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RESUMO

A producéo animal constitui uma atividade de grande relevancia para o semiarido nordestino.
A carne e seus derivados sdo produtos de grande importancia comercial crescente dado o
turismo gastronémico em ascencdo. Poréem, como um produto de facil contaminacao pode ser
veiculador de microrganismos, e os conservantes utilizados em produtos carneos, os sais de
nitrito, vem sendo descrito com alto potencial carcinogénico, dessa forma, vérias sdo as
estratégias que vém sendo estudadas como alternativa ao uso destes sais. Assim, objetivou-se
avaliar a atividade antimicrobiana e antibiofilme de 4 azo compostos (Al, A2, A3 e A4) em
microrganismos isolados de carne de caprinos e ovinos. Nao encontrou-se relatos de utilizacéo
dos azo compostos sintetizados nesse estudo em outras pesquisas onde seu uso tenha sido
sugerido para alimentos. Nesse estudo também buscou-se identificar se 0 composto apresentava
acao sinergica in vitro com o nitrito de sodio, seu efeito toxico em Artemia salina e investigar
0 mecanismo usado para inibicdo microbiana. Apos determinou-se a vida de prateleira de
linguica de cordeiro, em tratamentos que se diferenciavam pelo agente conservante utilizado
(azo composto e nitrito de sodio), tendo como grupo controle o tratamento sem adicdo de
conservante. A partir de 21 amostras de carne, isolou-se 15 S. aureus (75%) e 13 E. coli (62%).
A4 foi 0 azo composto que apresentou melhor atividade, com concentracdes bactericida média
de 230 pg/mL frente a S. aureus. As cepas isoladas apresentaram producéo de biofilme, sendo
que oito (61,5%) dos S. aureus com forte producéo e sete (38,5%) com fraca producdo e oito
(61,5%) E. coli com fraca producdo, as demais cepas de E. coli ndo foram produtoras de
biofilme. O composto A4 foi capaz de interferir na formacao do biofilme em todos os isolados
de S. aureus forte produtores e interferiu no biofilme consolidado em 50% desses isolados. O
nitrito de sodio apresentou CBM média de 67 pug/mL, e no teste de sinergismo com A4, nove
(60%) S. aureus apresentaram reducdo da CBM em acdo sinérgica. No teste de vida de
prateleira as variaveis umidade e pH ndo demostraram diferencas nos tratamentos, porém, a
colorimetria do tratamento com A4 apresentou resultados superiores aos demais. Ja na
contagem microbiana, o composto teste exibiu reducdo para contagem de S. aureus,
microrganismos mesofilos e psicrotréficos quando comparado ao grupo controle (sem adicdo
de conservantes), mas sem diferenca na enumeracao de coliformes, entretanto as contagens de
bactérias dos testes com o nitrito de sédio foram inferiores ao tratamento com A4. Buscando
avaliar o possivel mecanismo de acdo do composto em microrganismos patogénicos,
identificou-se através de docking molecular que A4 apresentou afinidade com a proteina FtsA,
indicando que a inibicdo de S. aureus pode estar relacionada a interferéncia na interacdo com a
FtsZ inibindo a divisdo celular e causando a morte bacteriana. A4 apresentou taxas de
mortalidade de 96% para a toxicidade em Artemia salina na concentracdo de 10 pg/mL e 100%
em concentracdes superiores. O estudo demonstrou que 0 azo composto apresentou efeito
antimicrobiano in vitro, porém, sua acdo toxica deve ser avaliada com organismos superiores,
para obter-se resultados mais proximos aos seres humanos, bem como testes de sinergismo com
o sal de nitrito em teste de prateleira para avaliar a eficacia dos mesmos em concentracdes
reduzidas.

Palavras-chave: biofilme, conservantes, cordeiro, mercado publico, produtos carneos,
sinergismo.



ABSTRACT

Animal production constitutes an activity of great importance for the Northeastern semiarid.
Meat and its derivatives are products of great commercial importance, either for the regional
consumer or as a tourism product in a rising gastronomic pole. However, as an easily
contaminating product it might be a carrier of microorganisms, and the preservatives employed
in meat products, the nitrite salts, have been described as of high carcinogenic potential.
Consequently, several strategies have been explored as alternatives to the use of these salts.
Therefore, this work aimed to evaluate the antimicrobial and antibiofilm activity of 4 azo
compounds (Al, A2, A3, and A4) on microorganisms isolated from lamb and sheep meat. No
reports regarding the use of the azo compounds synthesized in this research were found in other
studies where their use is suggested for foods. In this study, it was also investigated if the
compound presented in vitro synergistic action with the sodium nitrite, its toxic effect on
Artemia salina and the mechanism used for microbial inhibition. Afterward, the shelf life of
the lamb sausage was determined though treatments that differed in the preservative agent
employed (azo compounds and sodium nitrite), with a treatment without preservative addition
as a control group. Out of 21 meat samples, it was possible to isolate 15 S. aureus (75%) and
13 E. coli (62%). The A4 was the azo compound that presented the best activity, with a mean
bactericidal concentration of 230 pg/mL on S. aureus. The isolated strains presented biofilm
production, with eight (61.5%) of the S. aureus presenting a strong and seven (38.5%) with a
weak production, and eight (61.5%) of the E. coli presenting a weak production. The remaining
E. coli strains were not biofilm-producing. The A4 compound was able to interfere in the
formation of biofilm in all the strong producers isolates of S. aureus and interfered in the
stablished biofilm in 50% of these isolates. The sodium nitrite presented mean MBC of 67
pg/mL, and in the synergism test with the A4, nine (60%) S. aureus presented reduction of the
MBC in synergistic action. In the shelf life test, the variables moisture and pH did not
demonstrate differences in the treatments, although the colorimetry of the treatment with the
A4 presented superior results to the remainder. As for the microbial counting, the test compound
exhibited a reduction for the counting of S. aureus, mesophilic, and psychrotrophic
microorganisms when compared to the control group (without preservative addition), although
without difference in the enumeration of coliforms; however, the counting of bacteria in the
tests with sodium nitrite were inferior to the treatment with the A4. Aiming to evaluate the
possible action mechanism of the compound in pathogenic microorganisms, it was identified
through molecular docking that the A4 presented affinity with the FtsA protein, suggesting that
the inhibition of S. aureus might be related to the interference in the interaction with the FtsZ,
inhibiting cell division and causing bacterial mortality. The A4 presented mortality rates of 96%
for the toxicity in Artemia salina in the concentration of 10 pg/mL and 100% for upper
concentrations. The study demonstrated that the azo compound presented an in vitro microbial
effect, although is toxic action should be evaluated with superior organisms in order to obtain
results closer to human beings, as well as synergism tests with the nitrite salt in shelf-life in
order to evaluate their efficacy in reduced concentrations.

Keywords: biofilm, lamb, meat products, preservatives, public market, synergism.
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1. INTRODUCAO

Considerando o crescimento populacional e o ritmo da sociedade atual, existe uma
grande necessidade e busca por produtos industrializados, com a principal caracteristica de fécil
preparo. No entanto, h&a também uma crescente preocupacéo por parte da comunidade cientifica
com relacdo aos possiveis problemas de satde que podem aparecer em situacdes de ingestdo

por um longo prazo.

Dentre os produtos amplamente consumidos nos diversos paises, tem-se 0s produtos
carneos, em funcdo dos aspectos sensoriais e principalmente a variedade de produtos que
ndo demandam muito tempo para o preparo, disponiveis nas géndolas de supermercados.
Diante dessa variedade, o consumidor € atraido, contribuindo para que produtos tais como
salsichas, salames, mortadelas, linguicas, empanados, alméndegas e hamburgueres sejam
opcao crescente como componentes de refeicBes rapidas para o lanche de muitas familias
no mundo todo (OLIVEIRA et al., 2013).

Estes produtos carneos tém origem em uma grande diversidade de processos
tecnoldgicos, sendo comumente classificados em emulsionados, reestruturados, injetados,
fermentados, congelados, enlatados, tratados termicamente, entre outras classificagdes. A
qualidade fisico-quimica e sensorial destes produtos é influenciada por uma série de fatores,
desde os processos empregados para obtencdo até os ingredientes usados para conservacdo dos
produtos carneos (PAGLARINI, 2015).

Com relacdo as carnes processadas curadas pela acdo de nitritos quando sofrem
cozimento excessivo tendem a resultar a formacdo de produtos genotoxicos durante a digestao
(HECKE et al, 2015). As nitrosaminas formadas sdo uma das preocupacfes mais atuais
relacionadas ao consumo de produtos carneos. Dessa forma, estudos com novos conservantes
para uso em produtos carneos tem se tornado uma das principais vertentes na area. Varios
extratos e 0leos essenciais de plantas foram relatados com acdo antimicrobiana, porém o forte
odor e sabor limitam seu uso como conservante de alimentos (SCHIRMER e LANGSRUD,
2010).

Considerando a necessidade da conservagdo dos produtos carneos com substancias
indcuas, este estudo teve como objetivo avaliar a sensibilidade de bactérias isoladas de carne

caprina e ovina frente a quatro azo compostos.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 IMPORTANCIA E CARACTERISTICAS DOS PRODUTOS CARNEOS

A carne ocupa um lugar de destaque, assumindo a condi¢do de alimento soberano em
diferentes contextos, culturas e grupos sociais. A carne bovina estaria no topo da hierarquia
alimentar, seguida das carnes brancas (frango e peixe). Historicamente, a ampliacdo ao acesso
a carne no Brasil apresenta uma associag&o com a colonizacao europeia (RIBEIRO e CORCAO,
2013).

De acordo com Proenca (2010), a alimentacdo é uma das atividades humanas mais
antigas, ndo apenas por razdes bioldgicas evidentes, mas também por contemplar aspectos
econdmicos, sociais, cientificos, politicos, psicoldgicos e culturais, sendo fundamentais no
processo de evolucédo das diversas sociedades.

Segundo o Regulamento de Inspecdo Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem
Animal (RIISPOA), carnes sdo “massas musculares e 0s demais tecidos que as acompanham,
incluindo ou ndo a massa dssea correspondente, procedentes das diferentes espécies animais,
julgadas aptas para o consumo pela inspecdo veterindria oficial”. Este regulamento traz o
conceito de espécies de acougue como sendo 0s bovinos, bufalos, equideos, suideos, ovinos,
caprinos, lagomorfos e aves domésticas, bem como os animais silvestres criados em cativeiro,
abatidos em estabelecimentos sob inspecdo veterinaria (BRASIL, 2017).

Quanto aos aspectos gerais dos produtos carneos, a coloracdo apresenta-se como
caracteristica variavel entre as espécies animais, sendo também relacionada
com a atividade fisica do animal. O componente que confere cor a carne € a mioglobina
(VENTURINI et al., 2007).

No que se refere ao aspecto nutricional, a carne constitui uma fonte rica em proteinas
de alto valor bioldgico, sendo nutricionalmente importante, uma vez que apresenta aminoacidos
essenciais. As proteinas tém um papel fundamental nos seres vivos, uma vez que estdo
associadas a estrutura dos diversos tecidos do organismo, além de estar presente nos diversos
fluidos corporais. Os 4&cidos graxos de cadeia longa encontrados nas carnes também
demonstram a importancia nutricional desse alimento, a exemplo dos édmegas 3, 6 e 9. Além
das proteinas e acidos graxos, as carnes também sdo ricas em vitaminas hidrossollveis do
complexo B, além da vitamina A. Na carne bovina, observa-se uma maior quantidade de
vitamina E, considerada antioxidante. Os minerais também estdo presentes nas diversas carnes,

entre eles o ferro, fundamental na formacdo da hemoglobina do sangue, além do zinco e célcio,

16



encontrados em maior quantidade na carne bovina (PHILIPPI, 2006; MONTEBELLO e
ARAUJO, 2009).

Embora o consumo de carne tenha sido relativamente estatico no mundo desenvolvido,
0 consumo anual de carne per capita dobrou desde 1980 nos paises em desenvolvimento. A
populacdo crescente e o0s rendimentos, juntamente com as mudancas nas preferéncias
alimentares, estdo aumentando a demanda por produtos pecuarios. A producdo mundial de
carne deve dobrar até 2050, a maioria dos quais € esperada nos paises em desenvolvimento. O
crescente mercado de carne oferece uma oportunidade significativa para pecuaristas e
processadores de carne nesses paises. No entanto, o aumento da producdo pecuéria e o
processamento e comercializacdo de produtos carneos seguros representam um grande desafio.
Bem como, a utilizacdo e o consumo subsequente de diferentes espécies de animais variam
conforme as preferéncias culturais e as crengas religiosas de uma populacgdo, sendo fontes mais
comuns as espécies animais domesticadas, como bovino, suinos e aves e, em menor percentual,

bubalinos, ovinos e caprinos (FAO, 2019).

Quanto a producdo de bovinos, o Brasil detém o segundo maior rebanho comercial do
mundo, sendo um dos maiores exportadores do mundo. Aproximadamente 140 paises importam
a carne bovina brasileira, embora poucos 0s esfor¢os para promocao do produto no exterior,
com exce¢do dos ultimos dois anos quando um movimento ainda modesto de divulgacao
comegou junto aos principais importadores. Apesar de ser considerado um mercado pouco
exigente e tdo somente preocupado com precos baixos, observa-se que uma crescente
preocupacdo do consumidor brasileiro com a higiene do produto e grau de maciez, sendo
fundamental a preocupacgdo com a manutencdo do grande mercado interno, considerando que
0S aumentos no consumo per capita de carne suina e, principalmente, de carne de frangos,
mostram que a preferéncia do consumidor brasileiro pela carne bovina pode sofrer alteracéo
(LUCHIARI FILHO, 2006).

No primeiro trimestre de 2018, estima-se que foram abatidas 7,72 milhdes de cabecas
de bovinos sob algum tipo de servico de inspec¢do sanitaria, sendo essa quantidade 4,2% menor
que a registrada no trimestre anterior (BRASIL, 2018a). Por outro lado, dados relacionados a
exportacdo da carne bovina, publicados pelo Ministério da Agricultura, Pecudria e
Abastecimento (MAPA), apontam para um crescimento de aproximadamente 11,1% neste
mesmo periodo de 2018, sendo que o principal pais importador foi Hong Kong, seguido da
China (BRASIL, 2018b).
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Com relacéo ao percentual de estabelecimentos de menor porte, que abateram até 100
cabecas diarias nesse periodo, observou-se um valor de 80,4% do total de abatedouros do Pais,
sendo responsaveis por 17,6% dos bovinos abatidos. Por outro lado, os estabelecimentos de
maior porte foram responsaveis por 82,4% do total de animais abatidos, apesar de constituirem
apenas 19,7% do total de estabelecimentos (BRASIL, 2018a). Do total de abatedouros
contemplados nesta pesquisa, 194 possuiam o Servico de Inspecdo Federal (SIF), 374 o Servico
de Inspecdo Estadual (SIE) e 543 o Servico de Inspecdo Municipal (SIM), respondendo,
respectivamente, por 77,3%, 17,1% e 5,6% do peso acumulado das carcagas produzidas.

