Ent. flavescens

DSMZz 7370 DSMZ 7370 DSMZ 7370 DSMZ 7370 DSMz 7370 DSMz 7370

Ent. gallinarum | Ent. gallinarum | Ent. gallinarum | Ent. gallinarum | Ent. gallinarum | Ent. gallinarum

DSMZ 20628 DSMZ 20628 DSMZ 20628 DSMZ 20628 DSMZ 20628 DSMZ 20628

Ent. casseliflavus | Ent. casseliflavus | Ent. casseliflavus | Ent. casseliflavus | Ent. casseliflavus | Ent.

DSMZ 20680 DSMZ 20680 DSMZ 20680 DSMZ 20680 DSMZ 20680 casseliflavus

B. cereus B. cereus B. cereus B. cereus B. cereus DSMZ 20680

B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. subtilis B. cereus

B. B. B. B. B. B. subtilis

stearothermophilus | stearothermophilus | stearothermophilus | stearothermophilus | stearothermophilus | Staph.  aureus

Staph. aureus | Staph. aureus | Staph. aureus | Staph. aureus | Staph. aureus | ATCC 29213

ATCC 29213 ATCC 29213 ATCC 29213 ATCC 29213 ATCC 29213 Staph. aureus

Staph. aureus 18N | Staph. aureus 18N Staph. aureus 18N Staph. aureus 18N | Staph. aureus 18N | 2037 M1

Staph. aureus | Staph. aureus 2037 | Staph. aureus 2037 | Staph. aureus | Staph. aureus | L.

2037 M1 M1 M1 2037 M1 2037 M1 monocytogenes

L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes | 7946

7946 7946 7946 7946 7946 L.

L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes | monocytogenes

7947 7947 7947 7947 7947 7947

L. innocua 2030c L. innocua 2030c L. innocua 2030c L. innocua 2030c L. innocua 2030c L. innocua 2030c
Gram- S. Braenderup A. baumannii R S. Braenderup A. baumanniiS -1 | S. Braenderup A. baumannii R
negativo | S. Enteritidis A. baumanniiS -1 S. Enteritidis A. baumannii S—2 | S. Enteritidis A. baumannii S —

S. Typhimurium A. baumannii S — 2 S. Typhimurium A. calcoaceticus R | S. Typhimurium 1

E. coli ATCC | A. calcoaceticus R E. coli ATCC 25922 | A. calcoaceticus S | E. coli  ATCC | A. calcoaceticus

25922 A. calcoaceticus S K. pneumoniae 25922 R

K. pneumoniae P. vulgaris K. pneumoniae

P. vulgaris P. mirabilis P. vulgaris

P. mirabilis Ps. aeruginosa Ps. aeruginosa

Ps. aeruginosa Y.  enterocolotica Y. enterocolitica

Y. enterocolotica NCTC 10406 (ESB)

NCTC 10406 Y. enterocolitica A. baumannii R

Y.  enterocolitica (ESB) A. baumannii S -1

(ESB) A. baumannii R A. baumannii S — 2

A. baumannii R A. baumannii S -1 A. calcoaceticus R

A. baumannii S -1 A. baumannii S - 2 A. calcoaceticus S

A. baumannii S - 2 A. calcoaceticus R

A. calcoaceticus R A. calcoaceticus S

A. calcoaceticus S
Fungos C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans C. albicans

Sac. cerevisiae

Sac. cerevisiae

Sac. cerevisiae

Sac. cerevisiae

Sac. cerevisiae

Sac. cerevisiae

Pelo método de incorporacdo e nas condices do meio a pH 7, apenas ndo foram inibidos os

microrganismos Gram-negativo P. mirabilis e Y. enterocolitica NCTC 10406. L. innocua foi inibida com

0,47 mg/mL de EEP, o que esta de acordo com o estudo de Silici et al. (2007) em que o EEP usado

foi inibitério em concentra¢des entre 0,25 e 0,50 mg/mL. No entanto, o EEP usado no estudo de

Casquete et al. (2016a) inibiu L. innocua a partir da concentracdo de 0,15 mg/mL. A diferenca do
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presente estudo para o estudo de Casquete et al. (2016a) foi no meio de cultura utilizado; em vez de
TSA, os autores realizaram a experiéncia em meio Mueller Hinton Agar (MH). Contudo, em
experiéncias preliminares realizadas, verificou-se que ocorria uma reacdo quando o EEP era
incorporado no meio MH sendo a CMI obtida para L. innocua de 0,23 mg/mL, ou seja, proximo do
valor obtido por Casquete et al. (2016a). No entanto, por se observar esta reacdo entre o EEP e o
MH, optou-se por realizar os ensaios em TSA. Através do método da gota e a pH 7, ndo houve
inibicdo por EEP contra os mesmos microrganismos que ndo foram inibidos a pH 5 pelo mesmo
método e também nao ocorreu inibicdo dos microrganismos Gram-negativo A. baumannii S - 2 e A.
calcoaceticus S e dos microrganismos Gram-positivo B. stearothermophilus e Staph. aureus 18N
(MRSA). B. cereus, bactéria Gram-positivo, foi inibida pelo EEP com 0,47 — 2,5 mg/mL. Kim & Chung
(2011) demonstraram que B. cereus foi inibido por propolis coreano com uma concentragao de 0,036
mg/mL, bastante inferior a do presente estudo. Staph. aureus ATCC 29213 e Staph. aureus 2037 M1
(MSSA) foram inibidos pelo propélis na CMI de 5 mg/mL e 2,5 mg/mL, respetivamente, enquanto que
Staph. aureus 18N (MRSA) néo foi inibido. Para os microrganismos L. monocytogenes 7946 e 7947
os valores de CMI de propdlis obtidos foram de 2,5 — 5 e 1,25 — 1,875 mg/mL, respetivamente.
Segundo Kim e Chung (2011), o EEP coreano inibiu uma estirpe de Staph. aureus na CMI de 0,072
mg/mL e uma estirpe de L. monocytogenes na CMI de 0,14 mg/mL, sendo valores muito inferiores
aos obtidos no presente estudo. No entanto, é de salientar que a origem dos propdlis é diferente. As
bactérias Gram-negativo S. Typhimurium e E. coli ATCC 25922 nao foram inibidas pelo EEP, sendo
que o mesmo foi demonstrado por Kim e Chung (2011).

Ao testar a atividade antimicrobiana de propdlis contra os isolados de Cl. sporogenes e Cl.
perfringens a pH 6 a temperatura de 37 °C, foi demonstrado que este composto apenas nao inibiu o
isolado CI. perfringens 1.19. Ou seja, o pH acido pode ajudar no efeito inibitério de propdlis (Lu et al.,
2004). Por outro lado, a mesma temperatura e a pH 7, o propdlis ndo inibiu nenhum isolado de
Clostridium spp..

Através do método de incorporacdo do composto, nas condicdes do meio de pH 5 e pH 6, a
concentracao de propdlis de 10 mg/mL (solugdo-mae) permitiu inibir todos os microrganismos. A pH
7, na concentracdo de 10 mg/mL quase todos os microrganismos foram inibidos. Como se pode
observar nas Tabelas 20 e 21, em Apéndice, através do método da gota, nas condicbes de pH do
meio de 5 e 6, na concentracdo de 10 mg/mL todos os microrganismos Gram-positivo, os fungos e
alguns microrganismos Gram-negativo foram inibidos. A pH 7, na concentracdo de 10 mg/mL, foi
possivel verificar a inibi¢éo dos fungos, a maioria dos Gram-positivo e alguns Gram-negativo.

Para varios microrganismos Gram-negativo, nas condi¢des de pH 5, 6 e 7, o propdlis ndo teve efeito
inibitério através do método da gota, mas houve inibicdo pelo método de incorporagdo para os
mesmos microrganismos. O etanol 95% (v/v) foi utilizado como controlo e ndo apresentou inibigcdo
contra a maioria dos microrganismos testados, sendo que apenas inibiu o microrganismo K.
pneumoniae a temperatura de 12 °C a pH 6 (Tabela 21, em Apéndice). Ou seja, isto sugere que a
inibicdo da maioria dos microrganismos deve-se ao propdlis. Para alguns microrganismos, em certas
condi¢des de pH, o intervalo de CMI do etanol coincidiu com o CMI do propdlis, em determinados

valores.
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Tal como é demonstrado na Tabela 21, em Apéndice, as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C, o
propodlis inibiu a maioria dos microrganismos Gram-positivo e inibiu os fungos nas condi¢cdes em que
estes crescem, nao tendo havido inibicdo da maioria dos microrganismos Gram-negativo. Com a
concentracdo maxima de 10 mg/mL de propdlis inibiu-se todos os microrganismos, para 0s quais 0
propdlis tem efeito inibitério, nas diferentes temperaturas testadas e nas condi¢cdes de pH de 5,6 e 7.
Muitos dos microrganismos Gram-negativo ndo foram inibidos pelo propélis em nenhuma das
condicdes testadas. Por outro lado, a maioria dos Gram-positivo foram inibidos em quase todas as
condicoes.

Quando se testou a temperatura 20 °C e a pH 5, dos microrganismos Gram-positivo apenas B. cereus
e Staph. aureus 18N (MRSA) nao foram inibidos pelo propdlis. Os isolados de A. baumannii e de A.
calcoaceticus foram os Unicos Gram-negativo inibidos por propdlis e também o fungo Sac. cerevisiae.
Nas mesmas condicdes de temperatura e a pH 6, todos os microrganismos Gram-positivo foram
inibidos pelo propdlis. Os Gram-negativo Y. enterocolitica (ESB) e, tal como a pH 5, A. baumannii S -
1, os isolados de A. calcoaceticus e ainda o fungo Sac. cerevisiae foram inibidos pelo antimicrobiano
natural propdlis. A pH 7 a temperatura de 20 °C, as bactérias Gram-positivo foram inibidas pelo
propdlis. Tal como a pH 5 e pH 6, A. baumannii S — 1, A. calcoaceticus S e Sac. cerevisiae foram
inibidos. Com a temperatura de 20 °C e as condi¢cdes do meio de pH 5, 6 e 7 foram necessarios 10
mg/mL para inibir a maioria dos microrganismos.

Dos microrganismos que crescem a 12 °C e a pH 5, apenas os Gram-positivo Ent. faecalis ATCC
29212, Ent. faecalis DSMZ 12956, Ent. faecium DSMZ 13590, B. subtilis, L. monocytogenes 7946 e
7947, L. innocua 2030c e os Gram-negativo Y. enterocolitica (ESB), A. baumannii S - 2 e A.
calcoaceticus S foram inibidos. Nas mesmas condi¢fes de temperatura e a pH 6, dos microrganismos
que crescem nestas condi¢cdes de temperatura e pH, todas as bactérias Gram-positivo foram inibidas
pelo propdlis; A. baumannii R, A. baumannii S - 2, A. calcoaceticus R e A. calcoaceticus S, e assim
como a levedura Sac. cerevisiae. O etanol teve efeito inibitério contra K. pneumoniae. Com as
condicbes de temperatura de 12 °C e pH 7, todos os microrganismos Gram-positivo que crescem
nestas condi¢des foram inibidos pelo antimicrobiano propdlis. Relativamente aos microrganismos
Gram-negativo, apenas foram inibidos A. baumannii S - 2 e A. calcoaceticus R. Sac. cerevisiae
também foi inibida pelo propdlis, obtendo-se os mesmos valores de CMI que a pH 6. Com a
temperatura de 12 °C foram necessérios 10 mg/mL para inibir alguns dos microrganismos apH 5 e a
maioria dos microrganismos apH 6 e a pH 7.

Nas condi¢des de temperatura a 4 °C e pH 5, o propdlis apenas inibiu L. monocytogenes 7947 e A.
calcoaceticus S. Os microrganismos Gram-negativo Ps. aeruginosa e as estirpes de Y. enterocolitica
ndo foram inibidos e os restantes microrganismos ndo crescem nestas condi¢des. A 4 °C mas a pH 6,
0s microrganismos inibidos por propoélis foram as bactérias Gram-positivo Ent. faecium DSMZ 13590,
L. monocytogenes 7946 e, tal como a pH 5, L. monocytogenes 7947. Também foi inibido o Gram-
negativo A. calcoaceticus R. Os microrganismos Gram-negativo Ps. aeruginosa e as estirpes de Y.
enterocolitica ndo foram inibidos pelo propodlis, tal como a pH 5, e também a bactéria A. calcoaceticus
S. A4 °C e apH 7, apenas nao foram inibidos pelo propélis os 3 microrganismos que nao foram

inibidos a 4 °C e a pH 5. Nas condi¢6es de temperatura de 4 °C e pH 5, com a concentracdo de 10
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mg/mL de propdlis foi possivel inibir dois microrganismos (L. monocytogenes 7947 e A. calcoaceticus
S). Por outro lado, a 4 °C e a pH6, a concentragcdo de 5 mg/mL permitiu inibir alguns dos
microrganismos. A 4 °C e a pH7, 10 mg/mL de propélis inibiu a maioria dos microrganismos.

Comparando os valores de CMI obtidos para os varios microrganismos as temperaturas de 4, 12, 20
e 37 °C, foi possivel verificar que ndo existe nenhum padrdo de comparacdo para todos os
microrganismos para as diferentes temperaturas. No entanto, para alguns microrganismos que
pertencem ao mesmo género, os valores de CMI obtidos as mesmas temperaturas e nas mesmas
condicbes de pH sdo proximos. O mesmo acontece para microrganismos da mesma espécie. Para
varios microrganismos, os valores de CMI alteram-se com a alteragdo do pH. No entanto, existem

casos em que os valores sao proximos.

Portanto, observando as Tabelas 20 e 21, em Apéndice, foi possivel verificar que o propélis consegue
inibir bactérias Gram-positivo e Gram-negativo e fungos. No entanto, apenas foi possivel inibir alguns
dos Gram-negativo testados, pois a maioria ndo foi inibida por este antimicrobiano através da
metodologia da difusdo da gota. Ou seja, o propolis tem fraca atividade contra bactérias Gram-
negativo, sendo que as Gram-positivo sdo mais sensiveis, tal como foi demonstrado por Silici et al.
(2007) e Kim & Chung (2011). Poder-se-ia testar concentragfes superiores de propolis contra os
Gram-negativo que nao foram inibidos. Também foi possivel perceber que os resultados obtidos pelo
método da incorporacdo sdo bastante diferentes do método da gota, pois quase todos o0s
microrganismos Gram-negativo foram inibidos através do método de incorporacdo do composto, ndo
acontecendo isso através da difusdo da gota em agar. Para a maioria dos microrganismos os valores
de CMI foram inferiores no método de incorporagcdo comparativamente ao de difuséo. A inibicdo pelo
propdlis foi influenciada pela temperatura e pelo pH. A atividade antimicrobiana e antifingica de
propdlis € influenciada pela origem do produto, pela composi¢éo quimica, pela dose, pelo solvente de
extracdo ou preparacao (Vargas-Sanchez et al., 2013) e pela provavel presenca de componentes nao
volateis do extrato (Kim & Chung, 2011). Silici et al. (2007) demonstrou que s&do pequenas as
diferencas entre amostras de propdlis diferentes na atividade antibacteriana contra bactérias Gram-

positivo.
3.2.3. Atividade antimicrobiana da nisina

A nisina inibiu a maioria dos microrganismos Gram-positivo ha concentracdo de 25 pug/mL, tanto pelo
meétodo de incorporacdo como pelo método da difusdo da gota em agar a 37 °C, nas diferentes
condi¢des de pH (Tabela 22 em Apéndice).

Na Figura 5a e 5b é possivel observar o nimero de microrganismos inibidos pela nisina através dos
métodos de incorporagdo e de gota com o pH do meio de 5, 6 e 7 e através de incubagdo as
temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C com diferentes condi¢cbes de pH do meio, respetivamente. Na
Tabela 4 estédo indicados os microrganismos que foram inibidos pela nisina através dos métodos de

incorporacdo e da gota, com o meio a pH 5, 6 e 7 e a temperatura de 37 °C.

27



Ocorreu a inibicdo de quatro estirpes de Acinetobacter a pH 5 através da técnica de incorporacdo do
composto. Zheng et al. (2013) demonstraram a inibicdo de uma espécie de A. calcoaceticus por
nisina a 37 °C, embora a técnica aplicada tenha sido a difusdo de disco em agar.

A pH 5 e no método de incorporacdo, apenas os Gram-positivo Ent. faecalis ATCC 29212, Staph.
aureus 18N (MRSA) e Staph. aureus ATCC 29213 ndo foram inibidos pela nisina. Os fungos também
ndo foram inibidos pela nisina. Os Gram-negativo A. baumannii R, A. baumannii S — 1, A
calcoaceticus R e A. calcoaceticus S foram inibidos pela bacteriocina.

Nas mesmas condi¢cdes de pH, mas através do método da gota, de todos os Gram-positivo, apenas
Staph. aureus 2037 M1 e aqueles que nao foram inibidos através de incorporacédo, nao foram inibidos
por este método. Nestas condi¢cbes, também nenhum dos fungos foi inibido.

Através de incorporacdo da nisina e com o0 meio a pH 6, apenas bactérias Gram-positivo foram
inibidas, exceto Ent. faecalis ATCC 29212, Bacillus spp., Staph. aureus ATCC 29213, Staph. aureus
18N (MRSA) e L. innocua 2030c. A pH 6 e através do método da gota, também so foram inibidas
bactérias Gram-positivo, com exce¢do de B. cereus, B. stearothermophilus, Staph. aureus ATCC
29213 e Staph. aureus 18N (MRSA).
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Figura 5. Numero de microrganismos (Total, Gram-positivo, Gram-negativo e Fungos) inibidos pela nisina: (a) através dos
métodos de incorporagéo e gota nas condiges de pH de 5, 6 e 7; (b) as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e com o pH do meio
de5,6e7.

A pH neutro e no método de incorporacdo, a nisina apenas inibiu as bactérias Gram-positivo Ent.
faecalis DSMZ 12956, Ent. faecium DSMZ 13590, Ent. flavescens DSMZ 7370, Ent. gallinarum DSMZ
20628, Ent. casseliflavus DSMZ 20680, Staph. aureus 2037 M1 (MSSA) e L. monocytogenes 7947.
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Nas mesmas condi¢cdes de pH, mas através da técnica de difusdo da gota em agar a maioria das

bactérias Gram-positivo foram inibidas, ndo havendo a inibicdo de Gram-negativo, nem de fungos. Os

Unicos Gram-positivo que ndo foram inibidos pela nisina foram B. stearothermophilus e Staph. aureus
ATCC 29213.
Ao testar a atividade antimicrobiana da nisina contra os varios Clostridium spp., verificou-se que a

temperatura de 37 °C e a pH 6, apenas Cl. perfringens 1.19 foi inibido. Por outro lado, a temperatura

de 37 °C e a pH 7, todas as estirpes de Cl. perfringens foram inibidas.

Tabela 4. Microrganismos inibidos pela nisina através dos métodos de incorporacdo e da gota e com o pH domeiode 5,6 e 7

Microrganismos inibidos

pH5 pH6 pH7
Incorporacao Gota Incorporagédo Gota Incorporacao Gota

Gram- Ent. faecalis DSMZ | Ent. faecalis | Ent. faecalis | Ent. faecalis | Ent. faecalis | Ent. faecalis
positivo | 12956 DSMZ 12956 DSMZ 12956 ATCC 29212 DSMZ 12956 ATCC 29212

Ent. faecium DSMZ | Ent. faecium | Ent. faecium | Ent. faecalis | Ent. faecium | Ent. faecalis

13590 DSMZ 13590 DSMZ 13590 DSMZ 12956 DSMZ 13590 DSMZ 12956

Ent. flavescens | Ent. flavescens | Ent. flavescens | Ent. faecium | Ent. flavescens | Ent. faecium

DSMZ 7370 DSMZ 7370 DSMZ 7370 DSMZ 13590 DSMz 7370 DSMZ 13590

Ent. gallinarum | Ent. gallinarum | Ent. gallinarum | Ent. flavescens | Ent. gallinarum | Ent. flavescens

DSMZ 20628 DSMZ 20628 DSMZ 20628 DSMZ 7370 DSMZ 20628 DSMZ 7370

Ent. casseliflavus | Ent. casseliflavus | Ent. Ent. gallinarum | Ent. Ent. gallinarum

DSMZ 20680 DSMZ 20680 casseliflavus DSMZ 20628 casseliflavus DSMZ 20628

B. cereus B. cereus DSMZ 20680 Ent. casseliflavus | DSMZ 20680 Ent. casseliflavus

B. subtilis B. subtilis Staph. aureus | DSMZ 20680 Staph. aureus | DSMZ 20680

B. B. 2037 M1 B. subtilis 2037 M1 B. cereus

stearothermophilus | stearothermophilus | L. Staph. aureus | L. B. subtilis

Staph. aureus 2037 | L. monocytogenes | monocytogenes | 2037 M1 monocytogenes | Staph. aureus 18N

M1 7946 7946 L. 7947 Staph. aureus

L. monocytogenes | L. monocytogenes | L. monocytogenes 2037 M1

7946 7947 monocytogenes | 7946 L. monocytogenes

L. monocytogenes | L. innocua 2030c 7947 L. 7946

7947 monocytogenes L. monocytogenes

L. innocua 2030c 7947 7947

L. innocua 2030c L. innocua 2030c

Gram- A. baumannii R - - - - -
negativo | A. baumannii S -1

A. calcoaceticus R

A. calcoaceticus S

- = Sem inibicdo de microrganismos.

