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RESUMO

C. botulinum e C. perfringens séo bactérias patogénicas de grande importancia para a saude publica
e o conhecimento de seus requerimentos de crescimento é essencial para que a industria de carnes
possa garantir a seguranga microbioldgica de seus produtos. O uso do C. sporogenes como indicador
de C. botulinum em estudos de avaliagdo de seguranga é recomendado quando o laboratdrio ndo
possui nivel de seguranca adequado para manipulagao deste patégeno. Assim, objetivo deste projeto
foi estudar as caracteristicas fisiolégicas, morfoldgicas, bioquimicas e de crescimento de cepas de
C. sporogenes e C. perfringens, obtidas a partir de colegbes de cultura e isoladas de produtos
carneos. As linhagens de C. sporogenes e C. perfringens apresentaram sensibilidade a todos os
acidos organicos avaliados (acético, citrico, lactico, malico, tartarico e propibnico), e resisténcia ao
nitrito de sodio e eritorbato de sddio testados isoladamente ou em combinagdo. As culturas também
apresentaram sensibilidade ao blend com 2% de lactato de sodio, 150ppm de nitrito de sddio e
500ppm de eritorbato de sddio, e também nos blends com substituicdo por extrato de aipo e acelga
nas mesmas proporgées. As culturas ndo apresentaram comportamento variavel entre as linhagens.
Os resultados deste trabalho indicam que varias categorias de compostos quando aplicados em
concentragées adequadas individualmente ou em blends podem inibir a germinagdo de
C. sporogenes e C. perfringens, porém a aplicagcdo destes ingredientes devera sequir 0s niveis
preconizados pelos 6rgaos reguladores.
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ABSTRACT

C. botulinum and C. perfringens are pathogenic bacteria of great importance for public health and
knowledge of its growth requirements is essential for the meat industry to ensure the microbiological
safety of its products. The use of C. sporogenes as an indicator of C. botulinum in safety assessment
studies is recommended when the laboratory doesn't have an adequate level of safety for handling
this pathogen. The objective of this project was to study the physiological, morphological, biochemical
and growth characteristics of strains of C. sporogenes and C. perfringens obtained from culture
collections and isolated from meat products. The strains of C. sporogenes and C. perfringens showed
sensitivity to most of the organic acids evaluated (acetic, citric, lactic, malic, tartaric and propionic)
and resistance to sodium nitrite and sodium erythorbate tested alone or in combination. The cultures
also showed sensitivity to the blend with 2% sodium lactate, 150ppm sodium nitrite and 500ppm
sodium erythorbate, and also in blends with substitution for celery extract and cherry extract in the
same proportions. The cultures didn't show variable behavior between strains. The results of this work
indicate that several categories of compounds when applied at adequate concentrations may be
inhibitory to the germination of C. sporogenes and C. perfringens however the application of these
ingredients should follow the levels recommended by the regulatory agencies.

Keywords: C. perfringens, C. botulinum, meat products, antimicrobials.

1. INTRODUGAO

A ocorréncia das Doencas Transmitidas por Alimentos (DTA’s) vem crescendo de modo
significativo no mundo, causando um impacto na saude da populacéo e prejuizos econémicos. Nos
Estados Unidos, estima-se que o gasto médio anual por pessoa seja de aproximadamente 1.500
dolares, originando um total anual estimado em mais de 75 bilhées de dolares (MOYE, Z. D. et al,
2018). Dentre os agentes causadores de DTA em carnes e produtos carneos destacam-se o
Clostridium botulinum e o Clostridium perfringens.

A toxinfeccao alimentar causada pelo a Clostridium perfringens é a segunda mais prevalente
nos EUA e a sexta mais prevalente no Brasil (GRASS, J. E.; GOULD, L. H.; MAHON, B., 2013). Os
surtos de botulismo nos Estados Unidos e no Brasil, sdo mais comumente causados por cepas
proteoliticas, enquanto na Europa, cepas nao-proteoliticas (grupo Il) sdo mais comumente
associadas a surtos (HAUSCHILD,1993). Segundo dados do Ministério da Saude (BRASIL, 2014), o
Brasil teve 83 casos confirmados de botulismo no periodo de 1999 a 2014 sendo que destes, 28,9%
foram a Obito. A mortadela, a carne esterilizada e a salsicha sao os alimentos mais relacionados aos
casos de botulismo alimentar no Brasil. Embora a incidéncia anual de botulismo transmitido por
alimentos seja baixa em comparac¢ao com outras doencas transmitidas por alimentos, o resultado do