Quanto a carne caprina, esta é considerada magra, com uma composi¢do quimica que
contempla as exigéncias dos atuais consumidores. Por outro lado, a carne ovina apresenta-se
mais macia e suculenta. Uma caracteristica peculiar dessas espécies é o0 aroma caracteristico.
As carnes de melhor qualidade nutricional e sensorial passaram a ser preferéncia, sendo mais
saudaveis e, em alguns casos, com propriedades funcionais (GERMANO et al., 2008).

Com relacdo a espécie suina, estima-se que foram abatidas 10,72 milhdes de cabecas
de suinos, no primeiro trimestre de 2018, representando aumento de 2,3% na comparagdo com
0 mesmo periodo de 2017. A Regido Sul respondeu por 66,4% do abate nacional de suinos,
seguida pelas Regides Sudeste (18,1%), Centro-Oeste (14,5%), Nordeste (0,9%) e Norte (0,1%)
(BRASIL, 2018a).

No que se refere ao abate de frangos, no primeiro trimestre de 2018, foram abatidas
1,48 bilh&o de cabecas de frangos, um aumento de 3,5% em relacéo ao trimestre. A Regiédo Sul
respondeu por 60,2% do abate nacional de frangos nesse periodo, seguida pelas Regides
Sudeste (19,7%), Centro-Oeste (14,5%), Nordeste (3,9%) e Norte (1,7%) (BRASIL, 2018a).

No que se refere a producdo de frangos de corte, considera-se que esta € forma mais
eficiente e barata de produzir proteina animal para alimentagdo humana no mundo. Isto decorre
da caracteristica que o frango tem de alta eficiéncia na transformag&o dos grdos em proteina
animal, em curto tempo, com utilizacdo de pouco espaco, pouca agua e energia, sendo possivel,
apos o abate, utilizar o animal inteiro, tendo total aproveitamento. A maior parte dos frangos é
produzida em sistemas industriais com alta eficiéncia econdmica na utilizacdo de recursos e
méo de obra. Os Estados Unidos sd&o o maior produtor mundial de frangos e segundo
exportador, sendo o Brasil o maior exportador mundial de frangos, com US $2,7 bilhGes em
vendas para 142 paises. Nos dois paises e no mundo inteiro a producdo de frangos continuara
crescendo aceleradamente nos proximos anos (OVIEDO-RONDON, 2008).
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Quanto as espécies caprina e ovina, dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) revelam que o Nordeste brasileiro € a Unica regido onde os rebanhos de
caprinos e de ovinos cresceram ao mesmo tempo, entre os anos de 2006 e 2017. Observa-se que
nesta regido, os rebanhos de caprinos e ovinos tiveram aumentos de 18,38 e 15,94%,
respectivamente. Por outro lado, o rebanho de bovinos apresentou uma redugéo de 2,44% do
rebanho nacional, sendo esta reducdo mais acentuada na regido Nordeste (BRASIL, 2017).

Dentre as carnes mais consumidas no mundo, a caprina € a mais magra, uma vez que
apresenta o menor teor de gordura, sendo mais magra que a carne de frango. Por exemplo, em
cada 100 g de carne assada ao forno, a carne caprina apresenta 2,75 g de gordura, contra 3,75 g
da de frango, 17,14 g da bovina e 25,72 g da suina. Embora seja considerada um alimento
altamente saudavel, estima-se que o consumo per capita de carne ovina, no Brasil, ndo alcance
500 g/pessoa/ano. Pode-se observar que o consumo de carne caprina e ovina ainda € baixo,
quando comparado com as demais carnes, tais como a carne de bovinos (35 kg/hab/ano), aves
(44 kg/hab/ano) e suinos (15 kg/hab/ano). O Brasil pode se beneficiar do aumento da demanda
de carne ovina pelos paises importadores. O aumento do rebanho nacional, o incremento da
oferta de animais jovens para abate e o fortalecimento da cadeia produtiva por meio da
organizacdo de produtores constituem desafios a serem alcancados para que o pais possa
exportar carne ovina para paises de maior consumo (LUCENA et al. 2018).

Observa-se cada vez mais a busca por alimentos industrializados de facil preparo.
Dessa forma, cada vez mais a academia e a industria alimenticia tém investido esforcos para
inovacdo tecnoldgico no setor e, dessa forma, ofertar alimentos capazes de nutrir, promover o
bem-estar e reduzir os riscos de doencas cronicas. Dentre os resultados deste processo de
avanco tecnoldgico, tem-se uma ampla variedade de produtos carneos que ndo demandam

muito tempo de preparo, tornando-se atrativos para os consumidores (OLIVEIRA et al., 2013).

2.2 PRINCIPAIS DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

O crescimento populacional, a urbanizacdo e as mudancas nos habitos de consumo,
incluindo viagens, aumentaram o numero de pessoas comprando e comendo alimentos
preparados em locais publicos, provocando uma crescente demanda dos consumidores por uma
maior variedade de alimentos, resultando em uma cadeia alimentar global cada vez mais
complexa e mais longa, criando desafios para a seguranca alimentar e aumento na incidéncia
de doencas transmitidas por alimentos DTA"s (OMS, 2017).
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Os alimentos podem se tornar contaminados em qualquer ponto de producdo e
distribuicdo, e a responsabilidade primaria recai sobre os produtores de alimentos. Porém, a
grande maioria de doencas transmitidas por alimentos sdo causadas por alimentos mal
preparados ou manuseados inadequadamente nos ambientes de comercializagéo e preparo. Nem
todos os manipuladores de alimentos e consumidores tém conhecimento das préaticas higiénicas
basicas ao comprar, vender e preparar alimentos para evitar contaminacGes (FEGAN E
JENSON, 2018; OMS, 2017).

Todos os anos, milhdes de casos de doencas transmitidas por alimentos e milhares de
mortes associadas ocorrem nos Estados Unidos, e 0 6nus da doenca € ainda maior nos paises
em desenvolvimento. Porém, nem todos os casos sdo relatados, logo esses dados sdo
subestimados. (CDC, 2013).

No Brasil, a vigilancia epidemiolégica das DTA's (VE-DTA) monitora os casos de
surtos alimentares, episédio em que duas ou mais pessoas apresentam doenca semelhante,
sem haver notificacdo compulséria dos casos isolados, mesmo assim, sdo notificados em
média, por ano, 700 surtos de DTA, com envolvimento de 13 mil doentes e 10 &bitos
(BRASIL, 2018).

Alguns alimentos estdo mais associados as DTA’s, como é o exemplo dos produtos
crus de origem animal. A cadeia produtiva da carne abrange uma variedadde de micro-
organismos, dentre eles estdo Salmonella enterica, Listeria monocytogenes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Clostridium spp. (C. botulinum e C. perfringens) e Campylobacter spp.
(C.jejuni, C. coli e C. fetus) (YANG et al., 2016). Sendo as bactérias relatadas como o principal
agente etioldgico.

A salmonelose é uma doenga infecciosa de origem alimentar em humanos e animais e
pode se originar de uma ampla gama de produtos alimenticios, dada sua presenca continua em
sistemas de producdo de alimentos (RICKE et al., 2018;RAJAN et al., 2017; WU et al., 2017).
A fonte inicial da infeccdo é o trato intestinal de passaros e outros animais. Aparentemente,
pequenos ruminantes saudaveis podem se tornar portadores subclinicos e persistentemente
liberar a bactéria em suas fezes, logo, constituindo um reservatério para o patégeno, porém o
risco de salmonelose de origem alimentar devido ao consumo de carne de pequenos ruminantes,
especialmente na condic¢do de carne bem cozida sempre foi considerado baixo (ESMAEILI e
RAHMANI, 2016).

Hollfman et al. (2017) em estudo global da OMS onde correalacionaram os alimentos

responsaveis pelas DTA’s estimaram que a maioria das salmoneloses sdo causadas por consumo
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de ovos, carne de frango e carne suina, apenas 2,5% dos casos estariam ligados ao consumo de
carne de pequenos ruminantes. No mesmo estudo, esse alimento tem um indice bem mais alto
quando relacionado a doencas causadas por E. coli produtora de toxina Shiga (STEC), com
percentuais de 20 a 25% nas subregides da Africa e Mediterraneo Oriental.

STEC é um grupo de patégenos emergentes que podem causar doencas, incluindo
sindrome urémica hemolitica (SUH) e colite hemorragica (CH) (MEIRA et al., 2017). A SUH
causada por E. coli O157: H7 pode causar potencialmente complicacéo fatal, e atualmente
apenas a terapia de suporte esta disponivel, alguns antibioticos aumentam a expressao de Shiga
toxina (Stx), e isso provavelmente é responsavel pela associagdo com o aumento do risco do
tratamento com antibiotico para gravidade da doenca, produzindo perda muito severa e rapida
da integridade da estrutura epitelial do intestino (KARVE et al., 2017). Logo, STEC € um risco
direto para o consumidor, especialmente quando isolado de carne, e essa contaminacdo pode
ocorrer durante os diferentes estagios de abate(SANTOS et al., 2018).

Outra bactéria que apresenta potencial bem descrito de importdncia na cadeia
produtiva de alimentos é a L. monocytogenes, € uma bactéria oportunista que pode infectar
principalmente pacientes imunodeprimidos, é encontrada em muitos alimentos, incluindo leite
ndo pasteurizado, carne e seus produtos, frutos do mar e vegetais. Eum patogeno intracelular
com potencial Unico para se espalhar de célula para célula, atravessando, assim, barreiras
hematoencefalicas, intestinais e placentarias e pode causar aborto espontaneo em mulheres
gravidas ou matar pessoas infectadas se 0 agente patogénico se mover para o cérebro. Todas as
cepas sdo consideradas igualmente virulentas, devido a alta morbidade e letalidade (DHAMA
etal., 2015; SCALLAN etal., 2011).

L. monocytogenes pode ser introduzida em produtos carneos durante o processamento
e 0 grau de contaminagédo depende da extensdo da contaminacgdo cruzada, medidas higiénicas
dos manipuladores de alimentos e os parametros de processamento (ZHU et al., 2012). Além
disso, 0 género Listeria é capaz de crescer em temperaturas de refrigeracdo (ELMALI et al.,
2015; RISTORE et al., 2014). Schafer et al. (2017) identificaram que existe uma grande
incidéncia de contaminacao de carne de frango nas etapas de corte, com alta contaminacao de
utensilios e equipamentos, havendo um crescimento linear apés etapas de resfriamento, logo, é
imprescindivel que haja um controle nas etapas anteriores (GUILBAUD et al., 2015;
ADETUNJI et al., 2014).

Os Staphylococcus coagulase positiva (SCP) sdo capazes de produzir mais de 20 tipos

de enterotoxinas (SEs), a contaminacdo de alimentos por enterotoxinas de S. aureus pré-
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formadas € uma das causas mais comuns de doencas transmitidas por alimentos nos Estados
Unidos (HENNIKINNE et al., 2012). Embora varias SEs tenham sido identificadas, a SEA,
uma SE altamente estavel ao calor, é a causa mais comum nas doengas estafilocdcicas
transmitidas por alimentos em todo 0 mundo. Os sintomas s&o de inicio rapido e incluem nausea
e vomito violento, com ou sem diarréia. A doenca geralmente é autolimitada e apenas
ocasionalmente é grave o suficiente para justificar a hospitalizacdo (WAKABAYASHI et al.,
2018; KADARIYA, 2014; ARGUDIN et al., 2010).

A prevaléncia de S. aureus em muitos produtos alimentares tem sido registrada,
incluindo carne crua e seus retalhos, indicando que os consumidores estdo em risco potencial
de colonizacdo por S. aureus e subsequente infeccdo. A presenca do patdégeno em produtos
alimenticios impde perigo potencial aos consumidores e causa graves perdas econémicas na
produtividade humana através de doencas transmitidas por alimentos. Os sintomas das
intoxicagdes alimentares estafilococcicas incluem néuseas, vomitos e colicas abdominais com
ou sem diarréia. Medidas preventivas incluem manuseio seguro de alimentos e praticas de
processamento, manutencdo da cadeia de frio, limpeza adequada e desinfeccdo de
equipamentos, prevencdo de contaminacdo cruzada em casa e na cozinha, e prevencgédo de
contaminagéo da fazenda para mesa (KADARIYA, 2014).

O processamento térmico é uma das ferramentas utilizadas para reduzir eficazmente
as quantidades de bactérias que podem estar potencialmente presente em carnes, aves e
laticinios. As bactérias, na maioria dos casos, sdo inativadas durante este processo, mas toxinas
pré-formadas, como as SEs, podem persistir e possuem diferentes mecanismos para sua
inativacdo quanto a temperatura e pH, indicando que este processo ndo pode ser o Unico para
elaboracdo de alimentos seguros (REGENTHAL et al., 2017).

E fundamental implementar estratégias baseadas na ciéncia que abordem a seguranca
alimentar e que tenham sido avaliadas quanto a efic&cia no controle e/ou eliminacao de perigos.
(BYRD-BREDBENNER et al., 2015). Muitos paises de baixa e média renda ndo possuem tais
estratégias, € 0 nUmero de mortes por causas especificas tem que ser estimado a partir de dados
incompletos. Melhorias na producdo de dados de alta qualidade sobre a causa da morte séo

cruciais para melhorar a satde e reduzir as mortes evitaveis nesses paises (OMS, 2018).
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2.3 PRODUCAO DE BIOFILME E SEUS ENTRAVES NA INDUSTRIA DE
ALIMENTOS

Os microrganismos possuem a habilidade de se aglomerar em grandes quantidades,
formando comunidades denominadas biofilme, uma matriz de polissacarideos extracelular que
0s protege de tensbes, como radiacdo UV, choque osmotico, dessecacdo, agentes
antimicrobianos e predacéo, lhes conferindo capacidade de aderir em superficies e de absorver
e compartilhar nutrientes disponiveis (MARTI et al., 2017; MERINO et al., 2017,
OLOKETUYI e KHAN, 2017). A adesdo e formacéo de biofilme de patdgenos alimentares
atrai a atencdo de pesquisadores e tem sido uma preocupacdo para 0s processadores de
alimentos (ZHANG et al., 2017).

A capacidade de formar biofilme varia muito ndo apenas entre as espécies, mas na
mesma espécie com diferentes cepas e sorovares, a intensidade de formacéo de biofilme pode
variar significativamente, bem como um tipo de bactéria pode ser um forte produtor de um
determinado ambiente e tornar-se fraco em outro ambiente (SREY et al., 2013).

Como a maioria dos microrganismos é capaz de produzir biofilmes, as espécies
patogénicas podem ser uma preocupacdo potencial para salde publica e seguranca alimentar
(STRATAKOS et al., 2018; COSSU et al.,, 2017; PIERCEY et al., 2016). Patdgenos
alimentares, como S. aureus e S. epidermidis tornaram-se as principais causas de contaminagéo
de produtos alimentares e propagacdo de doencas. A formacédo e maturacao do biofilme de S.
aureus é afetado por fatores complexos, como subtipos, locus genético, condi¢bes ambientais
e superficies de adesdo, o biofilme formado por esse microrganimo é freqlientemente
identificado em uma ampla gama de industrias de alimentos (MIAO et al., 2016).

