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Ciéncia e Tecnologia de Alimentos

Biocontrole de Listeria monocytogenes por Pediococcus acidilactici
em couve minimamente processada

Biocontrol of Listeria monocytogenes by Pediococcus acidilactici in fresh-cut kale

Wanessa Altimiras COSTA!, Maria Cristina Dantas VANETTI, Rolf PUSCHMANN?

Resumo

Este estudo avaliou um sistema de biocontrole para inibi¢ao de Listeria monocytogenes em couve minimamente processada, objetivando sua
seguranca durante estocagem sob refrigeracdo e em condi¢des de abuso de temperatura. O potencial inibitdrio de bactérias laticas tolerantes
ao sal e psicrotréficas contaminantes naturais da couve e Lactobacillus plantarum, Lactobacillus delbrueckii ATCC 9649 e Lactobacillus casei
CCT 1465 foram avaliadas contra L. monocytogenes. O isolado de couve identificado como P. acidilactici CCA3 inibiu L. monocytogenes
a 10 e 15 °C em agar MRS e foi selecionado como possivel agente de biocontrole. O nimero de L. monocytogenes na couve minimamente
processada aumentou 3,7 e 4,7 ciclos logaritmicos a 5 e 10 °C, respectivamente, apds 20 dias de armazenamento e 4,6 ciclos logaritmicos
apos oito dias a 15 °C. Entretanto, quando 10® UFC.g" de P. acidilactici CCA3 foram inoculados no produto processado, o crescimento
de L. monocytogenes reduziu 2,3 ciclos logaritmicos sob temperatura abusiva de 15 °C. A acidez titulavel e as caracteristicas sensoriais da
couve nao foram alteradas pela presenga de CCA3 ao longo do periodo de vida util. Estes resultados sugerem o potencial de aplicagao dos
bioconservantes na couve minimamente processada, que necessitam estar associados a refrigeracdo e sanitizagdo para garantir seguranca.
Palavras-chave: biopreservagio; seguranca alimentar; Listeria monocytogenes; bactérias ldticas.

Abstract

This study evaluated a biological control system for the inhibition of Listeria monocytogenes in minimally processed kale focusing on its
freshness under refrigeration and extreme temperatures. The inhibitory potential of salt and cold tolerant lactic bacteria from natural microflora
of kale, Lactobacillus delbrueckii ATCC 9649, Lactobacillus plantarum, and Lactobacillus casei CCT 1465 strains were evaluated against
L. monocytogenes. Pediococcus acidilactici CCA3 isolated from kale exhibited a large inhibition zone of L. monocytogenes at 10 and 15 °C in
MRS agar and was selected as a possible biological control bacterium. The population of L. monocytogenes inoculated in minimally processed
kale increased 3.7 and 4.7 logarithmic cycles at 5 and 10 °C, respectively, after 20 days of storage and 4.6 logarithmic cycles at 15 °C after
eight days. However, when 10® CFU.g™! of P. acidilactici CCA3 was inoculated into processed product a reduction of L. monocytogenes of
2.3 logarithmic cycles under extreme temperature conditions (15°C) occurred. P. acidilactici CCA3 did not alter the titratable acidity or the
kale sensorial characteristics during the shelf life period. These results suggest the potential application of biopreservatives on minimally
processed kale that need to be associated with refrigeration and sanitation to assure safety.

Keywords: biopreservative; safety food; Listeria monocytogenes; lactic bacteria.

1 Introdugio

ISSN 0101-2061

No Brasil, a produgéo agricola se estende a praticamente
todos os itens essenciais a alimentacio. No entanto, hd grandes
perdas quantitativas, qualitativas e nutricionais, em razdo
de praticas inadequadas no manuseio apds a colheita, no
transporte e no armazenamento dos produtos agricolas. A
técnica de processamento minimo de hortalicas objetiva reduzir
os desperdicios desses produtos, favorecendo a economia de
alimentos no Pais e contribuindo também para melhorar a
qualidade e estender a vida de prateleira deles. A principal
medida de conservagdo de produtos minimamente processados
¢ a refrigeracio (FRANCIS; O’BEIRNE, 2001; MARTH,
1998), pois a temperatura ¢é o fator mais importante que afeta
as caracteristicas gerais de qualidade do produto tais como
aparéncia, textura e contetido em vitaminas (WATADA, 1999).