Através do método de incorporacao e com as condi¢cdes do meio de pH 5 e 6, com a concentragdo de

nisina de 25 pg/mL inibiu-se a maioria dos microrganismos Gram-positivo. Por outro lado, com o meio

a pH 7 e com a mesma concentracdo inibiu-se alguns dos microrganismos Gram-positivo. A

bacteriocina nisina inibiu um maior nimero de microrganismos a pH mais acido através do método de

incorporagdo. Através do método da gota, com o meio a pH 5, 6 e 7, a adicdo de 25 pug/mL de nisina

permitiu inibir a maioria das bactérias Gram-positivo. A atividade antimicrobiana da bacteriocina é

fortemente influenciada pelo pH da solugéo de nisina (Khan et al., 2014). A maior atividade é exibida

em pH acido (2 a 3), seguido da perda drastica de atividade a um pH mais elevado (Rollema et al.,

1995). Como através do método de incorporagdo, o composto foi incorporado no meio, 0 contacto

direto com uma solucao acida permitiu uma maior inibicdo de um maior nimero de microrganismos a

pH 5 do que a pH 6 e 7. No método da difusdo da gota, 0 mesmo ndo acontece, sendo similar o

numero de microrganismos inibido a diferentes valores de pH. Além disso, quatro bactérias Gram-

negativo foram inibidas pela nisina através do método de incorporacao, o que ndo aconteceu através

do método da gota. Portanto, demonstrou-se, mais uma vez, que existem diferencas nas CMI obtidas

por métodos diferentes.
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Tal como é demonstrado na Tabela 23, em Apéndice, as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C, e através
do método da difusdo da gota em agar, a nisina inibiu a maioria dos microrganismos Gram-positivo e
de uma estirpe de Acinetobacter, nas condi¢cdes de pH e temperatura em que ocorre o seu
crescimento. Contudo, ndo houve inibicdo dos restantes microrganismos Gram-negativo e dos
fungos. Com a concentracdo maxima de 25 pug/mL de nisina inibiu-se todos os microrganismos, para
0s quais a nisina tem efeito antimicrobiano, nas diferentes temperaturas testadas e nas condicdes de
pH de 5, 6 e 7. As estirpes de Cl. sporogenes nao foram inibidas pela nisina nas condi¢cfes testadas.
No entanto, para a maioria dos microrganismos Gram-positivo houve inibicdo pela bacteriocina em
guase todas as condi¢cdes. Comparando os valores de CMI obtidos para os varios microrganismos as
temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C, foi possivel verificar que ndo existe nenhum padrdo de
comparacdo para todos 0s microrganismos para as diferentes temperaturas. Para alguns
microrganismos que pertencem ao mesmo género, os valores de CMI obtidos as mesmas
temperaturas e nas mesmas condicbes de pH foram proximos. O mesmo acontece para
microrganismos da mesma espécie. A atividade antimicrobiana da nisina contra alguns
microrganismos aumentou com a diminuicdo do pH as varias temperaturas. Para outros

microrganismos a CMI obtida foi préxima nas diferentes condi¢Bes de pH.

Nas condi¢bes de temperatura de 20 °C e nas condi¢cdes de pH 5 e 6, de todos os Gram-positivo
testados, sé Staph. aureus 18N e Staph. aureus 2037 M1 é que ndo foram inibidos pela nisina. Nas
mesmas condi¢bes de temperatura, mas a pH 7, os Unicos microrganismos Gram-positivo que nao
foram inibidos pela nisina foram os mesmos néo inibidos a pH 5 e 6, e também B. cereus e Staph.
aureus ATCC 29213. Com a concentracdo de 25 pg/mL inibiu-se a maioria dos microrganismos que
crescem a 20 °C a pH 5 e 6. Na condi¢cdo de temperatura de 20 °C, mas a pH neutro, utilizando a
concentracdo de 12,5 pg/mL inibiu-se a maioria dos Gram-positivo testados.

A temperatura de 12 °C e o meio a pH 5, dos microrganismos Gram-positivo que tém crescimento
nestas condi¢des, apenas nédo foram inibidos pela nisina os microrganismos Ent. flavescens DSMZ
7370, Ent. gallinarum DSMZ 20628, Ent. casseliflavus DSMZ 20680 e B. subtilis. Nestas condi¢des, a
bactéria Gram-negativo A. calcoaceticus S foi inibida, que, por curiosidade é uma estirpe sensivel a
varios antibidticos. Nas mesmas condi¢gfes de temperatura, com o meio a pH 6, das bactérias Gram-
positivo que crescem, s6 ndo foram inibidas pela nisina as bactérias B. cereus, B. subtilis e Staph.
aureus 2037 M1. A 12 °C e com o pH do meio neutro, de todas as Gram-positivo testadas, s6 nao
foram inibidas pela bacteriocina as bactérias B. cereus e Staph. aureus 2037 M1, tal como a pH 6, e
Staph. aureus 18N. O microrganismo Ent. faecalis DSMZ 12956 foi inibido com uma concentragéo de
nisina menor que 1,563 pg/mL. Na temperatura de 12 °C e a pH 5, com a concentracdo de 25 pg/mL
foi possivel inibir a maioria dos microrganismos Gram-positivo que tém crescimento nestas condi¢des
e ainda um microrganismo Gram-negativo. Na condicdo de 12 °C e de pH 6, com 12,5 pg/mL de
nisina foi possivel inibir a maioria dos microrganismos Gram-positivo. A esta mesma temperatura,
mas a pH 7, a concentracao de 25 pg/mL permitiu inibir a maioria das bactérias Gram-positivo.

Nas condi¢cdes de temperatura de 4 °C e 0 meio a pH 5, a Unica bactéria Gram-positivo que cresceu
nestas condi¢cdes — L. monocytogenes 7947 — foi inibida pela nisina. Nas mesmas condi¢cdes de

temperatura, mas a pH 6, os microrganismos Gram-positivo com crescimento (Ent. faecium DSMZ

30



13590, L. monocytogenes 7946 e 7947), foram inibidos pela bacteriocina. A 4 °C e a pH 7, foram
inibidos os mesmos microrganismos que a pH 5 e 6 e, ainda, L. innocua 2030c. Nestas condicdes,
Ent. faecium foi inibido pela nisina a uma concentracdo bastante baixa, <1,563 pg/mL,
comparativamente com 0s restantes microrganismos e comparativamente com o limite maximo
permitido na legislacdo, 12,5 pg/mL. Nas condicdes de temperatura de 4 °C e o meioa pH 5, 6 e 7,
com uma concentracao de 12,5 ug/mL os microrganismos Gram-positivo testados, e que sao capazes

de crescer nestas condi¢des foram inibidos.

Portanto, observando as Tabelas 22 e 23, em Apéndice, foi possivel verificar que a nisina inibiu
microrganismos Gram-positivo e em algumas condicdes, certas estirpes Gram-negativo. Segundo
bibliografia, a nisina apenas inibe Gram-positivo, sendo que 0s microrganismos Gram-negativo
apresentam uma natural resisténcia a bacteriocina (Prudéncio et al., 2015a; Prudéncio et al., 2015b;
Sahl et al., 1995). O mesmo ndo aconteceu no presente estudo em que ocorreu a inibicdo de
bactérias Gram-negativo. A condicdo comum entre 0s microrganismos Gram-negativo que foram
inibidos foi 0 meio a pH 5, ou seja, &cido. Isto pode ter tido como consequéncia a sensibilizacdo das
estirpes de Acinetobacter e, dai a nisina ter tido um efeito antimicrobiano, pois os valores de
temperatura e pH podem alterar a atividade da bacteriocina e/ou a permeabilidade da membrana
externa (Prudéncio et al., 2015a). A exposi¢cdo de bactérias Gram-negativo, tais como E. coli ou S.
Typhimurium, a condi¢bes de baixa temperatura e baixo pH favorece a produgéo de um envelope
celular que é mais suscetivel a agdo de bacteriocinas, permitindo a acdo da nisina, em condi¢des de
exposi¢éo prolongada (Elliason & Tatini, 1999; Ganzle et al., 1999). No entanto, caso se pretendesse
inibir mais bactérias Gram-negativo, poder-se-ia combinar a nisina com agentes quelantes, como o
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), apesar de ser uma estratégia ainda ndo usada
comercialmente (Galvao et al., 2015; Prudéncio et al., 2015a). O agente quelante atua promovendo a
destabilizacdo da membrana externa, em parte através da libertacdo da camada LPS, permitindo que
a bacteriocina aceda & membrana plasmética (Alakomi et al., 2003). De um modo geral, & necessaria
uma baixa concentracdo de EDTA para sensibilizar os microrganismos Gram-negativo as
bacteriocinas. No estudo de Prudéncio et al. (2015a) foi demonstrado que com 1,5 mM de EDTA S.
Typhimurium se tornou suscetivel a nisina. No entanto, para a aplicagdo num alimento, possivelmente
serdo necessarias maiores quantidades de EDTA e da bacteriocina, devido a ligacdo do quelante a
catides divalentes exdgenos e de interagdes ndo especificas da nisina com componentes alimentares
(Prudéncio et al., 2015a). Também se poderia fazer combina¢des de nisina com quitosano (Anacarso
et al., 2011) ou com oOleos essenciais (Govaris et al.,, 2009), de modo a tornar suscetiveis estas
bactérias. A CMI da nisina contra varios microrganismos foi diferente em diferentes condi¢des, sendo
influenciada pelo pH e pela temperatura. A resposta bacteriana as mudancas de temperatura e pH
incluem modificagbes na composicdo dos acidos gordos da membrana citoplasmatica. Estas
mudancas também podem estar relacionadas com diferencas na suscetibilidade dos microrganismos-
alvo as bacteriocinas visto que alteracdes na fluidez da membrana citoplasmética podem modificar o
processo de acoplamento/insercéo da nisina (Prudéncio et al., 2015a; Chihib et al., 1999; Crandall &
Montville, 1998). Os microrganismos Staph. aureus 18N e Staph. aureus 2037 M1 apenas foram

inibidos a temperatura de 37 °C e com o valor de pH 7 e com os valores de pH de 6 e 7,
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respetivamente, e a temperatura de 12 °C, B. cereus néo foi inibido pela nisina, sendo apenas inibido
a 20 e 37 °C, em certas condi¢des de pH. A atividade bactericida de bacteriocinas, por outro lado, é
favorecida em condic®es ideais para o crescimento, como, por exemplo, temperatura e valores de pH
otimos (Prudéncio et al., 2015a; Delves-Broughton, 1993; Delves-Broughton et al., 1996). Segundo
Prudéncio et al. (2015a), ocorreu uma elevada reducéo do nimero de S. Typhimurium em condi¢cfes
de temperatura préxima de 35 °C e valores de pH proximos da neutralidade. Sob as condi¢ces de
valores de pH proximos de 7, os fatores ambientais favorecem a formagdo de uma camada de LPS
gue é mais permeavel e permite a acao da nisina (Prudéncio et al., 2015a). Microrganismos Gram-
positivo formadores de esporos, como Bacillus e Clostridium séo particularmente sensiveis a nisina,
sendo que os esporos sdo mais sensiveis do que as células vegetativas (Delves-Broughton et al.,
1996; Russell & Gould, 2012). Além destes microrganismos, a nisina atua contra L. monocytogenes
(Delves-Broughton et al., 1996; Solomakos et al., 2008). Esta bactéria tem a capacidade de crescer a
baixas temperaturas e pode causar doengas graves, muitas vezes fatais, em crian¢as, idosos,
gravidas, doentes e imunocomprometidos (Batt, 2014; Delves-Broughton et al., 1996) e, por isso, é
importante elimina-la. A bacteriocina também demonstra atividade antimicrobiana contra bactérias do
acido latico. Por outro lado, as leveduras séo insensiveis a nisina. Por este motivo, a nisina pode ser
aplicada juntamente com leveduras em fermentagdes para controlar o crescimento de bactérias do

acido latico (Delves-Broughton et al., 1996).
3.2.4. Atividade antimicrobiana do nitrito de sddio, individualmente e em combinag&o com cloreto de sddio
3.2.4.1. Atividade antimicrobiana do nitrito de sédio

Foi demonstrado que o nitrito de sédio n&o inibiu a maioria dos microrganismos testados pelo método
de incorporacgédo e ndo houve inibicdo de nenhum microrganismo pelo método da difusdo da gota, nas
diferentes condi¢bes de pH (dados ndo apresentados).

Através da metodologia de incorporacgdo do nitrito e com o meio a pH 5, ocorreu a inibicdo da estirpe
Y. enterocolitica (ESB) e das estirpes A. baumannii R, A. baummanni S — 1, A. baumannii S — 2, A.
calcoaceticus R e A. calcoaceticus S. Portanto, com diferentes métodos resultados diferentes foram
obtidos nas condi¢des de pH acido. Isto pode ter acontecido devido ao facto do nitrito ter uma melhor
atividade antimicrobiana a pH mais baixo e, quando incorporado no meio, ocorrer mais facilmente a
reacdo que da origem ao acido nitroso, permitindo a sua entrada na célula bacteriana (Campden BRI,
2010). A bactéria Y. enterocolitica (ESB) foi inibida com uma concentragdo de 200 pg/mL e as
estirpes de Acinetobacter foram inibidas com uma concentracdo de 175 pg/mL de nitrito. No entanto,
estas concentracdes estdo acima do valor permitido pela legislacéo, que é 150 pg/mL (EFSA, 2011).
Nas condi¢des de temperatura de 4, 12, 20 e 37 °C, através do método da difusdo da gota em agar, o
nitrito de sédio ndo inibiu nenhum dos microrganismos (dados nao apresentados). Ou seja, as
diferentes temperaturas néo influenciaram a atividade do nitrito. Estudos indicam que o nitrito de
sédio tem atividade contra Listeria (Ryser & Marth, 1999), ao contrario do que se verificou no
presente estudo. O comportamento da bactéria L. monocytogenes em alimentos, e em meios de

cultura, depende de efeitos de interacdo de temperatura, pH, tipo de acidificante, teor em sal,
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atividade de agua e tipos e concentragfes de aditivos alimentares que podem estar presentes no
sistema (Ryser & Marth, 1999). A eficacia do nitrito de s6dio como um agente anti-listeria também é
fortemente influenciada pelos mesmos fatores (Ryser & Marth, 1999). O estudo de McClure et al.
(1991) demonstrou que a atividade do nitrito contra Listeria dependeu fortemente do pH: a pH = 6,
400 pg/mL de nitrito teve pouca atividade contra Listeria, no entanto, a pH abaixo de 6, apenas 50
png/mL apresentou atividade anti-listeria. O crescimento visivel deste patogénico a 20 °C foi prevenido
com 50 pg/mL de nitrito de sédio e pH < 5,3. No entanto, isso ndo se verificou no presente estudo.

O nitrito é principalmente indicado como agente antibotulinum, embora, no presente trabalho, ndo
tenha havido inibicdo de nenhuma das estirpes de Cl. sporogenes, um substituto do Cl. botulinum em

testes in vitro.
3.2.4.2. Atividade antimicrobiana do nitrito de sédio com cloreto de sédio

No processo de cura da carne, ocorre a adicio de sal (NaCl) e de nitrito. A presenca de sal coloca as
células sobre stress e os iBes Na* precisam de ser exportados, o que requer energia. O nitrito forma
6xido nitrico que perturba o sistema ferredoxina em Clostridium (Woods et al., 1981), que é o sistema
anaerobio equivalente ao citocromo em aerobios, ou seja, essencial para a producdo de energia
(Komitopoulou & Gibbs, 2012). Portanto, o NaCl e o nitrito agem sinergicamente para inibir o
crescimento de Cl. botulinum. Woods et al. (1981) demonstrou que ocorria a diminuicdo da atividade
da ferredoxina em células incubadas com nitrito. Como o nitrito funciona em conjunto com o sal,
testou-se a atividade antimicrobiana da combinagéo de nitrito de sddio com cloreto de sodio contra
varios microrganismos.

Na comparacgdo dos valores de CMI obtidos pelos dois métodos, apenas se realizou a experiéncia
com as estirpes de Bacillus e de Listeria. Foi demonstrado que a combinacdo de 150 pg/mL de nitrito
de sb6dio com 2000 ug/mL de cloreto de sodio inibiu apenas os microrganismos B. cereus e B.
staerothermophilus a pH 5 através do método de incorporacdo, nao havendo inibicdo de mais
nenhum microrganismo com esta combinagcdo (dados ndo demonstrados). Mais uma vez se
demonstrou que o nitrito de sddio teve atividade antimicrobiana em pH acidico e através do método
de incorporagéo.

Nas condi¢Bes de temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C, através do método da difusdo da gota em agar,
0 nitrito de sodio, em combina¢@o com cloreto de sodio, ndo inibiu nenhum dos 38 microrganismos
testados. Ou seja, as diferentes temperaturas ndo induziram o efeito sinérgico do nitrito de sdédio com
o sal. Segundo Komitopoulou & Gibbs (2012), antioxidantes, como o eritorbato, aumentam a atividade
do nitrito. Foi demonstrado que houve atividade antimicrobiana por parte do nitrito contra L.
monocytogenes utilizando diferentes condi¢cdes de temperatura, pH e diferentes concentracdes de
cloreto de sédio, em que se realizou a experiéncia em meio Tryptose Phosphate Broth (TPB) (Ryser
& Marth, 1999), que é um meio diferente do que é utilizado no presente estudo. O meio TPB tem na
sua constituicdo um antioxidante, o fosfato dissédico, ao contrario do meio TSA que ndo contém
antioxidantes (Sigma-Aldrich, 2016). Para simular o que acontece num alimento, dever-se-ia adicionar
um antioxidante, como o eritorbato de sddio ou o ascorbato, de modo a perceber se este influencia a
acao do nitrito de sodio (EFSA, 2003; Komitopoulou & Gibbs, 2012).
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4. Conclusodes

Com o presente estudo foi possivel demonstrar que o quitosano, o propdlis e a nisina tém atividade
antimicrobiana a diferentes condi¢ées de pH e temperatura.

O quitosano inibiu 0os microrganismos Gram-negativo e fungos testados e a maioria dos Gram-
positivo, com excecao das estirpes de Cl. sporogenes e das estirpes Cl. perfringens 1.16 e 1.22. Com
a concentracdo de 0,65% (m/v) de quitosano inibiu-se a maioria dos microrganismos testados as
temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e nas condicdes de pH 5, 6 e 7.

O extrato etandlico de propdlis inibiu os fungos e a maioria dos Gram-positivo, com excec¢éo de CI.
perfringens 1.19. No entanto, apenas inibiu alguns Gram-negativo. Com a concentracao de 10 mg/mL
de propodlis foram inibidos os fungos, a maioria dos microrganismos Gram-positivo e alguns dos
Gram-negativo, nas diferentes temperaturas testadas e nas condic6es de pH 5,6 e 7.

A nisina inibiu a maioria dos Gram-positivo, com exce¢do de Staph. aureus ATCC 29213 e das
estirpes de Cl. sporogenes. Também houve inibicdo de bactérias Gram-negativo (estirpes de
Acinetobacter) quando se aplicou o0 método de incorporagdo. Com a concentracao de 25 pg/mL de
nisina foi possivel inibir a maioria dos microrganismos Gram-positivo testados, nas varias condicdes
de temperatura e pH. Portanto, estes antimicrobianos tiveram um melhor efeito inibitério contra
bactérias Gram-positivo.

Também foi possivel demonstrar que o nitrito de sddio, individualmente ou em combinagdo com
cloreto de sédio, ndo inibiu a maioria dos microrganismos. Na atividade antimicrobiana do nitrito de
sédio houve influéncia do pH, pois foi em condi¢cdes acidicas que este composto inibiu alguns
microrganismos.

No presente trabalho foi ainda possivel perceber que a concentracdo minima inibitéria dos compostos
contra varios microrganismos foi diferente nas duas metodologias usadas: diluicdo em agar e difusdo
da gota em agar. A interpretagcdo dos resultados obtidos no método da difusdo de agar € baseada na
suposi¢do de que o composto se difunde livriemente no composto solido, mas, em muitos casos, iSso

pode ndo acontecer, dando origem a erros (Bonev et al., 2008).

CAPITULO 2
Melhoria da qualidade microbiolégica do chourigco corrente

1. Introducéo
1.1. Apresentacdo da empresa

O trabalho de estégio foi desenvolvido na empresa Primor Charcutaria-Prima, S.A. A Primor, fundada
em 1961 por Joaquim Moreira Pinto e Ana Amélia, esté situada em Gavido, na cidade de Vila Nova
de Famalicdo e é uma empresa de charcutaria que produz enchidos, bacon e outros produtos
fumados, bem como, fiambres de suinos e aves. A empresa pertence ao Grupo Joaquim Moreira
Pinto, holding gestora de empresas nos setores-chave da industria alimentar, com unidades de
producdo em Portugal, Espanha e Angola. O Grupo conta com mais de 700 colaboradores e ocupa
um lugar cimeiro entre as maiores empresas do setor em Portugal. A Primor foi a primeira marca de

charcutaria nacional a langcar ndo s6 os produtos mais inovadores, como o Fiambre da Perna
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enriquecido com 6mega 3, o perl com baixo teor de sal e gordura e o fiambre especial fibras com
efeito bifidogénico, como também os formatos mais convenientes, dos quais se destacam os produtos
frescos prontos a cozinhar Brudy e os Levissimos — produto do ano em 2008 -, cuja inovadora
embalagem dupla, com sistema abre e fecha e abertura facil, foi reconhecida com o Prémio Nacional

de Embalagem (Primor Charcutaria-Prima).
1.2. Enquadramento

Um dos pontos criticos do processo produtivo da Primor é o desenvolvimento de bactérias do acido
latico num dos produtos de charcutaria, o chourigco corrente. Isto traduz-se em diversas alteraces
sensoriais e visuais do produto: i) a producéo de acido latico torna o produto acidificado, alterando o
seu sabor; ii) a produgdo de COztorna a embalagem do produto opada/inchada e iii) o crescimento de
bactérias na sua superficie também resulta em alteracbes visuais do chourico. Além de tornar o
produto ndo conforme para consumo, pode ocorrer a perda da sua comercializagdo, e, como
consequéncia, perdas econémicas para a empresa.

As bactérias do &cido latico sdo capazes de crescer sob diversas condi¢cdes, como na presenca de
sal e nitritos e a adicdo de hidratos de carbono fermentéveis resulta num meio nutritivo favoravel
(Egan, 1983; Dodds & Collins-Thompson, 1984). As bactérias do acido latico estdo associadas com a
carne fresca e também com produtos carneos cozidos (Pothakos et al., 2015), como é o caso do
chourico corrente. O facto de ndo ocorrer a eliminacdo das bactérias do acido latico e/ou ocorrer o
seu desenvolvimento/crescimento ao longo do processo de producgdo de chourico pode dever-se a
véarias causas, como a incorreta higienizagcdo dos equipamentos (OMAFRA, 2016), o incumprimento
de Boas Préticas de Fabrico (FDA, 2014b), a aplicacdo de um tratamento térmico insuficiente —
devido a sua elevada resisténcia ao calor (Giraffa, 2002) - ou a utilizacdo de uma temperatura de
armazenamento inadequada (FDA, 2014b).