A E. coli enterohemorragica O157: H7 é um patdgeno freqliente e potente, com
potencial poder de viruléncia, capacidade de formacdo de biofilme e resisténcia antimicrobiana,
provocando doengas graves em humanos. Os biofilmes formados por E. coli O157: H7 facilitam
a contaminacdo cruzada protegendo os patégenos das operacdes de limpeza e saneamento (KIM
et al., 2018; NAGY et al., 2015). Yang et al. (2016) observaram que a fracéo rica em taninos
da casca da romé foi capaz de inibir a producéo de biofilme e reduzir a motilidade de isolados
de E. coli.

A formagdo e desenvolvimento de biofilme de L. monocytogenes na industria
alimentar tém sido uma grande preocupacéo, contribuindo para perdas econdmicas, adulteracdo
de produtos e surtos de doengas transmitidas por alimentos. Apos estabelecimento do biofilme

seu controle ou eliminacdo se torna muito dificil, devido & sua resisténcia a diferentes
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estratégias de inibicdo. Diferentes abordagens, com métodos fisicos, quimicos ou biol6gicos
tém sido empregados, mas existem grandes desvantagens que incluem baixa eficécia,
temperatura ineficaz na superficie de contato, custo, seguranca e aspectos regulatorios
(OLOKETUYI e KHAN, 2017).

A maioria dos estudos que avaliam a formacgdo de biofilme em bactérias utiliza
temperaturas de 30 a 37 °C, em vez de temperaturas encontradas nas plantas de processamentos
de industrias de alimentos. Utilizando essa temperatura, Piercey et al. (2016) identificaram 9
genes (Imo2572, Imo02488 (uvrA), Imol224, Imo0434 (inIB), Imo0263 (inlH), Imo0543,
Imo0057 (EsaA), Imo02563, Imo0453) de L. monocytogenes que ndo haviam sido relatados
anteriormente com a producao de biofilme.

A carne e seus derivados sdo produtos muito propensos ao desenvolvimento
microbiano, assim como 0 suco que a mesma perde nas etapas de abate e processamento na
indUstria. Esse produto aumentou a formacdo de biofilme de Salmonella e Campylobacter em
superficies abioticas e em condic¢des estaticas ou de fluxo (LI et al., 2017). A contaminacdo de
superficies no ambiente de processamento de alimentos pode resultar na formacéo de biofilme
com risco de contaminacdo de alimentos (CORCORAN et al., 2014). Salmonella sp. isolada de
carcacas de frango congelados no estado do Parana, apresentaram uma taxa de producdo de
biofilme de 72,7% (SERENO et al., 2017).

Chaturongkasumrit et al. (2001) identificaram que a rugosidade das correias
transportadoras de alimentos sdo propicias a formacao de biofilme, assim como aco inoxidavel,
vidro e borracha também sdo favoraveis para adesdao (KRONING et al., 2016; CHIA et al.,
2009). Superficies rugosas ou porosas também sdo materiais de dificil penetracdo de solugcdes
sanitizantes, facilitando a formacéo de biofilme.

Varios métodos de eliminacdo de biofilme do ambiente de plantas de processamento
sdo utilizados para garantir a seguranca microbiol6gica durante a producdo de alimentos. Eles
incluem métodos fisicos, quimicos e bioldgicos (SKOWRON et al., 2018). Em um dos estudos
com material bioldgico, Tan et al. (2017) observaram que cepas de Pediococcus acidilactici
(PA003) foram efetivos na reducdo do biofilme de E. coli, S. typhimurium, S. aureus e L.
monocytogenes em aco inoxidavel, cloreto de polivinil e laminas de vidro.

L. monocytogenes em biofilme desenvolveu maior tolerancia tanto ao acido paracético
como para a amonia quaternaria (CHAGNOT et al., 2014). Corcoran et al. (2014) obtiveram
resultados semelhantes ao estudo anterior, com o hidroxido de sédio eliminando o biofilme de

Salmonella formado em 48 h, sendo que o biofilme de 168 h n&o foi eliminado, e o hipoclorito
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de sodio e benzalconio nao apresentaram eficiencia em nenhum dos biofilmes formados (48 h
e 168 h). JaSilvaetal. (2017) obtiveram resultados favoraveis no uso de sanitizantes comerciais
a base de cloro e aménia quaternaria na eliminacéo de biofilme de L. monocytogenes, sendo,
entdo empregados na higienizagao dos equipamentos do estabelecimento usado no estudo.

Bactérias em biofilme podem ser até mil vezes mais resistentes aos antibidticos e
conservantes do que a mesma bactéria circulando em um estado planctonico (TAN et al., 2017;
CHOPRA et al., 2015). A resisténcia aos antibidticos é uma questdo crescente, representando
um grande desafio para os cuidados de saude, logo, € essencial desenvolver métodos eficazes e
praticos para controlar e inibir a formacdo de biofilmes bacterianos, novos agentes
antibacterianos com capacidade de inibir biofilmes bacterianos sdo importantes para utilizacdo
na industria de alimentos (MIAO et al., 2016; PETROVA et al., 2016).

Logo, a identificacdo de novos agentes com agéo antibiofilme para utilizagdo como
desinfetante e conservante em alimentos tem sido amplamente estudado na rea (Tabela 1).

2.4 METODOS DE CONSERVACAO EMPREGADOS NA INDUSTRIA DE
PRODUTOS CARNEOS

A carne é um alimento rico em nutrientes que fornece condicdes ideais para 0s
desenvolvimento microbiano. Alguns microrganismos simplesmente deterioram o produto,
enquanto outros, sd0 uma ameaca a saude publica. Em ambos os casos, a carne deve ser
descartada da cadeia alimentar, consequentemente, podendo torna-se um problema ambiental.
Em todo o mundo, mais de 20% da carne produzida é perdida ou desperdi¢ada. Por isso,
esforcos coordenados do campo a mesa sao necessarios para melhorar o controle microbiano
como parte de um esforgo para a sustentabilidade global (SAUCIER, 2016). Sua importancia
como fonte de doencas transmitidas por alimentos é uma preocupacao e o controle por meio
da cadeia de fornecimento é apoiado por conceitos de gerenciamento de risco (FEGAN e
JESON, 2018). As técnicas utilizadas na conservacdo de alimentos incluem métodos fisicos,

quimicos e bioldgicos.

Os inicios das técnicas de conservagéo de alimentos emergiram em 500 anos a.C. com
0 processo de preservar alimentos com sal, e progrediu muito depois, em meados do século
XX, com o uso de blocos de gelo e unidades contendo gelo, antiga forma de refrigeracdo. Em
1864, 0 avanco da preservacdo de alimentos baseada na ciéncia deu um salto significativo com

o0 desenvolvimento da pasteurizagdo, e quase 100 anos depois, o processo de irradiagdo permitiu
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que a comida ficasse estavel por varias décadas. Perto do final do século 20, no entanto, muitos

consumidores consideraram os alimentos irradiados insalubres, e a demanda do consumidor por

Tabela 1 — Estudos mundiais com substancias com a¢édo na inibicéo do biofilme de bactérias
de importancia na industria de alimentos nos Gltimos 5 anos.

Micro-organismo

Antibiofilme

Fonte

L. monocytogenes, S. aureus,
E. coli, Pseudomonas
aeruginosa

L. monocytogenes
L. monocytogenes, S. aureus,
P. fluorescens e Leu.

Mesenteroides

S. aureus

Pseudomonas fluorescens e S.

aureus

Chromobacterium

violaceum, P. aeruginosa, E.

coli e L. monocytogenes
Acinetobacter, Sphingomons

e Stenotrophomonas

Vibrio parahaemolyticus

S. aureus (ATCC 6538), E.
coli (ATCC 35218) e S.
enteritidis (ATCC 14028)
Vibrio spp.

L. monocytogenes (ATCC
15313), and Bacillus cereus
(ATCC 14579)

E. coli

S. aureus MRSA

Punica granatum L. e Rhus
coriaria L.

resveratrol (3,5,4'-tri-hidroxi-
trans-estilbeno)

Isoeugenol

Syzygium aromaticum e
Cinnamomum zeylanicum

leptospermona, carvacrol,
pcymene, timol, cinamaldeido

Nanoestrututras de éxido de
zinco da semente de Nigella
sativa

Oleo essencial de Thymus
vulgaris, Cinnamomum verum e
Origanum vulgare
Cinamaldeido e linalol em
combina¢do com Dnase
bacteriana

Dodartia orientalis L.

Oleo essencial de Mentha

spicata L.

Copaifera spp.

Acido galico

Vaccinium corymbosum L

Nostro et al., 2016

Ferreira e
Domingues, 2016

Nielsen et al., 2017
Budri et al., 2015
Pedonese et al.,
2017

Al-Shabib et al.,

2016

Szczepanski e
Lipski, 2014

Banu et al., 2018

Wang et al., 2017

Snoussi et al., 2015

Fernandéz et al.,
2018

Kang et al., 2018

Silva et al., 2015
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alimentos frescos aumentou, os minimamente processados e alimentos naturais como leite cru
e sucos ndo pasteurizados.Isso trouxe desafios a seguranca alimentar (BYRD-BREDBENNER
etal., 2015).

Os produtos carneos fermentados tem em sua formulacdo, culturas starters, bactérias
acido laticasque agem reduzindo o pH do alimento conferindo caracteristicas sensoriais ao
produto, esse fator associado a baixa atividade de agua (Aa) inativam micro-organismos
patogénicos (LERQY et al., 2013).

O processo de irradiacdo de alimentos estd regulamentado no Brasil segundo a RDC
21/2001 (BRASIL, 2001), sendo uma técnica capaz de eliminar ou reduzir micro-organismos
patogénicos e deteriorantes, incluindo L. monocytogenes, Salmonella e S. aureus, E. coli O157:
H7, Campylobacter, Yersinia enterocolitica, levedura e mofo (STEFANOVA et al., 2011).
Todavia, essa tecnologia ainda tem um entrave com sua aceitacao pelo consumidor. Crowley et
al. (2013) em pesquisa de campo, identificaram que existe uma necessidade de divulgagéo dos
beneficios e riscos do processo, na verdade, a populacdo desconhece essas particularidades e
faz uma relacdo negativa com o termo radiacéo.

Outro processo fisico que vem sendo estudado para eliminar microrganismos de
alimentos € o ultrassom de alta intensidade (USI). Essa técnica oferece uma alternativa aos
métodos tradicionais de preservacao de alimentos e é considerado uma tecnologia emergente,
verde e promissora. Desenvolve forcas fisicas que sdo consideradas o principal mecanismo
responsavel pelas mudancas nos materiais expostos (DUARTE et al., 2018).

Na carne, ultrassom tem sido usado com sucesso para melhorar processos como
transferéncia de massa emarinacdo, amaciamento de carne e inativacdo de microrganismos. A
eficiéncia do ultrassom varia entre os estudos devido a diferencas nos parametros, como
frequéncia, tempo e temperatura de aplicacéo, protocolos de tratamento, desenho experimental,
tipo de amostra de carne (carne, aves ou carne de porco / pele ou musculo), espécies e estirpes
de microrganismos, além disso, a combinacdo de energia ultrassénica com um agente
desinfetante pode melhorar o efeito de reducdo microbiana de alimentos (TURANTAS et al.,
2015; ALARCON-ROJO et al., 2018). Birk et al. (2010) avaliaram melhores resultados do
tratamento com USI junto com imersdo de carne suina em vinho tinto na reducdo de L.
monocytogenes, B. thermosphacta e C. jejuni, do que o processo de USI isoladamente. Caraveo
et al. (2015) ndo observaram diferencas nas caracteristicas fisico-quimicas de carnes tratadas
com USI, porém foi observado a redugdo do crescimento microbiano. Além de efeitos

antimicrobianos, o USI pode melhorar tecnologias como o processo de cura de carnes, 0S
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tornando mais eficientes (McDONNELL et al., 2014). Porém, a maioria dos estudos demonstra
que a tecnologia de USI tem o objetivo de melhorar os efeitos associando-se a outras técnicas.

Os conservantes quimicos estdo inseridos no decreto n° 50.040/61 (BRASIL, 1961) e
definem-se como, substancias que impedem ou retardam a alteragdo dos alimentos provocada
por microrganismos ou enzimas. Seu uso e limites maximos permitidos para produtos carneos
estdo dispostos na resolucdo n° 272/2019 (BRASIL, 2019). Os principais agentes usados na
conservacao de produtos carneos sdo os sais de nitrito, porém esses compostos sdo tidos como
genotdxicos e cancerigenos (QUIST et al., 2018; ALIPANAH_MOGHADAM et al., 2017).

Os sais de nitrito e nitrato de sddio e potassio sdo 0s principais agentes nitrosantes
responsaveis pela formacdo de compostos N-nitrosos carcinogénicos (NOCs). As frutas e
verduras sdo fontes naturais de compostos nitrosos que sdo catalisados e absorvidos antes de
entrarem em contato com o c6lon, porém um pH géstrico aumentado pode estimular a formacao
de NOCs, bem como a proteina heme presente em carnes vermelhas pode servir como
transportador de precursores nitrosantes para o célon e influenciar a flora microbiana,
permitindo mais formacdo de NOC. Além disso, a formacdo de NOC no célon também é
aumentada por geracao enddgena de N-nitroso (NO) devido a doengas intestinais inflamatorias
(JUN KOBAYASHI, 2018). Logo, o cancer de colon e reto sdo os de maior importancia
associados ao consumo de nitrato, ferro heme e aminas heterociclicas de carnes vermelhas
(CROSS et al., 2010).

Logo, os riscos de cancer associados ao consumo de carne processada com adicao de
nitrato como conservante, estdo recebendo muita atencdo, consequentemente, produtos
inovadores estdo sendo desenvolvidos com niveis reduzidos ou nulos de nitrato, como exemplo,
os fitoquimicos estdo atualmente sob investigacdo por seu potencial antimicrobiano. Os
consumidores estdo se tornando mais conscientes dos aspectos de salde dos alimentos
consumidos, uma tendéncia que é acompanhada por um aumento nas alegacdes de salde sobre
produtos alimenticios (STRIJBOS et al., 2016).

Produtos naturais como extratos de plantas e Oleos essenciais sdo amplamente
estudados para utilizagdo como conservantes de alimentos (Tabela 2), bem como estudos com
produtos naturais adicionados a embalagens biodegradaveis e comestiveis. Outras subtancias
também tém sido estudadas, a exemplo da quitosana, polissacarideo extraido de esqueleto de
crustaceos que tem atraido interesse como conservante de alimentos pela sua caracteristica ndo
toxica, com alguns estudos sugerindo seu uso em embalagens (CESUR et al., 2018;KHEZRIAN
e SHAHBAZI, 2018; RIAZ et al., 2018). Como conservantes de peixes apresentou efeito
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inibitorio sobre a Shewanella spp. (HE et al., 2017). Também possibilitou aumento da vida de

prateleira de salame suino quando em sinergismo com extrato de horteld, reduzindo a contagem
total de bactérias e rancidez oxidativa (KANATT et al., 2008).