processo de intoxicagdo apresenta alto risco de mortalidade (SUGIYAMA, 1980).
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Como medida preventiva, a industria de alimentos busca diferentes estratégias de
intervencdo contra a germinagdo de esporos de C. botulinum e de C. perfringens, e,
consequentemente, a produgao de toxinas nos alimentos. A esterilizagdo comercial tem sido o
processo térmico padrao para o controle destes microrganismos em alimentos estaveis em
temperatura ambiente (ANDERSON et al., 2011), entretanto, este processo térmico pode danificar
as caracteristicas fisicas e sensoriais de algumas categorias de alimentos, ndo sendo recomendado
para produtos carneos emulsionados, por exemplo. Alternativamente, o controle da formulagéo do
produto com a acidificacdo com pH abaixo de 4,6, ajuste da atividade de agua (Aw) inferior a 0,93 e
o uso de métodos combinados de pH e Aw também sdo empregados no controle deste patégeno
(GLASS & JOHNSON, 2004a; GLASS & JOHNSON, 2004b; NACMCF, 2010; OKEREKE &
MONTVILLE, 1991; TANAKA et al., 1986).

O nitrito de sédio € um dos ingredientes mais usados no controle de Clostridium spp., que
possui um potencial de inibicdo da germinagdo dos esporos deste género de microrganismo e,
também, contribuem para a fixacdo da cor avermelhada da carne curada. Apesar de aumentar a
qualidade e a vida util do produto, este tipo de aditivo pode causar danos a saude humana quando
usado fora dos limites estabelecidos na legislacdo (IAMARINO, 2015). Desta forma, alternativas ao
uso deste e de outros ingredientes artificiais vem sendo estudadas e adotadas pela industria de
alimentos, a fim de atender a crescente exigéncia dos consumidores por alimentos mais saudaveis

e que garantam a seguranca microbiolégica dos alimentos.

No Brasil, devido a determinagao da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sobre
a indisponibilidade de comercializagdo de linhagens de C. botulinum e pela auséncia de um
laboratério de testes de desafio de alimentos com nivel de seguranga NB-3, o Clostridium sporogenes
€ usado como um indicador de C. botulinum na avaliagao da eficacia da seguranga de alimentos e
processos. O C. sporogenes é um microrganismo deteriorante de alimentos (MCCLURE, 2006) e
patégeno ocasional (INKSTER, CORDINA, SIEGMETH, 2011). Detém forte semelhanca fisiol6gica
com o Grupo | (proteolitico) do C. botulinum e € amplamente utilizado como substituto para esse
organismo, demonstrando a eficacia da preservacao de alimentos e processos (BROWN et al., 2012;
TAYLOR et. al., 2013). Ao analisarmos os dados do sequenciamento do genoma de ambos os
microrganismos é possivel confirmar a estreita relacao genética de C. sporogenes e o Grupo | de C.
botulinum (CARTER et al., 2009; COLLINS et al., 1994; BRADBURY et al., 2012).

Tendo em vista a complexidade da formulacdo dos produtos carneos, especialmente os
cozidos e curados e o perigo que C. botulinum e C. perfringens representam para a seguranca
microbiol6gica destes, é necessario que se avalie os requerimentos de crescimento destas bactérias
nestes produtos.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Origem e conservacao dos microrganismos

Neste estudo foram testadas culturas de referéncia de Clostridium sporogenes
(ATCC 19404, ATCC 11437, ATCC 3584 e PA3679) e Clostridium perfringens (NCTC 8798. ATCC
3626, ATCC 3629 e ATCC 3628), obtidas no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) pertencente a Fundagao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), além de culturas de C. sporogenes
isoladas de massas de mortadela resfriada provenientes da Colecao de Culturas do Laboratério de
Microbiologia do Centro de Tecnologia de Carnes do Ital (CP5, JP2 e OP2). Para a producao dos
esporos dos microrganismos foi empregada a metodologia descrita por MAH et al. (2009).