1.3. O Chourigo corrente

Segundo a Norma NP 589:2008, o chourico de carne € um enchido fumado, e/ou curado, de calibre
estreito e formato variavel, constituido por carne de suino e gordura rija de suino, em fragmentos
macroscopicamente visiveis, adicionados de condimentos, aditivos e/ou outros ingredientes
facultativos. Estdo excluidos na presente definicdo, os enchidos que resultem de processos
tecnoldgicos de conservacao baseados na diminuigdo do valor do pH. O chourigo de carne pode ser
classificado em chourico de carne tradicional, chourico de carne extra e chourico de carne corrente.
Os ingredientes essenciais sdo a carne de suino e a gordura rija de suino. Ingredientes facultativos
sdo os couratos (permitido apenas para o chourigo de carne corrente), 4gua, pimentdo, alho, vinho,
sangue e/ou hemoglobina (em quantidade estritamente necessaria para reforgar a cor), sal, aglcar
elou dextrose, especiarias, aromas (permitido apenas para o chourico de carne corrente e para o
chourico de carne extra), fumo liquido (permitido apenas para o chourico de carne corrente e para o
chourico de carne extra) e proteinas de origem animal e/ou vegetal (permitido apenas para o chourigco
de carne corrente). No chourico de carne corrente sdo permitidas tripas naturais ou semissintéticas

provenientes de fibras animais reconstituidas. Este chourico tem forma curva ou retilinea
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individualizada por tor¢éo ou dupla clipsagem, com calibre compreendido entre 25 mm e 40 mm e até
50 cm em comprimento linear. O chourigo corrente tem aspeto avermelhado e brilhante denotando
uma coloracao e cheiro resultantes do processo de fumagem. Deve ter ainda consisténcia firme,
invélucro sem roturas e bem aderente a massa. Apés corte obliquo, a massa é perfeitamente ligada,
de aspeto marmoreado, com distribuicdo regular dos pedacos de carne e gordura, de cor
avermelhada e branca, com cheiro e sabor caracteristicos. O teor em proteina total deve ser, no
minimo, de 16%; a quantidade de gordura livre e de colagénio devem ser trés vezes e 30% inferior,
respetivamente, ao teor em proteina total e a humidade do produto desengordurado deve ser inferior
a 65%. O chourico de carne pode ser acondicionado e fechado em material plastico, proprio para
produtos alimentares, sob vacuo, ou envolvido em atmosfera protetora, ou também pode ser
acondicionado em recipiente metalico estanque, revestido interiormente com verniz apropriado,
podendo utilizar-se como excipiente, azeite, banha ou qualquer 6leo alimentar, facultativamente

adicionado de especiarias e ervas aromaticas (NP 589:2008).
1.3.1. O chourico corrente da Primor

Também chamado de chourico de colorau, este chourico € um enchido fumado constituido
basicamente por carne e gorduras rijas de porco, em fragmentos, adicionadas de condimentos e
aditivos. Tem na sua constituicdo &gua, pimentdo, antioxidantes, sal, dextrose, fibra vegetal,
emulsionante, especiarias e conservante (nitrito de so6dio). O chourico apresenta uma cor
avermelhada devido a adicdo do colorau (pimentdo doce) e da proteina hemoglobina. O chourigo
produzido na Primor é curado, cozido e fumado, no entanto, ndo é fermentado. Muitos dos produtos
de charcutaria, como o chouri¢co, sdo fumados para adicionar sabor (Predika, 1983). O chourico é
embalado em filme pléstico termosoldado com atmosfera protetora. O chourigco chega ao consumidor
pronto a ser consumido, no entanto, também pode ser cozinhado. A validade total é de 180 dias e as

condi¢cdes de armazenamento sdo em local fresco e seco.
1.4. Producéo de chouri¢o corrente

O processo de produgéo do chourico corrente € constituido por diferentes etapas, abaixo descritas.

Na Figura 6 estdo apresentadas as etapas principais.
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Selecdo de Matérias-
Primas/Descongelagédo

Picagem da carne

Mistura dos ingredientes na
carne

Maturagao da Mistura
Tempo: aproximadamente 24 h
Temperatura: 0 - 5 °C

Enchimento

Cozedura e Secagem
Até atingir temperatura centro
produto: 75 °C

Estabilizacao em Clima
Humidade e Temperatura controladas

até estabilizacdo da atividade de dgua

Embalamento

Figura 6. Principais etapas do processo de produgado do chouri¢o corrente da Primor.

1.4.1. Rececao de Matéria-Prima

A etapa de rececdo de matéria-prima inclui a inspecdo da matéria-prima acabada de chegar. Nesta
etapa € necessario assegurar que o tempo de quebra da cadeia de frio seja minimizado. Efetua-se a
inser¢éo da quantidade de matéria-prima em stock, através do software de gestédo da empresa, e é
encaminhada para a respetiva cAmara de armazenagem (suino ou aves) ou descongelacdo (matéria-
prima congelada). Especificamente, para a produgcdo do chourico corrente, apenas se receciona

carnes de suino.
1.4.2. Armazenamento de Matéria-Prima

Na etapa de armazenamento de matéria-prima, a carne fresca é colocada em cémaras de
refrigeracéo (0 — 5 °C) no sentido de limitar o crescimento microbiano. No caso da carne congelada,
esta € armazenada em camaras de congelagéo, de forma a manter uma temperatura menor ou igual
a -18 °C. Em ambos os casos, as temperaturas estabelecidas estdo de acordo com 0s requisitos
exigidos pela legislacdo. Por inspecdo visual, e através de software informético, a temperatura de

todas as camaras é monitorizada em continuo.
1.4.3. Descongelacao

A descongelagdo dos géneros alimenticios deve ser efetuada de forma a minimizar o risco de
desenvolvimento de microrganismos patogénicos ou a formacao de toxinas nos alimentos. O produto
€ colocado numa camara especifica para descongelacdo que possui um processo de monitorizacdo

para tempo e temperatura.
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1.4.4. Picagem

Na etapa de picagem o produto € sujeito a um processo de picagem em pequenos pedacos, sendo
que o calibre final dos pedacos varia de acordo com o produto final. Esta fase tem em conta a
formulacdo do produto, sendo utilizadas as quantidades/tipos de matérias-primas pré-definidos em

férmula e a temperaturas controladas.
1.4.5. Mistura/ Maturacéo

Com o objetivo de estabilizar a massa da carne, e ap6s se adicionarem os ingredientes que foram
misturados em batedeira, a mistura fica em canastreiros durante um periodo de tempo pré-
estabelecido, dependente do produto final. O processo de maturacéo inicia-se quando se adicionam
0s sais de cura, entre os quais 0 nitrito de sédio. Os sais de cura sdo necessarios para eliminar
eventuais organismos, como Trichinella, que se podem instalar no masculo da carne e também como
Clostridium botulinum (Sonnenschmidt, 2009). A maioria dos restantes ingredientes adicionados vai
permitir que a massa do chourigo fique mais avermelhada. Para a producdo do chourico corrente, a

maturagdo decorre de um dia para o dia seguinte.
1.4.6. Enchimento

ApOs todas as fases de preparac¢do da carne, esta € introduzida em tripa (nesse caso, uma tripa
porosa) através do equipamento de enchimento. Apds enchimento, o produto é colocado em ferros e,
desta forma, pendurado em carros que permitem o transporte do produto para a secagem, fumagem
e cozedura. A tripa com massa é torcida em volta do ferro, sendo importante manter um adequado
espagamento entre os varios chourigos, para que haja uma distribuicdo uniforme do calor durante o

tratamento térmico.
1.4.7. Cozedura e Secagem

Depois de pesado, o produto é encaminhado para secagem, fumagem e cozedura. As sucessivas
etapas sdo controladas por tempo e temperatura sendo os objetivos secar o produto, aplicar a
fumagem pretendida, conseguir um tratamento térmico adequado (temperatura final no centro térmico
definida), bem como estabelecer as caracteristicas organoléticas pretendidas. A temperatura final no

centro térmico do produto deve ser de 75 °C.
1.4.8. Estabilizagdo em Clima

O produto segue o processo de estabilizacdo através da colocagcdo em clima, com humidade e
temperatura controladas, de forma a serem embalados com a quebra pretendida. O chourico em
clima perde parte da agua presente e, por isso, controla-se a atividade da agua do produto durante
esta fase. Para se perceber se o0 produto atingiu a atividade de agua objetivo (<0,92) faz-se o célculo
da quebra. A quebra é o valor de peso perdido em agua no produto relativamente ao peso inicial de

produto.
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1.4.9. Embalamento

Antes de embalado, o produto passa por um equipamento de corte que permite dividir o produto
completo em varias unidades independentes, chamada de maquina de corte de chourico. No
embalamento, o produto é colocado no tapete da embaladora, separado por nimero de unidades a
conter em cada saco, e embalado em filme plastico por termosoldagem em ambiente constituido por
aproximadamente 30% de dioxido de carbono e 70% de azoto. O gas utilizado tem como objetivo

minimizar o desenvolvimento microbiolégico.
1.5. Deterioracao/Contaminacéo microbiolégica da carne e produtos carneos

A deterioracdo da carne é uma degradacdo natural que ocorre devido a fendmenos quimicos e
biolégicos que ocorrem na carne por si s6, mas também devido a contaminac&o por microrganismos
e ao seu consequente crescimento. O principal interesse é regular ou controlar a degradacao
(Cassens, 1994). A contaminacdo pode ser end6gena, isto €, da matéria-prima, ou exdégena, a partir
do processamento da carne. A contaminacdo exdégena pode ser derivada da preparagdo e obtencgéo
da carcaga, através da pele, das facas e utensilios, dos manipuladores e dos recipientes e superficies
de trabalho. Por outro lado, a contaminacdo exdgena também pode ter origem no local de
transformacéo, através da agua de limpeza, do ar e da presenga de vetores animais (Polo & Jovita,
2001). A maioria das bactérias de deterioragdo presentes em carnes frescas - carnes que nunca
foram tratadas nem congeladas e sem adicao de qualquer aditivo - sdo Gram-positivo e aerébicas. Os
principais bacilos Gram-positivo presentes s@o Clostridium, Bacillus, Brochothrix, Lactobacillus e
Listeria e os principais cocos Gram-positivo presentes sdo Pediococcus, Enterococcus, Lactococcus,
Micrococcus e Staphylococcus. Adicionalmente, a carne contém bacilos e cocos Gram-negativo,
sendo que os mais comuns sdo Aeromonas, Enterobacter, Citrobacter, Escherichia, Proteus,

Salmonella, Yersinia, Pseudomonas, Shigella e Campylobacter (Feiner, 2006).
1.6.Bactérias do 4cido latico (BAL)

As bactérias do acido latico sdo um grupo de bactérias Gram-positivo, que ndo formam esporos, sao
catalase-negativa, desprovidas de citocromo, algumas séao fastidiosas (Salminen & Wright, 2004), tém
a forma de cocos ou bacilos e produzem &cido latico como o principal produto final da fermentagéo
dos hidratos de carbono. Assim, os produtos alimentares fermentados pelas bactérias do &cido latico
sofrem acidificagdo, o que inibe o crescimento de agentes de deterioracéo (FAO, 2016a). As BAL
encontram-se em habitats com uma fonte de alimentacg&o rica, tais como fruta e material vegetal em
decomposicdo, assim como em alimentos e em cavidades de seres humanos e animais (Konig &
Frohlich, 2009). As BAL pertencem a dois principais grupos: as homofermentativas e as
heterofermentativas. As bactérias homofermentativas produzem principalmente acido latico, através
da glicdlise (via Embden-Meyerhof). As bactérias heterofermentativas produzem acido latico, além de
quantidades apreciaveis de etanol, acetato e diéxido de carbono, através da via 6-
fosfogluconato/fosfocetolase (FAO, 2016a).
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Durante os anos 80, 0 género Streptococcus foi separado em trés géneros: Enterococcus,
Lactococcus e Streptococcus. Atualmente, o grupo das BAL é constituido por 12 géneros:
Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus, Lactosphaera, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus e Weissella (Stiles &
Holzapfel, 1997). Estes microrganismos conseguem usar Oz, caso esteja presente, mas também
podem viver sem oxigénio. No entanto, o seu crescimento é reforcado pela presenca de didxido de
carbono (Feiner, 2006). As BAL produzem uma variedade de fatores que incluem produtos finais
metabolicos, substancias semelhantes a antibioticos e proteinas bactericidas, denominadas
bacteriocinas (Klaenhammer, 1988).

Dodds e Collins-Thompson (1984) estudaram a tolerancia ao nitrito pelas BAL associadas a produtos
carneos curados e detetaram que algumas estirpes tinham capacidade enzimatica para reduzir o
nitrito. No entanto, concluiram que a presenca do sistema enzimatico nitrito redutase em BAL néao
estava relacionado com a sua resisténcia ao nitrito, podendo a resisténcia estar relacionada com a via
de metabolismo da glucose.

Dos varios géneros percententes ao grupo das BAL, Enterococcus estdo amplamente distribuidos na
natureza e sdo considerados potenciais microrganismos de deterioragdo (Garg & Mital, 1991).
Diversos autores tém mencionado a resisténcia ao calor de enterococos (Franz et al., 1999; Giraffa,
2002). Segundo McAuley et al. (2012), esta resisténcia é altamente variavel e tem sido demonstrado
que estes microrganismos podem sobreviver a temperaturas de pasteurizacdo. No entanto, apesar
desta sobrevivéncia ao processamento térmico em carnes processadas se traduzir em deterioragéo,
em alguns queijos, o crescimento destes microrganismos contribui para o amadurecimento e
desenvolvimento do sabor do produto. Certos Enterococcus de origem alimentar produzem
bacteriocinas com atividade contra Listeria (Franz et al., 1999; Barbosa et al., 2014). No entanto,
estas bactérias também sdo considerados patogénicos nosocomiais, podendo causar bacteriemia,
endocardite, infe¢cdes do trato urinario e outras (Franz et al., 1999; Lewis & Zervos, 1990; Murray,
1990), e tém estado relacionados com surtos de origem alimentar (Franz et al., 1999). Enterococcus
tém sido sugeridos como organismos indicadores Uteis de higiene (Garg & Mital, 1991), sendo
também utilizados como indicadores de contaminacgéo fecal (Franz et al., 1999). Isolados de vérias
espécies de Enterococcus sdo agentes patogénicos oportunistas com resisténcia a antibioticos
intrinseca ou adquirida, que pode ser transferida para outros microrganismos patogénicos através de
transposdes conjugativos e de plasmideos n&o-conjugativos e, por isso, sao normalmente
indesejaveis em produtos alimentares (Franz et al., 1999; McAuley et al., 2012).

Os microrganismos Pediococcus estdo amplamente distribuidos em bebidas, alimentos fermentados
e produtos lacteos. As espécies Pediococcus acidilactici e Pediococcus pentosaceus tém sido
recuperadas do trato gastrointestinal de aves, patos e outros animais, e existem varios alimentos
probidticos comerciais que contém ambas as espécies (Tannock, 1997). Tém sido isolados
pediocinas - compostos inibidores de uma gama de agentes patogénicos alimentares - destas
espécies e de Pediococcus damnosus (Simpson et al., 2002). As pediocinas tém elevada atividade

antimicrobiana contra Listeria monocytogenes (Cheun et al., 2000).

40



As espécies de Lactobacillus ocorrem em material vegetal, produtos alimentares e também habitam
no trato gastrointestinal de mamiferos saudaveis, sendo os membros mais comuns da microbiota do
trato urogenital (Velraeds et al., 1996). Algumas espécies de Lactobacillus também sé&o utilizadas com
probiéticos e tém capacidade de modular o sistema imunitario e inibir o crescimento ou a invaséo de
bactérias patogénicas e parasitas (Hugo et al.,, 2008). Por outro lado, algumas estirpes de
Lactobacillus tém sido associadas a casos de septicemia, endocardite e bacteremia (Carasi et al.,
2014).

1.7. Fatores que interferem no crescimento microbiano em alimentos

Varios microrganismos sao 0s principais agentes responsaveis pela deterioracdo dos alimentos,
como consequéncia da sua atividade metabdlica (Hamad, 2012). Por isso, é importante conhecer os
fatores que estdo relacionados com a inibicdo, ou favorecimento, do crescimento microbiano para
conseguir uma melhor conservacdo dos alimentos. Estes fatores podem ser intrinsecos ou
extrinsecos. Os vérios fatores devem ser avaliados para cada alimento especifico na tomada de
decisdo sobre a necessidade de haver controlo tempo/temperatura para garantir a seguranca. Esta
necessidade é determinada principalmente pelo potencial de contaminagdo com microrganismos
patogénicos preocupantes (incluindo as influéncias do processamento) e pelo potencial de
crescimento subsequente e/ou producéo de toxinas (FDA, 2015a).

Os fatores intrinsecos estéo relacionados com as caracteristicas do proprio alimento, enquanto os
extrinsecos relacionam-se com o ambiente em que este se encontra. Os fatores intrinsecos séo a
atividade de agua (aw), o pH, o potencial de oxido-redugdo, a composi¢cao quimica, a presenca de
antimicrobianos naturais e adicionados, a estrutura bioldgica e a interagdo entre microrganismos. Os
fatores extrinsecos sdo a temperatura ambiental, os tipos de embalagem/atmosfera, as condi¢des de
armazenamento e as etapas de processamento (FDA, 2015a). A temperatura e o pH s&o os principais
fatores ambientais que afetam o crescimento microbiano (Rosso et al., 1995).

A atividade de agua é o parametro que mede a disponibilidade de agua de um alimento. Este
parametro representa a agua que esta livre, ou seja, a agua que nao esta ligada a macromoléculas
por forgas fisicas. Os microrganismos necessitam de dgua numa forma disponivel para crescer em
alimentos (FDA, 2015a). A atividade de dgua define-se como a relagéo entre a presséo de vapor de
agua do alimento em si e a presséo de vapor de dgua pura sob condi¢Bes idénticas e varia entre 0 e
1. Um valor de aw de 0,90 indica que a presséo de vapor do alimento é de 90% em relacdo a agua
pura. A atividade de &gua é calculada através da humidade relativa (HR) (%) a dividir por 100
(aw=HR/100). Com o aumento da temperatura, a atividade de &agua também aumenta. Na
generalidade, os alimentos tém uma atividade de agua superior a 0,95, o que ira proporcionar
humidade suficiente para suportar o crescimento de bactérias, leveduras e bolores. Ao diminuir a
guantidade de humidade disponivel é possivel inibir o crescimento dos microrganismos (FDA, 2015b).
Métodos de preservacdo através do aumento da acidez dos alimentos, como a fermentacdo ou a
adicdo de Acidos fracos, séo utilizados desde a antiguidade. No estado natural, a maioria dos
alimentos, como carne, peixe e legumes séo levemente acidos, enquanto a maioria das frutas sdo um

pouco mais &cidas do que os anteriores. O valor pH € uma funcdo da concentracdo de ibes de
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hidrogénio no alimento: pH = -logio [H+]. No caso do pH de alimentos, este é uma fungdo da
concentracao de ides de hidrogénio no alimento. Os microrganismos possuem valores de pH minimo,
6timo e maximo para o seu crescimento. O pH neutro é o mais favoravel para o crescimento da
maioria dos microrganismos (EUFIC, 2004b; FDA, 2015a).

Alguns alimentos contém, intrinsecamente, compostos antimicrobianos de ocorréncia natural que Ihes
transmitem algum nivel de estabilidade microbiolégica. Existe um ndmero variado de constituintes
antimicrobianos a base de plantas, incluindo muitos 6leos essenciais, taninos, glicosideos e resinas,
gue podem ser encontrados em certos alimentos. Os condimentos possuem 06leos essenciais com
funcéo antimicrobiana, como é o caso da alicina no alho (FDA, 2015a).

Os microrganismos conseguem crescer num intervalo alargado de temperaturas, desde os -8 °C até
aos 100 °C, a pressdo atmosférica, desde que esteja presente agua disponivel para o seu
crescimento. Consoante a temperatura ideal de crescimento dos microrganismos, estes podem ser
classificados em psicréfilos, psicotréficos, mesoéfilos e termofilos. Os psicréfilos possuem temperatura
6tima de multiplicagdo entre 12 e 15 °C. Os psicrotréficos, ou psicrofilos facultativos, crescem as
mesmas baixas temperaturas que os psiocréfilos, mas tém uma temperatura étima mais elevada,
entre 25 e 30 °C. Os mesofilos possuem temperatura 6tima de crescimento entre 30 e 40 °C, onde
estdo incluidos a maioria dos microrganismos patogénicos presentes nos alimentos. Os termofilos
possuem temperatura 6tima de multiplicacdo entre os 55 e 75 °C, sendo que estdo inseridos neste
grupo os Bacillus e Clostridium (Adams & Moss, 1995). Ao considerar as taxas de crescimento de
microrganismos patogénicos, para além da temperatura, o tempo é um fator importante, pois no

processamento térmico o tempo é conjugado com a temperatura (FDA, 2015a).
1.8.Processamento térmico dos alimentos

Um dos principais problemas em engenharia alimentar esti relacionado com a inativagdo dos
microrganismos presentes nos alimentos, ndo sO para evitar a sua potencial contamina¢do, mas
também para preservar alimentos por tanto tempo quanto possivel. Com o objetivo de se conseguir a
inativacdo de esporos e células vegetativas, os alimentos sdo termicamente tratados dentro de
recipientes, ou de forma continua/descontinua, e depois sdo embalados em recipientes asséticos

(Ibarz & Barbosa-Canovas, 2003). A cozedura, ou cozimento, € uma operagao unitaria que utiliza ar,

agua ou vapor quente para alterar as caracteristicas sensoriais de um alimento. Esta operagéo tem
como objetivo a producdo de novos produtos com as caracteristicas sensoriais — aspeto, cor, sabor,
aroma e/ou textura — desejadas pelo consumidor. Além disso, também tem como objetivo a
conservacdo do produto por reducdo da carga microbiana, destruicdo de potenciais toxinas nocivas
gue ocorrem naturalmente ou pela presenca de certos microrganismos, inativacdo enzimatica,
melhoramento da disponibilidade/digestibilidade de alguns nutrientes e, em certos casos, a
diminuicdo da atividade de agua (quando a cozedura é realizada em ar). Normalmente a maioria dos
produtos submetidos a cozedura tém um tempo de vida Util relativamente curto, geralmente séo
embalados e refrigerados (Fellows, 2000). O processo de cozedura vai depender do meio de
aguecimento, da intensidade da fonte de calor e do tempo de exposi¢cao ao calor. O forno industrial

pode ter circulacao forcada de ar para aumentar a transferéncia de calor. Os fornos dividem-se em
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continuos e descontinuos. A cozedura pode ser aplicada juntamente com outros tratamentos de
conservagdo como a adicdo de aditivos alimentares, embalagem ou refrigeracéo (Fellows, 2000; Ibarz
& Barbosa-Canovas, 2003).

