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RESUMO

Os microrganismos patogénicos sdo uma ameaga a producao de alimentos
seguros, sendo também um tépico de alta prioridade para a Organizagdo Mundial da
Saude. A contaminacgdo dos alimentos por agentes patogénicos pode ocorrer nos
diversos niveis da cadeia de produgdo, e ameagam a seguranga alimentar e a
inocuidade dos alimentos. Os métodos adotados pela industria para o controle
microbiano utilizam tecnologias que podem causar alteragbes indesejadas nos
produtos, a exemplo dos tratamentos térmicos. Os métodos alternativos para o
controle microbiano emergem como uma solugéo sustentavel a longo prazo, além de
atenderem a demanda do consumidor por alimentos menos processados. As
bactérias benéficas ja utilizadas na industria alimenticia revelam-se como uma
alternativa promissora como agentes naturais para conservagao dos alimentos. Mais
especificamente, na industria de carnes, bactérias do género estafilococos
apresentam caracteristicas bioprotetoras, como o Staphylococcus xylosus. Porém,
ainda sado escassos os estudos que se aprofundam no potencial de tais bactérias
como biocontrole, cuja aplicagdo pode até mesmo ser amplamente utilizada em
diversos outros processos e setores. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial
de biocontrole do microrganismo Staphylococcus xylosus, utilizado na industria de
carnes, contra os patogenos Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium,
tanto em ensaios in vitro quanto em ensaios utilizando linguigas frescais, para
investigar sua acgdo antagbnica e seu potencial em ampliar a seguranga dos
alimentos. Os resultados obtidos no ensaio com a linguiga frescal apontam para o
potencial de biocontrole de S. xylosus sobre a Listeria monocytogenes, reduzindo a
contagem do patdégeno em quase 2 ciclos decimais (quase 100 vezes) no produto,
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apo6s 48 h de incubacgao a 25 °C. No entanto, nos ensaios in vitro que envolveram
cultivo em caldo ou agar BHI, a 37 °C, e naqueles cuja bactéria alvo era a Salmonella
Typhimurium, n&o houve inibicdo nas condicbes avaliadas. Ressalta-se a
necessidade de mais estudos investigando o potencial de biocompeticdo de S.
xylosus, especialmente utilizando outras condi¢gbes de cultivo, ja que na literatura o
S. xylosus se mostrou eficaz na redugao de patdbgenos em ensaios in vitro. Deve-se,
portanto, continuar explorando esse microrganismo como uma abordagem

promissora de biocontrole em ensaios de validag&o futuros.

Palavras-chave: Biocontrole, industria de alimentos, carnes.
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INTRODUGAO/OBJETIVO

Microrganismos patogénicos sdo uma ameaca a agricultura e as industrias
alimenticias, sendo também um topico de alta prioridade para a Organizagdo Mundial
de Saude (OMS, 2022). Segundo a entidade, as enfermidades por alimentos
contaminados totalizam cerca de 600 milhdes de cidaddos por ano (OMS, 2022).
Assim, para tratar desse e de outros desafios relacionados a alimentagéo, foi
desenvolvido o conceito de Seguranca do Alimento que, segundo a ISO
22000:2018(E), define-se pela “Garantia de que o alimento n&o causara efeitos
adversos a saude do consumidor quando for preparado e/ou consumido de acordo
com o uso pretendido”. A importancia desta norma reside justamente na garantia da
qualidade do produto final conforme os produtores de alimentos se adequam a
padrées internacionais de produgao de alimentos, que por sua vez visam preservar a
saude dos consumidores. Considerando, ainda, segundo a Legislagédo brasileira, o
Direito Humano a Alimentagdo Adequada (DHAA) como um dos direitos basicos de
vida, e, incluindo-se nele a seguranga microbioldgica do alimento (Brasil, 2006;
Guerra, 2019), destaca-se o papel fundamental que a qualidade microbiologica
exerce neste aspecto, pois sua auséncia representa potenciais riscos de morbidade
e mortalidade.