2.3. Avaliacao das propriedades de crescimento de cepas de C. sporogenes e C. perfringens
2.2.1. Preparo do inéculo

O preparo dos inéculos para os testes de atividade antimicrobiana foi realizado segundo as
recomendacoes do protocolo M7-A6 para bactérias (CLS, 2005). Para tanto, as solugdes de esporos
foram transferidas para tubos de ensaio contendo 4mL de solugcéo salina estéril e homogeneizados
em agitador tipo vortex. Aliquotas de 2mL destas suspensdes foram tomadas para leitura em
espectrofotdbmetro a 625nm e ajustadas com solucao salina estéril para valores de densidade 6ptica
(DO) de 0,08 a 0,10, correspondentes a concentragdo de 108UFC/mL. Aos 2mL remanescentes das
suspensodes de esporos, foi adicionado 0 mesmo volume de solugdo salina. A partir das solugdes
padronizadas, procedeu-se a diluicdo decimal seriada de forma a se obter, ao final da mesma, a
concentracio de 108UFC/mL. Destas Ultimas diluicdes, 6mL foram transferidos para tubos contendo
3mL de caldo BHI, estabelecendo-se uma concentragdo de 10°UFC a 10°UFC/mL em 100pL, sendo
gue nos pogos das microplacas inoculados as concentragoes resultaram em 10°5UFC/mL.

2.2.2. Preparo das solucoes de compostos antimicrobianos

Para a determinacdo de atividade antimicrobiana das culturas foram preparadas solugées
individuais de cada composto, diluidas em caldo BHI em concentragdo dupla. Foram avaliados os
seguintes compostos e concentragdes: acido acético, citrico, lactico, malico e tartarico (2,0%, 3,0%
e 5,0%); composto a base de &cido propidnico (0,3%, 0,4% e 0,5%, BactoCEASE®, Kemin S.A.);
nitrito de soédio (25ppm, 50ppm e 150ppm); eritorbato de sédio (500ppm); eritorbato de sédio
(500ppm) suplementado com nitrito de sédio (25ppm, 50ppm e 150ppm); nitrito obtido a partir de
extrato de acelga (25ppm, 50ppm e 150ppm nitrito), nitrito obtido a partir de extrato de aipo (25ppm,
50ppm e 150ppm), sorbato de potassio (2,5% e 5,0%) e lactato de sodio (5,0% e 10,0%). A partir
dos resultados encontrados na avaliacdo individual de cada composto antimicrobiano foram
formulados blends com os compostos que apresentaram resultados promissores e determinada sua

atividade antimicrobiana.
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Os valores de atividade de agua das solugdes dos compostos antimicrobianos foram
determinados com medidor de atividade de agua (modelo Aqualab 4TE, marca Decagon) e o pH foi
determinado em pHmetro (modelo DM-21, marca Digimed) com eletrodo tipo penetragao.

2.2.3. Preparo da microplaca

Foram usadas nos testes microplacas com 96 pocos de fundo chato, com capacidade de
300uL e tampas descartaveis e estéreis. Em cada pogo foram adicionados 100uL das solu¢des dos
compostos com atividade antimicrobiana (item 2.2.2). Posteriormente, foram inoculados 100uL de
cada suspensao de esporos das linhagens de C. sporogenes e C. perfringens (item 2.2.1). Como
controle positivo foram inoculados 100uL de caldo BHI sem adicdo do composto testado e 100uL das
culturas, enquanto o controle negativo foi preparado com a solugcao de 100uL dos caldos e 100uL de
agua deionizada estéril. As microplacas foram incubadas na temperatura de 37°C por 24h em
anaerobiose. Os testes foram repetidos duas vezes.

2.2.4. Leitura dos resultados

Apés o periodo de incubagao foram adicionados 50uL da solugao reveladora de 2,3,5-cloreto
de trifeniltetrazélio (TTC) (0,1%) em cada pogo e as placas foram reincubadas a 37°C por 2h. A
atividade antimicrobiana dos compostos foi definida como a menor concentragdo da amostra, capaz
de impedir o aparecimento de coloragao vermelha, conferida ao meio quando as células apresentam
atividade respiratoria.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Avaliacao da sensibilidade de esporos de C. sporogenes e C. perfringens a compostos

com acao antimicrobiana

As linhagens de C. sporogenes e C. perfringens mostraram-se sensiveis aos tratamentos
aplicados com os acidos acético, citrico, latico, malico e tartarico nas concentragdes testadas (Tabela
1). Esses compostos ocasionaram uma reduc¢ao significativa no pH, com valores que variavam entre
2,20 e 3,85, indicando uma possivel agao antimicrobiana destes compostos por meio da redug¢ao do
pH intracelular. O composto a base de acido propidnico apresentou desempenho similar aos demais
acidos nas concentracoes testadas, porém nao ocasionou uma reducao tdo acentuada dos valores
de pH, os quais variaram entre 5,46 e 5,63. A atividade de agua das solugdes dos acidos avaliados
oscilou entre 0,955 e 0,986, valores encontrados em diversos produtos carneos cozidos.