1.9. Objetivos

Os principais objetivos do estagio na empresa foram o desenvolvimento de um novo tratamento
térmico no chourigo corrente, a implementagdo de melhorias nas Boas Praticas de Fabrico ao longo
do seu processo de producdo e a utilizagdo de um agente antimicrobiano natural, o quitosano, como
alternativo ao nitrito de sédio, na conservacéo do produto de charcutaria. O desenvolvimento de um
tratamento térmico alternativo ao tradicional e a implementacdo de melhorias nas Boas Praticas,
através de maior controlo do processo de producéo do chourico corrente, foram aplicados de modo a
tentar reduzir a concentracdo de bactérias do acido latico no produto, visto que é o seu principal
contaminante. Desenvolveu-se um chourico com quitosano, pois para além de se substituir um
composto quimico, tornando o produto alimentar mais natural, teve-se como objetivo verificar o efeito
do quitosano na concentracdo de bactérias do acido latico e de microrganismos totais a 30 °C,
comparativamente com o chourico com nitrito de sdédio, apdés o embalamento e apds 14 dias. Ao
longo de 77 dias, também se analisaram as caracteristicas organoléticas do chourico com quitosano,
de modo a comparar com o chourigo com nitrito.

2. Metodologia
2.1. Formulacéo do chourico corrente

O chourigo corrente, ou chourico de colorau, utilizado nos ensaios foi produzido na empresa Primor

Charcutaria-Prima, S.A. A formula técnica do chourico esta apresentada na Tabela 5.

Tabela 5. Formula técnica do chouri¢o corrente.
Carnes

Carne de suino
Gordura de suino
Ingredientes
Agua
Sal
Emulsionantes
Antioxidantes
Acucares
Conservantes (Nitrito de s6dio)
Massa de Pimentdo
Especiarias
Oleoresina
Fibras

A férmula técnica apresentada em cima foi utilizada nos ensaios de desenvolvimento de um novo

tratamento térmico para o chourigo corrente.

2.2. Comparacdao de chourico com embalagem opada e ndo opada

Com o objetivo de relacionar a presenca de BAL com embalagem de chourico opada e de identificar

que tipo de BAL estavam presentes neste produto, 2 amostras com 163 dias foram analisadas
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microbiologicamente, em que uma amostra tinha a embalagem opada e a outra ndo. Procedeu-se a
contagem de BAL, segundo a norma ISO 15214:1998.

2.3. Analises microbioldgicas

A andlise microbiol6gica das varias amostras foi realizada através da contagem de bactérias do acido

latico e de microrganismos a 30 °C nas amostras segundo as normas ISO 15214:1998 e ISO 4833-

1:2013, respetivamente. Todas as analises microbioldgicas foram realizadas no laboratério do CBQF.

Em cada amostragem, 25 g de amostra foi pesada assepticamente para um saco Stomacher (VWR,

Pensilvania, EUA) estéril com 225 mL de agua peptonada tamponada (BPW; Biokar diagnostics) e

homogeneizada no Stomacher (BagMixer® 400 P, Saint Nom, Franca) durante 1 minuto. Foram

preparadas diluicdes decimais seriadas em solucdo de Ringer (Biokar diagnostics) estéril e fez-se a

incorporacdo de 1 mL das amostras e diluices apropriadas nas placas de Petri, com o respetivo

meio de cultura. As contagens foram realizadas em Man Rogosa Sharpe agar (MRS; Biokar

diagnostics) para BAL e em Plate Count Agar (PCA; Merck) para microrganismos a 30 °C. Todas as

placas foram incubadas a 30 °C durante 72 h.

ApoOs o crescimento, foi feita a confirmacdo das colonias obtidas em MRS. Selecionaram-se as

colénias completamente individualizadas com caracteristicas distintas, de modo a tentar recuperar o

maior nimero de espécies possiveis, entre as quais escolheram-se as coldnias brancas amareladas,

pequenas e redondas. Apés selecdo, realizou-se a coloracdo de Gram e os testes da catalase e

oxidase, a cada uma das colénias.

2.4. Desenvolvimento de um novo tratamento térmico no chourico corrente

Foram testados trés tratamentos térmicos diferentes no chourico corrente. Na Tabela 6 estdo

apresentadas as condi¢Bes experimentais de cozedura dos trés ensaios.

Tabela 6. Condi¢bes ex

perimentais da etapa de cozedura dos 3 ensaios.

Etapa Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3
Cozedura
Tempo total 3h 0h40 0h40
Temperatura de estufa 77 °C 77 °C 77 °C
Humidade Relativa 100 %; 100 %; 100 %;

Chaminé da estufa

Vapor de agua gerado pela caldeira
Semiaberta

Vapor de agua gerado pela caldeira
Fechada

Vapor de agua gerado pela caldeira
Semiaberta

Os tratamentos térmicos foram realizados na estufa (Verinox, Vigolo Vattaro, Italia) da sala piloto da

Primor. Posteriormente, 3 amostras de chourico apds enchimento, 3 apés tratamento térmico e 3

ap6s embalamento de cada ensaio foram analisadas microbiologicamente. As amostras obtidas apés

enchimento e apds tratamento térmico foram transportadas para o laboratério numa mala térmica.

Amostras dos ensaios 1, 2 e 3 foram guardadas para fazer contagem de BAL apés 28 e 68 dias, 28 e

57 dias, e 29 e 44 dias, respetivamente. Como controlo usaram-se amostras de chourico standard

apos embalamento e apés 30 dias.
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2.5. Implementacéo de Melhorias nas Boas Praticas de Fabrico na producédo de chouri¢o corrente

Melhorias nas Boas Praticas de Fabrico foram implementadas de forma a verificar se o crescimento
de BAL estava relacionado com o incumprimento de Boas Praticas pela populacao fabril. O
procedimento de controlo esta descrito na Tabela 7. Foi definido implementar melhorias nas Boas
Praticas apenas na producdo de uma remessa de carnes, sendo mencionada como remessa
controlo. Os resultados da monitorizacéo foram obtidos através da contagem de BAL. Para tal, fez-se
comparacao dos resultados obtidos a partir da remessa controlo com a remessa standard — remessa
de carnes que néo foi monitorizada ao longo do processo de producéo. Apds a etapa de enchimento
do chourico, este foi colocado em carros, de modo a serem transportados para as etapas seguintes.
Posto isto, as remessas de carne controlo e standard deram origem a chourigos que foram colocados
em carros controlo e standard, respetivamente, e foi feita a comparacéo dos resultados obtidos nas
amostras dos dois carros. A concentracdo inicial de BAL no produto foi considerada na etapa de
picagem. Desde a etapa de picagem até a etapa de enchimento, apenas foram analisadas amostras
da remessa de carne controlo. A partir da etapa de enchimento até ao final do processo de producdo
foram realizadas andlises a amostras da remessa controlo e da remessa standard.

O transporte da matéria carnea apds picagem e mistura foi realizado através de canastreiros. Por
isso, foi importante controlar a limpeza nos canastreiros. Toda a matéria carnea monitorizada durante
0 processo passou pelos equipamentos, logo apos a higienizacdo e antes de passar a matéria ndo
monitorizada (standard).

De modo a avaliar rapidamente a higienizagéo de superficies de equipamentos e utensilios, fez-se a
metodologia/procedimento ATP. Este método consiste na utilizagdo do equipamento medidor de ATP
EnSURE (luminémetro) e zaragatoas UltraSnap, da Hygiena®. A presenca de ATP sobre uma
superficie indica a presenca de contaminagdo (residuos de alimentos, alergénios e/ou bactérias),
potenciando assim o crescimento bacteriano. O funcionamento deste teste rapido baseia-se num
fenomeno denominado bioluminescéncia, que resulta de uma reagdo bioquimica entre a molécula
luciferina e o ATP, na presen¢a da enzima luciferase e do oxigénio, sendo a luz um produto da
reacdo. A unidade de medida da bioluminescéncia é a Unidade Relativa de Luz (RLU) (Costa et al.,
2006).

Para analisar a qualidade do ar interior, foram realizados procedimentos para verificar a
contaminag&o microbioldgica. Para avaliar a contamina¢do ambiental de cada local, colocou-se uma
placa com meio de cultura TSA exposta ao ar durante 15 minutos. As placas foram incubadas a 30 °C

durante 72 h, para posterior contagem de colénias.
2.6. Preparacao de solucdo de quitosano

Preparou-se uma solugdo-mée de quitosano de 3% (m/v), como descrito anteriormente no ponto 2.2.
do Capitulo 1. Adicionou-se 37,5 g de quitosano em 1250 mL de solucao de acido acético, sendo que
esta solucéo foi preparada com 625 mL de vinagre de vinho branco - 6% de acidez (Auchan Portugal
Hipermercados, S.A., Lisboa, Portugal) e 625 mL de &gua. O quitosano ficou a dissolver no agitador

overnight. Posteriormente, esta solucao foi adicionada a mistura na produgéo de chourico.
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Tabela 7. Procedimento de Implementacédo de Melhorias nas Boas Praticas durante as diferentes etapas de produgdo de chourigo corrente.

ETAPA

PROCEDIMENTO DE MONITORIZACAO

TEMPO DA MONITORIZACAO

1. SELECAO DE
MATERIAS-PRIMAS/

- Verificar temperaturas de refrigeracéo (0-5 °C) e congelagéo (< -18 °C) nas camaras. Verificar temperatura das carnes — utilizar termémetro.
- Verificar que as matérias-primas estéo protegidas com plastico.

- Controlar no inicio e no final da
etapa.

DESCONGELACAO - Observar se os manipuladores estdo com as maos/luvas higienizadas.

2. PICAGEM - Verificar que a picadora, canastreiros e carrinhos estdo limpos antes da picagem das carnes da remessa controlo. Procedimento ATP na picadora (crivos e | - Controlar durante toda a etapa.
laminas), canastreiros e carrinhos. Observar se limpam os carrinhos na méaquina de limpeza.
- Observar se as médos/luvas dos manipuladores estao higienizadas.
- Verificar a temperatura ap6s picagem (-2 a 5 °C).
- Verificar que os operarios registam temperatura. Observar se o termémetro é desinfetado antes da utilizagao.
- Recolher 3 amostras de cada tipo de carne ap6s picagem para contagem de BAL (em sacos estéreis e a vacuo).
- Procedimento de contaminag&o ambiental na zona da picagem.
NOTA: No caso de pecas de carne cairem no chéo:
- Pedacos pequenos: sédo consideradas como subproduto.
- Pedacos maiores: aparadas pelo Team Leader e rejei¢do do produto que esteve em contacto com o chéo.
Apos recolherem o produto do ch&o, os manipuladores devem higienizar as méaos e proceder a substituicdo das luvas. Verificar cumprimento desta pratica, caso
aplicavel.

3. MISTURA - Verificar se a batedeira e as pas foram corretamente higienizadas antes da mistura da remessa controlo. Procedimento ATP na batedeira (interior) e pas. - Controlar durante toda a etapa.

- Observar se as maos/luvas dos manipuladores estao higienizadas.

- Verificar tempo de batedeira.

- Verificar se os canastreiros ndo sdo deitados no chao.

- Verificar se néo utilizam as maos para recolher restos da mistura, e sim pas/espatulas.

- Verificar temperatura da mistura a saida da batedeira (0-5 °C).

- Verificar que os operarios registam temperatura. Observar se o termémetro é desinfetado antes da utilizacéo.

- Recolher 3 amostras de mistura da remessa controlo para contagem de BAL (em sacos estéreis e a vacuo).

- Verificar gue imediatamente apés o final da etapa, a mistura da remessa controlo segue para a camara de refrigeracéo.

4. MATURACAO

- Verificar temperatura da mistura durante a maturagao (0-5 °C) — no inicio e no final.
- Registar tempo de maturagao.
- Recolher 3 amostras de mistura da remessa controlo ap6s maturacdo para contagem de BAL (em sacos estéreis e a vacuo).

- Controlar no inicio e no final da
etapa.

5. ENCHIMENTO

- Limpar o carro e ferros nos quais véo ser colocados os chouri¢cos da remessa controlo.

- Verificar se a enchedora, carrinhos, carros e ferros foram corretamente higienizados antes do enchimento da remessa controlo. Procedimento ATP na
enchedora (funis e interior da tubagem), carrinhos, carros e ferros.

- Observar se as maos/luvas dos manipuladores estao higienizadas e que ndo tém as maos sujas com outros produtos.

- Recolher 3 amostras apés enchimento da remessa controlo e da remessa standard para contagem de BAL (em sacos estéreis e a vacuo).

- Verificar que o carro cheio com o produto vai imediatamente para o corredor/camara de frio e as portas ficam fechadas.

- Verificar temperatura do corredor (0-8 °C).

- Inserir datalogger no interior de um chourigo da remessa controlo, para posterior analise de temperatura no interior do produto durante o tratamento térmico.

- Procedimento de contaminagdo ambiental na zona do enchimento.

NOTA: Caso seja necesséario a tripa ser demolhada com agua morna e sal, ter em atencéo que os manipuladores apenas utilizem os carrinhos com agua para
esse fim.

- Controlar durante toda a etapa.

ANTES DA COZEDURA
FE SECAGEM

- Procedimento de contaminagéo ambiental no corredor.

- Registar o tempo de espera do produto no corredor/camara de frio.

- No caso do tempo de espera ser longo:

Imediatamente antes de entrar na estufa, retirar 3 amostras de chourico do carro controlo e do carro standard para contagem de BAL (em sacos estéreis e a
VAacuo).
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. COZEDURAE

SECAGEM

- Observar se os manipuladores dos carros tém as méaos higienizadas/luvas limpas.

- Procedimento de contaminag&o ambiental na zona das estufas.

Apbs cozedura,

- Recolher 3 amostras de chouri¢o do carro controlo e do carro standard, para contagem de BAL (em sacos estéreis e a vacuo).

- Carro controlo: Utilizar mascara e luvas quando se retirar o carro da estufa. O carro deve subir e arrefecer na zona dos climas antes de dar entrada para a
estabilizagdo em clima.

- Retirar datalogger do interior do chouri¢o e analisar os dados.

- Analisar grafico da estufa.

- Controlar durante entrada e
saida dos carros na estufa.

. ESTABILIZACAO EM
CLIMA

- Verificar o uso de mascara e luvas desinfetadas quando movimentam o carro.
- Procedimento de contaminacgdo ambiental dentro do clima e no corredor préximo do clima.
- Recolher 3 amostras de chouri¢o do carro controlo e do carro standard apdés estabilizagdo em clima para contagem de BAL (em sacos estéreis e a vacuo).

- Controlar durante entrada e
saida dos carros no clima.

. EMBALAMENTO

- Verificar que a embaladora é corretamente limpa e higienizada antes do embalamento do chourigo controlo. Procedimento ATP: mesas de apoio, tesouras,
maquina de corte de chourigo e tapete da embaladora.

- Observar se as méaos/luvas dos manipuladores estao higienizadas.

- Verificar temperatura na sala de embalagem.

- Procedimento de contaminag&o ambiental na sala de embalagem.

- Recolher 3 amostras de chouri¢o do carro controlo e do carro standard apds embalamento para contagem de BAL.

- Medir pH e aw do chourigo.

- Controlar durante toda a etapa.
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2.7. Preparacao de chourico com quitosano

Foi desenvolvido um novo chourico com a substituicdo do nitrito de sédio pelo quitosano. O peso total
da massa de chourico pretendido foi de 25 Kg. A concentracdo de quitosano no produto final foi de
0,15% (m/m), sendo que esta alteracdo foi conseguida através da modificacdo de quantidade de agua

utilizada na férmula técnica do chourico corrente. A formulacéo esta apresentada na Tabela 8.

Tabela 8. Formula técnica do chourigo
com gquitosano.
Carnes
Carne de suino
Gordura de suino
Ingredientes
Agua
Sal
Emulsionantes
Antioxidantes
Acgucares
Conservantes (Quitosano)
Massa de Pimentao
Especiarias
Oleoresina
Fibras

Sendo um chouri¢o constituido por um ingrediente novo e utilizada pouca quantidade de massa, a
mistura foi realizada na sala piloto da Primor e as restantes etapas foram concretizadas na industria.
A mistura foi realizada numa batedeira da TecMag (Puebla, México). Apds o chourico com quitosano
ser embalado, procedeu-se a contagem de bactérias do &cido latico e de microrganismos totais a 30
°C em 3 amostras. Como controlo, realizou-se 0 mesmo procedimento para 3 amostras de chouri¢co
standard produzido com as carnes do mesmo lote. Novas analises microbiolégicas foram realizadas

apos 14 dias do embalamento.
2.8. Determinacao de atividade de agua e pH

A atividade de agua foi medida no aparelho Aqualab Dew Point Water Activity Meter 4TE (Pullman,
EUA). O valor de pH foi medido diretamente no chourico usando um medidor de pH (modelo testo
205, Testo AG, Lenzkirch, Alemanha). Os dois parametros foram medidos nas amostras de chourigco
opada e ndo opada, amostras de chourico obtidas ao longo do desenvolvimento de um novo
tratamento térmico, antes da cozedura e apds embalamento, amostras de chouri¢o obtidas durante a
implementacao de melhorias nas Boas Préaticas do seu processo de producdo, imediatamente apds
embalamento, e nas amostras de chourico com quitosano, imediatamente ap6s embalamento e apds
14 dias.

2.9. Analise estatistica

Foi utilizado o teste U de Mann-Whitney para determinar diferencas significativas entre os grupos de
amostras de chourico controlo e standard, ap6s embalamento. A significancia estatistica foi fixada a p
<0,05. As andlises foram realizadas utilizando IBM SPSS Statistics 22.0 (SPSS Inc., Chicago, lllinois,
EUA).
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3. Resultados e Discusséao
3.1. Comparacéo de chourico com embalagem opada e ndo opada
Como demonstrado na Tabela 9 a amostra de chourico com embalagem opada teve concentracdes

de bactérias do acido latico similares a da amostra nao opada.

Tabela 9. Concentragdo de bactérias do &cido latico (UFC/g) nas amostras opada e ndo opada e caracteristicas dos
microrganismos presentes; valores de pH e aw das amostras

Amostra pH Atlv[dade de Bactérias do acido latico Gram Forma Catalase Oxidase
agua (UFC/g)
Opada 5,24 0,926 8,0E+07 + Cocos - -
Nao opada 5,26 0,926 1,3E+08 + Cocos - -

Ou seja, mesmo no caso em gque nao se detetou a embalagem opada, provavelmente consequéncia
da producdo de CO: pelas BAL, houve desenvolvimento destas bactérias. No entanto, estes
microrganismos podem ser homoléaticos, ndo fazendo a fermentagdo heterolatica, em que ocorre
producdo de dioxido de carbono (FAO, 2016a). Na realidade, a deterioracdo pode assumir varias
formas e as embalagens opadas servem como um sinal de contaminagdo microbiana (Baldus &
Deibel, 2012). Por vezes também se pode visualizar o crescimento de colénias na superficie do
alimento. Ambas as amostras apresentaram concentracdo elevada de BAL. Contudo é de salientar
que os produtos analisados tinham 163 dias, ou seja, estavam quase no final do tempo de vida (til,
180 dias. Foram recolhidas amostras com 163 dias uma vez que eram amostras em quarentena,
disponiveis para analisar, e como uma das amostras estava ja bastante opada, seria interessante
quantificar e qualificar as bactérias do acido latico presentes numa analise inicial. Com a coloragéo de
Gram e os testes da catalase e oxidase as diferentes colénias obtidas foi possivel verificar que
estavam presentes microrganismos em forma de cocos, Gram-positivo e com catalase e oxidase
negativas. Estas caracteristicas coincidem com as caracteristicas de BAL. Também se visualizaram
células com diferentes tamanhos, o que podera querer dizer que diferentes géneros de bactérias do
acido latico poderdo estar presentes, como, por exemplo, Enterococcus ou Pediococcus (FAO,
2016a). Ainda na Tabela 9 é possivel observar que o valor de pH das duas amostras é préximo de 5.
Uma vez que, de acordo com o histérico do produto, o pH é préximo de 6, os valores de pH das
amostras estdo inferiores ao valor de pH habitual, tendo-se obtido valores de pH mais acidos. Isto
acontece, provavelmente, devido a producdo de &cido latico pelas bactérias do &cido latico, através
da fermentacdo homoléatica ou heterolética (FAO, 2016a). O pH normalmente &cido do chourico &
conferido pelo pH da carne; a carne de suino atinge um pH final de 5,6 — 5,7 em, aproximadamente, 3
a 5 horas ap6s o abate (OMAFRA, 2001). Também a adicdo de alguns ingredientes, como o
eritorbato de sodio (pH 5,5 — 8) (FAO), a massa de pimentao (pH 3,37 — 3,85) (Elias et al., 2007) e a
fibra de batata (pH 5 — 7) (FDA, 2009) contribuem para o pH acido do chourigco. Os valores de
atividade de &gua foram iguais nas duas amostras, 0s quais estao préximos do limite objetivo de aw

para o chourigo corrente: <0,92.
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3.2. Desenvolvimento de um novo tratamento térmico no chourigco corrente

O objetivo do presente estudo foi ver como se comportaria microbiolégica e organoleticamente o
chourico quando sujeito a um tratamento térmico idéntico ao da mortadela, no qual o produto é
exposto a temperaturas X e 100% de humidade até atingir a temperatura de nicleo Y, permitindo
obter resultados microbiolégicos muito estaveis no fim de vida Gtil. A mortadela é o produto que, ao
fim dos 180 dias, apresenta melhores resultados de andlises microbioldgicas relativamente a
contagem de bactérias do acido latico: <1,0E+01 UFC/g. Pretendeu-se verificar se a alteracdo do
tratamento térmico do chourigo permitiria uma maior redu¢cdo no niumero de BAL comparativamente
ao processamento térmico industrial (standard).