A contaminag&o microbioldgica dos alimentos por agentes patogénicos pode
ocorrer nos diversos niveis da cadeia de produgao. Dentre os patdégenos alimentares
mais prevalentes atualmente no mundo, destacam-se a Salmonella spp. e a Listeria
monocytogenes (OMS, 2022). O patégeno Salmonella atinge a cadeia de alimentos
com frequéncia a partir da pratica da pecuaria, por meio da alimentacdo animal
contaminada (Tomicic et al., 2018), e também de praticas inadequadas de cultivo e
processamento (Freitas et al., 2010; Doyle et al., 2019, p. 553). Esta bactéria &
responsavel por causar salmonelose, uma gastroenterite manifestada por nauseas,
vomitos, colicas abdominais, febre, diarréias intensas, sangue nas fezes e que, a

depender da gravidade, pode levar a morte (Crump et al., 2015; Doyle et al., 2019, p.
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553). Ja a Listeria monocytogenes possui distribuicdo ubiqua, sendo encontrada no
solo, na agua, em produtos lacteos, carneos, vegetais, e até mesmo em alimentos
processados e prontos para consumo (Buchanan et al., 2017; Doyle et al., 2019, p.
917). Tal patogeno também tem a capacidade de tolerar e crescer em ambientes
secos, frios e com alto teor de sal, além de crescer facilmente em alguns alimentos e
ambientes refrigerados (Mahdavi et al., 2012). Quanto aos danos a saude humana, a
infeccdo por Listeria monocytogenes pode ocasionar desde injurias leves até
manifestagbes mais graves: em adultos saudaveis, a manifestacdo clinica mais
comum €& semelhante a um resfriado, incluindo diarreia, febre, nauseas e vémitos,
porém, durante a gravidez, pode causar aborto, e em pacientes imunocomprometidos
pode causar septicemia ou meningite, e até mesmo obito (Saldivar et al., 2018; Doyle
et al., 2019, p. 926).

Para evitar a contaminagao da cadeia de alimentos por esses microrganismos,
antibiéticos séo utilizados na produgao primaria como promotores de crescimento ou
no tratamento de doengas, e também saneantes, sanitizantes e métodos fisicos,
como aquecimento térmico e irradiagédo, sdo utilizados como estratégias de controle
microbiolégico neste ramo (Hossain et al., 2017). Entretanto, devido as limitagbes
desses meétodos, como surgimento de resisténcia antimicrobiana, impacto na saude
do ser humano e no meio ambiente, muitos paises vém adotando leis e regulamentos
que restringem o uso dos mesmos (Gosh et al., 2019; Aragrande & Canali, 2020;
Parida et al., 2021). Para superar tais obstaculos, métodos alternativos de controle
microbiano emergem como uma solugao indispensavel e sustentavel a longo prazo (
Gosh et al., 2019; Arsene et al., 2021; Murugaiyan et al., 2022). Neste sentido, a
aplicagcado de microrganismos benéficos, que ja sdo de uso industrial, na fungéo de
inibidores do crescimento de bactérias patogénicas em alimentos, vem demonstrando
grande potencial como método alternativo de conservagdo microbioldgica,
contribuindo, assim, para o incremento da seguranga do alimento (Abdelhamid & EI-
Dougdoug, 2020; Fuochi et al., 2021).

Como validagao da eficiéncia desse processo de antagonismo microbiolégico,
a fermentacéo se consolida como uma técnica de conservagao secular que se vale

dos principios da biocompeticdo como método para conservar diversos géneros
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alimenticios. Dentre os géneros alimenticios que mais se beneficiam desta técnica de
conservagao, destacam-se os produtos carneos, cuja presenga de microrganismos é
decisiva e essencial principalmente para aspectos sensoriais, como também do ponto
de vista microbiolégico. As culturas utilizadas na elaboracdo desses produtos
conferem, além de cor, sabor e aroma caracteristicos, bioprotecao, controle da
microbiota do alimento e, ainda, reducdo do desenvolvimento de contaminagao de
superficie (Oliveira et al., 2018; Xu et al., 2021).