Tabela 2 — Estudos sobre acdo antibacteriana de produtos naturais em carne e seus derivados

entre os anos de 2014 a 2018.

Produto

Acao/Micro-organismo

Autor

Extrato aquoso de Lawsonia
inermis

Extrato de Humulus lupulus

Carvacrol e 6leo essencial
de Thymus vulgaris

Extrato de Malpighia
Punicifolia

Oleo essencial de
Azadirachta indica

Oleo essencial de Citrus
lemon

Oleo essencial de Mentha-
piperita em associagdo com
bacteriocina semi-purificada
BacTN635

Microcapsulas de 6leo
de Syzygium aromaticum

Revestimento a base de 6leo
essencial de Origanum
vulgare

Oleo essencial de Ocimum
basilicum e Rosmarinus
officinalis

- Reducéo de contagem de bactérias
psicrotrofilas

- Diminuicéo da proteolise
- Inibicao de L. monocytogenes em carne
suina marinada

- Inibig&o de E. coli em carne em
armazenamento a 4 °C

- Inibicdo de P. putida, P. fluorescens, P.
fragi, and B. thermosphacta em bifes de
bufalo em armazenamento a 4 °C/21 dias

- Inibicao de Carnobacterium
maltaromaticum, Brochothrix
themosphacta, E. coli, P. flurescences, L.
curvatus e L. sakei em carne embalada a
vacuo em armazenamento a 10°C/12 dias

- Inibicdo de L. monocytogenes em carne
bovina picada armazenada a 4°C.

-Reducdo da contagem bacteriana total,
de enterobcteriaceas e Peseudomonas
Spp. em carne bovina picada armazenada
a 4°C/21 dias.

- Atividade antifingica e estabilidade
térmica em carne cozida

- Inibicdo da carga microbiana

- Inibicdo de S. enteritidis em carne de
frango crua e tratada termicamente

Jridi et al., 2018

Kramer et al.,
2014

Stratakos e
Grant, 2018

Tremont et al.,
2016

Serrone et al.,

2015

Hsouna et al.,
2017

Smaoui et al.,
2016

Wang et al.,
2018
Catarino et al.,
2017
Stojanovic-
Radic et al.,
2018
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Peptideos obtidos a partir da hemoglobina purificada de subprodutos de abatedouro
bovinos foram eficientes na reducdo da rancidez oxidativa e crescimento microbiano por 14
dias em temperaturas de refrigeracdo em carne (PRZYBYLSKI et al., 2016).

Bacteriocinas, metabdlitos produzidos por bactérias acido lacticas (BAL), sdo muito
utilizadas na industria alimenticia, e muitas tém apresentado efeito ativo contra patégenos
microbianos, apresentando um valor agregado como conservante. Observa-se melhores
resultados quando as bacteriocinas sdo adicionadas diretamente ao produto, principalmente
quando as condicGes do alimento ndo sdo favordveis a producdo desses metabolitos.
Embalagens elaboradas com incorporacéo de bacteriocinas apresentam um novo nincho para
estudos na area (AHMAD et al., 2017; WORAPRAYOTE et al., 2016).

Observou-se que varios sdo o0s estudos com agentes antimicrobianos inovadores para
produtos carneos, porém nenhum método de consevacdo tem se mostrado 100% eficiente
isoladamente para evitar contaminagdo microbiana. Para carne in natura a embalagem a vacuo
ou com atmosfera modificada e a cadeia do frio agem em conjunto para aumentar o prazo de

prateleira. Ja para os derivados e subprodutos, outros métodos podem ser empregados.

2.5 AZO COMPOSTOS E SUA UTILIZAQAO NA INDUSTRIA DE ALIMENTOS
Alguns aditivos alimentares podem apresentar mais de uma acéo sobre o alimento,
dessa forma diminuir a quantidade de substancias adicionadas e reduzir seus efeitos sobre a
salde do consumidor. Os azo compostos sdo amplamente utilizados como corantes sintéticos
em alimentos, ndo apenas para torna-los atraentes visualmente, mas também para restabelecer
a aparéncia original perdida durante o processo de producdo (YAMJALA et al., 2016). A
maioria dos corantes obtidos de fontes naturais é instavel e pode sofrer degradacdo facilmente
durante o processamento de alimentos. Portanto, corantes de origem sintética sdo amplamente
utilizados, ndo apenas por causa de sua estabilidade, mas também pelo custo de produgdo ser
muito baixo quando comparado com corantes de origem natural (TIMBERLAKE, BRIDLE e
WALFORD, 1980). Os azo compostos estdo descritos na legislacdo brasileira como corante
organico sintético idéntico ao natural, cuja estrutura quimica é semelhante a do principio ativo
isolado de corante orgénico natural (BRASIL, 1977) e os de uso permitido no Brasil estdo
expostos na tabela 3, bem como os Niveis Maximos Permitidos, Segundo o Codex Alimentarius

(WHO, 2018). Porém nenhum desses esta autorizado para uso em produtos Carneos.

30



Tabela 3 — Azo compostos com uso permitido no Brasil com suas numerac@es de referéncia e
limites de uso toleravel segundo o Codex Alimentarius

Corante (nome usual) Codigo no Brasil ~ INS (Codex)  Nivel Maximo Permitido
Tartrazina E-102 102 100 mg/kg
Amarelo creplsculo E-110 110 300 mg/kg
Azorrubina E-122 122 150 mg/kg
Amaranto E-123 123 50mg/kg
Ponceu 4R E-124 124 150 mg/kg
Vermelho 40 E-129 129 300 mg/kg

INS — Sistema de Numeracéo Internacional

A cor de uma forma ou de outra foi adicionada aos nossos alimentos durante séculos.
Sabe-se que o0s egipcios coloriam doces e vinho hd muito tempo, 400 anos a.C. A inddstria de
alimentos em desenvolvimento tinha disponivel uma vasta gama de cores sintéticas no final do
século XIX. Isso levou a adicéo de cores para fins decorativos e, infelizmente, para disfarcar
alimentos de baixa qualidade (DOWNHAM e COLLINS, 2001).

Os compostos azo sdo corantes organicos sintéticos, caracterizados por grupos azo
(R1-N=N-R2) como parte de sua estrutura e constituem cerca de 65% dos corantes utilizados
na industria de alimentos, porém, alguns desses compostos tem sido relacionados a efeitos
toxicos no consumidor, por isso, nas Ultimas décadas o seu uso tem sido altamente
regulamentado pelos orgdos de fiscalizacdo (YAMJALA et al., 2016). Entretanto, sao
extremamente Uteis e também fazem parte da nossa rotina diaria, como corantes alimentares,
corantes empregados na medicina, no setor de cosméticos, na industria téxtil ou como produtos
quimicos de laboratério (seja em analise ou em pesquisa para coloracdo de biomoléculas)
(GANGULY et al., 2014), dessa forma, a continuidade dos estudos tem sido importante para
garantia de seu uso, além das pesquisas que avaliam a reducao da toxicidade desses compostos
alguns autores relatam sua atividade antimicrobiana e antibiofilme, esses dados estéo expostos
na tabela 4.

Ganguly et al. (2014), estudando 5-amino-2-((3-hidroxi-4 - ((3-hidroxifenil) fenil)
diazenil) fenol (AHPD), um composto contendo duas ligacdes azo e seu complexo dimérico de
Cu (II) frente as cepas bacterianas E. coli e S. aureus, revelaram que o complexo apresentou
menor efeito toxico, ou seja, a formacdo complexa de compostos azo pode ser um meio para
controlar a formacéo de aminas responsaveis pela citotoxicidade. O efeito antimicrobiano do
complexo Cu (I1) de 2-hidroxifenil-azo-2-naftol (HPAN) foi avaliado frente B. subtilis e E. coli
apresentando resultados satisfatorios e provavel reducdo da resiténcia microbiana. Essa
formagéo complexa de azocomposto com cobre é capaz de modular a citotoxidade e reduzir os

efeitos toxicos associados a agdo do composto (DEB et al., 2018).
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Tabela 4 — Estudos sobre acdo antimicrobiana e antibiofilme de azo compostos nos ultimos

10 anos.

Micro-organismo

Antimicrobiano/Antibiofilme

Fonte

E. coli e Bacillus subtilis

S. aureus e E. coli

S. aureus e M. luteus
S. aureus
M. luteus

L. monocytogenes, M. luteus
e E. faecalis

L. monocytogenes e M. luteus

S. aureus, L. monocytogenes
e M. luteus

S. aureuse M. luteus

S. aureus

S. aureus, E. coli, P.
aeruginosa, S. faecalis e B.

subtilis

S. aureus

C. albicans

S. aureus, L. monocytogenes,
E. coli, P. aeruginosa

2-hidroxifenil-azo-2"-nafitol
5-amino-2-
((3-hidroxi-4-((3-hidroxifenil)
fenil) diazenil) fenol
C19H16N1003

C19H16CINgO

C19H16CINgO

C20H19N9O

C19H16CINgO

C20H19N9O

C2sH2:NgO
CosH23N9O

1-(4-Metilfenilazo)-2-nafitol

4-hidroxi-3,5-
dimetilazobenzeno

4’ -hidroxi-4-metilazobenzeno

o 4-((4-(isopentiloxi) fenil)
diazenil)-2,6-dimetilfenol

¢ 4-((4-(neopentiloxi) fenil)
diazenil)benzeno-1,3-diol

o 4-((4-(isopentiloxi) fenil)
diazenil) benzeno-1,3-diol

Deb et al. 2018

Ganguly et al, 2014

Karabacak et al.,
2015
Karabacak et al.,
2015
Karabacak et al.,
2015
Karabacak et al.,
2015

Karabacak et al.,
2015
Karabacak et al.,
2015

Karabacak et al.,
2015
Karabacak et al.,

2015
Mkpenie et al., 2008

Concilio et al, 2017

Concilio et al, 2017

Piotto et al., 2017

Adegoke et al. (2014) avaliaram a genotoxicidade de quatro corantes azo em

camundongos, e observaram que os danos ao DNA s6 ocorreram quando da administracdo de

altas dosagens, com danos cromossémicos minimos e sem apresentar citotoxidade. Pioto et al.
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(2013) projetaram em analise computacional derivados azobenzenos com baixa toxicidade e
efeito antimicrobiano com potencial para uso na inddstria alimenticia.

Rana et al. (2018) encontraram resultados de efeitos toxicos para diferentes tipos de
corantes azoicos, sendo que o 4-(fenildiazenil) fenol ndo apresentou toxicidade em varias
concentragOes testadas, ja o 5-(fenildiazenil) quinolin-8-ol exibiu sobrevivéncia celular de 90%
em concentracdo a 2mM, porém concentracdes mais altas tiveram efeito toxico. Logo, o efeito
toxico dos azocompostos ndo sdo iguais a todos e existem mecanismos viaveis de reducédo
quando o mesmo é comprovado. O uso desses aditivos sintéticos € vidvel pela sua facilidade de
producdo e estabilidade, ndo sofrendo degradacéo no processamento de alimentos.

O uso dos compostos azo para outros fins, também tem sido estudado. Varios autores
tem demonstrado a acdo antimicrobiana dessas moléculas. Yousefi et al. (2012) identificaram
inibicdo de E. coli, B. subtilis, Micrococcus leuteus e P.aeruginosa frente a oito corantes azo,
e os resultados diferiram entre eles apenas na concentracdo bactericida utilizada.

Por outro lado, Fondjo et al. (2016) obtiveram baixas concentracBes bactericida
minima de um composto azo frente a Shigella flexneri e E. coli. O efeito antimicrobiano do 2-
naftol foi aumentado quando na presenca de um grupo azo (azo-2-naftol), tendo uma
contribuicdo de 60% na acdo contra S. aureus, E. coli, B. subtilis, P. aeruginosa e S. faecalis
(MKPENIE et al., 2008). Logo, esses compostos tém potencial para serem utilizados como
antimicrobianos na induastria de alimentos, reduzindo ou eliminando a quantidade de sais de

nitrito quando adicionados nas formulagdes de produtos carneos derivados.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Identificar um azo composto com atividade antimicrobiana e potencial aplicacdo como

conservante em produtos carneos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar bactérias de carne caprina e ovina comercializadas em mercados publicos;

o ldentificar o potencial antimicrobiano dos azo compostos frente as bactérias isoladas;

e Auvaliar a capacidade de formacéo de biofilme das bactérias isoladas;

e Identificar a capacidade dos azo compostos na inibi¢éo de biofilme;

e Estabelecer os niveis de reducdo da CBM do nitrito de sédio em sinergismo com 0 azo
composto;

e Investigar o0 mecanismo de agdo do azo composto em enzimas ligadas a atividade
antimicrobiano;

e Analisar o efeito toxico do azo composto e do nitrito de sédio em Artemia salina;

e Determinar a vida de prateleira de linguica de cordeiro ap6s adi¢do do azo composto;

e Verificar as alteracdes fisico-quimicas e microbioldgicas em amostras de linguica de

cordeiro contaminadas com S. aureus e ndo contaminadas;
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CAPITULO 1:

Artigo submetido ao periddico: Foodborne Pathogens and Disease

Atividade antimicrobiana de azo compostos frente a bactérias isoladas de carne
caprina e ovina

Na elaboracdo dos derivados carneos sdo utilizados sais de nitrito como conservantes, porém
estudos apontam relacéo desses sais com efeitos toxicos ao consumidor e doengas cancerigenas.
Buscando estudar novos compostos que apresentem efeito conservante e auxiliem na reducgéo
da concentragdo dos sais de nitrito, ou até na sua substituicéo, foram realizadas pesquisas com
4 azo compostos (Al, A2, A3, A4) que nunca foram estudados sobre seu efeito antimicrobiano
e/ou para uso em alimentos. Para tal, foram realizadas pesquisas para isolamento de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus e Salmonella spp. de carne caprina e ovina e avaliada a atividade
antimicrobiana e antibiofilme dos compostos frente aos microrganismos isolados, bem como o
efeito sinérgico do azo composto com melhor atividade antimicrobiana com nitrito de sodio.
Nesse estudo também foi realizado o teste de toxicidade com Artema salina e o composto com
melhor atividade submetido ao docking molecular com as enzimas DNA gyrase, MurD ligase
e FtsA. Das 21 amostras coletadas, 15 estavam contaminadas com S. aureus (75%) e 13 com
E. coli (62%), ndo houve isolamento de Salmonella spp. O melhor resultado apresentado foi da
molécula A4, com potencial bactericida frente aos isolados de S. aureus em concentracfes
média de 230 pg/mL. Nos testes de producédo de biofilme os 15 (100%) isolados de S. aureus
apresentaram capacidade de producédo de biofilme, sendo oito (61,5%) forte produtores e sete
(38,5%) fraco produtores, oito (61,5%) isolados de E. coli foram fraco produtores. A4 foi capaz
de interferir na formacao do biofilme em oito S. aureus forte produtores, 100% dos isolados
testados, e interferiu no biofilme consolidado em 50% dos isolados. O nitrito de sodio
apresentou concentracao bactericida minima numa média de 67 pg/mL. No teste de sinergismo,
nove (60%) S. aureus apresentaram reducdo de CBM em acdo sinérgica de A4 com nitrito de
sodio. O nitrito de sédio apresentou menores taxas de mortalidade para a toxicidade em Artemia
salina, com 0% de mortalidade em concentracdo de 1.000 pg/mL e para A4 obtivemos
mortalidade de 96% na concentracdo de 10 pg/mL e 100% nas concentracdes superiores. O
composto apresentou maior afinidade com a enzima FtsA, indicando que esse pode ser o fator
relacionado a inibicdo de S. aureus pelo composto. Assim, o composto A4 apresentou
resultados positivos para inibicdo de S. aureus na industria de alimentos, microrganismos de
grande importancia relacionado a contamina¢do via manipulacdo inadequada, porém os
resultados dos testes de toxicidade podem ser um fator que interfira na sua utilizacdo em
alimentos, dessa forma estudos com animais superiores devem ser realizados, para avaliar seu
real efeito em mamiferos. Bem como estudos com adi¢do em derivados carneos para avaliar a
vida de prateleira do produto.