Na Tabela 10 estdo descritas as diferencas entre o tratamento térmico dos ensaios e o tratamento
térmico standard. Como a mortadela apenas passa por cozedura, 0s passos de secagem dos ensaios
foram baseados na secagem do chouri¢o standard. O chourigo standard é submetido a um passo de
pré-cozedura, que nao foi realizado nos ensaios. O processamento térmico do chourico corrente é
realizado num equipamento, mais especificamente numa estufa, que utiliza vapor como fluido de

aguecimento.
3.2.1. Contagens microbiolégicas

Ao analisar a Tabela 10, é possivel perceber que apés o tratamento térmico, tanto nas amostras de
ensaio como nas amostras standard, a concentracdo de BAL foi inferior a 1,0E+01 UFC/g. Ou seja,
houve a reducédo de microrganismos abaixo do limite de detecédo da técnica de contagem. Isto indica
gue os tratamentos térmicos efetuados nos ensaios foram suficientes para reduzir o numero de BAL
presentes nas amostras, assim como na amostra standard. No entanto, segundo histérico da Primor,
quando as matérias-primas apresentam carga microbiana mais elevada, quantidades na ordem de
108 UFC/g, o tratamento térmico nao é suficiente para reduzir os microrganismos abaixo do limite de
detecdo da técnica. Contudo, caso se reduzisse na totalidade os microrganismos, quando em
concentracdes elevadas, o produto final seria sensorialmente inaceitavel devido aos tempos de
aguecimento excessivamente longos. A reducdo da carga microbiana ao longo do tempo em que
ocorre o tratamento térmico vai depender do tipo de microrganismos presentes e da temperatura
aplicada.

Como nos ensaios realizados, ap6s 0 enchimento, a carga microbiana das amostras de chouri¢co
estava entre 103 e 10* UFC/g, foi possivel reduzir totalmente as BAL com o tratamento térmico.

Como a massa do chourico antes do tratamento térmico foi comum nos ensaios e na producéo
industrial, a quantidade de BAL nao foi indicada para o processo standard antes da cozedura e
secagem, na Tabela 10.

No ensaio 2, apds embalamento (T0), a quantidade de BAL aumentou relativamente aos resultados
obtidos ap6ds o tratamento térmico (Tabela 10). Uma das hip6teses que pode justificar este aumento é
o facto do produto deste ensaio, ao contrario do dos ensaios 1 e 3, ndo ter sido controlado no
embalamento. Nao se observou o crescimento de colénias no TO do ensaio 1, nem em duas das trés

amostras do ensaio 3.
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Tabela 10. Condig¢des experimentais de 3 ensaios, com diferentes tratamentos térmicos, e do produto standard; quantidade de bactérias do acido latico nas amostras dos ensaios e adicionalmente de microrganismos a 30 °C nas amostras standard

Etapa | Ensaio 1 | Ensaio 2 l Ensaio 3 l Standard
Ap6s enchimento
1,4E+04 8,3E+04 -
Concentracéo de BAL (UFC/g) 5,9E+04 2,0E+03 4,7E+04 -
9,9E+03 8,1E+04 -
Cozedura
Tempo total 3h 0h40 0h40

Humidade Relativa

100%; vapor de agua gerado pela caldeira

100%; vapor de agua gerado pela caldeira

100%; vapor de agua gerado pela caldeira

Especificagdo X

Chaminé da estufa Semiaberta Fechada Semiaberta
Temperatura do centro térmico (objetivo: 72 °C) 73 °C 75,3°C 73,4 °C
Secagem (com fumo)
Tempo total 2h 2h 2h
Humidade Relativa 0% 0% 0% Especificacio X
Chaminé da estufa Semiaberta Semiaberta Semiaberta
Temperatura do centro térmico (final da etapa) 55,7 °C 54 °C 50,1 °C
Secagem (sem fumo)
Tempo total 1h 1h 1lh
Humidade Relativa 0% 0% 0% o
Chaminé da estufa Semiaberta Semiaberta Semiaberta ey lieagen
Temperatura do centro térmico (final da etapa) 57,5°C 55,7°C 56,4 °C
<1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
Concentracéo de BAL (UFC/g) <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
<1,0E+01 <1,0E+01 <1,0E+01
Estabilizagdo em clima
Tempo | 40h | 2h | 3h | 24 — 36h
Apb6s embalamento (T0)
<1,0E+01 9,0E+01 @ <1,0E+01 5,0E+01 @
Concentragéo de BAL (UFC/g) <1,0E+01 2,1E+03 1,0E+01 @ 4,0E+01 @
<1,0E+01 5,0E+01 @ <1,0E+01 6,0E+01 @
T Ap6s 28 dias Apo6s 28 dias Ap6s 29 dias Ap6s 30 dias
Concentracdo de BAL (UFC/g) Concentragdo de BAL (UFC/g) Concentragdo de BAL (UFC/g) Concentragéo de microrganismos a 30 °C (UFC/g)
1,5E+02 O >3,0E+05 1,3E+02 @D
<1,0E+01 >3,0E+05 2,0E+01 @ 1,3E+02
<1,0E+01 >3,0E+05 3,6E+01 ®
T2 Ap6s 68 dias Ap6s 57 dias Ap6s 44 dias Apés 60 dias
Concentracdo de BAL (UFC/g) Concentracdo de BAL (UFC/g) Concentracdo de BAL (UFC/g) Concentracéo de microrganismos a 30 °C (UFC/g)
3,5E+02 >3,0E+07 1,1E+02 ®
1,1E+02 ® >3,0E+07 4,3E+02 @
4,0E+02 @) >3,0E+07 5,5E+02 1

(@) Numero esperado; @ Sem informag&o disponivel.
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No processo standard também houve um aumento no ndmero de bactérias do acido latico apos
embalamento, relativamente ao final do processamento térmico. Com estes resultados, o foco da
contaminacgdo poderd ter sido na zona de embalagem. No T1 houve um aumento do ndmero de
bactérias do acido latico na maioria das amostras relativamente ao TO. Apenas no ensaio 1, duas das
amostras se mantiveram sem contagem de laticas. E de salientar que no ensaio 2 ocorreu um maior
aumento do TO para o T1. Para o processo standard, ndo havia disponibilidade de dados quanto ao
nimero de BAL no T1 e, por isso, foram utilizados os dados do niUmero de microrganismos totais a 30
°C. Os tempos (T1 e T2) em que se fez a analise microbiolégica das amostras dos 3 ensaios, foram
ligeiramente diferentes porque, como se pretendia comparar a quantidade de bactérias do &cido latico
no chourico de cada ensaio ao longo do tempo, ndo era importante que a amostragem fosse

realizada em tempos exatamente iguais para todos os ensaios.
3.2.2. Condigdes experimentais dos tratamentos térmicos

O ensaio 1 foi um ensaio preliminar de modo a perceber como ficaria um chourico passando por um
longo periodo de cozedura e um menor periodo de secagem, principalmente em termos de aspeto.
Durante o ensaio, o chourico ficou a cozer durante 3h. No entanto, as 2h de cozedura alguns
chouricos cairam dos ferros devido ao rompimento da tripa. Isto porque o chouri¢co ao ser submetido
a etapa de cozedura com 100% de humidade, passa a conter muita quantidade de agua, o que o
torna muito pesado e impossivel de ser suportado pela tripa. Contudo, apés 1h de cozedura, o centro
térmico do produto atingiu os 73 °C, superior a temperatura objetivo. As etapas de secagem do
ensaio, tanto com e sem fumo, foram mais reduzidas do que no processo standard, e, por isso, 0
chouri¢o do ensaio néo ficou com um aspeto tdo enrugado como no chouri¢o standard, mesmo apoés
a estabilizacdo em clima. Nas Figuras 7a e 7b é possivel visualizar o aspeto dos chourigcos do

processo industrial e do ensaio 1, respetivamente, apds o tratamento térmico.

(b)

Figura 7. (a) Chouricos apds tratamento térmico industrial/standard; (b) Chouri¢os do ensaio 1 apds tratamento térmico.

Como apds o embalamento (T0), se obteve menos de 1,0E+01 UFC/g de bactérias do acido latico,
decidiu-se fazer mais ensaios com diferentes tratamentos térmicos, reduzindo o tempo de cozedura
de modo a que néo ocorresse o rompimento da tripa. No entanto, os chouri¢cos dos ensaios seguintes

ficaram com aspeto similar aos do ensaio 1.
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Como o primeiro ensaio foi preliminar, a contagem de bactérias do acido latico apenas foi realizada
para uma amostra para as etapas apos o enchimento e apds o tratamento térmico.

Nos ensaios 2 e 3 utilizaram-se as mesmas temperaturas de cozedura que no ensaio 1, mas com
tempos diferentes. No ensaio 2 definiu-se utilizar a chaminé da estufa fechada, de modo a utilizar
este parametro igual ao do tratamento térmico da mortadela. No entanto, nestas condi¢cdes verificou-
se que num curto periodo de tempo, pouco mais do que 40 minutos, a tripa rompia. O mesmo nao
aconteceu com a mortadela, porque é um tipo de produto diferente. Pelo motivo do rompimento,
ficaram definidos 40 minutos como tempo de cozedura.

O chourico standard passa por cozedura na estufa em que a chaminé esta semiaberta e, por isso,
ficou definido no ensaio 3 que esta etapa decorreria durante 40 minutos e com a chaminé da estufa
semiaberta. Com estas condi¢cfes, foi possivel manter o chourico intacto durante toda a etapa de
cozedura. Nesta etapa, a temperatura objetivo do centro térmico para o produto dos ensaios é
diferente da temperatura objetivo do produto standard. Para o chourico dos ensaios foi pretendido
atingir os 72 °C, enquanto no chourigo standard o objetivo foi 75 °C. O facto de a cozedura nos
ensaios decorrer a 100% de humidade relativa faz com que se atinjam temperaturas elevadas mais
rapidamente. O tempo do tratamento térmico, para permitir atingir certo grau de reducéo, depende da
temperatura de tal forma que, quando a temperatura aumenta, o tempo necessario para atingir essa
reducdo diminui (Ibarz & Barbosa-Canovas, 2003). Por este motivo, como se diminuiu a temperatura
de cozedura, aumentou-se o0 tempo desta etapa. Definiu-se que a secagem seria durante 2h devido
ao facto de o estudo principal nos ensaios ser a cozedura, sendo que a etapa de secagem é uma
etapa adicional, de modo a permitir que o chouri¢co dos ensaios fique proximo do chouri¢o corrente.
Nos 3 ensaios fizeram-se variagbes de tempo e temperatura nas etapas de secagem e aplicagdo de
fumo.

As temperaturas do centro térmico do produto durante a secagem foram medidas com um
termémetro (Hanna) ao final de cada etapa, sendo que também foram monitorizadas ao longo do
tratamento térmico através de uma sonda.

3.2.3. Estabilizagdo em clima

O tempo de estabilizacdo em clima variou muito do ensaio 1 para 0s ensaios 2 e 3, como se pode
observar na Tabela 10. O tempo em clima pode variar, pois depende se o carro de transporte tem
muita ou pouca quantidade de chourigo, estando mais ou menos tempo em clima, respetivamente. O
mesmo acontece se no clima estiver um grande ou pequeno numero de carros carregados com
chourico. No primeiro ensaio ocorreu a queda de muito produto, mas considerou-se o peso dos
chouricos caidos para a determinagéo da quebra. No entanto, como esteve 3 h em cozedura a 100%
de humidade, reteve muita quantidade de agua e, por isso, esteve 40 h em clima. Nos ensaios 2 e 3
0s produtos estiveram em clima 2 e 3 horas, respetivamente, pois utilizou-se pouca quantidade de

chourigo e estiveram apenas 40 minutos a cozer.

53



3.2.4. pH e atividade de agua

Na Tabela 11 estdo apresentados os valores de pH e de atividade de agua das amostras dos
diferentes ensaios e do processo standard obtidas antes da cozedura e secagem, nos TO, T1 e T2,
assim como o peso dos chouricos.

Tabela 11. Valores de atividade de 4gua e pH obtidos nas amostras dos 3 ensaios e do processo standard, ao longo de diferentes
tempos, e peso de chourico obtidos nos ensaios e peso objetivo do chourico na industria

Etapa | Ensaio 1 | Ensaio 2 | Ensaio 3 | Standard
Antes da Cozedura e Secagem

aw 0,964

pH 6,06

Ap6s embalamento (T0)

Peso/ chouri¢o (g) 87,9 107,5 105 100

aw 0,915 0,930 0,927 0,947

pH 6,32 6,19 6,24 6,26

T1 Ap6s 28 dias Apbs 28 dias Ap6s 29 dias Ap6s 30 dias
aw 0,936 0,934 0,931 )

pH 5,90 5,97 6,08

T2 Ap6s 68 dias Ap6s 57 dias Ap0s 44 dias Ap6s 60 dias
aw 0,960 0,964 0,964 )

pH 6,10 5,58 6,11

@ sem informacéo disponivel.

Foi possivel perceber que nos 3 ensaios ocorreu a diminui¢cdo do pH das amostras no T1 em relagao
ao TO. Isto pode acontecer devido a presenca de bactérias do &cido latico homofermentativas, que
produzem &cido latico, diminuindo assim o valor de pH (FAO, 2016a). Nos ensaios 1 e 3, do T1 para
0 T2, o valor de pH manteve-se semelhante. No entanto, para 0 ensaio 2, ocorreu uma ligeira
diminuicdo do pH, sendo que foi nas amostras deste ensaio que ocorreu um elevado crescimento de
bactérias do acido latico. O valor de atividade de agua diminuiu desde a etapa antes da cozedura até
a etapa ap6s embalamento, em todos o0s ensaios e no processo standard, pois ocorreu a
estabilizacdo em clima das amostras, havendo a perda de agua. As Unicas amostras que estao de
acordo com o intervalo objetivo de aw (<0,92) ap6és embalamento séo as amostras do ensaio 1, com
um valor de aw igual a 0,915. No entanto, também se obteve um peso por unidade abaixo do objetivo,
100 g. Ou seja, ndo seriam necessérias as 40 h a estabilizar em clima. As amostras dos ensaios 2 e 3
tiveram um valor de aw préximo do valor objetivo. Por outro lado, a amostra do produto standard nao
estava dentro do intervalo pretendido. No entanto, para que as amostras ficassem dentro do intervalo
objetivo, deveriam ter ficado mais tempo em clima. Caso estivessem mais tempo a estabilizar, ocorria
mais perda de agua e também se obteria um menor peso de chourico e mais proximo do peso de
embalamento objetivo por unidade (100 g). Nos ensaios 2 e 3, o valor de aw manteve-se desde o TO
até ao T1. No entanto, no ensaio 1, o valor de aw aumentou ligeiramente. Do T1 para o T2, ocorreu o

aumento de atividade de dgua para as amostras de todos 0s ensaios.
3.2.5. Caracterizagédo das colonias

Na Tabela 12 estdo apresentados os dados acerca da caracterizacdo das colonias, quanto a
morfologia e ao Gram, presentes nas amostras analisadas e recolhidas em diferentes etapas. Como
todos os microrganismos cresceram em meio MRS, eram Gram-positivo e ndo produtores de catalase

e oxidase, confirmou-se a presenca presuntiva de BAL nas amostras.
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Tabela 12. Caracterizagdo dos microrganismos (morfologia e Gram) obtidos na analise microbiolégica das amostras em diferentes etapas

Etapa Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Standard
. . Bacilos Gram+ Cocos Gram+
Antes da Bacilos, Cocos, Cocobacilos Cocobacilos Gram+ Cocobacilos Gram+ -
Cozedura Gram+

Bacilos Gram+

Cocos, Cocobacilos Gram+

ApOs cozedura

Sem colbnias

Sem colbnias

Sem col6nias

Sem colbnias

Bacilos, Cocos Gram+

Bacilos, Cocos Gram+

TO Sem colénias Cocobacilos Gram+ Cocos Gram+ Bacilos, Cocos Gram+
Bacilos Gram+ Cocos Gram+
Cocos Gram+ Bacilos, Cocos Gram+
T1 Cocos Gram+ Cocos Gram+ Bacilos, Cocos Gram + @
Cocos Gram+ Cocos Gram+
Bacilos, Cocos Gram+ Cocos Gram+ Bacilos, Cocos Gram+
T2 Bacilos, Cocos Gram+ Cocos, Cocobacilos Gram+ Cocos Gram+ @

Cocobacilos Gram+

Cocos Gram+

Bacilos, Cocos Gram+

@ sem informacéo disponivel.

Foi possivel perceber que hd uma predominancia de cocos Gram-positivo. Um dos possiveis
microrganismos presentes podera ser Enterococcus. Estes microrganismos, em carnes processadas,
podem sobreviver ao processamento térmico e causar deterioragdo (Franz et al., 1999). No entanto,
ha outras bactérias do acido latico com a forma de cocos, como os Lactococcus e os Streptococcus
(Stiles & Holzapfel, 1997). Caso as laticas presentes tenham resistido ao tratamento térmico, teriam
gue estar num baixo nimero (inferior ao limite de dete¢do da técnica), pois ndo foi possivel fazer a
sua contagem nas amostras ap6s a cozedura. Mas é de salientar que o produto durante os ensaios
esteve submetido a 77 °C durante 3 horas no ensaio 1 e durante 40 minutos nos ensaios 2 e 3. Por
iSO, caso ndo seja resistente a esta combinagdo tempo/temperatura, a contaminagéo do produto tera

que ocorrer apds o tratamento térmico.

Em suma, comparando-se os resultados ao nivel da contagem de bactérias do &cido latico, entre os
ensaios e o tratamento standard, obteve-se um menor nimero de bactérias do &cido latico nos
ensaios 1 e 3, ao longo do tempo, comparativamente ao processamento térmico industrial. O passo
de cozedura decorreu durante um tempo mais longo do que na cozedura standard. Contudo, nos
ensaios decorreu a uma temperatura mais baixa. A fumagem dos ensaios decorreu a um menor
tempo do que fumagem no processo industrial. O mesmo aconteceu na secagem sem fumo. Ou seja,
0 tratamento térmico utilizado num dos ensaios podera ser utilizado na producdo industrial de
chourico corrente, pois, para além de se obterem melhores resultados microbioldgicos, é
compensatoério a nivel monetario devido as reduc¢des dos tempos do processamento térmico. No
ensaio 3, o valor de aw é proximo dos valor-alvo, e inferior ao obtido no produto standard, e tem um
peso superior, por isso, € vantajoso economicamente. A Unica desvantagem é o aspeto do chourico
que em nenhum dos ensaios ficou enrugado como o chourigo standard. Os chouricos dos ensaios
ficaram mais cheios/volumosos comparativamente ao standard. Contudo, o produto chourigo corrente
tem como publico-alvo consumidores com baixo poder econémico; o preco de uma embalagem de
chourico corrente de 200 g ronda os 0,89 € (loja Lidl). Por isso, poderia ser feito um estudo de
mercado para perceber a aceitabilidade do consumidores-alvo a um chourico com um aspeto
ligeiramente diferente. Também seria necessario fazer andlises sensoriais. Além disso, ao comparar
0 tempo total do tratamento térmico, verifica-se que nos ensaios 2 e 3 0 processamento térmico foi
mais curto relativamente ao processamento standard. O tratamento térmico industrial é feito durante

aproximadamente 5 h e o dos ensaios 2 e 3 foi de 3h40m. A fumagem nos ensaios também foi mais
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reduzida comparativamente a fumagem standard. Ou seja, ao aplicar-se a cozedura/secagem destes
ensaios, é possivel reduzir cerca de mais de 1 h o tempo de tratamento térmico. Isto tem
consequéncias a nivel de poupanca energética e da quantidade de acendalhas necessaria. Um
processamento térmico mais curto permitird fazer mais ciclos de tratamentos térmicos por dia,
havendo producdo de um nimero mais elevado de chouricos possibilitando, assim, o aumento da
produtividade da empresa. Apesar do alto rendimento do tratamento térmico proporcionado pelas
estufas, a cozedura é uma operacgdo de elevado consumo energético (Vemag, 2016). Ou seja, caso
se escolhesse o tratamento térmico proposto pelo ensaio 3, com base nos dados obtidos, estar-se-ia
a produzir um produto a partida com mais qualidade, em relacéo ao desenvolvimento de bactérias do
acido latico, comparativamente ao produto standard, ao longo de aproximadamente 1 més, e também

um produto mais barato.
3.3.Implementagédo de Melhorias nas Boas Praticas de Fabrico na producao de chourigo corrente

Através dos resultados obtidos nos tratamentos térmicos, dos ensaios e da industria, verificou-se que
apenas houve desenvolvimento de bactérias do acido latico ap6s o embalamento do chourigo, por
isso, colocou-se a hip6tese de haver contaminagdo do produto posteriormente ao tratamento térmico,
visto que nesta etapa ndo houve contagem de bactérias do acido latico em nenhuma das amostras.
Para testar esta hip6tese, realizou-se uma implementacao de melhorias nas Boas Praticas de Fabrico
ao longo do processo de produgdo de chourico corrente. Além de se perceber se o foco da
contaminacgdo seria ap6s o tratamento térmico, também se iria testar a hipdtese de que a utilizagao
de metodologias de Boas Praticas mais eficazes ndo permitiria aumentar a quantidade de bactérias

do &cido latico ao longo do processo de producdo do chourico.
3.3.1. Contagens microbiol6gicas

Tal como demonstrado na Tabela 13, ocorreu reducdo da carga microbiana entre a picagem e a
mistura. Isto esta de acordo com estudos anteriormente realizados pela Primor (dados nao
apresentados). Na mistura ocorre a adigdo de varios ingredientes, entre 0s quais antimicrobianos e
também ingredientes que diminuem a atividade de agua, como o lactato de sédio (Chirife & Fontan,
1980), o que faz com que ocorra a reducdo de microrganismos. Além do nitrito, o lactato de sodio
também tem fun¢&@o antimicrobiana (FBC industries, Inc., 2009).