A aplicacao de acidos orgéanicos tamponados em produtos carneos com o objetivo de garantir
a seguranga microbiolégica destes alimentos vem sendo estudadas por cientistas de todo o mundo.
Um trabalho realizado por SABAH et al. (2003) foi verificada a reducao de 1 log UF/g durante o
periodo de resfriamento de 18 horas, apds aplicagao de 2,0 e 4,8% de citrato de sédio, 2 e 4,8% de
lactato de sédio (solugdo com 60%) e 0,25% de diacetato de sédio em Roasted beef reestruturado.
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Todos os tratamentos foram tamponados a um pH de 5,6, 5,0 e 4,4. Neste mesmo estudo também
foi evidenciado que o uso de citrato de sddio ou lactato de sédio em uma concentragéo de =2% inibiu
o crescimento de C. perfringens ao longo do periodo de resfriamento de 18 horas.

As linhagens de C. sporogenes e C. perfringens apresentaram resisténcia nas concentracdes
de 2% e 5% de lactato de sddio e sensibilidade na concentracdo de 10% deste composto (Tabela 1).
A aplicacdo de lactato de s6dio ndo apresentou variagées nos valores de pH, sendo que foram
encontrados valores entre 6,93 e 6,93. Entretanto, os valores de atividade de agua oscilaram entre
0,975 com aplicacao de 2% e 0,945 com aplicacao de 10%. Esta redug&o nos valores de atividade
de agua podem ter contribuido na inibicdo da germinagcado dos esporos de C. sporogenes e C.
perfringens na concentragéo de 10%. A aplicagéo de concentragdes superiores a 3% de lactato de
sodio nao é recomendada devido ao sabor residual estranho no produto.

A aplicagao de sorbato de potassio nas concentragdes de 2,5% e 5% nao foram capazes de
inibir a germinagao dos esporos de C. sporogenes e C. perfringens. Segundo PAREDES-SABJA et
al. (2008), o sorbato de potassio pode estimular a germinagdo dos esporos de C. sporogenes e
C. perfringens, ja que o ion potassio um forte germinante para de clostridios. Neste mesmo estudo,
verificou que embora a aplicagédo de sorbato de sédio em meio de cultura nas concentragdes de
0,25% com pH 7,0 tenha mostrado atividade inibitérias contra C. perfringens, nao foi observado efeito
desta aplicagédo em carne de frango cozida. Portanto, devem ser realizados outros estudos para
avaliar o uso destes compostos em produtos carneos.

As linhagens de C. sporogenes e C. perfringens apresentaram resisténcia na concentracao
de 25ppm de nitrito de sodio e sensibilidade nas concentragdes de 50ppm e 150ppm (Tabela 1).
Resultados similares foram observados no tratamento com aplicagéo do nitrito de sédio em conjunto
com 500ppm de eritorbato de so6dio. Entretanto, no tratamento com aplicagcdo de 500ppm de
eritorbato de sédio ambas as culturas apresentaram resisténcia. E importante ressaltar que o nitrito
de sodio é degradado durante o armazenamento, e sua aplicagdo em produtos cozidos tem a
finalidade de realizar o processo de cura e de combater a germinagao dos esporos durante as etapas
de processamento e cozimento dos produtos.

Em um estudo realizado por JULIATTO (2015) foram elaboradas mortadelas contaminadas
artificialmente com esporos de C. botulinum e aplicadas as concentragdes de 60ppm e 120ppm de
nitrito de sodio e sem adicdo de lactato de sodio. Apds o periodo de armazenamento a 28°C foi
observada a produgao de toxina botulinica em 6 dias nas amostras com concentragao de 60ppm de
nitrito de sddio e 26 dias nas amostras com a concentragao de 120ppm de nitrito de sédio.
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Apds a substituicdo do nitrito de sddio sintético por nitrito de sddio obtido a partir de extratos
naturais de aipo e acelga, foi possivel observar o mesmo perfil de germinagcao dos esporos de
C. sporogenes e C. perfringens (Tabela 1). Desta forma, a substituicao in vitro destes compostos
apresentou potencial de inibicao similar aos encontrados com o nitrito de sédio sintético. Os extratos
naturais sao ricos em nitrato de sodio e apds um processo de fermentagao por bactérias redutoras
de nitrato os extratos naturais tornam-se ricos em nitrito de sodio.