Temperaturas baixas durante o transporte, armazenamento e
distribuicéo dos produtos minimamente processados diminuem
a velocidade de senescéncia e outros processos metabolicos,
reduzem a deterioragdo e podem minimizar os efeitos do etileno
(BRECHT, 1995). Entretanto, a manuten¢do da temperatura
baixa durante a distribui¢do, transporte e comercializagio ou
antes de serem consumidas é o principal problema associado a
frutas e hortalicas minimamente processadas (WILEY, 1994).
O abuso de temperatura pode dar condi¢do e tempo para a
sobrevivéncia e o crescimento de patdgenos psicrotréficos
(SZABO; SCURRAHAND; BURROWS, 2000).

Associada as baixas temperaturas, a modificagido da
atmosfera é outra barreira que atua no controle da deterioragao
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do produto, mas pode proporcionar oportunidade para o
crescimento de espécies psicrotroficas anaerdbias facultativas
(FRANCIS; O’BEIRNE, 2001; THOMAS; O’BEIRNE, 2000).
Considerando que a maioria desses alimentos é consumida sem
nenhum tratamento térmico, uma das principais preocupagdes
¢ com relagdo a bactérias patogénicas capazes de crescerem em
temperatura de refrigeracdo (FARBER, 1991; SCHUENZEL;
HARRISON, 2002; SZABO; SCURRAHAND; BURROWS,
2000). Dentre os patogenos que podem ser encontrados em
produtos vegetais frescos destacam-se Aeromonas hydrophila,
Clostridium botulinum, Listeria monocytogenes, Yersinia
enterocolitica, Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 e
Campylobacter jejuni (DHOKANE et al., 2006; SCHUENZEL;
HARRISON, 2002; SZABO; SCURRAHAND; BURROWS;
2000).

L. monocytogenes ¢ uma bactéria patogénica que pode
causar doengas sistémicas em humanos, tais como septicemia,
meningite, infec¢do no sistema nervoso central e até mesmo
a morte (OKTEM; BAYRAM; CEYLAN, 2006). A taxa de
mortalidade é alta em individuos susceptiveis, como mulheres
gravidas, recém-nascidos, idosos e pessoas imunodeprimidas
e pode alcancar de 20 a 30% em alguns casos epidémicos
(GANDHI; CHIKINDAS, 2007; NORRUNG, 2000; OKTEM,
2006).

A prevaléncia de L. monocytogenes em alimentos
minimamente processados e a alta taxa de mortalidade por
listeriose fizeram dessa bactéria um problema importante a ser
considerado quando da avaliagdo dos riscos microbiologicos em
alimentos prontos para consumo (NORRUNG; ANDERSEN;
SCHLUNDT, 1999). L. monocytogenes sobrevive e/ou cresce
em produtos minimamente processados, mantidos sob
refrigeracdio (CARLIN; NGUYEN-THE; SILVA, 1995;
CATELLANI; GIACCONE; NOVELLI, 2006; FARBER et al,,
1998; NORRUNG, 2000; SINIGAGLIA, 2006) e a incidéncia
desse patogeno em hortaligas minimamente processadas varia,
normalmente, de 0 a 19% (BEAULIEU et al.,, 1997; CARLIN;
NGUYEN-THE; SILVA, 1995; NGUYEN-THE; CARLIN, 1994;
ODUMERU et al., 1997; SORIANO et al., 2001). O potencial
para sobrevivéncia e crescimento de Listeria em hortalicas
minimamente processadas depende do tipo de hortalica, idade
do produto, concentragéo do patégeno, procedimento adotado
no processamento, temperatura e atmosfera de armazenamento
(CARLIN; NGUYEN-THE; SILVA, 1995; FRANCIS; O'BEIRNE,
2001; NGUYEN-THE; CARLIN, 1994; THOMAS; O'BEIRNE,
2000).