Apés a maturacdo, a quantidade de bactérias do &cido latico aumentou. Durante esta producéo, a
maturagdo ocorreu durante mais horas do que o habitual, pois decorreu em dias de fim-de-semana. A
maturagdo permite que haja a estabilizacdo da massa da carne com os ingredientes. Se, por um lado,
a maturacdo permite que os conservantes atuem ao longo desta etapa, por outro, caso a carga
microbiana seja elevada, a quantidade de conservante pode ndo ser suficiente para reduzir a
quantidade de bactérias do acido latico presentes; estas podem conseguir crescer caso sejam
resistentes aos conservantes ou caso 0S conservantes nao sejam especificos para este tipo de
bactérias, visto que algumas espécies de bactérias do acido latico podem ser resistentes ao nitrito
(Dodds & Collins-Thompson, 1984).
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Tabela 13. Quantidade de bactérias do &cido latico (UFC/g) ao longo de varias etapas da producédo de
chourico; contagem de microrganismos totais a 30 °C obtidos por contaminacéo ambiental.

Quantidade de bactérias Contaminacao
Etapa do acido latico (UFC/g) ambiental
P Produgéo Produgéo | Microrganismos a 30 °C

Standard Controlo (UFC/placa)
- 3,1E+06
Picagem - 1,2E+05
- 3,7E+06
- 1,6E+05

Mistura - 1,5E+05 -
- 1,2E+05
- 4,1E+06
Maturacao - 3,6E+06 -
- 3,6E+06
1,4E+06 3,1E+06
Enchimento 1,9E+06 2,5E+06
9,3E+05 2,7E+06
Antes da Cozedura de Secagem - -
4,0E+02 1,8E+02
Cozedura e Secagem 6,9E+02 1,4E+02
3,1E+02 <1,0E+01
Antes da Estabilizacdo em Clima - -
1,7E+02 2,8E+02
Estabilizagdo em Clima 8,2E+01 7,8E+02
8,2E+01 2,3E+02
9,0E+01 8,0E+01
Embalamento 6,3E+04 4,0E+01
1,5E+02 2,0E+01
aw 0,932 0,926
pH 6,06 6,08

(-=sem dados)

Na remessa controlo a carga de bactérias do acido latico manteve-se desde a maturacdo até ao
enchimento. Observando a Tabela 13, também se pode perceber que a quantidade de bactérias do
acido latico nas amostras da remessa standard foi semelhante & da remessa controlo.

Antes da passagem da remessa controlo pelos diferentes equipamentos, realizou-se o procedimento
ATP para garantir a correta higienizacéo. Ou seja, como a remessa standard era processada depois
da remessa controlo, também passava pelos equipamentos e utensilios higienizados corretamente.
Provavelmente, tera sido isto que fez com que os valores da quantidade de bactérias do acido latico
tenham sido préximos. Também se pode perceber que entre duas remessas que sejam
seguidamente enchidas, ndo seja necessario a higienizacdo da enchedora entre as remessas visto
que ocorre o enchimento do mesmo tipo de massa. Neste caso, obteve-se a mesma carga
microbiana para as amostras das duas remessas. Isto é possivel desde que nas etapas anteriores
tenha ocorrido uma correta higienizagcédo dos equipamentos e a aplicacdo de Boas Praticas.

Apés o periodo de espera dos carros com chouri¢co para dar entrada na estufa, ndo se fez contagem
de bactérias do acido latico porque o tempo de espera foi inferior a 1 hora e 1 hora ndo sera
suficiente para que ocorra um elevado desenvolvimento de BAL.

Tanto no carro controlo como no carro standard, apds o tratamento térmico, ocorreu a reducédo da
carga microbiana. No entanto, ndo ocorreu a reducao total de bactérias do &cido latico. Apenas
ocorreu a reducao de 4 log UFC/g, havendo ainda a contagem de bactérias. Isto pode dever-se ao
facto da quantidade de bactérias do &cido latico ser elevada na matéria-prima, como se pode verificar

na Tabela 13, através da quantidade de bactérias do &cido latico nas amostras apds picagem. Apés
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cozedura e secagem, a quantidade de bactérias do acido latico nas amostras do carro controlo foram
préximas as do carro standard, apesar de huma amostra controlo ndo ter havido o aparecimento de
colénias.

O tempo de estabilizacdo da temperatura dos carros com chourico para entrarem no clima foi de
1h30m. No local de estabilizac&o, a temperatura ndo é controlada. O chourico é deixado arrefecer no
exterior do clima. Isto acontece para que nado haja a subida de temperatura no interior do clima e para
que ndo aumente o tempo de estabilizacdo dos restantes chouricos, pois no clima a temperatura e
humidade sao controladas. Como o periodo de espera foi curto, ndo se fez contagem de laticas antes
da entrada no clima. Desde o processamento térmico até ao final da estabilizagcdo em clima, a carga
de bactérias do acido latico manteve-se igual, tanto no carro controlo como no carro standard. A
quantidade de bactérias do acido latico nas amostras controlo foram préximas as das amostras
standard. Entre a estabilizacdo em clima e o embalamento, ocorreu 0 aumento da quantidade de
bactérias do &cido latico nas amostras do carro standard, enquanto que nas amostras do carro
controlo ocorreu reducdo. O aumento da quantidade de bactérias do &cido latico nas amostras
standard podera ter sido devido ao manuseamento por parte dos manipuladores (McAuley et al.,
2012). Também se pode verificar que a quantidade de bactérias do acido latico nas amostras controlo

foi significativamente diferente (p <0,05) a concentra¢do nas amostras standard.
3.3.2. pH e atividade de agua

Os valores de pH e aw das amostras controlo e standard estavam préximos, apesar de que o valor de
aw da amostra controlo estava ligeiramente mais baixo em relacdo ao standard. Ambos os valores de
aw nao ficaram dentro do intervalo objetivo, mas estavam proximos. Os valores de pH dos chouri¢os

foram baixos, 0 que esta de acordo com o pH tipicamente &cido deste produto.
3.3.3. Contaminacéo ambiental

Os critérios estabelecidos pela Primor para a contaminagdo ambiental sdo: satisfatério se <10
UFC/placa; aceitavel se 10 — 30 UFC/placa; e nao satisfatério se >30 UFC/placa. Ao observar a
Tabela 13, é possivel verificar que nenhum valor de contagem de microrganismos a 30 °C, resultante
da contaminacdo ambiental, foi ndo satisfatério. Na zona das estufas e no corredor dos climas os
valores da contagem de microrganismos foram aceitaveis, sendo que nos restantes locais os valores
foram satisfatérios. A zona das estufas e o corredor dos climas s&o locais ndo isolados. Se por um
lado, uma das possiveis fontes de contamina¢éo do produto é a contaminagao ambiental, por outro, o

produto tem tripa, que o protege.
3.3.4. Procedimento ATP

No procedimento ATP realizado na indUstria, leituras inferiores a 100 URL indicam que a superficie
esta limpa, entre 101 e 150 URL que néo esta adequadamente higienizada e quando superior a 150
URL considera-se que a superficie estd contaminada. Na sala de embalagem, leituras inferiores a 5

URL indicam que a superficie esta limpa, entre 6 e 13 URL indicam que ndo estd adequadamente
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higienizada e quando superior a 13 URL considera-se que a superficie esta contaminada. Sempre
gue as leituras davam valores de contaminacao, fazia-se novamente a limpeza da superficie até se
obter valores abaixo dos 150 e dos 13 URL na indUstria e na sala de embalagem, respetivamente. O
produto ndo contactou com nenhuma superficie que estivesse contaminada o que, em principio,

garantiu que ndo houvesse 0 aumento na quantidade de bactérias do acido latico.
3.3.5. Temperaturas das matérias e locais

Durante a monitorizagdo da producéo, também se verificou a temperatura do produto controlo e o
tempo a que decorreram as varias etapas. Antes e apds a picagem, uma das matérias-primas
desviava-se, ligeiramente, dos valores limite de temperatura - cerca de 3 °C. A mistura decorreu
durante o tempo estipulado e, apds a mistura, a temperatura estava préxima dos limites (0 — 5 °C). A
temperatura da massa de carne no final da maturacéo estava a 2,4 °C, ou seja, a uma temperatura
adequada. Durante a cozedura, o interior do produto atingiu a temperatura objetivo. Na Figura 8 é
possivel visualizar a temperatura atingida no chourigo controlo ao longo do tratamento térmico. Este
tratamento durou cerca de 5 horas, até atingir os 75 °C no interior do chourigo. A temperatura maxima
atingida foi a de cozedura, em que o interior do produto esteve entre 75 e 75,5 °C durante 21 minutos.
Esta combinacdo tempo/temperatura geralmente é suficiente para eliminar a maioria dos
microrganismos (FDA, 2015a). No entanto, durante este tratamento térmico néo foi possivel reduzir

totalmente as bactérias do acido latico, como ja mencionado anteriormente.
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Figura 8. Temperatura (°C) atingida no interior do chouri¢o controlo ao longo do tratamento térmico.

Seria necessario que a cozedura ocorresse a temperaturas mais elevadas ou por um periodo mais
longo, no entanto, adulterava as caracteristicas organoléticas deste tipo de produto.

A temperatura do clima estava de acordo com a temperatura estipulada e o tempo em que o produto
esteve no interior do clima foi de acordo com o tempo médio de estabilizacdo (24 — 36h). A
temperatura na sala de embalagem estava préxima dos 15 °C. No entanto, deveria estar mais baixa
visto que é um local de possivel contaminacéo pelos manipuladores e ndo ha mais nenhuma etapa
em gue ocorra a eliminagdo dos microrganismos. A remessa standard era submetida as diferentes
etapas logo ap6s a remessa controlo passar nos varios equipamentos. Por isso, os tempos de espera
que existiram ao longo do processo produtivo e as temperaturas a que ocorriam as Vvarias etapas

foram semelhantes para o produto standard e o produto controlo.
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3.3.6. Comparacéo do protocolo de Boas Praticas vigente com o protocolo de Implementacao de

Melhorias nas Boas Praticas durante o embalamento

Analisando os dados da Tabela 13, percebe-se que a etapa onde houve mais diferencas entre o
chourico standard e o chourigo controlo foi no embalamento. Além de se terem obtido diferencas
significativas (p <0,05) na quantidade de laticas entre as amostras standard e controlo, também
houve um aumento do ndimero de laticas nas amostras standard durante essa etapa. Portanto, fez-se
uma comparagédo entre os procedimentos de monitorizagdo ja implementados e os aplicados durante
este processo de producdo de chourico. Na Tabela 14, pode verificar-se que a média do nimero de
bactérias do &cido latico obtida nas amostras standard é superior comparativamente a média obtida
nas amostras controlo. No entanto, também é de salientar que o desvio-padrdo das amostras
standard é superior ao desvio-padrdo das amostras controlo.

Tabela 14. Quantidade de bactérias do é&cido latico (UFC/g) das amostras standard e
controlo, obtidas apés embalamento, com respetivas médias e desvios-padréo.

ETAPA EMBALAMENTO
Produto Standard Controlo
Concentracgao de bactérias do acido latico SLlEn, eLalETon,
(UFClg) 6,3E+04 4,0E+01
1,5E+02 2,0E+01
Média 2,1E+04 4, 7E+01
Desvio-Padrao 4,E+04 3,1E+01

Uma das principais diferencas do protocolo aplicado no presente estudo é uma nova especificacdo na
limpeza dos equipamentos, utensilios e mesas, aplicando diferentes metodologias consoante os
equipamentos e utensilios. Cada utensilio ou equipamento é diferente, pois tém caracteristicas
distintas e, por isso, a metodologia de limpeza também tera que ser diferente. E ainda de salientar
gue o protocolo aplicado as tesouras, tapete da embaladora e maquina de corte de chourigco no
presente estudo € mais simples do que o protocolo implementado para equipamentos, utensilios e
mesas, que € um procedimento geral. O desinfetante aplicado durante o presente trabalho também
foi distinto. Caso se reforce a formacdo aos funcionarios e se fagcam chegar protocolos com
especificacdes mais detalhadas para cada utensilio, talvez se consiga fazer com que haja evolucdo
na implementacdo de melhorias nas Boas Praticas de Fabrico e também com que ndo haja
contaminagdo por bactérias do acido latico. A monitorizagdo de higiene no protocolo aplicado neste
estudo também apresenta mais especificagdes do que no protocolo implementado. O controlador do
processo deverd verificar a mudanca de luvas constante e assegurar que o manipulador que
transportar os carros ndo manuseia os chourigos.

O uso de méscara nos locais onde o chourigco est4 exposto ao ar, como na sala de embalagem, € um
requisito que deve ser refor¢cado no protocolo de higiene, embora todos os trabalhadores aplicam esta
pratica.

Na lista de verificacdo de pré-requisitos ndo estava mencionada a temperatura de aceitacéo para a
sala de embalagem.

Todo o procedimento de monitorizagao descrito na metodologia foi realizado. Sera necessario repetir

o procedimento realizado no presente trabalho para confirmar se 0 mesmo resultou na diminuicdo do
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namero de bactérias do acido latico no final do processo, comparativamente com a produgdo

standard.
3.3.7. Caracterizagéo das colonias

Na Tabela 15 é possivel visualizar as caracteristicas das coldnias, relativamente a morfologia e ao
Gram, presentes nas amostras analisadas da remessa standard e da remessa controlo, recolhidas
em varias etapas. Como 0s microrganismos cresceram em meio MRS, sdo Gram-positivo e negativos
para os testes da catalase e oxidase, confirmou-se a presenca de BAL nas amostras. Observando a
Tabela 15, percebe-se que h& uma predominancia de cocos Gram-positivo, principalmente nas
amostras standard. Nas amostras controlo, em determinadas etapas, apenas se desenvolveram
bacilos. Ou seja, tal como referido em 3.2.5., podem estar presentes as bactérias Enterococcus,
como também bactérias do acido latico de deterioracdo em forma de bacilos.

Tabela 15. Caracterizagdo dos microrganismos (morfologia e Gram) presentes nas amostras, em que
se realizou andlise microbiolégica, nas etapas de produgdo de chourico corrente

Et Amostras
apa Standard Controlo
Bacilos Gram+
Picagem @ Bacilos Gram+
Bacilos Gram+
Bacilos, Cocos Gram+
Mistura @ Cocos, Cocobacilos Gram+
Bacilos, Cocos Gram+
Bacilos, Cocos Gram+
Maturagdo @ Cocos Gram+
Cocos Gram+
Cocos Gram+ Bacilos Gram+
Enchimento Cocos Gram+ Bacilos Gram+

Bacilos Gram+

Cocobacilos Gram+

Cozedura e Secagem

Cocos Gram+
Cocos Gram+
Cocos Gram+

Cocos Gram+
Bacilos Gram+
Sem colbnias

Estabilizagcdo em Clima

Cocos, Cocobacilos Gram+
Cocos Gram+
Cocos Gram+

Bacilos Gram+
Bacilos Gram+
Bacilos Gram+

Embalamento

Cocos, Cocobacilos Gram+
Bacilos Gram+
Cocos Gram+

Cocos Gram+
Cocos Gram+
Cocos Gram+

(@) Nzo se realizou amostragem

Varios estudos reportam a presenca de enterococos no chouri¢co, assim como outros tipos de BAL.
Segundo o estudo de Matos et al. (2013), foi detetada a presenca de Enterococcus na flora
microbiana de chouri¢cos portugueses com caracteristicas sensoriais anormais ao longo do tempo de
vida atil. Num outro estudo, Matos et al. (2006) demonstrou a presenca de Ent. faecium e Ent.
faecalis em dois tipos de chouricos portugueses apdés o tempo de vida utili em embalagem de
atmosfera modificada. Este estudo também identificou Pediococcus num dos tipos de chourigo. Matos
et al. (2008), além de isolarem Enterococcus e Pediococcus de chouricos portugueses, também
isolaram Lactobacillus. A espécie Ent. faecalis foi identificada num chourico portugués por Ribeiro et
al. (2011). Gongalves (2009) isolou estirpes das espécies Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
curvatus e Lactobacillus sakei de um chourico e do ambiente fabril de duas unidades de producéo

portuguesas. Uma grande variedade de bactérias do acido latico estavam presentes nas amostras e,
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além de ndo serem totalmente eliminadas com o tratamento térmico, pode ainda ocorrer a

contaminagédo no produto apds esta etapa.
3.4. Chourico com quitosano

Com o objetivo de substituir os antimicrobianos quimicos por antimicrobianos naturais num produto
alimentar, elaborou-se um chourico com quitosano, substituindo-se o nitrito de sédio. Além de se
pretender verificar se haveria diferengas em termos de aspeto, pois 0 nitrito proporciona a cor de
carne curada avermelhada (EFSA, 2003), pretendia-se também testar se haveria uma redugdo no
nimero de bactérias do &cido latico e microrganismos totais no chourico com quitosano
comparativamente com o chourigo standard. Verificou-se o efeito do quitosano nas laticas porque sao
dos principais microrganismos presentes no chourico corrente e em microrganismos totais a 30 °C
porque faz-se contagem destes microrganismos frequentemente em produtos da Primor e também
quando se faz a validagdo de um novo produto. A escolha do antimicrobiano natural quitosano deveu-
se a elevada atividade antimicrobiana contra vérias bactérias Gram-positivo, Gram-negativo e fungos
(Capitulo 1). Além da capacidade antibacteriana, o quitosano possui capacidade antioxidante (Kamil
et al., 2002), por isso, pode retardar a oxidacao de lipidos e inibir o crescimento de microrganismos
de deteriorac&o na carne durante o seu armazenamento (No et al., 2007). Investigadores (Youn et al.,
2000, 2001) estudaram o possivel papel do quitosano como agente de cura nos enchidos, em vez de
nitrito de sodio, e concluiram que a adi¢cdo de quitosano pode reduzir ou substituir a utilizagdo de
nitritos, sem afetar o efeito conservante e desenvolvimento de cor. Sabendo que Clostridium € um
dos microrganismos mais preocupantes nos enchidos e que o chouri¢co da Primor tem o pH proximo
de 6, foi usada uma concentracdo de quitosano de 0,15% (m/m) uma vez que o isolado Clostridium
perfringens 1.19 foi inibido numa concentracdo de quitosano de 0,15% (m/v), nas condi¢bes de meio
a pH 6 (Capitulo 1). Como as condi¢des de armazenamento do chourigo corrente sdo em local fresco
e seco, se se considerarem as temperaturas de 12 e 20 °C e o pH do meio de 6, verificou-se, pelos
resultados descritos no Capitulo 1, que sdo varios os microrganismos a serem inibidos pelo quitosano
nessa concentracdo. Na elaboracdo do chourico com quitosano, pretendia-se apenas substituir o
nitrito de sédio pelo quitosano, sem alterar as quantidades dos restantes ingredientes adicionados.
Por isso, para se obter no produto final a concentragdo de 0,15% (m/v), foi retirada quase toda a
guantidade de &gua utilizada na massa de chourico standard. Ou seja, esta concentragdo de
quitosano foi a concentragdo maxima conseguida nestas condi¢bes de formulacdo do produto. Caso
se pretendesse utilizar uma concentracdo superior, teria que se ajustar as quantidades de outros
ingredientes.

ApOs a mistura dos ingredientes, as condi¢gdes do processo foram as mesmas para a produgdo do

chourigo standard e do chourico com quitosano.
3.4.1. Caracteristicas organoléticas

Visualmente, o chourico com quitosano nao teve diferencas, nas caracteristicas organoléticas
exteriores e interiores, comparativamente com o chourico standard ao longo de 77 dias de

armazenamento, tal como se pode observar na Tabela 16.
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Tabela 16. Imagens demonstrando o aspeto visual do chouri¢co standard e chourico com
quitosano, ao longo de 77 dias

Dias de armazenamento Chourico standard Chourico com quitosano
)
0
21
35
49
Chourigco com
63
embalagem opada
Chourigco com
77
embalagem opada

Exteriormente e interiormente, a cor e cheiro do chourico com quitosano ficou igual a do chourico
standard e manteve-se ao longo dos varios dias de armazenamento. O seu aspeto era avermelhado e
brilhante denotando uma coloracéo e cheiro tipicos resultantes do processo de fumagem. Tinha ainda
uma consisténcia firme, a tripa sem roturas e bem aderente a massa, tal como acontece com o
chourico corrente standard. Interiormente, o chourico com quitosano tinha a massa perfeitamente
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ligada, de aspeto marmoreado, com distribuicdo regular dos pedacos de carne e gordura, de cor
avermelhada e branca, assim como o chourico de carne corrente standard. O enchido com quitosano
tinha ainda o cheiro semelhante ao do chourico standard (NP 589:2008). Foi possivel manter a cor
avermelhada do chourico devido, em parte, a presenca de pimentdo e outros agentes de cor e a
adicdo de quitosano ndo provocou alteracdo da cor. Portanto, durante 77 dias de armazenamento
nao € necessario a presenca do nitrito de sédio para o desenvolvimento e manutencdo da cor
avermelhada no chourico corrente (Youn et al., 2000, 2001).

Apesar de ambos os chourigos terem a cor e cheiro idénticos, no corte obliquo, existe uma maior
firmezalrijeza no chourico com quitosano comparativamente ao chourico corrente standard. No
entanto, ndo € uma caracteristica desvantajosa para o chourico visto que as restantes caracteristicas
visuais estdo de acordo com o chourico corrente. Aos 63 dias de armazenamento, o chourico
standard ficou com a embalagem opada (com CO32), o que é uma indicacdo de contaminagdo por BAL
(Baldus & Deibel, 2012). Por outro lado, até aos 77 dias de armazenamento, 0 chourico com
quitosano ndo estava com a embalagem opada. Dado que esta observacdo ja ocorreu pés-estégio,
nao foi possivel realizar andlises microbiolégicas que confirmem efetivamente a presenca ou
auséncia de BAL. Ou seja, em principio, o chourico com quitosano ndo estaria contaminado com
bactérias do acido latico ou, caso estivesse, poderia haver contaminacdo através de bactérias
heterofermentativas em pequeno nimero, ndo ocorrendo producdo de muita quantidade de diéxido
de carbono ou, entdo, contaminado com bactérias homofermentativas, as quais ndo produzem este
gas (FAO, 2016a). O quitosano poderd estar a ter efeito antimicrobiano nas bactérias

heterofermentativas.
3.4.2. Contagens microbiol6gicas

Tal como se pode observar na Tabela 17, ao fim de 14 dias apds o0 embalamento, ou seja, 14 dias de
vida util, foi demonstrado que as amostras de chourico com quitosano tinham uma quantidade de
bactérias do acido latico e de microrganismos a 30 °C inferiores comparativamente com amostras de

chourigo standard.