Um trabalho realizado por KING et al. (2017) também demonstrou que concentracoes
equivalentes de nitrito, independentemente da fonte, fornecem inibicado semelhante de C. perfringens
durante o resfriamento. A aplicacdo de ascorbato potencializa o efeito antimicrobiano do nitrito sobre

o C. perfringens em concentra¢cdes comumente usadas em carnes sem adi¢do de nitrito sintético.

As linhagens de C. sporogenes e C. perfringens apresentaram sensibilidade aos blends
adicionados de 2% de lactato de sddio, 500ppm de eritorbato de sédio e 150ppm de nitrito de sddio
ou extratos vegetais de aipo ou acelga. Entretanto, estas mesmas linhagens apresentaram
resisténcia aos blends quando foi adicionado 50ppm de nitrito de sddio ou dos extratos naturais
(Tabela 2). Os blends avaliados apresentaram valores de pH entre 6,72 e 6,75 e atividade de agua
entre 0,967 e 0,968.

Estes resultados indicam que o nitrito de s6dio desempenha um importante papel no controle
da germinagdo de C. sporogenes e C. perfringens quando os valores de atividade de agua
encontram-se acima de 0,96. Como medida para redug¢ao nos niveis de nitrito de sddio, podemos
considerar a reducdo da atividade de agua ou aplicagdo outros métodos de conservagao
combinados.

Golden et al. (2017) realizou um estudo onde avaliou a influéncia da composi¢ao do produto
e da temperatura de armazenamento na producao de toxina por C. botulinum. Para tanto, refeicdes
experimentais a base de carnes, vegetais ou carboidratos foram divididos em dois grupos, sendo um
grupo com valores de pH<5,8 e o outro com valores de pH>5,8. Todas as amostras foram inoculadas
com C. botulinum e armazenadas 25°C e 12,5°C por 48h e 72h. Todas as amostras armazenadas a
25°C apresentaram a producdo de toxina botulinica ap6és 72h, enquanto que as amostras
armazenadas a 12,5°C foram dependentes do valor de pH, apresentando producdo de toxina
botulinica nas amostras com pH>5,8.

Estes resultados demonstram que as barreiras de conservacédo aplicadas em produtos
carneos podem ou nao apresentar sinergismo entre si, sendo necessaria a aplicagao de ferramentas
de avaliagdo destas barreiras em condi¢gdes onde o controle do patégeno dentro da industria nao

seja eficaz.
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Tabela 1. Avaliagao da atividade microbiana de compostos sobre a germinagao de C. sporogenes e C. perfringens.

. C. sporogenes C. perfringens
Composto  Concentragio 4% NS¢ “arcc aTcc ATCC  PA cps  upa  opp NCTC ATCC ATCC ATCC
19404 11437 3584 3679 8798 3626 3629 3628
2,0% 3,45 0,979 s s s s s s s s s s s
Acido acético 3,0% 3,67 0,978 S S S
5,0% 3,80 0,977 s s s s s s s s s s s
2,0% 3,22 0,984 s s s s s s s s s s s
Acido citrico 3,0% 2,74 0,986 s s s s s s s s s s s
5,0% 2,66 0,980 s s s s s s s s s s s
2,0% 2,88 0,972 s s s s s s s s s s s
Acido lactico 3,0% 2,94 0,978 s s s s s s s s s s s
5,0% 2,65 0,955 s s s s s s s s s s s
2,0% 2,20 0,982 s s s s s s s s s s s
Acido malico 3,0% 3,01 0,980 s s s s s s s s s s s
5,0% 2,79 0,980 s s s s s s s s s s s
2,0% 3,12 0,985 s s s s s s s s s s s
Acido tartarico 3,0% 3,66 0,983 S S S S S S S S S S S
5,0% 3,85 0,984 s s s s s s s s s s s
, 0,3% 5,63 0,981 s s s s s s s s s s s
AC‘(?:‘;%’OF’S‘?O”)‘°° 0,4% 5,54 0,982 s s s s s s s s s s s
0,5% 5,46 0,984 s s s s s s s s s s s