Sendo assim, a utilizagdo de microrganismos em produtos carneos com a
finalidade de protegao contra patdgenos ja € amplamente estudada e endossada (
Stiles & Holzapfel, 1997; Barcenilla et al., 2022) e revelam-se como uma alternativa
promissora de conservagao dos alimentos. Na industria de carneos, ja esta bem
estabelecido que algumas bactérias do género Staphylococcus sao bioprotetoras,
como a S. xylosus, aplicada frequentemente em embutidos como salames, presuntos
e salsichas fermentadas (Laukova et al., 2010; Cebrian et al, 2020; Xiao et al., 2020).
Apesar desta estirpe estar entre os predominantes em produtos carneos (Martin et
al., 2006; Leroy et al., 2017) e de ja revelar potencial de biocontrole em conjunto a
outras culturas (Cebrian et al., 2020; Barcenilla et al., 2022), ainda s&o escassos os
estudos que se aprofundam no potencial de tais bactérias como biocontrole, cuja
aplicacdo pode até mesmo ser expandida a diversos outros alimentos. Linguicas
frescais, por exemplo, apresentam, em diversas localidades do Brasil, altos niveis de
contaminagdo microbiologica, inclusive por Salmonella e Listeria monocytogenes
(Silva et al, 2004; Spricigo et al., 2008; Souza et al, 2014; Adami et al., 2015),
preocupando tanto produtores quanto consumidores desses alimentos. Tal matriz
alimentar ainda nao foi explorada como candidata a aplicacdo da cultura de S.
xylosus, porém, por se tratar de um produto carneo fresco, que pode apresentar
elevados niveis de contaminacdo, tende a se beneficiar sobremaneira com tal
investigacao.

Desta forma, o objetivo deste trabalho é avaliar o potencial de biocontrole do
microrganismo Staphylococcus xylosus, utilizado na industria alimenticia de carnes,
como aplicagdo tecnoldgica contra os patdgenos Listeria monocytogenes e

Salmonella Typhimurium em linguigas frescais, investigando sua agéo antagébnica e
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seu potencial em ampliar a seguranca dos alimentos beneficiados com uso dessa

cultura.

METODOS

TESTES PRELIMINARES

Testes preliminares foram desenvolvidos com o blend de cepas de
Staphylococcus xylosus (Globalstart X100-1), fornecidos pela Lallemand®, por meio
da Globalfood Advanced Food Technology, armazenadas de forma liofilizada em
sachets, para definir as melhores condicbes de crescimento da bactéria e assim
proceder com os testes propostos. Nesta etapa, evidenciou-se que o blend de
Staphylococcus xylosus tem um crescimento 6timo em caldo e agar BHI, e em agar
Baird-Parker. Portanto, tais meios de cultura foram os elencados para o cultivo da
bactéria Staphylococcus xylosus no presente estudo.

PREPARO DOS INOCULOS DE PATOGENOS

Estirpes de Listeria monocytogenes ATCC 7644 e Salmonella Typhimurium
ATCC 14028 do banco de culturas do Laboratério de Microbiologia de Alimentos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da USP, mantidas em ultrafreezer a -80 °C,
foram reativadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) por 18 h a 37 °C. A pureza das
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culturas foi avaliada em agar Oxford (L. monocytogenes) e XLD (Salmonella),
respectivamente. As estirpes dos patégenos foram cultivadas em BHI por 18 h a 37

°C antes de cada experimento.

ENSAIO IN VITRO | - SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS PATOGENICAS
ESTUDADAS A S. XYLOSUS EM AGAR

A fim de verificar a capacidade de inibigdo do crescimento das bactérias
patogénicas estudadas por S. xylosus, o blend de cepas da espécie (Globalstart
X100-1), obtido da empresa Lallemand, foi avaliado quanto seu potencial de
biocompeticao, a partir de uma metodologia baseada na descrita por Linthorne et al.
(2015).

Desta forma, S. xylosus liofilizada foi previamente cultivada em caldo BHI, por
18 h a 37 °C. Na sequéncia, o blend de culturas foi estriado de forma circular em agar
BHI. A seguir, em um experimento adaptado de Figueira (2022), uma estria de cada
uma das bactérias patogénicas estudadas (L. monocytogenes e S. Typhimurium) foi
feita de forma a preencher parte da area interna delimitada pela estria previamente
feita com o blend de S. xylosus, representado pelo circulo em azul nas Figuras 1 e 2.
A Figura 1 representa, com a estria em amarelo, a cultura de L. monocytogenes, e,
na Figura 2, em laranja, € representado o inoculo de S. Typhimurium.
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Estria circular de S. xylosus

Estria circular do patégeno (L.
monocytogenes)

Figura 1. Esquema representativo de estriamento de S. xylosus e L. monocytogenes. Fonte: A
autora.

