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RESUMO

Em 2018, as carnes processadas foram classificadas pela Agéncia Internacional de
Pesquisa sobre o Cancer como categoria 1, devido a relacao direta entre o0 consumo
e 0 aumento da incidéncia de cancer colorretal e estomacal. Os nitritos e sorbatos sao
conservantes comumente utilizados em carnes processadas, porem a legislacao
brasileira ndo permite o uso concomitante desses agentes preservantes. A interacao
entre esses conservantes pode formar o 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP), apontado
como um composto mutagénico. Em 2018, testes detectaram a presenca desse
composto em carnes processadas. Este estudo teve como objetivo avaliar a
capacidade de diferentes cepas de bactérias acido-laticas (BAL), isoladas de matrizes
alimentares, em biodegradar o DNMP em reacdes in vitro e em um modelo de matriz
de carne processada. Além disso, também foi avaliado um possivel mecanismo de
biodegradacdo e a citotoxicidade do composto. O DNMP apresentou elevada
citotoxicidade com IC 50 24n = 0,487 uM e IC 50 48n = 0,595 uM para fibroblastos de
McCoy B. Treze cepas diferentes de BAL foram usadas na triagem e nove cepas
reduziram mais de 98% da concentracgao inicial de DNMP. Depois, foi desenvolvido
um fator empirico para avaliar a capacidade das cepas bacterianas em converter o
DNMP a 2-metil-4-amino-1-nitro-pirrol (um composto ndo mutagénico). Na matriz
carnea, trés linhagens bacterianas (Staphylococcus xylosus, Lactobacillus fermentum
e Lactobacillus casei) degradaram completamente o DNMP; além disso, o S. xylosus
LYOCARNI RM-33 degradou o DNMP em tempo inferior a 30 minutos. Utilizando o
extrato intracelular de S. xylosus, um possivel mecanismo reacional foi testado para
presenca de nitrorredutases e o tipo de reacao foi avaliado pelo consumo dos
cofatores NADH e NADPH. Com isso, foi possivel inferir que o extrato intracelular
bacteriano demonstrou potencial para a presenga de uma nitrorredutase insensivel ao
oxigénio tipo | classe B. Portanto, por meio desse trabalho, foi proposto um método
para garantir a seguranca de alimentos.

Palavras-chave: Conservantes de carne. Composto citotdxico e mutagénico.
Nitrorredutase. Biodegradagéo do DNMP. LC-MS/MS. Seguranca de Alimentos.



ABSTRACT

In 2018, processed meats were classified by the International Agency for Research on
Cancer as category 1, due to the direct relationship between consumption and the
increased incidence of colorectal and stomach cancer. Nitrites and sorbates are
preservatives commonly used in processed meats, but Brazilian legislation does not
allow the concomitant use of these preserving agents. The interaction between these
preservatives can form 2-methyl-1,4-dinitro-pyrrole (DNMP), identified as a mutagenic
compound. In 2018, tests detected the presence of this compound in processed meats.
This study aimed to evaluate the ability of different strains of lactic acid bacteria (LAB),
isolated from food matrices, to biodegrade DNMP in in vitro reactions and in a model
of processed meat matrix. Also, a possible biodegradation mechanism and the
cytotoxicity of the compound were evaluated. DNMP showed high cytotoxicity with I1C
50 24n = 0.477 uM and IC 50 48n = 0.595 uM against McCoy B fibroblasts. Thirteen
different BAL strains were used for screening and nine strains reduced more than 98%
of the initial DNMP concentration. Then, an empirical factor was developed to assess
the ability of bacterial strains to convert DNMP to 2-methyl-4-amino-1-nitro-pyrrole (a
non-mutagenic compound). In the meat matrix, three bacterial strains (Staphylococcus
xylosus, Lactobacillus fermentum, and Lactobacillus casei) completely degraded the
DNMP; also, S. xylosus LYOCARNI RM-33 degraded DNMP in less than 30 minutes.
Using the intracellular extract of S. xylosus, a possible reaction mechanism was tested
for the presence of nitroreductases and the type of reaction was evaluated by the
consumption of the NADH and NADPH cofactors. With this, it was possible to infer that
the bacterial intracellular extract showed potential for the presence of type I, oxygen
insensitive nitroreductase, class B. Therefore, through this work, a method was
proposed to guarantee food safety.

Keywords: Meat preservatives. Cytotoxic and Mutagenic compound. Nitroreductase.
DNMP biodegradation. LC-MS/MS. Food Safety.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Classificagcdo dos tipos de Nitrorredutase. ...........ccceeeeeeeieeiiiiinnnne. 34

Figura 2 — Resultados de citotoxicidade usando o ensaio de viabilidade MTT em
24 (linha tracejada com quadrados) e 48 (linha continua com circulos) horas. 44

Figura 3 — CondicGes tedricas e experimentais que garantem a eficacia do
modelo de deteccdo DNMP e NMAP: perfil de fragmentacao igual em MS/MS,
razao isotopica caracteristica e seletividade na retencéo de RP-CN. .............. 45

Figura 4 — Conversao de 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP) em 2-metil-4-amino-1-
nitro-pirrol (NMAP) por Staphylococcus xylosus LYOCARNI SXH-01.............. 47