Palavras-chave: antimicrobiano, azo composto, biofilme, produtos carneos, sinergismo.
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Introducéo

O acesso a alimentos adequados em quantidade e qualidade esta diretamente
relacionado a boa satide de uma populacédo (Saccol et al., 2016). Os paises em desenvolvimento,
além de enfrentarem a problematica da fome associada ao aumento de suas populagdes, sdo
prejudicados pelo risco de consumo de alimentos com altos indices de contaminacdo por
microrganismos patogénicos (Paudyal et al., 2017).

Atualmente, existe uma grande quantidade de produtos carneos prontos para consumo
que sdo manipulados repetidamente, tanto na obtencdo da matéria-prima como no
processamento dos derivados, favorecendo a contaminacao (Ristori et al., 2017). Esses habitos
no processamento séo comumente associados aos surtos ocasionados por S. aureus (Bennett et
al., 2013) e outros patdgenos de origem alimentar, como a E. coli, que além de apresentar
elevada patogenicidade, causa preocupacéo pela sua capacidade de producéo de biofilme, por
estar envolvido com a resisténcia a antimicrobianos e sanitizantes, trazendo sérios impactos a
qualidade microbiol6gica dos alimentos e a satde do consumidor (Kim et al., 2018).

Os sais de nitrito desempenham um papel importante na elaboragdo de produtos
curados, fornecendo propriedades sensoriais especificas. Porém, o mesmo tem sido associado
a formacdo de compostos N-nitrosos, que possuemsua relacdo a efeitos carcinogénico,
mutagénico e teratogénico bem descritos (Majou e Christieans, 2018; Mirvish et al., 1972). As
nitrosaminas formadas sdo uma das preocupagdes mais atuais relacionadas ao consumo de
produtos carneos.

Dessa forma, estudos com novos conservantes para uso em produtos carneos tem se
tornado uma das principais vertentes na area. Os azo compostos vém sendo descritos com
potencial acdo antimicrobiana, tanto na area médica, como também no setor de alimentos (Deb
et al., 2018; Mkpenie et al., 2008). Sdo compostos aromaticos caracterizados por uma ou mais
ligacbes azo (R1 — NN — R2) e amplamente utilizados como corante de alimentos (Lang et al.,
2014). Concilio et al. (2017) propGem o seu uso para embalagens de alimentos.

Considerando as potencialidades dos azos compostos como antimicrobianos e com o
intuito de propor uma nova utilidade para uma classe de compostos ja explorada como corante
em alimentos, bem como apontar para uma alternativa na conservagao de produtos carneos,
foram avaliadas a atividade antimicrobiana de quatro azo compostos frente a bactérias isoladas

de carne de caprinos e ovinos.
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Material e métodos

Isolamento Bacteriano

Foram coletadas 21 amostras de carne caprina e ovina aleatoriamente em mercado
publico na regido do Semiarido do Nordeste do Brasil. Foi realizada uma amostragem néo
probabilistica por conveniéncia, em locais com as seguintes coordenadas geogréaficas: mercado
1 (S 09°22°50.4” W 040°32°02.2”) e mercado 2 (S09°23°02.5” W 040°29°37.9”). Os pontos
de coleta foram selecionados aleatoriamente, as amostras foram acondicionadas em caixas
isotérmicas e encaminhadas para realizacdo das analises.

As pesquisas para enumeracao de coliformes totais e termotolerantes, isolamento de E.
coli, S. aureus e Salmonella spp. foram realizadas utilizando meios de cultivo seletivos, e 0s
microrganismos isolados identificados através de suas caracteristicas morfotintoriais e
bioquimicas de acordo com o Bacteriological Analytical Manual (BAM) (FDA, 2016).
Posteriormente os microrganismos foram cadastrados sob o nimero A3AF952 no Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genetico e do Conhecimento Tradicional Associado
(SISGEN). Foram utilizadas as ATCCs de S. aureus (25923) e E. coli (35218) como controle

dos testes.

Sintese dos azo compostos

Em um baldo de reacdo foi pesado a amina aromatica apropriada (0,006 mol de anilina
ou acido sulfanilico), posteriormente 6,0 mol L de solucéo aquosa de HCI foi adicionada, com
3 mL de 2,0 molL! de NaNO; a temperatura controlada entre 0 e 5 °C. A mistura permaneceu
sob agitagdo por aproximadamente 30 minutos, passado esse tempo, a mistura reacional foi
gotejada lentamente em uma solugéo do composto fendlico adequado 1,0 molL™ (fenol, m-
cresol ou paracetamol) em meio basico (NaOH 10%) e temperatura controlada entre 0 e 5 °C.
A reacéo ficou por aproximadamente 40 minutos sob agitagdo e ocorreu a formagéo de um
precipitado de coloragdo laranja-avermelhada, este foi filtrado a vacuo e deixado secar a
temperatura ambiente (Guimardes et al., 2016). Foi obtido com 60-75% de rendimento, O
acetateazobenzene (A2) foi preparado a partir da acetilacdo de A1 empregando anidrido acético.

Os azo compostos foram sintetizados a partir de uma reagéo de acoplamento diazo entre

um céation arenodiazonio com um anel aromatico ativado adequado. Inicialmente foi preparado
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0 cétion arenodiazonio a partir de uma reacao de diazotagdo entre uma amina aromética e um
agente nitrosante, neste caso 0 NaNO, (ARAUJO et al., 2015) (figura 1).

NaNO, HCI

0-5°C ® o

Aniline Ry - H . ) )
Sulfanilic acid Rl _ SO3H Arenodiazonium cation

NaOH
0-5°C

R, Rj
R4 R4

Phenol R, -OH,R;-H, R4 -H 4-Hydroxyazobenzene (A1) R1 - H, R, -

m-cresol R, - OH, R3 - Me, Ry - H OH,R;-H,R4-H

Acetaminophen R, - H, R; - OH, 4-acetateazobenzene (A2) R1 - H, R, -

R4 - HNCOCH; OCOCH; R3-H,Ry-H
Benzenesulfonic acid-4-(2-acetylamino-4-
hydroxyazobenzene) (A3) R; - SO3H, R, -
H, R; - OH, R, - HNCOCH;
4-Hydroxy-2-methylazobenzene (A4) R1 -
H,R, - OH, R;-Me, R4 -H

Figura 1. Esquema de reacdo do acoplamento dos azo compostos

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

A concentracdo bactericida minima (CBM) e Concentragdo Inibitéria Minima (CIM),
foram realizadas de acordo com o protocolo M07-Ed11 (CLSI, 2018). Distribuiu-se 200 pL de
caldo Mueller Hinton (MH) em todos os 96 pocos das microplacas de fundo chato.
Posteriormente, 200 puL dos inibidores em estudo foram distribuidos em triplicata. Em seguida
foi realizada uma diluicéo seriada obtendo as concentragdes de 1000; 500; 250; 125; 62,5; 31,2;
15,6 e 7,8 pg/mL. Os isolados cultivados em BHI foram turvados em solucdo salina a 0,5 na
escala de McFarland e a absorbancia lida em espectrofotdmetro em comprimento de onda de
625nm. Dessa suspensdo, uma aliquota de 100 uL foi transferida para tubos contendo 9,9 mL
de caldo MH, e em seguida, 20 pL da solugdo bacteriana foi inoculada em triplicata nos pogos
da microplaca, contendo as moléculas testadas.

Para o controle negativo, foi utilizado o caldo MH estéril e como controle positivo para
cada isolado, foi utilizado caldo MH juntamente com o inoculo bacteriano testado. As

microplacas foram incubadas a 37 °C por 24 horas. Apds esse periodo, aliquotas de 10 pL, de
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cada pogo da microplaca, foram inoculadas em placas contendo &gar MH com posterior
incubacdo a 37 °C durante 24 horas. Tal procedimento foi feito com o auxilio de um replicador
estéril. A CBM foi determinada a partir da leitura visual, considerando a menor concentracao
da substdncia capaz de matar a bactéria. Para o teste de determinacdo da CIM, foram
adicionados 20 pL de Cloreto de 2,3,5-trifeniltetraz6lio (CTT, Neon, S&o Paulo, Brasil) diluido
a 1% em cada poco da microplaca incubada a 37 °C por 1 hora. A mudanca de coloracdopara a
tonalidade avermelhada foi considerada como indicativa de viabilidade bacteriana.
Inicialmente foi realizada uma triagem com as ATCC’s de S. aureus (25923) e E. coli
(35218), a partir dos resultados que apresentaram atividade antimicrobiana deu-se continuidade

com os isolados de carne.

Quantificacao do biofilme

Para a analise quantitativa da producao fenotipica de biofilme, foi utilizado o teste com
violeta de genciana (adaptado de Merino et al., 2009). Inicialmente, uma suspensao bacteriana
foi realizada em tubos contendo 3 mL de caldo Triptona de Soja (TSB) estéril (acrescidos de
0,25% de glicose quando utilizado S. aureus), estes foram incubados em estufa a 37°C por 24
h. Apds este periodo, 5 pL desta suspensdo foram adicionados aos pocos das microplacas
contendo 195 pL de TSB (acrescidos de 0,25% de glicose quando utilizado S. aureus), em
seguida, as microplacas foram incubadas por 24 h a 37°C em aerobiose. Apés este periodo, as
microplacas foram lavadas trés vezes com 200 uL de agua destilada estéril, coradas com 100
pL de violeta de genciana 0,25% durante trés minutos em temperatura ambiente e novamente
lavadas trés vezes com 200 pL de dgua destilada estéril. Posteriormente, o corante foi dissolvido
em 200 pL de solucdo de alcool-acetona (80:20) e a densidade 6tica (DO) foi medida no leitor
de microplacas Easys® a 620 nm de comprimento de onda. Todos os ensaios foram realizados
em triplicata e ao final da leitura, foi realizada a média aritmética da triplicada para determinar
a DO.

Atividade sobre a producéo de biofilme

Apos realizar a quantificacdo do biofilme, avaliou-se a capacidade de interferéncia do
azo composto sobre a formacéo de biofilme e o biofilme consolidado baseado na metodologia
de Nostro et al. (2007).
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Para avaliar a interferéncia no biofilme em formacao os in6culos foram cultivados em
tubos contendo 3 mL de TSB 0,25%, por 24 h a 37 °C. Apo0s este tempo 100 ul deste cultivo
foram acrescidos nos pocos das microplacas contendo 100 ul do azo composto A4 (4-Hidroxi-
2-metilazobenzeno) com equivalente ao valor de CBM observado na microdilui¢do em placa.
Apo0s 24 h de incubacdo a 37 °C, as microplacas foram lavadas com 200 pl de agua destilada
trés vezes. Em seguida, os pocos foram corados com 100 pl de violeta de genciana 0,25% por
3 minutos e novamente lavados trés vezes com 200 ul de agua destilada. Por fim, utilizou-se
200 ul de alcool-acetona (8:2) para fazer a analise da absorbancia em leitor de microplaca
modelo EXPERT PLUS-UV e mensurada em 620 nm.

Para o biofilme consolidado, 100 pL do inoculo bacteriano foram incubados em
microplacas por 24h a 37°C para formacéo prévia do biofilme, sendo feita a lavagem com 200
ul de dgua destilada estéril trés vezes, a fim de retirar a populagdo de células ndo aderidas. Em
seguida foi adicionado 200 uL da substancia em estudo, em concentracdo equivalente a metade
do valor de CBM e realizadas leituras em O e 24h, o ensaio foi realizado em triplicata. Para
interpretacdo dos resultados dividiu-se a DO 0h pela de 24h e o resultado foi multiplicado por

100 para verificacdo da porcentagem de interferéncia com o biofilme consolidado.

Teste de sinergismo

Foi realizado o teste de sinergismo para as 15 cepas de S. aureus isoladas. Inicialmente,
realizou-se uma suspensd@o bacteriana padronizada a partir de uma cultura com 24 horas de
incubagdo em meio MH, até atingir a turvacdo equivalente a escala 0,5 de McFarland (1x108
UFC/mL). Apds, 100 pL da solugéo salina foi transferido para 9,9 mL de MH caldo e uma
aliquota de 10 pL desse caldo foi adicionado em todos os poc¢os da microplaca. Na coluna n° 6
adicionou-se 100 pL do sal de nitrito, na concentracdo de 4X o valor da CBM, para realizagédo
da diluicdo seriada, transferindo sequencialmente 100puL do volume do pogo, no sentido
horizontal, até a coluna 1. Na linha “A” adicionou-se 100pL da solugdo correspondente ao azo
composto A4 (4-Hidroxi-2-metilazobenzeno), na concentracdo de 2X o valor da CBM, e dilui-
se seriadamente, transferindo sequencialmente 100uL do volume do pogo, no sentido vertical
até a linha F. Nos pogos HI, H2 ¢ H3 foram adicionados apenas os 10uL da suspensdo
bacteriana, juntamente com 100 pL de meio MH e nos pogos H4, H5 ¢ H6 foram adicionados
apenas 100 pL do meio MH, servindo como controle de esterilidade do processo. As

microplacas foram incubadas por 24 horas a 37 °C.
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Em seguida, com auxilio de um replicador multicanal, o conteddo de cada pogo da
microplaca foi carimbado em placas contendo agar MH, incubando-as novamente por mais 24
horas a 37°C. A interpretacdo do efeito sinérgico de cada antimicrobiano e das combinacdes foi
determinada pelo célculo do Indice da Fragdo Inibitoria (IF1), por meio da seguinte formula:

IFI do HMAB (azo) = CBM combinado
CBM do azo sozinho

IFI do nitrito de sodio (sal) = CBM combinado
CBM do sal sozinho

YIFI = IFI azo + IFI sal

A soma dos IFIs foi utilizada para a classificacdo dos efeitos, de acordo com alguns critérios:
Acdo sinérgica (IF1 <0,5); Aditiva (0,5 < IFI < 1); Indiferente (1 < IFI < 2); Antagonico (IFT >
2) (LEE; JANG; CHA, 2012).