Estria circular de S. xylosus

Estria circular do patégeno
(S.Typhimurium)

Figura 2. Esquema representativo de estriamento de S. xylosus e S. Typhimurium. Fonte: A autora

Por fim, as placas foram incubadas a 37 °C, e foi verificado o comportamento
do crescimento das bactérias L. monocytogenes e S. Typhimurium na presenga de S.
xylosus, apos 24 h.
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ENSAIO IN VITRO Il - SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS PATOGENICAS
ESTUDADAS A S. XYLOSUS EM MEIO LiQUIDO

Cinco frascos contendo 20 mL de caldo BHI foram inoculados conforme o
esquema a seguir:

1. Cultura contendo 106 UFC/mL de S. xylosus (controle 1)

2. Cultura contendo 10*6 UFC/mL de L. monocytogenes (controle 2)

3. Cultura contendo 10*6 UFC/mL de S. Typhimurium (controle 3)

4. Solugao contendo 10"6 UFC/mL de S. xylosus mais solugdo contendo 106
UFC/mL de L. monocytogenes (Tratamento 1)

5. Solugédo contendo 1076 UFC/mL de S. xylosus mais solugdo contendo 106
UFC/mL de S. Typhimurium (Tratamento 2)

Para atingir a populacédo de 10*6 UFC/mL de cada bactéria, uma aliquota de
440 uL das culturas cultivadas por 18 h foi transferida para 10 mL de caldo BHI.
Avaliou-se entdo, a turbidez desta diluicdo com o uso do espectrofotbmetro, que
alcancou valores de Densidade Optica (DO600) a 600 nm de 0,1, onde estima-se que
a populacéao de bactérias é 108 UFC/mL. Em seguida, uma aliquota 200 uL de cada
in6culo na DO600 de 0.1 foi inoculada em 20 mL de caldo BHI, atingindo, entdo, a
populagao final de 10"6 UFC/mL, como postulado.

Assim, as populacdes de S. xylosus e das bactérias patogénicas estudadas
foram estimadas nos caldos imediatamente apds sua inoculagdo e a cada 2 horas,
por 8h seguidas de incubagdo a 37 °C e, apds 24 h de cultivo. Para isso, aliquotas
(microgotas de 10 pl) de diluicdes seriadas foram semeadas em Agar Oxford, para
enumeracgao de L. monocytogenes, em placas de agar XLD, para enumeragéo de S.
Typhimurium, e em agar Baird Parker, para enumeracéo de S. xylosus. As diluigdes
seriadas foram semeadas em triplicatas, e as placas foram incubadas a 37 °C. Apds

24 h, as coldnias foram contadas e as populacdes estimadas.
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ENSAIO IN SITU - SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS PATOGENICAS
ESTUDADAS A S. XYLOSUS NA MATRIZ ALIMENTAR

O processamento das amostras de linguica foi realizado na Planta Piloto de
Carnes, pertencente a empresa Globalfood Advanced Food Technology, localizada

na Vila Santa Catarina, Sao Paulo.

A formulagéo da linguica foi feita conforme os ingredientes e procedimentos
usualmente adotados na industria de alimentos, a saber: carne suina (pernil),
toucinho, agua, salsa, pimenta, ervas, corante carmim, sal, sal de cura (10% de nitrito)
e lactato de sodio; sendo tais ingredientes incorporados inicialmente em uma
batedeira até se obter uma massa homogénea de lingui¢ca. Posteriormente, essa
massa passou por um processo de cura overnight na geladeira e foi embutida em
tripas hidratadas (Fluxograma 1).
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Pesagem/Preparacéo das Matérias-Primas

l

Picar/Moer Matérias-Primas

4

Adicionar temperos e condimentos

L]

Cura

4=

Misturar a massa

4=

Hidratar tripas

l

Embutir massa

Fluxograma 1 - Esquematizacdo da preparagao da linguiga utilizada no ensaio lll. Fonte: A autora.

Para verificar o potencial de S. xylosus em inibir o crescimento de bactérias
patogénicas na matriz alimentar, a saber, linguica frescal com tripa, foi empregado o
seguinte procedimento:

1. Um lote de linguica foi elaborado sem a adigédo da cultura Globalstart X100-1,
seguindo apenas a formulagdo e os procedimentos usualmente adotados na
industria (Controle);

2. Um lote de linguicga foi elaborado com a adi¢cado de 6x10*11 UFC/g de cultura
Globalstart X100-1 na massa durante o preparo da linguigca. A formulagdo da
massa foi feita de acordo com as quantidades e procedimentos rotineiramente
empregados na industria (Tratamento).