Tabela 17. Quantidade de bactérias do acido latico e de microrganismos totais a 30 °C (UFC/g), valores de pH e atividade
de dgua de amostras de chourico standard e com quitosano, apés embalamento e apés 14 dias do embalamento

| Chourico standard |  Chourigo com quitosano
Apos embalamento
8,2E+01 <1,0E+01
Quantidade de bactérias do acido latico (UFC/g) 4,5E+01 <1,0E+01
8,2E+01 6,4E+01
2,0E+02 1,6E+02
Quantidade de microrganismos totais a 30 °C (UFC/g) 4,3E+02 2,4E+02
2,4E+02 2,5E+02
pH 6,15 5,95
Atividade de agua 0,93 0,93
Apo6s 14 dias do embalamento
2,5E+02 9,1E+01
Quantidade de bactérias do acido latico (UFC/g) 2,6E+02 1,2E+02
5,5E+02 6,4E+01
1,6E+02 <1,0E+01
Quantidade de microrganismos totais a 30 °C (UFC/g) 1,7E+03 1,0E+01
2,7E+01 <1,0E+01
pH 6,07 6,08
Atividade de agua 0,95 0,95
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Certos compostos antimicrobianos apenas tém efeito ao longo do tempo de vida Util do produto.
Assim como aconteceu no estudo de Casquete et al. (2016b) em que o quitosano a 0,3% reduziu a
contagem de bactérias patogénicas em alheira de 2 a 3 log UFC/g durante os primeiros sete dias de
armazenamento. Ap6s o embalamento dos chouricos, a quantidade de bactérias do &cido latico foi
inferior no chourico com quitosano comparativamente com o chouri¢o standard. Ja a quantidade de
microrganismos totais a 30 °C no chourico com quitosano foi proxima do chourico standard. No
entanto, como 0 quitosano tem efeito antimicrobiano ao longo do tempo de armazenamento
(Casquete et al., 2016b; Sagoo et al.,, 2002) para certos microrganismos, podera ser esta uma
hipétese para o facto da contagem ap6s 14 dias do embalamento ter sido diferente. A quantidade de
BAL no chourico com quitosano aumentou ligeiramente desde o embalamento até aos 14 dias. Por
outro lado, a quantidade de microrganismos totais a 30 °C diminuiu durante os 14 dias nas amostras
do enchido com quitosano. Nas amostras de chouri¢co standard, a quantidade de laticas aumentou
ligeiramente. Também se verificou que a quantidade de microrganismos totais a 30 °C das amostras
de chourico standard ap6és embalamento se manteve proxima a das amostras apés 14 dias do
embalamento, o que diferiu has amostras de chourico com quitosano em que ocorreu a diminuigdo da
concentracdo. Segundo estudo de Casquete et al. (2016b), apos adicionar quitosano (3% m/v) a uma
alheira de vitela, verificaram que ndo houve diferencas significativas (p >0,05) na contagem de laticas
indigenas na alheira controlo e na alheira com quitosano, ao longo do periodo de armazenamento.
Apés 5 dias de armazenamento a 4 °C, os niveis de bactérias do acido latico aumentaram
aproximadamente 3 log UFC/g para ambas as alheiras. Estas quantidades mantiveram-se até ao final
dos 60 dias de armazenamento. No presente estudo, apos 14 dias de armazenamento num local
fresco e seco, a carga de laticas apenas aumentou, aproximadamente, 1 log UFC/g nas amostras de
chourico com e sem quitosano. Como ndo se fez contagem ao longo de mais tempo de
armazenamento, ndo se tem informacdo acerca do comportamento antimicrobiano do quitosano
contra laticas no chourico ao longo do tempo. Contudo, o tipo de carne utilizado neste trabalho é
diferente do tipo de carne utilizado no estudo de Casquete et al. (2016b), e, por isso, o tipo de BAL
presente podera ser diferente e o efeito antimicrobiano de quitosano contra as bactérias também ser
distinto. A matriz carnea, constituida por gordura, proteinas e hidratos de carbono, também pode
influenciar o efeito do quitosano (Devlieghere et al., 2004). Um estudo de Roller et al. (2002)
demonstrou que os niveis de BAL indigenas e de microrganismos totais em salsichas de porco,
inoculadas com quitosano numa concentracdo de 0,6%, ndo diminuiu apdés 24 dias de
armazenamento a 4 °C. Ao contrério do que aconteceu no presente estudo, em que a concentragdo
de microrganismos totais no chourico com quitosano diminuiu apés 14 dias de armazenamento.
Segundo estudo de Soultos et al. (2008), no dia 1 de armazenamento, as contagens de bactérias do
acido latico foram, aproximadamente, 1 e 1,5 log UFC/g inferiores em amostras de salsicha de porco
fresca com quitosano a 0,5% e 1%, respetivamente, do que em amostras de salsicha com nitrito com
uma concentracdo de 150 ppm. Apds 14 dias de armazenamento, as contagens de laticas foram,
aproximadamente, 1 e 2 log UFC/g inferiores em amostras com quitosano a 0,5% e 1%,
respetivamente, do que em amostras com nitrito. No presente estudo, tanto apés embalamento como

ap6és 14 dias de armazenamento, o nivel de laticas nas amostras com quitosano foi,
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aproximadamente, 1 log UFC/g inferior comparativamente as amostras standard (com nitrito). Soultos
et al. (2008) também demonstrou que apés 1 e 14 dias de armazenamento, as contagens de
microrganismos totais foram, aproximadamente, 1 log UFC/g inferiores em salsichas com quitosano a
0,5% e 1% do que em salsichas com nitrito. No presente trabalho, ndo houve diferencas nas
contagens de microrganismos totais apés embalamento entre o chouri¢co standard e o chourico com
quitosano, mas apds 14 dias de embalamento, a carga de microrganismos totais foi,
aproximadamente, 1 a 2 log UFC/g inferior no chourico com quitosano do que no chourico standard.
No entanto, neste trabalho utilizou-se uma concentracdo de quitosano inferior as concentragdes
utilizadas por Soultos et al. (2008). Este autor também fez comparacéo de contagem microbiana em
amostras de salsicha com nitrito e amostras sem nitrito e demonstrou que a adicdo de 150 ppm de
nitrito ndo teve nenhum efeito detetavel sobre o crescimento microbiano, tanto de microrganismos
totais como de laticas, em salsichas. Neste trabalho, o nitrito também n&o parece ter efeito contra
bactérias do &cido latico visto que ocorre o aumento da sua concentragédo ao longo dos 14 dias de
armazenamento. As diferencas entre os resultados nos estudos podem dever-se as diferencas na
formulacdo do produto, que pode influenciar a atividade antimicrobiana do quitosano (Devlieghere et
al., 2004).

3.4.3. pH e atividade de agua

O pH do chourico com quitosano teve um valor ligeiramente inferior comparativamente com o
chourigo standard, logo ap6s o embalamento. A solucdo de quitosano contém vinagre (&cido acético),
0 que faz com que haja a diminui¢cdo do pH. O facto do pH do chourico com quitosano ser mais acido
€ uma vantagem, pois a pH mais acido menos microrganismos de deterioracdo se desenvolvem
(FAO, 2016a). Além disso, ja foi reportado que valores de pH mais baixos aumentam a atividade
antimicrobiana do quitosano (Casquete et al., 2016b). Apés 14 dias de armazenamento, os valores de
pH dos chouricos standard e com quitosano estdo proximos. Segundo Casquete et al. (2016b),
também nao foram significativamente diferentes os valores de pH entre amostras de alheira com e
sem quitosano. O valor de atividade de agua foi igual para os dois tipos de chourico e € um valor
proximo do limite objetivo de aw para o chouri¢co corrente, apds embalamento. Apés 14 dias de
armazenamento, o valor de aw foi igual entre o chourico standard e o chourico com adi¢cdo de
quitosano, e ndo diferiu muito com os valores de aw obtidos logo apdés o embalamento, tal como
acontece no estudo de Casquete et al. (2016b), que néo se verificou diferencas de aw entre amostras
de alheira com e sem quitosano. No entanto, neste trabalho os valores de aw ndo estavam dentro do

valor limite objetivo para o chouri¢o corrente, mas ndo era muito discrepante.
3.4.4. Vantagens vs Desvantagens

Como apenas se fez contagem de microrganismos ap0s embalamento e apdés 14 dias de
armazenamento, seria necessario fazer contagens ao longo de mais dias para confirmar a hip6tese
de que o quitosano tem igual ou maior efeito antimicrobiano do que o nitrito contra BAL e
microrganismos totais visto que o tempo de vida Util do chourigco corrente € de 180 dias. No entanto,

pelos resultados obtidos, é possivel concluir que o quitosano teve efeito antimicrobiano contra,
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principalmente, microrganismos totais, ao contrario do nitrito. Logo ap6s embalamento, a quantidade
de bactérias do &cido latico do chourigo com quitosano foi inferior ao do chourigo com nitrito, apesar
de ter aumentado apés 14 dias. Contudo, a este tempo, a carga de bactérias do acido latico no
chouri¢go com quitosano foi ligeiramente inferior ao do chourigo standard. Por este motivo, e pelo facto
de o chourico com quitosano nao ter diferencas em termos de caracteristicas organoléticas visuais e
odorais com o chourigo corrente, o nitrito de sddio podera, futuramente, ser substituido pelo quitosano
ou entdo haver reducdo da quantidade aplicada deste conservante quimico. O quitosano tem
vantagens visto que € um conservante natural, uma alternativa clean label. Caso houvesse a
substituicdo dos restantes ingredientes quimicos por ingredientes naturais, poder-se-ia tornar o
chourigo num produto totalmente clean label.

Consoante as caracteristicas do quitosano, como o0 peso molecular ou o grau de desacetilacéo, o
preco do produto pode variar. No entanto, é possivel encontrar quitosano por 20 a 50 $/Kg (Alibaba
Group, 2016a;b;c) e um produto de nitrito de sédio pode custar 0,47 a 10 $/Kg (Alibaba Group
2016d;e;f). Ficou definido aplicar 0,05 Kg de quitosano por cada Kg de massa de produto, enquanto
que a quantidade de nitrito de so6dio a aplicar corresponde a aproximadamente 0,003 Kg.
Considerando o produto de quitosano de 20 $/Kg, entdo o custo de quitosano por cada Kg de massa
€ de aproximadamente 0,89 € e caso se considere que o produto de nitrito custa 0,47 $/Kg, entdo o
custo de nitrito por Kg de massa é de cerca de 0,0009 €. Portanto, o chourico com quitosano ficara
com um preco mais elevado. Numa embalagem de 200g, o pre¢o aumentaria, pelo menos, 0,18 €.
Também se utilizou uma quantidade superior de quitosano, substituindo-se pela agua (que é um
composto econdmico).

Uma das desvantagens de utilizar compostos naturais € o facto de poder ser necessario utilizar
quantidades mais elevadas comparativamente com 0s compostos quimicos para a obtencdo dos
mesmos resultados (Carocho et al., 2015). No entanto, se houvesse a divulgacdo do chourico como
um produto sem nitritos e mais natural, poder-se-ia aumentar o nimero de consumidores. Por outro
lado, como j& referido anteriormente, os principais consumidores do chourico corrente sdo pessoas
com baixo poder econémico e o aumento do pre¢o do produto poderia ser uma desvantagem. Por
isso, poder-se-ia experimentar substituir o nitrito pelo quitosano num produto em que o grupo de
consumidores-alvo seja uma populacdo com mais elevado poder econémico, em que a diferenca de
preco aplicada ndo seja motivo para deixar de adquirir o produto. Portanto, é possivel elaborar um

produto mais seguro e que seja possivel de entrar no mercado.
3.4.5. Relacdo do consumo de quitosano e manutencgdo da concentracdo de colesterol LDL

Segundo a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA), existe uma relacdo de
causa e efeito entre o consumo de quitosano e a manutencédo da concentracdo normal de colesterol
LDL no sangue. As lipoproteinas de baixa densidade (LDL) transportam o colesterol do figado para
tecidos periféricos, incluindo artérias. O elevado colesterol LDL, por convencao superior a 160 mg/dL,
pode comprometer a estrutura e funcdo normais das artérias. Portanto, a manutencdo de
concentragcdes normais no sangue do colesterol LDL é um efeito fisiolégico benéfico. A fim de se

obter esse efeito, 3 g de quitosano devem ser consumidas diariamente (EFSA, 2011a). Caso se
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considere a adi¢édo de 50 g de quitosano por cada Kg de massa de chouri¢o, entdo num chourigo, que
pese cerca de 100 g, tem-se 5 g de quitosano. Para se ingerir 3 g de quitosano, tem que se consumir
60 g de chourico por dia, ou seja, tem que se consumir mais de metade (60%) de um chourico. No
entanto, esta quantia é bastante elevada para ser ingerida diariamente. O consumo médio de carne
vermelha, por aqueles que a consomem, é de cerca de 50 a 100 g por pessoa por dia. Menos
informacao esta disponivel sobre o consumo de carne processada (Bouvard et al., 2015). Contudo
um estudo realizado a populacao adulta da cidade do Porto, pela parceria entre o Servigo de Higiene
e Epidemiologia da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto e a Autoridade de Seguranga
Alimentar e Econdmica, refere que o consumo mensal (entre uma a quatro vezes por més) de
fiambre, chourico, salpicdo, presunto e outros enchidos foi mencionado por 41,2% das mulheres e
38,9% dos homens (Lopes et al., 2006). No entanto, segundo a Organizagdo Mundial de Salde, o
consumo diario de 50 g de carne vermelha ou processada aumenta o risco de cancro de colorretal em
18% (World Health Organization, 2015). Portanto, para se obter o efeito de manutengdo da
concentracdo normal de colesterol LDL através do consumo diario de 3 g de quitosano, a quantidade
de quitosano adicionado ao chourigo poderia ser aumentada de modo a ser necessério ingerir menos
quantidade do enchido diariamente. Por outro lado, também se poderia substituir o nitrito pelo
quitosano num produto constituido por carnes brancas, que ndo seja tdo processado. Assim, o
produto ndo é tdo prejudicial para a salude e a adicdo de quitosano permitira, ndo s6é manter a
concentracdo normal do colesterol LDL, como também far4d com que o produto seja mais seguro

microbiologicamente e saudavel, havendo uma maior aderéncia dos consumidores.
3.4.6. O quitosano e a legislacéo

Existem vérios estudos acerca da aplicagdo do quitosano como antimicrobiano em alimentos, no
entanto, este ndo faz parte da lista positiva de aditivos alimentares permitidos na Uni&o Europeia
(EFSA, 2011). Contudo, o quitosano podera ser aplicado como ingrediente, visto que este composto
atualmente é aplicado como um ingrediente em varios vinhos. Por outro lado, o quitosano é permitido
no Japéo e na Coreia (Kong et al., 2010). Deste modo, é possivel exportar produtos com quitosano
para estes paises. Adicionalmente, a Primor produz, para paises diferentes, produtos com alguns

ingredientes diferentes daqueles que sdo vendidos em Portugal.
4. Conclusdes

Foi possivel concluir, ao longo do presente trabalho, que, tanto em amostras de chourico com
embalagem opada como ndo opada, estavam presentes bactérias do acido latico,
predominantemente em forma de cocos. Também foi possivel verificar neste trabalho, que
submetendo o chourico a uma cozedura de 77 °C durante 40 minutos, com 100% de humidade e a
chaminé da estufa semi-aberta, obteve-se uma menor quantidade de BAL apés embalamento
comparativamente com o chourico submetido ao tratamento standard. Além disso, o tratamento
térmico aplicado neste trabalho é uma alternativa mais econdémica comparativamente com o
tratamento térmico standard. Neste estudo demonstrou-se ainda que a implementacdo de melhorias

das Boas Praticas de Fabrico ao longo do processo de produgdo de chourico, refor¢cando
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metodologias especificas de limpeza, procedimentos de ATP e maior controlo das operagbes de
fabrico, permitiu obter um produto final com um nimero de BAL mais reduzido do que o produto
elaborado sem monitorizacdo. No presente trabalho demonstrou-se que o chourico com quitosano
(0,15% m/m) apos 14 dias de vida util, armazenado em local fresco e seco, teve uma quantidade de
BAL e de microrganismos totais inferiores ao chourico com nitrito de sddio. Além disso, ao longo de
77 dias de armazenamento as caracteristicas organoléticas visuais e odorais do chourico com
quitosano mantiveram-se similares ao do chourico standard. Apds 63 dias de vida (til, a embalagem
do chourico standard estava opada enquanto isso ndo aconteceu ao chourico com quitosano nos 77
dias de armazenamento. Com estes resultados, demonstrou-se que 0 quitosano podera ser uma
alternativa clean label do nitrito de sddio.

Conclusobes gerais

Através do estudo desenvolvido no Capitulo 1, concluiu-se que o quitosano, o propdlis e a nisina tém
atividade antimicrobiana a diferentes condi¢ées de pH e temperatura contra varios microrganismos
testados. Foi possivel demonstrar que o quitosano inibiu 0s microrganismos Gram-negativo e fungos
testados e a maioria dos Gram-positivo. Com a concentragéo de 0,65% (m/v) de quitosano inibiu-se a
maioria dos microrganismos testados as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e nas condi¢Bes de pH 5,
6 e 7. O extrato etandlico de propdlis inibiu os fungos e a maioria dos Gram-positivo. No entanto,
apenas inibiu alguns Gram-negativo. Com a concentracdo de 10 mg/mL de propdlis inibiu-se os
fungos, a maioria dos microrganismos Gram-positivo e os Gram-negativo, para os quais o0 propolis
tem efeito inibitério, nas diferentes temperaturas e condi¢bes de pH. A nisina inibiu a maioria dos
Gram-positivo e, através do método de incorporacdo, houve inibicdo de estirpes de Acinetobacter.
Com a concentragdo de 25 pg/mL de nisina foi possivel inibir a maioria dos microrganismos Gram-
positivo testados, nas varias condi¢des de temperatura e pH. Foi possivel demonstrar que o nitrito de
sédio individualmente ou em combinacdo com cloreto de so6dio ndo inibe a maioria dos
microrganismos.

A partir do trabalho desenvolvido no Capitulo 2, foi possivel concluir que submetendo o chourico a
uma cozedura de 77 °C durante 40 minutos, com 100% de humidade e a chaminé da estufa semi-
aberta, se obteve uma menor quantidade de bactérias do acido latico apdés embalamento
comparativamente com o chourico submetido ao tratamento standard. Também se demonstrou que a
implementacdo de melhorias de Boas Préticas de Fabrico aplicado ao longo do processo de producdo
de chourico permitiu obter um produto final com um nimero de BAL mais reduzido do que o produto
elaborado sem monitorizacdo. Foi possivel concluir que o chourico com quitosano ap6s 14 dias de
vida util tem concentragcdes de bactérias do acido latico e de microrganismos totais inferiores ao
chourigco com nitrito. Ao longo de 77 dias de armazenamento as caracteristicas organoléticas visuais
e odorais do chourico com quitosano mantiveram-se similares ao do chouri¢co standard. Portanto, o

quitosano, futuramente, podera ser uma alternativa interessante aos conservantes quimicos.
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Trabalho futuro

Seria interessante, como trabalhos futuros, realizar:

= Elaborar analise sensorial do chourico com quitosano e do chourico submetido aos diferentes
tempos e temperaturas de cozedura e fumagem, utilizados no presente trabalho, de modo a
verificar se ocorrem alteracdes no sabor do produto.

= Analisar o teor de gordura, humidade, proteina e sal no chourico com quitosano, de modo a
perceber se o quitosano influencia estas propriedades no produto.

= Realizar a enumeragdo de BAL e de microrganismos totais no chourico com quitosano ao longo
dos 180 dias de armazenamento.

= Avaliar se 0 quitosano permite aumentar o tempo de vida Gtil do chourigo.

= Testar outras concentracdes de quitosano no chourico.

= Testar uma concentragdo superior de quitosano num produto de carnes brancas menos
processado: aplicar 3 g de quitosano em menos de 50 g de produto, de modo a ser possivel a
manutencéo do colesterol LDL no sangue.

= Demonstrar que o quitosano pode ser um substituto do nitrito de sédio na inibicdo de Clostridium,
Bacillus, Listeria, entre outros, inoculando estes microrganismos no chouri¢o corrente e avaliando
o seu efeito ao longo dos 180 dias de armazenamento.

= Fazer um estudo de mercado para analisar a aceitacdo do publico a um chourico com a adi¢édo de
um composto natural (quitosano, propélis ou nisina) e a um chourico com um diferente tratamento
térmico, isto é, ndo tdo enrugado como o standard.

» Testar o efeito antimicrobiano da combinacdo de propdlis e nisina juntamente com quitosano no
chourico.

= Testar o propdlis e a nisina no chourigco corrente para avaliar os seus efeitos no nimero de BAL e
de microrganismos totais a 30 °C, comparativamente com o nitrito de sddio, ao longo do tempo de
vida util.

= Substituir os compostos quimicos noutros produtos de charcutaria pelos compostos naturais
testados no presente trabalho; avaliar o efeito dos compostos, ao longo do tempo de vida util, em
microrganismos patogénicos inoculados ou em microrganismos presentes no alimento; avaliar as
caracteristicas organoléticas.

= Determinar a concentragdo minima inibitéria de 6éleos essenciais contra varios microrganismos,

para posterior aplicagdo em enchidos.
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Apéndices

Figura 9. Processo de filtragédo do extrato etandlico de propdlis (EEP).

Tabela 18. Concentragdo minima inibitéria (CMI) de solugdes de quitosano (% m/v) contra varios microrganismos, obtida através dos métodos de incorporacéo e de
gota e com pH do meiode 5,6 e 7.