Docking Molecular

Os complexos enzima-inibidor da DNA gyrase (DNAG - PDB ID 2XCR) (Bax et al.
2010), MurD Ligase (MurD - PDB ID 2Y10) (Tomasic et al, 2012) e Proteina FtsA (PFtsA -
PDB ID 3WQT) (Fujita et al.,, 2014) foram baixados do Protein Data Bank
(http://www.rcsh.org/pdb/home/home.do). Estruturas alcal6ides foram submetidas ao docking
molecular utilizando o Molegro Virtual Docker, versdo 6.0.1 (MVD). Todos os compostos de
agua foram eliminados da estrutura da enzima e as enzima e estruturas do composto foram
preparadas usando as mesmas configuracdes de parametros padrdo no mesmo pacote de
software. O procedimento de acoplamento foi realizado usando uma GRID de 15 A de raio e
resolucéo de 0,30 para cobrir o local de ligacao das estruturas de enzima. O modelo de encaixe
foi usado para focar a pesquisa em poses similares as interacdes e conformacéo do ligante. O
algoritmo de escore de MolDock foi usado como a funcédo de escore (Thomsen et al., 2006). O
local de ligagéo era 0 mesmo que o ligando presente no arquivo pdb. Para o DnaG, MurD e
PFtsA, o ligando co-cristalizado foi utilizado para comparacéo.
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Teste de toxicidade com Artemia salina

Para avaliar a toxicidade do composto A4 (4-Hidroxi-2-metilazobenzeno) e do nitrito
de sadio utilizou-se o teste de letalidade descrito por Meyer et al (1987), e adaptada por Moreira
et al (2003), por meio da concentracdo letal média (DLso) como pardmetro de atividade
bioldgica. Em um recipiente de vidro (270x95x120mm) foi adicionado 1,5 L de agua destilada
com sal marinho artificial em concentracdo de 48 g/L, o recipiente foi dividido em dois
compartimentos com um isopor com furos de aproximadamente 2 mm, 0 menor compartimento
(90x95x120mm) foi protegido de luz e adicionado 50 mg de cistos de Artemia salina. Apds 30
h os ovos eclodiram e as larvas migraram para o compartimento maior (180x95x120mm) com
iluminacdo artificial. Dez nauplios foram coletados com auxilio de pipetador e transferidos para
tubos com 5 mL de solucdo salina marinha artificial e os compostos a serem avaliados em 4
concentragdes, 1000, 100, 10 e 1 pg/mL. Apo6s 24 h os nauplios foram contados para obtencao

da DLso através da formula: %mortes=[(teste-controle)/controle]x100.

Analise estatistica

Os resultados obtidos no teste de concentracdo inibitéria minima foram submetidos ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk. A auséncia de normalidade de dados foi confirmada,
sendo utilizado o teste de Kruskal-Wallis para comparacdo das médias obtidas na CIM nos
testes envolvendo os azocompostos frente as cepas de E. coli e S. aureus. As comparagdes

foram realizadas pelo método de Dunn.

Resultados e Discussao

Isolamento Bacteriano

Foram identificados 15 isolados de S. aureus e 13 E. coli, ndo sendo observada a
presenca de Salmonella spp. (Tabela 1). Entre os anos 2007 e 2016 bactérias foram responsaveis
por 90,5% dos surtos relatados no Brasil, sendo 0s agentes etioldgicos mais frequentes pelas
DTA’s, como Salmonella spp., E. coli e S. aureus e a manipulacdo inadequada como a maior
causa de veiculacdo desses microrganimos (Brasil, 2018). Nos Estados Unidos da América,
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durante o ano de 2016, foram relatados 839 surtos de doencas transmitidas por alimentos,
resultando em 14.259 doencas, 875 hospitalizacdes e 17 mortes (CDC, 2018).

Tabela 1 — Micro-organismos isolados de carne de pequenos ruminantes comercializada em
mercado puablico na regido do Semiarido do Nordeste do Brasil no periodo de marco a

junho/2017.
Enumeracdo de coliformes
AMOSTRA Coliformes totais tercmo(!i];?grr:lstes Staph; gg(t)i%ir: ;L? reus/g
NMP/g NMP/g
01 > 1100 > 1100 *
02 > 1100 > 1100 *
03 > 1100 > 1100 *
04 > 210 <3,0 *
05 > 1100 <3,0 >2,5x%x10° UFC
06 > 1100 75 >2,5x%x10° UFC
07 > 1100 460 >2,5x 10° UFC
08 > 1100 <3,0 >2,5x%x10° UFC
09 > 1100 > 1100 >2,5x 10° UFC
10 > 1100 3,0 >2,5x 10° UFC
11 > 1100 210 >2,5x%x10° UFC
12 > 1100 <3,0 0
13 150 > 1100 >2,5x%x10° UFC
14 > 1100 <3,0 >2,5x%x10° UFC
15 > 1100 > 1100 >2,5x 10° UFC
16 > 1100 > 1100 >2,5x%x10° UFC
17 150 <3,0 0
18 > 1100 > 1100 >2,5x%x10° UFC
19 > 1100 > 1100 0
20 * * >2,5x 10° UFC
21 * * >2,5x%x10° UFC

S/1 — crescimento de micro-organismos sem caracteristicas de Salmonella spp.
* Analises ndo realizadas por indisponibilidade de material e/ou meios especificos de isolamento no momento

das analises.
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S. aureus s&o micro-organismos comumente envolvidos em relatos de intoxicagdes
alimentares, principalmente por serem produtores de diversas enterotoxinas (Marques et al.,
2015; Kroning et al., 2016). Podem ser provenientes de diversas fontes, como utensilios, méo
de manipulador, ambiente, ou mesmo, de etapas anteriores a comercializacdo, devido a forma
inadequada de armazenamento favorecido sua multiplicacdo, ja que a contamincéo de carne

pode ocorrer em diversos pontos da cadeia de producao (Ristore et al., 2017; Wang et al., 2018).

Sintese dos Azo Compostos

Dentre os aditivos utilizados em alimentos, estdo 0os azo compostos, eles sdo coloridos
e em razdo disto sdo utilizados principalmente como corantes organicos (Pérez-Diaz e
McFeeters, 2009). Alguns estudos relatam sua relacdo com atividade fungicida e bactericida. O
corante vermelho Prontosil rubrum deu origem a classe de antimicrobianos sintéticos do tipo
sulfonamidas, este azo composto foi desenvolvido na década de 1930 por Gerhard Domagk na
empresa Alema Bayer (Williams et al., 2012).

Os azo compostos sintetizados foram 4-Hidroxiazobenzeno (Al) derivado do fenol e
anilina, 4-acetateazobenzeno (A2) derivado do fenol e anilina com posterior acetilagdo, acido
benzenosulfonico-4-(2-acetilamino-4-hidroxiazobenzeno) (A3) derivado do paracetamol e
acido sulfanilico e o 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno (A4) derivado do m-cresol e anilina. As
estruturas quimicas dos compostos estdo representadas na figura 2. Ndo existem relatos de
estudos dessas substancias para fins de conservacdo em produtos alimenticios, bem como

poucos relatos quanto a sua atividade antimicrobiana.
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Figura 2 — Estrutura quimica dos azo compostos
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Avaliacéo da Atividade Antimicrobiana

O composto Al apresentou acdo bacteriostatica e bactericida para E. coli em
concentracdes de 1000 pg/mL. Os demais compostos, ndo apresentaram atividade frente a E.
coli nas concentracOes testadas (Tabelas 2 e 3). Por outro lado, A4 (4-Hidroxi-2-
metilazobenzeno) apresentou atividade bactericida frente aos isolados de S. aureus em
concentragdes que variaram entre 31,5 a 1000 pg/mL (Tabela 3). 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno
(HMAB) apresenta a adigdo de um grupamento metil na posicéo 2 do anel benzeno, conferindo
maior poder bactericida a essa molécula. Souza (2016) sugere que a presenga de grupamento

metil favorece a acdo desse composto.

Tabela 2- Concentracdo inibitoria minima dos isolados frente aos azo compostos

Composto - 0 CIM
Azo-diaril Alividade (%) Faixa (pg/mL) Media (pg/mL)
E. coli
Al 100 (14/14) 500 — 1000 964
A2 ** ** **
A3 100 (14/14) 500 —-1000 964
A4 ** ** **
S. aureus
Al ** ** **
A2 100 (16/16) 62,4 — 500 240
A3 ** ** **
Ad 100 (16/16) 31,2-125 57,2

** Teste ndo realizado, por ndo apresentar sensibilidade frente as ATCC’s

Tabela 3- Concentragdo bactericida minima dos isolados frente aos azo compostos

Composto Atividade (%) CBM

Azo-diaril Range (ug/mL) Media (pg/mL)

E. coli

Al 100 (14/14) 500 - 1000 964

A2 ** ** **

A3 43 (6/14) 1000 —>1000 1000

A4 ** ** **
S. aureus

Al ** ** **

A2 69 (11/16) 62,4 —>1000 854

A3 ** ** **

Ad 93 (15/16) 31,2 - 1000 230

** Teste ndo realizado, por ndo apresentar sensibilidade frente as ATCC’s
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O 4-Hidroxiazobenzeno (A1) e o 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno (A4) apresentaram acao
antifangica frente a sete fungos de origem fitopatogénica (Xu e Zeng, 2010). Karabacak et al.
(2015) avaliaram a atividade antibacteriana de 21 compostos contendo o grupo funcional azo,
sendo que dez dos compostos avaliados apresentaram atividade antimicrobiana. Resultados
preliminares de docking molecular indicaram que esses compostos podem inibir a ATP
sintasebacteriana, enzima estudada no desenvolvimento de novas drogas com reducdo da
resisténcia bacteriana (Boulet et al., 2018, Piotto et al., 2013). Sessa et al. (2016), também
sintetizaram uma classe de compostos ativos com estrutura de azobenzeno e baixos valores de
toxicidade in silico foram observados capacidade de inibicdo de biofilme de S. aureus e C.
albicans e interferéncia na resisténcia antimicrobiana, estudos com aditivos alimentares com
baixa toxicidade sdo uma das vertentes mais esperadas na indudstria alimenticia.

Piotto et al. (2013) sintetizaram cinco derivados azobenzeno com baixos valores de
toxicidade determinados por investigacdo computacional e identificou a sua a atividade
antimicrobiana frente a S. aureus, L. monocytogenes, S. typhimurium e P. aeruginosa e a
capacidade de destruir biofilmes frente a S. aureus e Candida albicans. Além de atividade
antimicrobiana, essas moléculas apresentam estabilidade térmica para aplicacdo em matrizes
de polimeros comérciais para producdo de filmes de embalagens com efeito bactericida e
antibiofilme (Sessa et al., 2016). Essas caracteristicas sdo requeridas para a utilizacdo em

alimentos, que passam por tratamentos térmicos e diferentes tipos de processamentos.

Quantificacao do Biofilme e interferéncia sobre a producéo de biofilme

Todos os isolados de S. aureus apresentaram capacidade de producao de biofilme, sendo
oito (53%) forte produtores e sete (47%) fraco produtores. Nos testes para E. coli, 8 (61,5%)
tiveram fraca capacidade e as demais ndo apresentaram capacidade de formacéo de biofilme.

Quanto a interferéncia no biofilme em formacdo, o azo composto A4 mostrou
capacidade de interferir na formacdo em todos os isolados de S. aureus que apresentaram forte
producdo (tabela 4), e atividade antibiofilme sobre o biofilme ja consolidado frente a quatro

isolados (tabela 5).
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Tabela 4 - Interferéncia do HMAB na formacéo de biofilme dos isolados de S. aureus.
Classificacdo quanto a producdo de  Classificacdo quanto a formacao

Isolado biofilme do biofilme na presenca de A4
17 Forte Moderado
19 Forte Moderado
20 Forte Fraco
21 Forte Moderado
22 Forte Moderado
23 Forte Fraco
26 Forte Fraco
28 Forte Fraco
ATCC 25923 Forte Fraco

Tabela 5 - Interferéncia do HMAB no biofilme consolidado dos isolados de S. aureus.
Absorbancia

Isolado
DO Oh DO 24h Biofilme (%)
17 0,113 0,152 74,18
19 0,061 0,062 99,46
20 0,369 0,261 141,69*
21 0,089 0,078 113,19*
22 0,158 0,143 110,72*
23 0,056 0,047 119,29*
26 0,096 0,115 83,72
28 0,074 0,078 94,87
ATCC 25923 0,191 0,198 96,63

DOOh — Densidade Otica média imediatamente apds a adi¢do do EEB; DO24h — Densidade Otica média transcorridas 24h da
adicdo do EEB; <100%: ndo interferiu no biofilme consolidado; >100%: interferiu no biofilme consolidado; =100%:
permaneceu a mesma producéo de biofilme.

* Amostras que apresentaram interferéncia no biofilme consolidado.
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A capacidade de formacao de biofilme que os isolados de S. aureus apresentaram nesse
estudo sdo uma das principais preocupacfes para a saude publica, pois estdo diretamente
relacionada a resisténcia antimicrobiana e viruléncia multifatorial. Os microrganismos tendem
a formar biofilme durante varias etapas do processamento de alimentos, bem como em
superficies de aco inoxidavel e de poliestireno, dificultando sua inibi¢cdo ou remocao (Kroning
et al., 2016; Vergara et al., 2017; Miao et al., 2017). Os biofilmes reduzem a eficacia dos
sanitizantes, causam perdas econdmicas a industria, contaminam alimentos e podem aumentar
o nivel de resisténcia antimicrobiana (Simdes et al., 2010). O composto A4 apresentou
capacidade de reducédo do biofilme em formacéo e do consolidado, mostrando que seu uso pode

ser favoravel tanto como aditivo alimentar, ou como sanitizante.

Teste de Sinergismo

A CBM do nitrito de sodio apresentou média de 67 pg/mL e foi realizada para viabilizar
o teste de sinergismo. Os compostos testados apresentaram sinergismo frente a 8 (57%) das 14
cepas (Tabela 6), apresentando uma reducdo média de 6 e 11% dos valores iniciais da
concentracdo inibitéria minima do nitrito e azo composto respectivamente.