O preparo da cultura para utilizagdo na linguiga experimental foi feito diluindo
o saché inteiro fornecido (cuja concentragéo da bactéria é indicada para trabalhar com
100 kg de carne) em 6 L de agua. Desta diluicdo, foram retirados 30 mL para o preparo

de 500 g de carne.
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Os controles assim trabalhados na Planta Piloto de carnes foram, ento,
imediatamente transferidos sob refrigeragdo para o Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos do Departamento de Alimentos e Nutricdo Experimental da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas da USP, e manipulados seguindo o0s seguintes
procedimentos:

1. Controle 1: linguiga preparada sem a adi¢ao da cultura Globalstart X100-1 foi
fatiada em rodelas de 10 g e foi externamente inoculada com uma solugao de
L. monocytogenes (1076 UFC/g de linguiga);

2. Tratamento 1: linguica preparada com a adig&o da cultura Globalstart X100-1
foi fatiada em rodelas de 10 g e foi externamente inoculada com uma solugao
de L. monocytogenes (1076 UFC/g de linguiga);

3. Controle 2: linguiga preparada sem a adigdo da cultura Globalstart X100-1) foi
fatiada em rodelas de 10 g e foi externamente inoculada com uma solugao de
S. Typhimurium (10*6 UFC/g de linguiga);

4. Tratamento 2: lingui¢a preparada com a adi¢g&o da cultura Globalstart X100-1
foi fatiada em rodelas de 10 g e foi externamente inoculada com uma solugao
de S. Typhimurium (106 UFC/g de linguica).

As rodelas de 10 g, assim manipuladas, foram feitas em triplicata e transferidas
para uma placa de petri estéril e armazenadas a 25 °C, simulando uma situagao
inadequada de estocagem do produto, durante 2 dias. Foi, entdo, analisado o
desenvolvimento das populacdes de bactérias apds 48 h de incubacao, verificando o
comportamento das bactérias patogénicas na presenga de S. xylosus. Para a
estimagdo do crescimento das bactérias patogénicas, as rodelas foram
homogeneizadas em 90 mL de agua peptonada, no equipamento Stomacher, e
aliquotas (microgotas de 10 pl) de dilui¢des seriadas foram plaqueadas em ftriplicata
em meios de cultura seletivos para os patdgenos. Vale ressaltar que o ensaio
conduzido nessa matriz alimentar foi feito com base nas recomendacdes protocoladas

da Organizagao Internacional para Padronizacao (ISO 6887-2, 2017).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

ENSAIO IN VITRO | - SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS PATOGENICAS
ESTUDADAS A S. XYLOSUS EM AGAR

O primeiro ensaio in vitro conduzido nao revelou indicios de inibigdo por parte
do blend de S. xylosus sobre os patdgenos L. monocytogenes e S. Typhimurium. A
Figura 1 exibe o padrdo de crescimento de L. monocyfogenes quando estriada
concomitantemente a S. xylosus, e a Figura 2 exibe o padrédo de crescimento de S.
Typhimurium na presenga de S. xylosus, também quando estriada
concomitantemente. Nas estrias avaliadas em duplicata, a S. xylosus nao demonstrou
efeito no crescimento e também ndo demonstrou sinais de interagdo com as

patogénicas, nas condigdes do estudo.

]
1) 2)
Figura 1: Imagem ilustrativa do plaqueamento em estrias circulares em agar de L. monocytogenes e
S. xylosus, no ensaio |. Estrias feitas concomitantemente; Figura 2: Imagem ilustrativa do
plaqueamento em estrias circulares de S. Typhimurium e S. xylosus, no ensaio |. Estrias feitas
concomitantemente. Fonte: A autora.
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ENSAIO IN VITRO Il - SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS PATOGENICAS
ESTUDADAS A S. XYLOSUS EM MEIO LiQUIDO

O efeito de Staphylococcus xylosus nas taxas de crescimento de Listeria
monocytogenes e Salmonella Typhimurium foi estudado também em um meio liquido
nao seletivo (BHI), sob condigbes previamente testadas e comprovadas para o 6timo
crescimento das espécies. Conforme revela a Figura 3 (representando S.
Typhimurium) e a Figura 4 (representando L. monocytogenes), ao comparar o
desenvolvimento das populagbes bacterianas patogénicas inoculadas de forma
individual (controle), com aquelas que foram inoculadas juntamente com S. xylosus
(tratamento), observou-se que n&o houve impacto significativo desta ultima no

desenvolvimento dos patdgenos.