O aumento da seguranga microbiolégica em hortalicas
minimamente processadas pode ser alcangado com a
utilizagdo de barreiras adicionais, como por exemplo, a
competi¢do microbiana, a adigdo de bacteriocinas e outros
compostos GRAS (Geralmente Reconhecidos como Seguros)
(SCHILLINGER etal., 2001; SCHUENZEL; HARRISON, 2002;
SOOMRO; MASUD; ANWAAR, 2002). O uso de bactérias
laticas como competidoras da microbiota deterioradora e
patogénica é amplamente estudado em produtos carneos
e laticos, mas sO recentemente a sua aplicagdo em frutas e
hortaligas minimamente processadas tem sido considerada
(VESCOVO et al., 1995; VESCOVO et al., 1996). Por
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apresentarem atividades antagonista e competitiva, bactérias
do 4cido latico podem inibir ou mesmo eliminar patégenos
em alimentos minimamente processados e melhorar com
isso a vida til e a segurancga desses alimentos (SCHUENZEL;
HARRISON, 2002).

Entre as hortalicas de importancia economica para o
Brasil, a couve destaca-se como uma das mais comercializadas
e consumidas. Aspectos do processamento minimo da couve
foram considerados em outros estudos (BITTENCOURT
2000; CARNELOSSI, 2000; DANTAS 2001; TELES 2000)
e, com propdsitos de complementar essas informacdes, o
presente estudo se propos a avaliar o potencial de crescimento
de L. monocytogenes em couve minimamente processada e o
potencial inibidor de bactérias laticas sobre esse patégeno.

2 Material e métodos

2.1 Selegdo da bactéria ldtica a ser inoculada na couve
minimamente processada

Com o objetivo de selecionar bactérias laticas que
apresentassem atividade inibitdria sobre L. monocytogenes em
temperaturas de refrigeracio, foi feito o isolamento de bactérias
produtoras de acido a partir de couve minimamente processada
adicionada de 2,5% de cloreto de sddio e estocada por 6 dias
a7 e 21 °C. O isolamento foi feito em superficie de agar Man,
Rogosa e Sharpe - MRS (Oxoid, Basingstore, Inglaterra)
acrescido de 0,04 g.L™' de purpura de bromocresol e 5,0 g.L™!
de carbonato de calcio, apds incubagio a 30 °C por 48 horas,
sob microaerofilia. Foram selecionadas de trés a cinco colonias
produtoras de 4cido e que apresentaram aspectos morfoldgicos
diferentes. A identificacdo das bactérias isoladas foi realizada
por comparacao dos perfis de ésteres metilicos de acidos graxos
(FAME) com os de uma biblioteca de referéncia do sistema
Sherlock da Microbial Identification System® (MIDI, Newark,
DE, EUA) (TSBA versio 5,0).

A atividade antilistérica foi avaliada nas culturas isoladas e
em culturas de Lactobacillus delbrueckii subsp. delbrueckii ATCC
9649 e Lb. plantarum, obtidas do laboratdrio de Microbiologia
Industrial (Bioagro-UFV) e Lactobacillus casei CCT 1465, obtida
da Fundagdo André Tosello. Todas as culturas usadas neste
experimento foram submetidas aos testes de coloracio de Gram,
catalase e confirmagdo da produgdo de dcido em agar MRS
acrescido de 0,04 g.L™! de ptrpura de bromocresol e 5,0 g.L-"' de
carbonato de calcio. As culturas puras foram estocadas a -80 °C
em caldo MRS acrescido de 20% (v/v) de glicerol.

Um dos critérios utilizados para a selecdo da cultura
latica a ser inoculada na couve minimamente processada foi a
capacidade de crescimento sob refrigeracao. As culturas laticas
usadas neste estudo foram ativadas em caldo MRS a 35 °C por
18 horas, transferidas para caldo MRS e incubadas a 5, 10 e
15°C (1 °C). O crescimento foi acompanhado por medida da
densidade 6ptica (DO) em espectrofotdmetro Spectronic 20 D
(Milton Roy Company, NY, EUA). O segundo critério para a
selecdo da cultura latica foi quanto a capacidade de inibi¢do de
L. monocytogenes quando avaliadas pela técnica de difusdo em
meio sélido (36). Utilizou-se o 4gar MRS com 0,2 e 20% (p/v)
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de glicose, para verificar se a inibi¢cdo de L. monocytogenes
pelas bactérias laticas era devida, exclusivamente, a produgédo
de acido.