Muitos compostos sintéticos e naturais estdo sendo pesquisados para utilizacdo como
conservantes em carnes, de forma isolada ou em combinacdo com os sais de nitrito, buscando
principalmente a reducao na concentracéo utilizada desses compostos. Vujadinovicet al. (2017)
identificaram que os 6leos essenciais de oregano e canela apresentaram sinergismo com teores
reduzidos de nitrito de sodio frente a patdgenos de referéncia gram positivo e gram negativo.
Stanojevic et al. (2010). Em contrapartida, Lim et al. (2016) isolaram Clostridium difficile em
produtos carneos processados e o0s testes de sinergismo com nitrito de sodio, nitrato de sodio e
metabissulfito de s6diomostraram sobrevivéncia do patégeno em niveis maiores do que 0s
permitidos pela legislacdo. Esses resultados demonstram a necessidade de estudos com novos
agentes antimicrobianos e como a acdo sinérgica de dois compostos quando se
combinampodem exercer um efeito inibitério maior do que a soma de seus efeitos individuais
(Shi et al., 2016). Essa efeito foi observado no teste de sinergismo realizado no nosso estudo

entre 0 azo composto A4 e o nitrito de sodio.
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Tabela 6 — Efeito combinatério entre 0o HMAB e Nitrito de sodio 7%, frente a isolados de S.
aureus.

Cepa CBM (pg/mL)
bacteriana Substancia teste ZFIC  Resultado
Isolado Combinado
Azo composto 1000 250
ATCC 25923 0,281  Sinérgico
Nitrito de sédio 7% 250 7,8
500 250
17 0,531 Aditivo
250 7,8
31,2 31,2
18 2 Indiferente
125 125
250 7,8
19 0,093  Sinérgico
31,2 1,95
125 3,9
23 0,156  Sinérgico
15,6 1,95
250 15,6
24 0,312  Sinérgico
7,8 1,95
500 15,6
25 0,281  Sinérgico
31,2 7,8
500 500
26 1,25 Indiferente
31,2 7,8
500 31,2
27 0,187  Sinérgico
62,5 7,8
250 62,5
28 0,312  Sinérgico
31,2 1,95
31,2 0,975
30 0,156  Sinérgico
15,6 1,95
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Docking molecular

O composto HMAB foi acoplado a estrutura cristalina de trés importantes enzimas
envolvidas no mecanismo antimicrobiano. Os resultados estdo resumidos na Tabela 4 e indicam
que este composto apresenta mais afinidade com a enzima PFtsA, quando comparado com 0s
ligantes originais. Esta sugestdo é apoiada pela diferenca entre a ligacéo da energia do HMAB
e os ligantes enzimaticos especificados. Para PFtsA essa diferenca foi inferior a 20%, enquanto
para 0 DNAG e MurD foi superior a 30%.

Tabela 7 - Energias de ancoramento de MolDock para HMAB e ligantes originais em enzimas
envolvidas no mecanismo antimicrobiano (DNA Gyrase — DNAG, MurD Ligase — MurD,
Protein FtsA — PFtsA).

DnaG PFtsA MurD
HMAB -91.49 -104.95 -100,97
Ligante de referéncia -133.50 -115.51 -181,10

A proteina FtsA se liga a FtsZ desempenhando papel fundamental na divisdo celular,
sendo altamente conservadas em muitas espécies bacterianas e tornando-as alvos atraentes para
o desenvolvimento de agentes antibacterianos (Mura et al, 2016; Fujita et al, 2014). A FtsA
também esta presente no género E. coli, Enterococcus faecalis e outros microrganismos
(Villanelo et al, 2011; Sharma e Khan, 2018), além de que, ndo possui similares significativos
em humanos, sendo uma linha de pesquisa para desenvolvimento de produtos com baixa
toxicidade (Ragunathan et al., 2018).

Efeito toxico do HMAB e nitrito de sédio

O HMAB apresentou letalidade de 96% na concentragdo de 10 pg/mL e 100% de morte
acima dessa concentragdo. O nitrito de sddio apresentou um percentual de morte de 0% (tabela
5). O teste de toxicidade com Artemia salina é utilizado como uma alternativa aos testes que
utilizam ratos e coelhos, porém, animais superiores tém demostrados respostas diferentes com

relacdo a toxicidade.
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Tabela 8 — Percentual de morte no teste de toxicidade para Artemia salina com HMAB e nitrito
de sadio.

Substancia teste %

Dose (ug/mL) HMAB Nitrito de sédio
1000 100 0
100 100 0
10 96 0
1 0 0
Controle 0 0

Ranjani et al. (2018) estudaram a toxicidade de nanoparticulas de prata onde doses
maiores que 50 pg aumentaram a letalidade em Artemia salina, mas para camundongos néo se
observou efeito na funcdo hepética e as reacGes renais e entéricas foram insignificantes,
mostrando dessa forma que a toxicidade em Artemia salina nem sempre terd 0 mesmo efeito
em animais superiores. Varios corantes sintéticos e naturais foram removidos das listas de
permissdes para utilizacdo em alimentos por suas caracteristicas mutagénicas ou
carcinogénicas, e 0s permitidos estdo inseridos com a ingestdo diaria aceitavel (IDA) nos
regulamentos nacionais e internacionais (Adegoke et al., 2014). Em estudos in silico Piotto et
al. (2013) identificaram 22 moléculas com baixa toxicidade a partir de 6156 azo compostos,
logo, estudos mais especificos sobre a toxicidade do HMAB sdo necessarios para viabilizar a

sua utilizacdo na industria de alimentos.
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Conclusodes

O alto indice de contaminacdo da carne analisada neste estudo, demonstra que existe
risco de surtos alimentares causados por S. aureus ou E. coli. A capacidade de producédo de
biofilme observada nas cepas, demonstra sua caracteristica de maior resisténcia a agentes
antimicrobianos. Assim, é fundamental aumentar a fiscalizagdo em mercados publicos para
evitar a comercializacdo de produtos carneos de forma irregular.

Mesmo o0 azo composto 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno apresentando bons resultados
relacionados a atividade antimicrobiana e antibiofilme frente a isolados de S. aureus, néo se
pode indicar o seu uso como conservantes de produtos carneos, pois 0 mesmo ndo apresentou
atividade satisfatéria frente a isolados de E. coli, bem como néo foi testado frente a outras cepas
de importéncia para o setor de alimentos. Ainda, faz-se necessario a realizacdo de testes que
comprovem a manutencao de aspectos fisicos, quimicos e sensoriais da carne elaborada com o
composto. Também € necesséria a realizacdo dos testes de shelf life para avaliar a eficacia do
composto no alimento.

A capacidade que o 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno possui de ligacdo a FtsA, pode indicar
que a atividade antimicrobiana pode ser via inibicdo de replicacdo do S. aureus. Quanto a
toxicidade, os testes com Artemia salina podem dar um direcionamento da dose toxica, mas 0s
estudos em camundongos ndo devem ser dispensados, pois nesses organismos 0s parametros

avaliados se aproximam mais das caracteristicas fisiolégicas humanas.
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Capitulo 2

Artigo submetido ao periddico: International Journal of Food Microbiology

Efeito antimicrobiano de azo composto em linguica de cordeiro contaminada
com Staphylococcus aureus: shelf-life e atributos de qualidade

Resumo

O efeito toxico dos conservantes utilizados em produtos carneos vem abrindo espaco para pesquisas
com compostos alternativos que apresentem reducao dos mesmos e ndo tenham efeito nocivo sobre
a salde dos consumidores. Nesse estudo, foi realizada a avaliacdo da vida de prateleira de linguica
de cordeiro com adicdo de um azo composto (4-Hidroxi-2-metilazobenzeno) que apresenta
atividade antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus. Foram realizados tratamentos com o
produto teste, com o nitrito de sodio e um grupo controle, sem adi¢éo de conservante. Os testes de
umidade e pH demonstraram que os tratamentos ndo apresentaram diferencas, porém a colorimetria
do tratamento com 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno apresentou resultados superiores, indicando uma
boa caracteristica para o produto. Na contagem de microrganismos mesoéfilos aerdbicos,
microrganismos psicrotrofilos e S. aureus, 0 composto teste apresentou contagens menores que 0
grupo controle, ja para enumeracdo de coliformes o 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno ndo apresentou
atividade antimicrobiana. Porém, quando comparado aos resultados com o nitrito de sédio, o 4-
Hidroxi-2-metilazobenzeno apresentou contagens superiores. Nesse experimento ndo houve
isolamento de Salmonella spp. em nenhum tratamento. Dessa forma, o estudo demonstrou que o
azo composto tem efeito antimicrobiano, porém, ndo apresentou capacidade para substituicdo do
nitrito de sédio, seriam necessarios outros testes que avaliassem se a reducdo na concentracao dos
dois compostos em efeito sinergico viabilizariam o seu uso.

Palavras-cheve: aditivos alimentares, atributos de qualidade, conservacao.
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1. Introducao

Em todo o mundo, a seguranca microbiana dos alimentos continua sendo uma grande
preocupacdo para todos os segmentos do setor, incluindo os consumidores, agéncias
reguladoras e inddstrias. Muitas estratégias de conservacdo tém sido usadas tradicionalmente
para o controle de deterioragdo microbiana, mas a contaminagéo de alimentos e deterioragéo
por micro-organismos ainda constitui um problema que precisa ser adequadamente controlado
(Negi, 2012).

Dentre os conservantes empregados na conservacao de produtos carneos, estao os sais
de nitrito, que fornecem propriedades sensoriais especificas, estabilidade e seguranca do
produto, sendo reconhecido por sua acdo bacteriostatica e bactericida. No entanto, tem-se
observados relatos que o associacdo a formacdo de compostos N-nitrosos, e esses possuem
uma relacdo com efeitos carcinogénico, mutagénico e teratogénico bem descritos (Ruiz-Capilas
et al., 2014; Majou e Christieans, 2018).

Outro grupo de aditivo alimentares que esté relacioando a melhoria da aperéncia sao
0s corantes, a determinacdo da coloracdo de um corante depende da sua estrutura quimica, na
qual a distribuicdo eletronica entre os grupos funcionais e cadeia de atomos determina a
emissdo de uma determinada faixa de cor proveniente da reflexdo da radiagéo visivel (Martinez
Suérez, 2017; Leal, 2011). Dentre os corantes sintéticos utilizados em alimentos, destaca-se a
classe azo, o maior grupo de aditivos dessa categoria, representando 70% dos pigmentos
produzidos no mundo. Séo classificados e conhecidos pela presenca de uma dupla ligacao entre
nitrogénios no meio da molécula (-N=N-) (Garcia-Segura et al., 2013).

Considerando a facilidade de producéo, o baixo custo, a exceléncia na coloragdo dos
alimentos, a neutralidade de sabor e a necessidade de pouca quantidade combinada com a boa
solubilidade, o uso dos corantes azo determinou uma boa vantagem econdmica e o interesse
por eles cresceu bastante no século XX (Downham; Collins, 2000). Além da sua caracteristica
de corante, alguns autores vém discutindo a sua eficacia quanto a atividade antimicrobiana
(Valerine et al, 2018; Karabacak et al, 2015).

Assim, novos estudos relacionados a descoberta de potenciais conservantes para uso
em produtos carneos sao relevantes. Considerando as potencialidades dos azo compostos como
antimicrobianos (Deb et al., 2018; Mkpenie et al., 2008), e com o intuito de propor uma nova
utilidade para uma classe de compostos ja explorada como corante, bem como, apontar para

uma alternativa na conservacao de produtos carneos, foi avaliada a vida de prateleira da linguica
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elaborada com o 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno (HMAB), composto sem relato do uso em
alimentos, bem como inexistentes estudos com atividade antimicrobiana em microrgansimos

de origem alimentar.

2. Materiais e métodos

2.1 Carne de cordeiro

A carne de cordeiro foi obtida de abatedouro municipal e transportada sob refrigeragéo
até o Laboratorio de Tecnologia de Carnes do Instituto Federal do Sertdo Pernambucano. Foram
utilizados quatro pernis, provenientes de dois animais, com conservacao em camara frigorifica
a 4°C por 24h.

2.2 Elaboracéao das linguicas

O HMABfoi cedido pelo laboratdrio de Bioquimica da Universidade Federal do Vale
do S&o Francisco (UNIVASF). Para elaboracdo das linguicas, utilizou-se uma concentracdo
quatro vezes o valor da média da concentracdo bactericida minima obtida nos testes de
microdiluigdo em Caldo frente a S. aureus isolados de carne ovina.

Foi feita a desossa manual, retirando-se cartilagens, tendBes e gorduras aparentes, a
mesma foi picada e moida em equipamento de moagem com disco de diametro de 8mm. O
equipamento e todos utensilios utilizados foram previamente higienizados e fervidos por 30
minutos.

Apdbs a moagem, a carne foi dividida em porcdes e tratada em camera de fluxo laminar
com luz ultravioleta por 30 minutos, seguindo para elaboracdo dos diferentes tratamentos.

Cada uma das trés porcdes foi dividida em duas partes, obtendo-se um total de seis
tratamentos A, B, C, D, E e F (Tabela 1) e embutidos em envoltério de carneiro salgado, tratados
em agua corrente para retirada do excesso de sal. Na primeira porcdo (controle) nao foi
adicionado nenhum aditivo, na segunda porcao foi adicionado 0,3% de sal de cura R/S (nitrito
de sddio 7%) a cada 1kg de carne e na terceira porcéao foi adicionado 0,2% do azo composto
HMAB para cada 1 kg de carne. Para melhorar a solubilidade do HMAB, o mesmo foi diluido
em 10 mL oleo de soja para adi¢do na formulagdo. A mesma quantidade de 6leo foi adicionada

a0s outros tratamentos.
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Tabela 1 — Tratamentos realizados nas linguicas de carne de cordeiro.
Amostra Tratamento
Sem conservantes e sem contaminagéo experimental
Com sal de nitrito e sem contaminacdo experimental
Com azo composto e sem contaminagao experimental
Sem conservante e com contaminagédo experimental com S. aureus
Com sal de nitrito e com contaminagdo experimental com S. aureus
Com azo composto e com contaminagdo experimental com S. aureus

TMOOW>

2.3 Contaminacao das linguigas

Os tratamentos D, E e F foram contaminados com uma cepa de S. aureus isolada de
carne ovina e identificadas por provas bioquimicas e moleculares, caracterizada como forte
produtora de biofilme. Nos testes de atividade antimicrobiana com o0 HMAB, obteve-se uma
CBM de 500 pg/mL e 31,2 pg/mL para o sal de nitrito.

A cepa foi inoculada em agar BHI a 37 °C/24h em aerobiose, posteriormente quatro a
cinco colonias foram inoculadas em solucdo salina a 85% e submetidas a turvagdo (DO
625nm). Foi feita diluicdo seriada e utilizada a diluigdo 10 com contagem equivalente a 1,8 x
107 UFC. Para contaminagao, as linguicas foram imersas em solucdo contendo o indculo por
cinco minutos. Em seguida, as porcdes de aproximadamente 100 g foram embaladas
assepticamente em sacos plasticos estéreis devidamente identificados e armazenados em

temperaturas de 4 a 7 °C.