Controle versus Tratamento - Salmonella Typhimurium

@® CONTROLE @ TRATAMENTO
10

log (UFC/mL)

0 2 4 6 8 24

Tempo (horas)

Figura 3 - Comparagao da populagdo de Salmonella Typhimurium no controle e no tratamento (na
presenca de S. xylosus) em caldo BHI, a 37 °C, conforme a variavel tempo.
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Controle versus Tratamento - Listeria monocytogenes

CONTROLE @ TRATAMENTO

log (UFC/mL)

2 4 6 8 24
Tempo (horas)

Figura 4 - Comparagao da populagédo de Listeria monocytogenes no controle e no tratamento (na
presenca de S. xylosus) em caldo BHI, a 37 °C, conforme a variavel tempo.

Além dos patdégenos, as populagdes de S. xylosus também foram estimadas
em cada tratamento, para avaliar o comportamento desta estirpe na presenga das
bactérias patogénicas. Nesta analise, conforme se observa na Figura 6, a populagao
de Staphylococcus xylosus na presenca da Listeria monocytogenes, foi maior do que
aquela obtida no seu controle (solugdo com S. xylosus, apenas). Por outro lado,
quando se avalia o crescimento da mesma em conjunto com Salmonella
Typhimurium, observa-se que este foi ligeiramente menor em comparagao a seu
controle (Figura 5). Os tempos zero (0Oh) e dois (2h) do experimento foram excluidos
desta analise, pois, devido a falhas na detec¢do do microrganismo, ndo foi possivel
obter uma contagem precisa de colbnias de S. xylosus.

Os dados da Figura 6 revelam que seria necessario realizar o experimento
novamente para que as contagens de S. xylosus fossem a mesma no tratamento e
no controle, no experimento com Listeria monocytogenes, uma vez que ha uma nitida
diferenca entre a populacédo do controle e do tratamento desde o inicio. Ainda assim,
uma alta populagédo de S. xylosus, em teoria, deveria ter inibido o patégeno, o que

nao aconteceu (Figura 4). Ja o experimento realizado com S. Typhimurium revelou
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que o S. xylosus manteve sua populagcéo constante na presenga do patégeno (efeito
bacteriostatico), enquanto que no controle (apenas S. xylosus), houve um ligeiro

aumento na sua populagao.

Staphylococcus xylosus na presenca de S. Typhimurium

@® CONTROLE @ TRATAMENTO

o \

log (UFC/mL)

Tempo (horas)

Figura 5 - Comparagao da populagéo de S. xylosus no controle e na presenga de S. Typhimurium, em
caldo BHI, a 37 °C, conforme a variavel tempo.
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Figura 6 - Comparagédo da populagéo de S. xylosus no controle e na presenca de Listeria

monocytogenes, em caldo BHI, a 37 °C, conforme a variavel tempo.

A analise dos dois ensaios conduzidos in vitro para investigar o potencial de S.
xylosus como agente de biocontrole revelou que os resultados ndo apresentaram
evidéncias a favor da hipodtese inicialmente proposta (favoravel ao potencial de
biocontrole de S. xylosus sobre ambas bactérias patogénicas propostas). Uma das
possiveis explicagdes para o resultado obtido pode estar nas condigdes nas quais 0s
experimentos foram conduzidos, que supostamente modularam a expressao dos
fendtipos da estirpe estudada. Tendo em vista que os meios nutritivos e as condigdes
de cultura in vitro sao diferentes daquelas encontradas na matriz alimentar e em
condigbes reais de processamento, o blend de S. xylosus investigado pode ter se
comportado de maneira distinta da observada em literatura (Matikeviciene et al., 2017;
Zalewska et al, 2018; Newstead et al, 2020).