2.2 Estirpes de L. monocytogenes utilizadas

Estirpes de L. monocytogenes Scott A, ATCC 7644, IP2-40
e 764/93 foram obtidas do estoque de culturas do laboratdrio
de Microbiologia de Alimentos da Universidade Federal de
Vigosa (Vicosa, MG), ativadas em tubos com 5 mL de caldo
TSB acrescentado de 0,6% de extrato de levedura a 35+ 2°C
por 17 horas.

2.3 Inoculagdo de L. monocytogenes e bactéria latica na
couve minimamente processada

Apos ativagdo, as estirpes de L. monocytogenes foram
misturadas, na mesma proporg¢do, em um unico tubo.
A suspensdo de células foi padronizada em D.O. igual a
0,27 utilizando-se o comprimento de onda de 600 nm em
espectrofotometro Spectronic 20 D e que corresponde a
10® UFC.mL™" de L. monocytogenes.

A estirpe de bactéria latica selecionada foi ativada em
5 mL de caldo MRS, a 35 £ 2 °C por 17 horas, quando atingiu
a populacio de, aproximadamente, 10° UFC.mL™". Células
de L. monocytogenes e da bactéria latica foram coletadas
por centrifugacdo a 2000 g por 15 minutos em centrifuga
Sorvall RC5C e lavadas em solu¢do salina 0,85% por duas
vezes. Dilui¢des sucessivas foram feitas, para inoculagdo de,
aproximadamente, 10° UFC de Listeria e 10° UFC da cultura
latica por grama de couve.

Ap6s a inoculagdo das culturas, as embalagens de couve
minimamente processadas foram seladas e armazenadas em
estufas a 5, 10 e 15 °C (1 °C) e, periodicamente, amostras
foram retiradas para se proceder as analises microbioldgicas e
de acidez titulavel.

2.4 Determinagdo do crescimento de L. monocytogenes em
couve minimamente processada

O crescimento de L. monocytogenes em couve minimamente
processada foi acompanhado no produto estocado a 5, 10 e
15 °C, na presenga ou ndo da bactéria latica selecionada. O
processamento minimo consistiu das etapas de sele¢do, pré-
lavagem, sanitiza¢do, fatiamento, enxaguagem, centrifugacio,
pesagem, embalagem e armazenamento, como determinado
por Bittencourt (2000). Quantidades de 50 g de couve
minimamente processada foram acondicionadas em embalagens
de multicamada de poliolefina 21 um, de 18 x 11,25 cm e com
a modificagdo passiva da atmosfera (CARNELOSSI, 2000;
TELES, 2000).

2.5 Anadlises microbioldgicas

Por¢des de 25 g de couve foram pesadas assepticamente e
homogeneizadas com 225 mL de 4gua peptonada 0,1% (Merck,
Darmstadt, Alemanha) em Stomacher (Lab-Blender 400, Seward
Medical, BA 7021, Inglaterra). A contagem de L. monocytogenes
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foi feita em agar seletivo Oxford (Merck, Darmstadt, Alemanha)
com a adi¢do de suplemento seletivo e a presenca de colonias
tipicas foi avaliada apds a incubac¢io a 35 £ 2 °C por 48 horas.
Colonias com morfologias caracteristicas e circundadas por
halo escuro resultante da hidrolise da esculina, no agar Oxford,
foram consideradas tipicas de Listeria. Quatro coldnias tipicas,
por diluicdo, foram selecionadas para a confirmagio do género
Listeria por meio de reagao da catalase e teste de motilidade
em agar semissdlido (Difco, Detroit, EUA) com incubagio a
23 °C por, aproximadamente, 72 horas. Para a confirmacdo da
espécie L. monocytogenes, foi realizado o teste B-hemolise em
placas contendo agar Sangue (Merck, Darmstadt, Alemanha),
enriquecido com sangue de carneiro.