R = Resistente; S = Sensivel.
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Tabela 1. Avaliagdo da atividade microbiana de compostos sobre a germinacao de C. sporogenes e C. perfringens. (Continuagao)

o C. sporogenes C. perfringens
Composto Concentraca Valorde  Atividade
P ¢ao H de 3 ATCC ATCC ATCC PA NCTC ATCC ATCC ATCC
P e agua CP5 JP2  OP2
19404 11437 3584 3679 8798 3626 3629 3628

2,0% 6,94 0,975 R R R R R R R R R R R
Lactato de sédio 5,0% 6,93 0,966 R R R R R R R R R R R
10,0% 6,95 0,945 S S S S S S S S S S S
2,5% 6,89 0,980 R R R R R R R R R R R

Sorbato de potassio
5,0% 7,15 0,973 R R R R R R R R R R R
25ppm 6,77 0,984 R R R R R R R R R R R
Nitrito de sodio 50ppm 6,75 0,985 S S S S S S S S S S S
150ppm 6,74 0,987 S S S S S S S S S S S
Eritorbato de sodio 500ppm 6,75 0,987 R R R R R R R R R R R
25ppm 6,74 0,986 R R R R R R R R R R R

Nitrito de sddio e
Eritorbato de sédio* 50ppm 6,73 0,986 S S S S S S S S S S S
150ppm 6,73 0,986 S S S S S S S S S S S
25ppm 6,75 0,982 R R R R R R R R R R R
Extrato de Aipo

(extrato fermentado) 50ppm 6,74 0,985 S S S S S S S S S S S
150ppm 6,75 0,983 S S S S S S S S S S S
25ppm 6,74 0,986 R R R R R R R R R R R
Extrato de Acelga 50ppm 6,73 0,985 s s s s s s s s s s s

(extrato fermentado)
150ppm 6,74 0,985 S S S S S S S S S S S

* 500ppm; R = Resistente; S = Sensivel.



Tabela 2. Avaliagdo da atividade microbiana de blends de compostos antimicrobianos sobre a germinagao de C. sporogenes e C. perfringens.
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C. sporogenes

C. perfringens

Blend Composto c Va':,f, de ‘:,t;v;zz:,e ATCC ATCC ATCC PA cps Jp2 op2 NCTC ATCC ATCC ATCC
19404 11437 3584 3679 8798 3626 3629 3628
Lactato de sédio 2%
A Nitrito de s6dio 150ppm 6,72 0,967 S S S S S S S S S S S
Eritorbato de s6dio  500ppm
Lactato de sédio 2%
B Extrato de Aipo 150ppm 6,75 0,968 S S S S S S S S S S S
Eritorbato de s6dio  500ppm
Lactato de sédio 2%
C Extrato de Acelga  150ppm 6,74 0,968 S S S S S S S S S S S
Eritorbato de sédio  500ppm
Lactato de sédio 2%
D Nitrito de sédio 50ppm 6,72 0,968 R R R R R R R R R R R
Eritorbato de sédio  500ppm
Lactato de sédio 2%
E Extrato de Aipo 50ppm 6,75 0,967 R R R R R R R R R R R
Eritorbato de s6dio  500ppm
Lactato de sédio 2%
F Extrato de Acelga 50ppm 6,74 0,967 R R R R R R R R R R R
Eritorbato de s6dio  500ppm

R = Resistente; S = Sensivel.
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4. CONCLUSAO

Os resultados deste trabalho indicam que varios compostos quando aplicados em
concentragdes adequadas podem inibir a germinacdo de C. sporogenes e C. perfringens. E
importante destacar que a aplicagao destes compostos combinados em alimentos pode potencializar
a acao dos compostos e a inibicdo da germinacdo dos esporos destes microrganismos. O
conhecimento dos parametros de inibicdo da germinagéo de microrganismo patogénicos pode levar
a adocao de medidas de intervengao para o controle destes em produtos carneos.

5. AGRADECIMENTOS

Agradecemos ao CNPq pela bolsa PIBIC concedida, ao CTC/Ital pelo estagio e a Fapesp
(PDIP — Processo: 17/50349-0) pelo suporte financeiro recebido.
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