2.4 Analise fisico-quimica

Os valores de umidade foram obtidos nos dias 0, 3, 6, 9, 12, 15 de estocagem e realizados
em duplicata. Para determinacao de umidade 5g da amostra foi pesada em cadinho de porcelana
previamente tarado, aquecido e resfriado em dessecador, apds a amostra foi levada a estufa a
temperatura de 105 °C/24h e feita a pesagem apds resfriamento em dessecador. O pH foi aferido
nos dias 0, 3, 9, 15, sequindo metodologia do Instituto Adolfo Lutz (2008). Para obtencéo desta
variavel, cinco gramas da amostra foram homogeneizadas em 50 mL de agua destilada e feita

a leitura apds calibracao.

A analise de cor foi realizada em tempo diferente as demais analises, com repeticdo dos
tratamentos A, B e C, medindo-se L* (luminosidade) a* (variacdo do vermelho ao verde) e
b*(variagdo do amarelo ao azul) com colorimetro, modelo MiniScan EZ. Os valores foram lidos

através do Software Instruments Diagnostics versao 1.11.131. A diferenga das cores AE foi
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determinada por meio da equagio: AE= [(AL*)?+ (Aa*)?+ (Ab¥)?]Y2. Para cada tratamento, 0

valor médio de trés pontos diferentes de leitura foi obtido.

2.5 Analises microbioldgicas

As analises foram realizadas nos dias 0, 3, 6, 9, 12 e 15, seguindo a metodologia
recomendada pelo American Public Health Association (APHA, 2015). Pesou-se 10 g linguica
de cada tratamento para homogeneizacdo 90 mL de 4gua peptonada tamponada, seguindo com
as diluicBes seriadas de 107, 102 e 10°. Foram realizadas analises para contagem de
microrganismos mesofilos aerdbicos, microrganismos psicrotroficos, em Agar Contagem
Padrdo (PCA), pelos métodos de plaqueamento em profundidade e superficie, respectivamente,
além da enumeracéo de coliformes totais e coliformes termotolerantes por meio da metodologia
do Numero Mais Provavel (NMP) e isolamento de Salmonella spp. e contagem de S. aureus.

Na pesquisa de microrganismos psicrotroficos, as analises foram realizadas nos dias 0, 6 e 12.

2.6 Analise estatistica dos dados

Para os resultados obtidos nas analises microbioldgicas, especificamente na contagem
de microrganismos mesofilicos e psicrotroficos, foi realizada uma analise estatistica inferencial,
sendo os valores obtidos para a UFC/mL submetidos a transformacéo logaritmica. Depois, 0
teste de Friedman em dois sentidos foi empregado. Para a analise dos resultados entre os
tratamentos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn. Para as demais
variaveis microbioldgicas e fisico-quimicas, a analise estatistica descritiva foi realizada com a

determinacéo dos valores absolutos e relativos.

3. Resultados e discussao

3.1 Andlise fisico-quimica

Os valores de umidade variaram entre 66 e 71% nos tratamentos sem contaminacao (fig.
1a) e entre 68 e 72% (fig. 1b) nos tratamentos com contaminagdo experimental. Esses valores
estdo previstos em documentos que normatizam esta variavel (BRASIL, 2000). Os resultados
de pH variaram entre 5,4 e 6,0, com aumento no dia 15 para os tratamentos A e D (fig 1c e 1d).

A presenca de microrganismos psicrotroficos pode elevar o pH do produto durante o
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armazenamento, devido a producéo de protease. O consumo de aminoécidos leva a elevacao do

pH devido a formacéo de amdnia e aminas (Scapin et al., 2015).
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Figura 1-Variacdo de umidade nos tratamentos sem (1a) e com (1b) contaminacdo experimental e pH sem (fig.
1c) e com contaminacéo (fig. 1d)

A avaliacdo de cor do produto mostrou maiores indices de AE (tabela 2) para o
tratamento com o HMAB, principalmente na varia¢do de b*, com indices superiores a 100%
nesse parametro. A estabilidade da cor da carne fresca fornece uma ideia sobre as possiveis
preferéncias do consumidor com base na aparéncia do produto, sendo uma propriedade
importante que influencia no valor de mercado e na decisdo de compra do consumidor
(Quevedo et al. 2013), logo esse parametro apresentou melhores resultados quando comparado
ao produto com sal de cura. Aumento nos valores de b* também foram observados quando da
adicéo de quitosana em comparacgéo ao sal de nitrito (Alirezalu et al., 2019). Alguns compostos
podem apresentar estabilidade de cor da carne, mesmo quando inserido na dieta animal, por
possuirem mecanismos de eliminacdo de radicais livres, inibindo a oxidagdo em carne crua e
cozida (Abdelmalek et al., 2018). Kaba et al. (2017) avaliaram a vida de prateleira do peixe
defumado com azo composto em comparacdo com acgafrdo, embora o pardmetro cor ndo tenha
sido mensurado, a aparéncia na analise sensorial apresentou maior escore para o0 tratamento

com agafréo.
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Tabela 2 — Resultados das leituras de colorimetria em linguicas de carne de cordeiro

Tratamentos = Var;ivels e AE
A 44,14 10,89 14,00 45,57
B 41,32 9,59 13,22 42,57
C 41,96 17,37 29,74 54,28

L* - Luminosidade a* - variacdo do vermelho ao verde e b* - variacdo do amarelo ao azul

3.2 Efeito da HMAB sobre a vida de prateleira das linguicas

Na analise pareada para a contagem total de microrganismos mesofilos, foi observada
uma diferenca significativa entre os dias 0 e 12 em todos os tratamentos, com reducdo das
contagens no dia 15 apo6s a adi¢do de conservantes. Na analise entre os tratamentos, ndo foram
observadas diferencas entre as amostras elaboradas com azo composto e nitrito de sodio, exceto
nos dias 3 e 9 entre as amostras B e C (Figura 2 e Tabela 3). Além disso, os tratamentos F com
HMAB apresentaram diminuicdo na contagem quando comparados a amostra sem adicdo de
conservante (D), porém com contagens superiores aos tratamentos B e E, que tiveram adicao
de sal nitrito. Todos os tratamentos, apresentaram contagens acima dos limites aceitaveis de 7
logio UFC/g (Ryser & Schuman, 2015) no sexto dia, logo nenhum dos tratamentos estariam em
condicdes adequadas para consumo a partir desse tempo experimental. Resultados semelhantes
foram observados na contagem de microrganismos psicrotréficos (Figura 3 e Tabela 4),
indicando um potencial de reducdo dos compostos da carga microbiana. Ali et al. (2018)
obtiveram resultados semelhantes para o grupo controle, com contagem acima do limite

aceitavel no sexto dia de armazenamento.
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Figura 2 — Contagem total de microrganismos mesdéfilos aerébicos em linguica de cordeiro sem (2a) e ap6s (2b)
contaminagdo experimental.
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Tabela 3 - Contagem total de microrganismos mesofilos aerébicos em linguica de cordeiro sem
e apds contaminacgdo experiemental (Logio UFC/g)

0 3 6 9 12 15
A 4.46% 6.04 ABab 7.15488 8.56 ABab 9.1582 8.3078a
B 3.914 5.18ABa 7.15488 8.36 482 8.7980 8.56482
C 4.36 7% 6.30 ABP 8.3448a 8.60AeP 9.00 B 8.5348a
0 3 6 9 12 15
D 4.54 A 6.63 482 9.32ABa 8.724Ba 9.08°B2 7.63782
E 3.674 6.00 480 7.59A8b 8.08A8b 9.11°B 9.04 ABb
F 4,32 Ab 6.34 ABab 8.28 ABab 8.15ABab 8.80°2 8.63 /B

For each treatment, values followed by the same capital letters did not differ between each other (P > 0.05);
For each period, values followed by the same small letters did not differ between each other (P > 0.05);
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Figura 3 — Contagem total de microrganismos psicrotrofilos em linguica de cordeiro sem (3a) e ap6s (3b)
contaminagdo experimental.

Tabela 4 - Contagem total de microrganismos psicrotroficos em linguica de cordeiro sem e ap6s
contaminacéo experiemental (Log.o UFC/g)

0 6 12
2.86 4% 7.134B2 9.20B
B 2.49% 6.50 ABP 8.7458P
3.074 6.63ABa 8.84 B

0 6 12
D 3.03 A 9.816B 9.24 ABa
E 0.0042 7.24 182 7.928b
F 3.7240 7.30182 9.108®

For each treatment, values followed by the same capital letters did not differ between each other (P > 0.05);

For each period, values followed by the same small letters did not differ between each other (P > 0.05);
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A multiplicacdo indesejada de micro-organismos na carne durante o armazenamento,
depende principalmente do tipo de microrganismo, carga microbiana inicial e das condicdes
especificas de armazenamento, que podem influenciar no desenvolvimento de diferentes
populacBes microbianas relacionadas & deterioracdo, afetando tipo e taxa do processo de
deterioracdo (Doulgeraki et al., 2012). Ercolini et al. (2009) identificaram vérias estirpes
bacterianas com potencial de deterioracdo em carne refrigerada, entre elas as Carnobacterium
maltaromaticum e C. divergens foram as espécies mais frequentemente encontradas nas
populacbes mesofilica e psicrotrofica. Pseudomonas spp. foram comumente identificadas entre
os psicrotréficos e Acinetobacter baumannii, Buttiauxella spp. e Serratia spp. entre os isolados
mesofilicos. Uma das principais preocupacdes relacionada aos microrganismos deteriorantes é
a disceminacdo de cepas com alta resiténcia antimicrobiana. Lerma et al. (2014) isolaram cepas
de P. putida, P. lundensis, P. fluorescens e P. alkylphenolia de superficies de abatedouro de
caprinos e ovinos com mdltipla resisténcia. Além de alterar as caracteristicas sensoriais do
produto, esses microrganismos podem transferir genes de resisténcia aos patogénicos, sendo
responsaveis por graves surtos de toxinfeccdes alimentares.

Nas contagens para S. aureus (Figura 4a e 4b), a linguica com o0 HMAB apresentou
contagem inferior ao produto controle, porém com resultados superiores ao tolerado por
normativas (BRASIL, 2001) entre os dias 03 e 15. A amostra contendo sal de nitrito apresentou
decréscimo de 3 logi UFC/g até 15° dia. Os resultados demonstram a alta atividade

antimicrobiana sal de nitrito, com efeito superior ao tratamento com o0 HMAB.
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Figura 4 — Contagem de S. aureus em linguica de cordeiro sem (4a) e com (4b) contaminagdo experimental.

Cardoso-Toset et al. (2017), em experimento com produto carneo maturado utilizando
apenas NaCl e sais de nitrito obtiveram produtos livre dos contaminantes inoculados
experimentalmente no final dos testes, demostrando dados semelhantes aos nossos nas

pesquisas de S. aureus.
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Ja nas analises de coliformes totais e termotolerantes (Tabela 3), o HMAB nao
apresentou acdo inibitoria, com resultados iguais ou superiores ao grupo controle, porém em

nenhum momento experimental, isolou-se E. coli.

Tabela 5 — Enumeracao de coliformes totais e termotolerantes em linguica de cordeiro sem e

com contaminagdo experimental por S. aureus tratada com HMAB e nitrito de sodio.
Enumeracdo de coliformes (NMP)

D-0 D-3 D-6 D-9 D-12 D-15

Ct Ct Ct Ctt Ct Ctt Ct Ctt Ct Cit Ct Ctt

36 36 460 460 105 7,2 150 150 93 93 >1100 >1100
9,2 3,6 <3,0 <3,0 3,6 3,6 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 9,2 3,6
43 <30 150 150 >1100 290 75 75 >1100 >1100 93 23

93 36 210 210 >1000 >1100 >1100 >1100 460 460 >1100 >1100
15 <30 3,6 3,6 <3,0 <3,0 <3,0 <3,0 9,2 9,2 <3,0 <3,0

nm O O w | Tratamentos

92 36 460 1100 1100 1100 1100 >1100 >1100 >1100 1100 1100

Ct — coliforme total; Ctt — Coliforme termotolerante

Kaba et al. (2016) avaliaram o efeito da vida de prateleira de peixe defumado com adicéo
de um azo composto (amarelo crepusculo FCF) em comparacdo com um corante natural
(acafrdo), obtendo amostras dentro dos limites aceitaveis até o 17° dia, sendo observado que 0s
resultados de contagens microbianas nao diferiram entre os grupos controle e o com adi¢éo de
azo composto.

Poucos estudos foram realizados com a finalidade de avaliar o efeito antimicrobiano dos
azo compostos. Xu e Zeng (2010) descreveram sete azo compostos com atividade antifungica
contra fungos fitopatogénicos, bem como estudos de docking molecular ttm demonstrado que
alguns azo compostos tem interacdo com proteina especifica de microrganismos patogénicos,
como a proteina quinase (PKs) e ATP sintase (Piotto et al., 2013). Os mesmos autores
identificaram 5 compostos com atividade in vitro frente a isolados de S. aureus, L.

monocytogenes e S. typhimurium, de origem humana e P. aeruginosa ATCC-27853.
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Conclusodes

Nesse estudo, 0 HMAB mostrou capacidade de reducéo da carga microbiana no teste de
vida de prateleira de linguica quando comparado ao produto controle sem adicdo de
conservante, porém quando comparado ao tratamento com nitrito de s6dio a 7% teve alta
contagem, bem como ndo apresentou reducdo na contagem de coliformes. Dessa forma, o
produto testado teve baixa eficacia, ndo apresentando viabilidade para sua utilizacdo isolada
como conservante em produtos carneos. Porém, outros estudos com o composto devem ser
realizados, j& que 0 mesmo apresenta atividade antimicrobiana, bem como sua a¢do conjunta
com nitrito de sodio pode ser avaliada para identificar se em teste de vida de prateleira 0s

compostos apresentam efeito sinérgico.
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CONSIDERACOES FINAIS

- Pode-se observar a contaminacao das carnes analisadas neste estudo por patogenos relevantes,

como S. aureus ou E. coli;

- A capacidade de producdo de biofilme observada nas cepas, aponta para uma maior resisténcia
aos agentes antimicrobianos. Assim, é fundamental ampliar a fiscalizacdo em mercados

publicos para evitar a comercializa¢do de produtos carneos de forma irregular;

- O 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno apresentou acao antimicrobiana e antibiofilme frente aos

isolados de S. aureus, sendo um promissor produto para controle desse microrganismo;

- A acdo sinergidca 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno com o nitrito de sodio apresentou uma
reducdo considerada na concentracdo dos compostos, testes com as doses menores devem ser

realizados em produtos carneos visando avaliar sua eficacia;

- A toxicidade apresentada em Artemia salina é considerada apenas uma etapa para a utilizacéo
do produto, porém como o 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno apresentou efeito sinérgico com o sal

de nitrito, essas novas concentraces devem ser avaliadas em conjunto;

- O 4-Hidroxi-2-metilazobenzeno apresentou baixa eficAcia em teste de vida de prateleira,
porém como 0 mesmo é um composto com acdo antimicrobiana e antibiofilme, sua utilizacéo
deve ser considerada para outros fins, como em segmentos que nao envolvam o seu consumo,
como uso em desinfetantes e sanitizantes de equipamentos, principalmente aqueles que

apresentam superficies com aderéncia de biofilmes bacterianos.
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