A microbiota contaminante da couve minimamente
processada foi avaliada pela contagem padrao de psicrotroficos
aerdbios em agar Padrao para Contagem - PCA (Merck), apds a
incubagdoa 7 + 1 °C, por 10 dias. A determinacdo de bactérias
produtoras de 4cido foi feita em agar MRS, com a adigdo de
0,04 g.L! de ptrpura de bromocresol e 5,0 g.L"! de carbonato
de calcio, apds incubagdo a 35 + 2 °C, por 48 horas, em jarras
Gas-Pack, sob microaerofilia. Foram consideradas bactérias
laticas aquelas cujas colonias apresentaram halo amarelo,
caracterizando a produgdo de acido e que foram catalase
negativas (HALL; LEDENBACH; FLOWERS, 2001).

2.6 Determinagado da acidez tituldvel

A acidez titulavel da couve foi determinada conforme
Case, Bradley e Williams (1985), em homogenato preparado
em agua destilada.

2.7 Andlise estatistica

O estudo da velocidade especifica de crescimento (W)
de L. monocytogenes na couve minimamente processada foi
conduzido segundo o esquema de parcela subdividida tendo
nas parcelas dois tratamentos (couve minimamente processada
com L. monocytogenes e couve minimamente processada
com L. monocytogenes e Pediococcus acidilactici CCA3) e na
subparcela, os periodos de estocagem a 5 e 10 °C (0, 5, 10,
15 e 20 dias) e a 15 °C (0, 2, 4, 6 e 8 dias), no delineamento
inteiramente casualizado, com trés repeti¢des. Os dados foram
submetidos a analise de varidncia e de regressdo. Para o fator
qualitativo, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade. Para o fator quantitativo, os modelos
foram escolhidos baseados na significancia dos coeficientes de
regressdo, utilizando-se o teste t de Student, adotando-se o nivel
de 5% de probabilidade, no coeficiente de determinagio e no
fenomeno bioldgico. O experimento que avaliou a concentragao
de dcido latico na couve minimamente processada foi conduzido
segundo o delineamento inteiramente casualizado com trés
temperaturas (5, 10 e 15 °C), dois tratamentos, com e sem 0
isolado CCA3, com trés repeti¢des. Os dados foram submetidos
a andlise de varidncia e as médias comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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3 Resultados e discussao

3.1 Identificagdo e selegdo da bactéria ldtica

As bactérias laticas isoladas da couve foram identificadas
pelo sistema MIDI e denominadas Pediococcus acidilactici
CCA3, Pediococcus damnosus CCA7 e Lactobacillus parabuchneri
BNCCR5. Maior velocidade de crescimento nas temperaturas de
refrigeracao foi alcangada pelo isolado CCA3 de P. acidilactici
(Figura 1), fator importante a ser considerado na selegdo
da cultura para uso como bioconservante no produto
minimamente processado. Além de crescimento rapido, as taxas
de produgdo de compostos antimicrobianos e a sensibilidade
relativa do patégeno a estes metabdlitos também afetam o
resultado competitivo entre as culturas a serem usadas como
bioconservantes (BREIDT; FLEMING, 1997; SOOMRO;
MASUD; ANWAAR, 2002).

Oisolado de couve P, acidilactici CCA3 apresentou atividade
antilistérica a 10 e 15 °C, enquanto os isolados P. damnosus
CCA7 e Lb. parabuchneri BNCCRS e as culturas Lb. delbrueckii
subsp. delbrueckii e Lb. casei inibiram o crescimento de
L. monocytogenes quando incubados somente a 15 °C e em dgar
MRS contendo 20% de glicose, mas ndo na presenga de 0,2% de

0 100 200 300 400 0 100
Tempo (horas)

Tempo (horas)

glicose. Este resultado sugere que a inibicédo de L. monocytogenes
foi, provavelmente, devido a produgio de acido pelas bactérias
laticas. Wilson et al. (2005) verificaram que a inibi¢ao de
L. monocytogenes por Lb. plantarum SK1 em meio MRS foi
também em razao da produgio de acido latico e o efeito inibidor
dessa cultura foi mantido em rabanetes armazenadosa 5 °C. No
entanto, a inibicdo de patdgenos por bactérias laticas pode ser
também pela producido de bacteriocinas (PONCE et al., 2007;
SPELHAUG; HARLANDER, 1989; VESCOVO et al., 1996).