Diversos fatores intrinsecos e extrinsecos do cultivo bacteriano podem ter
interferido na expressdo do fendtipo de inibicdo dos patégenos avaliados no
experimento, como por exemplo o meio de cultivo in vitro, seu pH, a temperatura de

incubacéo, e a auséncia de nutrientes essenciais para o correto desenvolvimento da
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cultura. Neste sentido, salienta-se aqui que Zalewska et al. (2018) avaliaram a
eficiéncia de producdo de bacteriocinas de S. xylosus em cinco diferentes meios de
cultura disponiveis comercialmente, e demonstraram que, justamente no meio de
cultura BHI, utilizado no presente projeto, nenhuma produgao de bacteriocina por S.
xylosus foi detectada. Ademais, destaca-se que os resultados obtidos in vitro s&o
preliminares e esses experimentos merecem ser repetidos, desta vez em condi¢des

ajustadas, para conclusdes mais assertivas.

ENSAIO IN SITU - SENSIBILIDADE DAS BACTERIAS PATOGENICAS
ESTUDADAS A S. XYLOSUS NA MATRIZ ALIMENTAR

A sensibilidade de Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium a S.
xylosus também foi testada na propria matriz alimentar carnea (linguica frescal), onde
esta ultima ja exerce suas fungdes sensoriais (sabor e coloragdo tipicos desse
alimento).

Conforme a Figura 7, quando o nivel de inoculo de 10*6 UFC/g de Salmonella
Typhimurium foi inoculado em fatias de linguica tratadas (adicionadas de S. xylosus),
observou-se um crescimento equivalente aos lotes de controle ndo tratados (linguica
sem S. xylosus), sendo que as mesmas chegaram a uma populagdo de
aproximadamente 8,4 log10 UFC/g. Tal resultado sugere que S. xylosus, nas
condi¢gbes avaliadas, ndo apresenta efeito inibitorio sobre S. Typhimurium.
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Controle versus Tratamento - Salmonella Typhimurium
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Figura 7 - Comparagéo da populagédo de S. Typhimurium controle versus na presenga de S. xylosus,
na matriz alimentar carnea. Grafico elaborado com o valor das médias das repetigées. Desvio padrao
representado por um trago acima das colunas.

Estes resultados contrastam com os encontrados na literatura, que relata uma
possivel atividade antagonista dos metabdlitos de S. xylosus (Mangrolia & Osborne,
2020; Najjari et al., 2020). No entanto, é valido destacar que a literatura sobre os
potenciais de S. xylosus contra Salmonella Typhimurium ainda € escassa e, além
disso, as condi¢gdes dos experimentos conduzidos neste projeto diferem em
comparagao com os da literatura, uma vez que Mangrolia & Osborne (2020), isolaram
os metabdlitos de S. xylosus para seus ensaios, e Najjari et al., (2020), avaliaram o
potencial desta cultura na presencga de bactérias laticas no proprio alimento.

Além disso, supde-se que o reduzido tempo de incubagao das linguigas (48 h)
pode ter limitado o fenétipo de antagonismo bacteriano, tendo em vista que a espécie
avaliada se estabelece e modifica o microambiente alimentar conforme o tempo de
fermentacao, fator determinante para a expressao de seu fenétipo de biocontrole
(Fiorentini et al., 2009; Semedo Lemsaddek et al., 2016). Assim, a capacidade de
biocontrole de S. xylosus sobre esse patdégeno ndo deve ser descartada, tendo em

vista que ja foi demonstrado na literatura cientifica que tal microrganismo, juntamente
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com outras cepas utilizadas no processamento de produtos carneos, exerce uma
atividade importante de bioprotecdo em alimentos (Mangrolia & Osborne, 2020;
Najjari et al. 2020 ).

Ao avaliar o crescimento da populacédo de L. monocytogenes na presencga de
S. xylosus na matriz alimentar, observa-se que, quando o nivel de inéculo de 1046
UFC/g de L. monocytogenes foi inoculado em fatias de linguiga tratadas (adicionadas
de S. xylosus), houve uma recuperagéo menor a 37 °C, com aproximadamente 5,90
log10 UFC/g da bactéria patogénica, enquanto em lotes de controle nao tratados (sem
a presenga de S. xylosus), o patégeno chegou a populagédo de 7,60 log10 UFC/g,
diferindo, portanto, em quase 2 ciclos logaritmicos, como demonstrado na Figura 8.