CMI
Microrganismos pH5 pH6 pH7
Incorporagéo | Gota Incorporagdo | Gota Incorporagdo | Gota

Gram-positivo
Ent. faecalis ATCC 29212 (@)
Ent. faecalis DSMZ 12956 0.035_0.15®
Ent. faecium DSMZ 13590 0,06 0,15 @ | 007 [ 015 |
Ent. flavescens DSMZ 7370 0,09 —0,15 @
Ent. gallinarum DSMZ 20628 @
Ent. casseliflavus DSMZ 20680 (@)
B. cereus @
B. subtilis @
B. stearothermophilus @)
Staph. aureus ATCC 29213 @
Staph. aureus 18N (MRSA) @
Staph. aureus 2037 M1 @
(MSSA)
L. monocytogenes 7946 @
L. monocytogenes 7947 @
L. innocua 2030¢ @
Gram-negativo
S. Typhimurium @
E. coli ATCC 25922 @
P. mirabilis @
Ps. aeruginosa @
Y. enterocolitica (ESB) 0,075 -0,09 @
A. baumannii R @
A. baumannii S — 1 @
A. baumannii S — 2 @
A. calcoaceticus R (@)
A. calcoaceticus S @
Fungo
Sac. cerevisiae 0,15

@ o acido acético individualmente tem mais efeito inibitério do gue com quitosano; @ o intervalo da concentragdo minima inibitéria do acido acético é coincidente
com o do quitosano, em determinados valores.
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Tabela 19. Concentragédo minima inibitéria (CMI) de solugdes de quitosano (% m/v) contra varios microrganismos, as temperaturas de 4, 12, 20e 37°C e como pHdomeiode 5,6 e 7.

CMmI
Microrganismos 4°C [ 12 °C [ 20 °C 37°C

pH5 pH6 | pH7 | pH5 pH6 pH7 | pH5 [ pH6 pH7 pH5 pH6 pH7
Gram-positivo
Ent. faecalis ATCC 29212 - - - 0,075-0,3 0,075-0,15 0,038-0,3 0,075-0,15 0,075 -0,15 0,075 0,3-0,35 0,15 0,075
Ent. faecalis DSMZ 12956 = = - 0,075-0,15 | 0,075-0,15 @ 0,038-0,3 @ 0,0375-0,15 0,075-0,3 @ 0,075-0,15 0,075 0,075-0,15 0,15-0,3
Ent. faecium DSMZ 13590 - 0,038 -0,15 0,0188 — 0,075 0,075 0,075 -0,15 0,075-0,3 0,15 0,0375 0,15 0,075-0,15 0,15 0,15
Ent. flavescens DSMZ 7370 - - - >03@ 0,075-0,15 @ 0,038 -0,15 @ 0,15 0,075 0,075 -0,15 0,15 0,075 -0,15
Ent. gallinarum DSMZ 20628 = = > >0,3 @ 0,075 -0,15 0,038-0,3 >0,3 @ 0,15-0,3 0,075-0,3 0,038 — 0,075 0,15 0,15
Ent. casseliflavus DSMZ 20680 = = = >0,3 @ 0,038 - 0,15 (@ 0,0188 — 0,3 @ 0,075-0,15 0,0375 — 0,15 @ 0,15 0,3@ 0,15-0,3 0,075
B. cereus - - - - 0,038-0,075 | 0,038-0,075 @ 0,075 @ @ 0,075 @ 0,15 0,15
B. subtilis - - - 0,075-0,15 0,075-0,3 0,15 0,15 0,15-0,3 @ 0,075-0,3 0,15-0,3 03 @)
B. stearothermophilus = = = = = = = = = 0,075 >0,3 @ >0,3 @
Staph. aureus ATCC 29213 - - - - - - - - 0,075-0,3 03 03 03
Staph. aureus 18N (MRSA) - - - - = >0,3 @ >0,3 @ 03 >0,3 @ >0,3 @ >0,3@ >0,3@
Staph. aureus 2037 M1 (MSSA) = = = = @ 0,3 >0,3 @ >0,3 @ >0,3 @ >0,3 @ >0,3 (@ 0.3
L. monocytogenes 7946 > 0,038 — 0,075 0,0188 — 0,15 (€)) 0,075 -0,15 0,15 0,075 0,15 >0,3@ 0,038 - 0,075 0,15-0,3 ()
L. monocytogenes 7947 0,075 0,15 0,3 0,075 0,075 -0,15 0,15 0,075 -0,15 0,15 0,15-0,3@ | 0,038-0,075 @ 0,075-0,15 0,15
L. innocua 2030c > > 0,0375 0.3 0,15 0,15-0,3 0,075 -0,15 0,15 @) 0,075 0,15 0,15
Cl. sporogenes 1.31 - - - - - - - = = = >0,3@* >0,3@*
Cl. sporogenes 1.34 - - - - - - - - - - >0,15 @~ >0,3 @*
Cl. sporogenes 1.61 > > = = = = = = = = >0,3@* >0,3@"
Cl. perfringens 1.16 - - - - @ @ : = = = >0,3@* >0,3@*
Cl. perfringens 1.19 > > = = = = = = = = 0,15 * >0,3@*
Cl. perfringens 1.22 - - - - - - - = = = >0,3@* (1)~
Gram-negativo
S. Braenderup - - - 0,15-0,3@ 0,075 - 0,15 0,15 0,15-0,3 @ 0,15-0,3 @ 0,15-0,3 0,15-0,3 @ 0,3-0,35@ 0,3-0,45 @
S. Enteritidis 5 s = 0,15-0,3@ 0,15 ) 0,15-0,3@ 0,15-0,3@ @ 0,15 @ 0,15 0,3-05@
S. Tiphymurium = = - 0,15 0,075 -0,15 @ 0,075 - 0,15 0,15-0,3@ 0,15-0,3 @ 0,15-0,3 0,15 0,15 @
E. coli ATCC 25922 = = . 015-03®@ @ 0,15-0,3®@ 0,15-0,3 0,15-03®@ 0,15-0,3 0,15-03® 0,3-0,35 @
K. pneumoniae - 8 = 0,15-0,3 @ @ 0,075 - 0,15 @ >0,3 @ 0,15-0,3@ 0,15-0,3 0,15 @ 0,15 03®@
P. vulgaris = = = 0,3@ 0,075-0,15 @ 0,15-0,3 @ 0,15-0,3@ 0,075-0,3 0,15 @ 0,15-0,3 @ (@)
P. mirabilis - - - 0,15-0,3 0,075 0,15-0,3@ 0,075-0,3 @ 0,075 - 0,15 0,15-0,3 0,15 @ @) 0,15
Ps. aeruginosa @ 0,]_5 ) 0’15 _ 0’3 ) @) 0’15 @) @) ) 0’15 (2) 0’3 () @)
. enterocolotica NCTC 10406 @ @ >0,15 @ 0,038 - 0,15 0,075-0,3 @ @ 0,15-0,3®@ @ @ 0,15-0,3®@ 0,3-0,35@ 0,3-0,35@
\versinia enterocolitica (ESB) @ 0,15-0,3@ @ 0,15-0,3@ | 0,0375-0,3@ (&) 0,075 - 0,15 @ @ @ 0,15 @ 0,3-0,35 @ 03@
A. baumannii R = = = = 0,038 — 0,075 0,075-0,15 @ 0,075-0,3@ >0,3@ 0,15-0,3 0,15 @ 0,15-0,3@ 0,15-0,3
IA. baumannii S — 1 - - - - 0,0188-0,038 | 0,075-0,15@ | 0,075-0,15@ 0,075 0,075-0,15 0,15 0,075 - 0,15 @ 0,075
A. baumannii S — 2 - - - 0,075 0,0375 0,075-0,3@ 0,15-0,3 >0,3 @ 0,075-0,3 >0,3 (@ 0,075 -0,15 0,15-0,3
A. calcoaceticus R @ @ = 0,075 -0,15 0,15-0,3@ @ 0,15-0,3 >0,3 @ 03®@ 0,15-0,3@ 0,15-0,3
In. calcoaceticus S (@) 0,075-03®? 0,075-0,3 @ 0,038 — 0,075 0,075 0,075-0,3 0,075-0,3 @ 0,075 -0,15 0,075-0,3 @ 0,038 - 0,15 @ 0,15 @
Fungos
C. albicans - - - - - - - - - 0,65 0,55 0,4
Sac. cerevisiae > > = = >0,3@ >0,3@ @ >0,3@ >0,3@ >0,3®@ 0,35 03-05®

(M 0 4cido acético individualmente tem mais efeito inibitério do que com quitosano; @ o intervalo da concentracdo minima inibitéria do acido acético coincide com o do quitosano, em determinados valores; - = sem crescimento; * = Apenas foi realizada uma

réplica da experiéncia.
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Tabela 20. Concentragdo minima inibitéria (CMI) de extrato etandélico de propo6lis (mg/mL) contra varios microrganismos, obtida através dos métodos de
incorporacéo e de gota e com pH domeiode 5,6 e 7.

CMI
Microrganismos pH5 pH6 pH7

Incorporagio | Gota Incorporagdo |  Gota Incorporacdo | Gota
Gram-positivo
Ent. faecalis ATCC 29212 0,078 1,25-25 0,156 — 0,625 2 0,94 0,47
Ent. faecalis DSMZ 12956 0,078 25 0,156 — 0,625 25-35 0,63 1,25-5
Ent. faecium DSMZ 13590 0,078 1,25-25 0,156 — 0,625 2,5 0,47 -1,25 1,25-25
Ent. flavescens DSMZ 7370 0,078 0,94-25 0,233 — 0,625 1,25 0,94 )
Ent. gallinarum DSMZ 20628 0,31 0,625-0,94 | 0,233 -0,625 1,25-2 1,25-1,875 2
Ent. casseliflavus DSMZ 20680 0,078 0,625-0,94 | 0,233 -0,625 0,94-25 1,25 1,875
B. cereus <0,039 0,156 0,059 0,625 0,156 — 0,625 0,47-25
B. subtilis 0,078 1,25 -1,875 0,233 - 0,625 1,25-25 1,25 1,25
B. stearothermophilus <0,039 D 5 <0,039 5-10 0,156 — 0,625 >10 W
Staph. aureus ATCC 29213 0,078 1,25 0,078 1,25-25 0,47 5
Staph. aureus 18N (MRSA) 0,078 2,5 0,078 25-5 0,31 - 0,625 >10 @
Staph. aureus 2037 M1 (MSSA) 0,117 1,25-25 0,078 1,25-25 0,31 - 0,625 2,5
L. monocytogenes 7946 0,117 0,31 0,117 1,25 0,47 25-5
L. monocytogenes 7947 0,078 0,625 — 0,94 0,117 0,94-25 0,47 1,25 -1,875
L. innocua 2030c 0,156 0,625-1,25 | 0,117 - 0,625 1,875 0,47 25-35
Gram-negativo
S. Braenderup 45-10W >10 D 3-10 >10 D 10 >10 @
S. Enteritidis 45-10® >10 @ 3-10 >10 @ 10 >10 @
S. Typhimurium 35 >10 @ 2-10@ >10 @ 10 >10 @
E. coli ATCC 25922 4,5 >10 @ 4-10 >10 @ 10 >10 @
K. pneumoniae 5-10@ >10 O 3-10 >10 O 10 >10 @
P. vulgaris 45-10@ >10 @ 3-10 >10 @ 10 >10 W
P. mirabilis 5-5,5 >10 @ 5,5 >10 @ >10 @ >10 @
Ps. aeruginosa 45 >10 @ 3-10 >10 @ 6,5 >10 @
Y. enterocolotica NCTC 10406 10 >10 @ 5 >10 @ >10 @ >10 @
Y. enterocolitica (ESB) 0,078 — 1,25 >10 @ 0,233-5 >10 @ 0,47-5 >10 @
A. baumannii R 2-5 5-10 25-5 >10 D 5-10®W 10
A. baumannii S -1 0,63 3 2-5 10 4,5-10 10
A. baumannii S - 2 2-5 5-10 25-5 3 55 >10 @
A. calcoaceticus R 0,47 0,63-5 2-5 4 45-10@ 10
A. calcoaceticus S 0,31-1,25 5-10 2-5 5-10 45-100 >10 W
Fungos
C. albicans 0,233 — 0,625 1,25 0,63 2,5 0,47 -1,25 1,25-25
Sac. cerevisiae 0,117 0,625 -1,25 0,117 0,47 0,31 - 0,625 0,625 -1,25

@ o intervalo da concentracdo minima inibitéria do etanol é coincidente com o do propdlis, em determinados valores.
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Tabela 21. Concentracéo minima inibitéria (CMI) de extrato etandlico de prop6élis (mg/mL) contra varios microrganismos, as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e com o pH do meiode 5, 6 e 7.

CMI
Microrganismos 4°C [ 12°C [ 20 °C [ 37°C

pH5 pH6 pH7 | pH5 [ pH6 [ pH7 | pH5 pH6 [ pH7 | pH5 I pH6 [ pH7
Gram-positivo
Ent. faecalis ATCC 29212 - - - 1,25-10 1,25-25 0,625 1,25-25 1,25 0,625 —1,25 1,25-25 2 0,47
Ent. faecalis DSMZ 12956 = = = 1,25 1,25 0,625-2,5 25-5 1,25-2,5 1,25-5 25 25-35 1,25-5
Ent. faecium DSMZ 13590 - 1,25 25-5 10 1,25-25 25-10 0,625-2,5 1,25 2,5 1,25-25 2,5 1,25-25
Ent. flavescens DSMZ 7370 - - >10 @ 1,25 25-5 0,625 1,25 25-5 0,94-2,5 1,25 5
Ent. gallinarum DSMZ 20628 - - - >10 @ 1,25 1,25 1,25 0,625 -1,25 25 0,625 - 0,94 1,25-2 2
Ent. casseliflavus DSMZ 20680 - - - >10 @ 1,25 1,25 0,625 - 10 0,625 -1,25 0,625-2,5 0,625 - 0,94 0,94-25 1,875
B. cereus - - - 5 0,625 1,25 0,625 >10 @ 0,625 25 0,156 0,625 0,47-25
B. subtilis = = = 0,625 -1,25 1,25 0,625 1,25-2,5 1,25-5 1,25-5 1,25-1,875 1,25-2,5 1,25
B. stearothermophilus - - - - - - - - - 5 5-10 >10 @
Staph. aureus ATCC 29213 - - - - - - - - 5 1,25 1,25-2,5 5
Staph. aureus 18N (MRSA) - - - - - 1,25-2,5 >10 @ 2,5 2,5-10 2,5 25-5 >10 @
Staph. aureus 2037 M1 (MSSA) - - - - 1,25-5 1,25 1,25 1,25-25 1,25-25 1,25-25 1,25-25 2,5
L. monocytogenes 7946 - 0,625 —1,25 0,625-2,5 0,625 1,25 0,625 —1,25 0,625 —10 1,25 0,625 —-1,25 0,31 1,25 25-5
L. monocytogenes 7947 2,5 1,25-2,5 0,625-5 1,25 1,25-2,5 1,25-5 1,25-2,5 0,625 -1,25 1,25-5 0,625 - 0,94 0,94-25 1,25-1,875
L. innocua 2030c - - 1,25-5 1,25 25-10 5 1,25-25 0,625 —1,25 25-5 0,625-1,25 1,875 25-35
Cl. sporogenes 1.31 - - - - - - - - - - 0,625 * >10@*
Cl. sporogenes 1.34 - B B B 2 2 s = - - 0,625 * >10 @~
Cl. sporogenes 1.61 - - - - - - - - - - 0,625 * >10@*
Cl. perfringens 1.16 . o . . . . o . o = 1,25 * >10@*
Cl. perfringens 1.19 . = . . . . = = = - >10@* >10@*
Cl. perfringens 1.22 - - - - - - - - - - 0,625 * >10@*
Gram-negativo
S. Braenderup - - - >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
S. Enteritidis - - - >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
S. Typhimurium - 2 - >10@ >10@ >10@ >10 @ >10@ >10 @ >10@ >10@ >10 @
E. coli ATCC 25922 = = = >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
K. pneumoniae 5 o 5 >10 @ @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
P. vulgaris - - - >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
P. mirabilis = = = >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
Ps. aeruginosa >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
Y. enterocolotica NCTC 10406 >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
Y. enterocolitica (ESB) >10 @ >10 @ >10 @ 2,5-10 >10 @ >10 @ >10 @ 10 >10 @ >10 @ >10 @ >10 @
A. baumannii R - - = = 10 >10 @ 10 >10 @ >10 @ 5-10 >10 @ 10
A. baumannii S -1 . - - f >10 @ >10 @ 10 5-10 10 3 10 10
A. baumannii S - 2 - - - 2,5 5-10 10 25-5 >10 @ >10 @ 5-10 3 >10 @
A. calcoaceticus R - 5 5-10 - 25-10 25-10 25-5 5-10 25-10 0,63-5 4 10
A. calcoaceticus S 2,5-10 >10 @ 10 2,5 5-10 >10 @ 25-5 5-10 >10 @ 5-10 5-10 >10 @
Fungos
C. albicans - - - [ - [ [ [ [ [ [ 1,25 [ 25 [ 125-25
Sac. cerevisiae - - | - | 0625-125 | 0625-125 | 0,625—1,25 | 0,625 | 0625-125 | 0625-125 | 047 | 0625-1,25

@ © etanol individualmente tem mais efeito inibitério do que com propdlis; (2) O intervalo da concentragdo minima inibitéria do etanol coincide com o do propdlis, em determinados valores; - = sem dados; * = Apenas foi realizada uma

réplica da experiéncia.
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Tabela 22. Concentracdo minima inibitéria (CMI) de solugdo de nisina (ug/mL) contra varios microrganismos, obtida através dos métodos de
incorporacédo e de gota e com o pH do meiode 5,6 e 7.

CMI
Microrganismos pH5 pH6 pH7
Incorporagéo | Gota Incorporagio | Gota Incorporago |  Gota

Gram-positivo
Ent. faecalis ATCC 29212 >25
Ent. faecalis DSMZ 12956 12,5
Ent. faecium DSMZ 13590 12,5
Ent. flavescens DSMZ 7370 12,5
Ent. gallinarum DSMZ 20628 3,125
Ent. casseliflavus DSMZ 20680 <1,563
B. cereus 5-25
B. subtilis 12,5-25
B. stearothermophilus 5-25
Staph. aureus ATCC 29213 >25
Staph. aureus 18N (MRSA) >25
Staph. aureus 2037 M1 (MSSA) 15
L. monocytogenes 7946 6,25
L. monocytogenes 7947 6,25
L. innocua 2030c 5-25
Gram-negativo
S. Braenderup >25
S. Enteritidis >25
S. Typhmurium >25
E. coli ATCC 25922 >25
K. pneumoniae >25
P. vulgaris >25
P. mirabilis >25
Ps. aeruginosa >25
Y. enterocolotica NCTC 10406 >25
Y. enterocolitica (ESB) >25
A. baumannii R 12,5 -25
A. baumannii S — 1 8-25
A. baumannii S — 2 >20
A. calcoaceticus R 12,5 - 25
A. calcoaceticus S 5-25
Fungos
C. albicans >25
Sac. cerevisiae >25

* = Apenas foi realizada uma réplica da experiéncia.
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Tabela 23. Concentracdo minima inibitéria (CMI) de solucéo de nisina (ug/mL) contra varios microrganismos, as temperaturas de 4, 12, 20 e 37 °C e com o pHdo meiode 5,6 e 7.

CMI
Microrganismos 4°C 12°C 20°C 37°C

pH5 | pH6 [ pH7 pH5 pH6 | pH7 pH5 | pH6 pH7 pH5 pH6 pH7
Gram-positivo
Ent. faecalis ATCC 29212 - - - 6,25-12,5 3,125 - 6,25 6,25 — 25 6,25-125 6,25 6,25-125 >25 12,5 5
Ent. faecalis DSMZ 12956 - - - 3,125 12,5 <1,563 6,25—-12,5 3,125 - 6,25 6,25 6,25—-125 12,5 5
Ent. faecium DSMZ 13590 - 3,125-12,5 <1,563 3,125 -6,25 <1,563 6,25 <1,563 <1,563 6,25 6,25-12,5 6,25-12,5 5
Ent. flavescens DSMZ 7370 - - - >25 6,25-125 12,5 6,25 6,25-125 6,25-125 3,125 - 6,25 12,5 8
Ent. gallinarum DSMZ 20628 - - - >25 6,25-12,5 6,25 12,5 6,25-12,5 6,25-12,5 6,25-12,5 10 12,5
Ent. casseliflavus DSMZ 20680 - - - >25 6,25-12,5 12,5 6,25-12,5 6,25-12,5 12,5 6,25 8 12,5
B. cereus - - - - >25 >25 6,25 — 25 25 >25 25 >25 12,5 - 25
B. subtilis - - - >25 >25 6,25 12,5-25 12,5 6,25 25 10 8
B. stearothermophilus - - - - - - - - - 25 >25 >25
Staph. aureus ATCC 29213 - - - - - - - - >25 >25 >25 >25
Staph. aureus 18N (MRSA) - - - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 25
Staph. aureus 2037 M1 (MSSA) - - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 25 20
L. monocytogenes 7946 = 3,125 -6,25 12,5 6,25-12,5 6,25-12,5 3,125-125 12,5-25 12,5 12,5 12,5 8 10-25
L. monocytogenes 7947 12,5 12,5 12,5 6,25 3,125 6,25-12,5 6,25-12,5 3,125 12,5 6,25-125 5 10
L. innocua 2030c - - 6,25 12,5 3,125 6,25-125 12,5 6,25 12,5 10 5 12,5-25
Cl. sporogenes 1.31 - - - - - - - - - - >25 * >25 *
Cl. sporogenes 1.34 - - - - - - - - - - >25* >25*
Cl. sporogenes 1.61 - - - - - - - - - - >25 * >25 *
Cl. perfringens 1.16 - - - - - - - - - - >25* 125*
Cl. perfringens 1.19 - - - - - - - - - - 6,25 * 125*
Cl. perfringens 1.22 - - - - - - - - - - >25 * 25*
Gram-negativo
S. Braenderup - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
S. Enteritidis - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
S. Typhimurium - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
E. coli ATCC 25922 - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
K. pneumoniae - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
P. vulgaris - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
P. mirabilis - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
Ps. aeruginosa >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
Y. enterocolotica NCTC 10406 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
Y. enterocolitica (ESB) >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
A. baumannii R - - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
A. baumannii S -1 - - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
A. baumannii S -2 - - - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
A. calcoaceticus R - >25 >25 - >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
A. calcoaceticus S >25 >25 >25 25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25 >25
Fungos
C. albicans = - [ - - - [ - - [ - - >25 >25 >25
Sac. cerevisiae - - e - >25 | >25 >25 | >25 >25 >25 >25 >25

- = sem dados; * = Apenas foi realizada uma réplica da experiéncia
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