3.2 Crescimento de L. monocytogenes em couve
minimamente processada

Durante o periodo de armazenamento da couve
minimamente processada inoculada com L. monocytogenes
e estocada a 5 e 10 °C, houve um aumento expressivo da
populacido do patdgeno que alcancou, apds o décimo quinto
dia, 10° e 10® UFC.g"', respectivamente (Figura 2a, b). No
armazenamento da couve a 15°C a populagio de 10° UFC.g™ foi
alcangadano sexto dia de estocagem (Figura 2¢). Esse crescimento
observado corresponde aos aumentos, respectivamente, de 3,7
e 4,7 a5 e 10°C apds 20 dias de estocagem (Figura 2a, b) e a
4,6 ciclos logaritmicos apos oito dias a 15°C, condigéo esta que
simula abuso na temperatura de estocagem (Figura 2c). Estes

200 300 400 0 100 200 300 400

Tempo (horas)

Figura 1. Curva de crescimento das bactérias laticas Lb. casei (o), Lb. delbrueckii (A ), Lb. plantarum (x), Lb. parabuchneri BNCCRS (#), P. damnosus
CCA7 (@) e P, acidilactici CCA3 (A) em caldo MRS, incubadas nas temperaturas de a) 5; b) 10; e ¢) 15°C.
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Figura 2. Logaritmo do nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC.g™") de L. monocytogenes em couve minimamente processada estocada
a5 (A) e 10 (B) por 20 dias e 15 °C (C) por 8 dias. Produto inoculado com L. monocytogenes (A) e produto inoculado com L. monocytogenes e

P, acidilactici (CCA3) (e).
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resultados reforcam o risco do crescimento desse patégeno
psicrotréfico em alimentos minimamente processados e
mantidos por periodos prolongados a temperaturas baixas,
ou durante periodos de tempo menor, mas em temperaturas
abusivas.

O crescimento de L. monocytogenes também ja foi
constatado em produtos minimamente processados,
estocados sob refrigeragdo como em alface manteiga e endivia
(NGUYEN-THE; CARLIN, 1994), em saladas diversas
(FARBER, 1998), em aspargos (RODRIGUEZ et al., 2000), em
alcachofras (SANZ; GIMENEZ; OLARTE, 2003) e em coco
(SINIGAGLIA et al., 2006).

L. monocytogenes inoculada em couve minimamente
processada cresceu simultaneamente com o isolado P, acidilactici
CCA3 nas condigdes de estocagem do produto (Figura 2a, b, ¢).
Pelos valores de velocidade especifica de crescimento (L)
de L. monocytogenes no produto inoculado com o isolado
P, acidilactici CCA3, pode-se evidenciar uma atividade inibitoria
significativa (p < 0,05) da cultura latica na temperatura de
15°C (Tabela 1). Nesta temperatura, a presenca de CCA3
resultou em 2,3 ciclos logaritmicos a menos no crescimento de
L. monocytogenes (Figura 2c).

Nessa condicdo, caracteristicas sensoriais do produto
tais como aparéncia e odor foram mantidas até o quarto dia
de estocagem. Neste periodo houve um controle maior no
crescimento de L. monocytogenes comparado com o mesmo
periodo em produtos ndo inoculados com a bactéria latica.
Este resultado permite sugerir que, em condigées de abuso
de temperatura, a presenga de uma cultura latica pode se
constituir em uma barreira adicional para o crescimento
de L. monocytogenes e, provavelmente, outras bactérias
indesejaveis.

Resultados similares foram obtidos por Bennik et al. (1999)
que avaliaram o potencial de duas estirpes de Pediococcus
parvulus e uma estirpe de Enterococcus mundtii, ambas
bacteriocinogénicas, isoladas de hortalicas minimamente
processadas, em controlar o crescimento de L. monocytogenes
in vitro e em brotos de feijao frescos. Esses autores verificaram
que as estirpes de P. parvulus ndo apresentaram atividade
inibitéria, in vitro, quando incubadas a 4 ou 8 °C, mas essa
atividade foi evidenciada quando armazenadas a 15 e 30 °C,
sugerindo que essas culturas podem ser utilizadas como
biocontrole em produtos que sdo processados ou estocados
em temperaturas elevadas. Esses autores ainda evidenciaram
que E. mundtii foi capaz de controlar o crescimento de

Tabela 1. Média da velocidade especifica de crescimento (u) de
L. monocytogenes na couve minimamente processada, mantidaa 5, 10
e 15 °C durante o periodo de armazenamento.