Controle versus Tratamento - Listeria monocytogenes

[ Controle [ Tratamento

8,00
6,00

)

® 400

2

[@)]

3
2.00
0,00

Figura 8 - Comparagao da populagao de L. monocytogenes controle e na presenga de S. xylosus, na
matriz alimentar carnea. Grafico elaborado com o valor das médias das repetigcbes. Desvio padrdo
representado por um trago acima das colunas.

Assim, fica evidente que houve uma diferenga no crescimento do patdégeno L.
monocytogenes na presenga de S. xylosus, em comparagao com seu controle, o que
€ corroborado pelos estudos de Villani et al,. (1994) e Pedonese et al., (2020) e
Laukova et al., (2010). O mecanismo de acao do efeito antagonista de S. xylosus

sobre este patégeno ainda nao foi totalmente elucidado, no entanto, estudos sugerem
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que esta atividade se deve principalmente a acidificagao da matriz alimentar, tornando
0 micro ambiente indspito aos patogénicos (Leroy et al., 2006; Fiorentini et al., 2009;
Lorenzo et al., 2016; Barcenilla et al., 2022) como também pela prépria sintese de
compostos de natureza proteica (bacteriocinas) e lipidica com ag&o antimicrobiana
(Villani et al., 1994; Fiorentini et al., 2009).

CONCLUSOES

Os experimentos conduzidos neste projeto foram delineados para constituirem
resultados preliminares que possam ser utilizados no rol de pesquisas cientificas
sobre a utilizacdo deste possivel agente de biocontrole. Assim, destaca-se que os
resultados obtidos no ensaio in situ, avaliando o crescimento de L. monocytogenes
na presenca de S. xylosus, apontam para mais uma evidéncia a respeito de seu
potencial de biocontrole, apesar de serem necessarias repeticdes do ensaio para
validar tal constatagdo. Embora o real efeito da agdo antimicrobiana de cada cultura
ser influenciado por caracteristicas singulares de cada produto, como ingredientes,
temperatura de processamento e armazenamento, aditivos, e até mesmo pela
microbiota intrinseca do alimento, a cultura testada demonstrou uma atividade nao
negligenciavel sobre o patégeno, nas condi¢des testadas.

Por fim, ainda que nao tenha sido possivel obter evidéncias a favor da hipotese
inicialmente proposta nos ensaios in vifro e naqueles cuja bactéria alvo era a
Salmonella Typhimurium, ressalta-se a necessidade de mais estudos investigando o
potencial de biocompeticdo de S. xylosus, que ja é adaptado aos nichos ecoldgicos
de alimentos, e comprovadamente seguro micro e toxicologicamente (Leroy et al.,
2006; Lorenzo et al., 2016; dos Santos et al., 2017; Cebrian et al., 2020). Deve-se,
portanto, continuar explorando esse microrganismo como uma abordagem

promissora de bioprotecao e biocontrole em ensaios de validagao futuros.
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IMPLICAGOES PARA A PRATICA DE ATUAGAO

Segundo a Resolugéo 600, de 2018, do Conselho Federal de Nutricionistas, o
nutricionista tem como um dos ramos de atuacdo a pesquisa e o desenvolvimento
dentro da industria, sendo que estudos e trabalhos experimentais em alimentacao e
nutricdo se enquadram nesta competéncia. Desta forma, o projeto apresentado
representa uma iniciativa de se conquistar esse espaco dentro de uma industria de
alimentos, uma vez que tanto o desenvolvimento tedrico do projeto quanto a propria
cultura bacteriana e a matriz alimentar utilizadas foram obtidas por meio da
colaboracgéo da equipe de Pesquisa e Desenvolvimento (P&D), do setor de produtos
carneos, da Globalfood Advanced food technology, que incentivou e apoiou todo o
desenvolvimento do projeto.

Ademais, a concepgao da propria pergunta norteadora do projeto foi advinda
da aspiragao de solugdes inovadoras que sejam validadas como alternativas para o
uso dos conservantes atualmente aplicados na industria, em produtos processados
da categoria. Desta forma, toda a experiéncia na elaboragdo deste projeto foi
fundamental e extremamente valida para corroborar a presenga do nutricionista em
acdes de equipes multiprofissionais (engenheiros de alimentos, quimicos, gestores
de produgéao, gerentes de P&D), como também para reafirmar a importancia deste
profissional em se responsabilizar pelo desenvolvimento de produtos seguros e de

qualidade nutricional e microbiologica destinados ao consumo humano.
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