Tratamentos u de L. monocytogenes
5°C 10 °C 15°C
L. monocytogenes 0,2367*  0,2633* 0,8767*
L. monocytogenes e P. acidilactici CCA3 ~ 0,2267*  0,2067° 0,6833°

Meédias seguidas de mesma letra verticalmente, nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5% de probabilidade.
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L. monocytogenes apenas em agar contendo brotos de feijao
armazenados por 5 dias a 8 °C, mas ndo no produto armazenado
sob atmosfera modificada na mesma condi¢éo de temperatura.
Resultados observados com P. acidilactici JBL 1095 também
demonstraram que bacteriocina néo foi produzida a 4 °C em
salsichas formuladas com carne bovina e embaladas a vacuo,
enquanto a 25 °C constatou-se redugdo de 2,7 ciclos logaritmicos
no numero de células de L. monocytogenes (DEGNAN; YOUSEF;
LUCHANSKY, 1992).

Bactérias do dcido lético isoladas de hortalicas frescas
inativaram patdgenos como A. hydrophila, Salmonella
typhimurium e Staphylococcus aureus inoculados em saladas
mistas minimamente processadas em até seis dias de
armazenamento a 8 °C, enquanto a concentragdo inicial de
L. monocytogenes inoculada no produto permaneceu inalterada
durante o periodo de armazenamento (VESCOVO et al.,
1996). Quando bactérias do acido latico e L. monocytogenes
geneticamente marcadas foram inoculadas em suco e conserva
de pepino, ndo foi observado o crescimento desse patégeno,
inibi¢do essa atribuida, principalmente, a bactérias laticas
naturalmente encontradas no produto (BREIDT; FLEMING,
1997). Os resultados sugerem que contaminantes com potencial
antilistérico isolados de hortalicas podem ser usados com
bioconservantes promovendo o aumento da seguranca dos
produtos minimamente processados.

3.3 Caracteristicas microbioldgicas, sensoriais e quimicas
da couve minimamente processada

A inoculagao de aproximadamente 10® UFC.g™! do isolado
P acidilactici CCA3 na couve minimamente processada nao
afetou a aparéncia e odor caracteristicos do produto. As amostras
de couve inoculadas ou ndo com o isolado P. acidilactici CCA3
e armazenadas a 5 °C apresentaram caracteristicas aceitaveis
por até 15 dias, enquanto essas caracteristicas foram observadas
nas amostras de couve, estocadas a 10 e 15 °C, por até 10 e
4 dias, respectivamente. Estes resultados se assemelham aos
obtidos por Bittencourt (2000) em teste de aceita¢ao de couve
minimamente processada com grupos de 90 provadores ndo
treinados, quando foi estimada uma vida util de até 18 dias
para o produto mantido a 5 °C. Nesse mesmo estudo, o produto
estocado a 10°C foi aceito quanto a aparéncia até o décimo dia,
no entanto o aroma foi suficiente para promover sua rejeicao
no oitavo dia de armazenamento.

Durante o periodo de armazenamento da couve inoculada
com o isolado P. acidilactici CCA3, ndo se observou aumento
expressivo na populacdo de bactérias laticas. No entanto,
nas amostras controle, houve um aumento na populagio
dessas bactérias de 0,92 a 2,74 ciclos logaritmicos a 5 e 10 °C,
respectivamente, apos 20 dias de estocagem e um aumento
de 3,63 ciclos logaritmicos a 15 °C, apds 8 dias de estocagem
(Figura 3).

Em hortalicas mistas embaladas, Manvell e Ackland
(1986) registraram o aumento da populacdo de bactérias
laticas com o aumento da temperatura de armazenamento. Em
couve minimamente processada, o aumento na populagdo de
bactérias laticas durante o periodo de vida til foi de 2,4 ciclos
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Figura 3. Logaritmo do nimero de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC.g™") de bactérias laticas em couve minimamente processada
estocada a 5 (A), 10 (*) e 15 °C (@) por 20 dias.

logaritmicosa 1°C, 4 ciclos a 5°C e 6 ciclos logaritmicosa 10 °C
(BITTENCOURT, 2000).

A populagdo de psicrotroficos aerdbios aumentou
proporcionalmente com o aumento da temperatura (Figura 4).
Bactérias psicrotroficas sdo agentes importantes de deterioragio
de hortalicas minimamente processadas e tem-se constatado
que o crescimento dessa microbiota varia com o tipo de
produto. Aumentos de trés ciclos logaritmicos na populagao
de psicrotréficos em couve minimamente processada mantida
a 5 °C foram constatados por Bittencourt (2000). Segundo
esse autor, a microbiota psicrotréfica predominou em todos os
tempos de amostragem do produto mantido a 1, 5 e 10 °C e foi
constituida principalmente por espécies de Pseudomonas. Em
alface minimamente processada estocada a 4 °C por 12 dias
sob atmosfera controlada com diferentes composicdes gasosas,
o aumento na populagdo de microrganismos psicrotréficos foi
também de trés ciclos logaritmicos (BARRIGA et al., 1991).

Em amostras de repolho minimamente processado
estocadas a 1 e 5 °C por 20 dias, ndo foi observada varia¢ao
no crescimento de psicrotréficos, mas a 12 °C essa populagdo
aumentou em aproximadamente trés ciclos logaritmicos em
cinco dias de armazenamento (FANTUZZI; PUSCHMANN;
VANETTI, 2004).

Nao houve diferenga significativa (p > 0,05) quanto
a porcentagem de acido latico nas amostras de couve
minimamente processada inoculada ou ndo com a cultura de
P, acidilactici CCA3 durante o periodo de armazenamento a 5,
10 e 15 °C (Figura 5).

A concentragdo de acido latico na couve minimamente
processada foi semelhante nas amostras inoculadas e nao
inoculadas com CCA3 nas temperaturas de 5 e 10 °C. Quando
o produto foi mantido a 15 °C, maior acidez titulavel foi
observada nas amostras inoculadas com a cultura de CCA3,
comparado com o mantido a 5 e 10 °C, durante os 10 dias
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Figura 4. Logaritmo do nimero de Unidades Formadoras de Coldnias
(UFC.g") de psicrotroficos aerébios em fungdo do tempo (dias) em
couve minimamente processada estocada a 5 (A), 10 (*) e 15 °C (e).

0,85 7

0,65

Acido latico (%)

0,45

T T 1
0 5 10 15 20
Tempo (dias)

Figura 5. Concentragdo (%) de acido latico em amostras de couve
minimamente processadas inoculadas com L. monocytogenes e
P, acidilactici CCA3 estocadas a 5 °C (@) e 10 °C (A) por 20 dias e
15 °C (=) por 8 dias e de amostras controle estocadas a 15 °C (o) por
8 dias.

iniciais de armazenamento (Figura 5). Estes resultados foram
similares aos de Manvell e Ackland (1986) que detectaram
maior concentracido de dcido latico em hortalicas mistas
armazenadas sob condigdes de abuso de temperatura do que
sob temperatura de refrigeragdo de 7 °C. Pode-se sugerir que o
acido latico tenha promovido a inibigdo de L. monocytogenes a
15 °C, embora deva ser considerado que P. acidilactici é capaz
de produzir bacteriocina (BISWAS et al., 1991) e seu potencial
bioconservante precisa ser mais bem avaliado. O uso de mais um
fator de inibi¢ao de patégenos e microrganismos deterioradores
deve estar associada a aplicagdo de boas praticas de fabricagdo
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para que a seguranga de alimentos minimamente processados
seja alcangada.

4 Conclusoes

O potencial de utiliza¢do de bioconservante para inibigao
de patdgenos em alimentos minimamente processados foi
constatado, indicando que podem se constituir em mais uma
barreira para garantir a seguranga desses alimentos. Entretanto,

torna-se necessario avaliar outras bactérias laticas para esta
finalidade.
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