Figura 5 — Fatores de converséo 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP) em 2-metil-4-
amino-1-nitro-pirrol (NMAP) obtidos pela biodegradacdo de DNMP por
Lactobacillus plantarum ATCC 8014, Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469,
Lactococcus lactis subsp. lactis ATCC 19435, Pediococcus pentosaceus isolado
do LYOCARNI RHM-33, Staphylococcus xylosus isolado do LYOCARNI SXH-
01, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei LB-UFSC 0014, Lactobacillus
fermentum LB-UFSC 0017, Lactobacillus acidophilus LB-UFSC 0018,
Lactobacillus casei LB-UFSC 0019 e Lactobacillus sakei LB-UFSC 0022 ou &cido

P2 1Yo 0] ¢ o] [o10 FUURUURN RN 48

Figura 6 — Conversdo do 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP) (a) em 2-metil-4-
amino-1-nitro-pirrol (NMAP) (b) na matriz de mortadela inoculada com
Staphylococcus xylosus LYOCARNI SXH-01 com sinal de intensidade de
detecgdo na mesma ordem de magnitude. .........ooovvvieiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee 50

Figura 7 — Decaimento na absorbancia de NADH (circulos), NADPH
(cruzamentos) na presenca do extrato livre de células de Staphylococcus xylosus
LYOCARNI SXH-01 e DNMP; NADH (triangulos) e NADPH (quadrados) na
auséncia do extrato livre de Celulas. .........coeeeeeiiiiiiiiiiiieee e 53

Figura 8 — Mecanismo enzimatico Ping Pong Bi Bi; uma das possibilidades de

acao para as enzimas nitrorredutase de tipo ... 54



Figura 9 — Reacéo de redugao de nitro compostos a grupos amina utilizando
enzima nitrorredutase tipo | e reacéo de oxido redugao do grupo prostético. .. 55



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Eventos que fizeram com que a seguranga das carnes processadas
ou curadas com nitrito fosse reavaliada. ..........ooevvviiiiiiiiiiiie 28

Quadro 2 — Micro-organismos utilizados no estudo e as respectivas
Lo =Y gl ()i ez=TeTo =T3P UREPPR R 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Taxa de redugédo de DNMP em condi¢do aerdbia e anaerobia pelo
extrato livre células da Staphylococcus xylosus LYOCARNI SXH-01 na presenca

OU AUSENCIA A COfAIONES. . e e 52



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ATP Adenosina trifosfato

AW Atividade da agua (do inglés: Activity of water)

BAL Bactérias acido-lacticas

BSA albumina sérica bovina

CPS Contagens por Segundo (do inglés: Counts per Second)

CN-RP Fase reversa ciano (do inglés: Cyano (CN) Reversed phase)

DMSO Dimetilsulfoxido

DNMP 1,4-Dinitro-2-Metil-Pirrol

EFSA Escritério Europeu de Seguranca de Alimentos

FAD Flavina-adenina dinucle6tido

FADH Flavina-adenina dinucleétido reduzida

FMN Flavina de mononucleétido

GRAS Geralmente Reconhecido como seguro (do inglés: Generally Recognized
as Safe)

HAA Aminas Heterociclicas Aromaticas (do inglés: Heterocyclic aromatic
amines)

HEPES Acido 4-(2-hidroxietil) -1-piperazina etanossulfénico

IARC Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (do inglés: International
Agency for Research on Cancer)

ITAL Instituto de Tecnologia de Alimentos

LC-MS/MS (do inglés: Liquid Chromatography Coupled to tandem mass
spectrometry)

NADH 1,4-di-hidroxi-nicotinamida adenina dinucleotideo

NADPH Dihidro-nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato

NMAP 2-metil-4-amino-1-nitro-pirrol

NOC Compostos N- nitrosos (do ingés: N-Nitroso compounds)

PAHS Hidrocarbonetos policiclicos aromaticos (do ingés: polycyclic aromatic
hydrocarbones)

WHO Organizagédo Mundial da Saude (do inglés: World Health Organization)



SUMARIO

1 INTRODUGAO .....cceertirtrereresssssssssasasasasssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasasasasasans 16
1.1 OBUETIVOS ...ttt et et e et e et e s e eneeenneeenee 18
8 R R 0 o 1= Yo T o = - 18
1.1.2 Objetivos eSPeCIfiCOS.......cuurmrrriirmrrirrsr s 18
3 REVISAO DA LITERATURA ......cooetrerererereresasasasssssssassssssesssesessessnssnssssssssssssssanes 19
3.1 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA CARNE ......c.coovieiecececeeeeeeeeeevesen e 19
3.2 EVOLUCAO DAS TECNICAS DE CURA PARA CONSERVACAO DE PRODUTOS
CARNEOS. ...ttt st 20
3.3 AGENTES DE CONSERVAGAO ........cocteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e aeanen s 21
3.3.1 Nitrato/Nitrit0....uieeciciceeeee s 21
3.3.2 Sl i —————————————————————————————————————————————————————————————————— 22
BT T - Vo o= T 23
B TR =] o T o = 1 = N 23
BT TR 0 1= {13 =T o T J 24
3.3.6 Ingredientes acidificantes antimicrobianos........ccccceeeeiiiiiiinnnneee . 25
3.4 SEGURANCA DE PRODUTOS CARNEOS CURADOS .......oovieeeeeeeeeeeeeeeeen 26
3.4.1 Reducao do uso de nitrito € CONSEQUENCIAS ......cceoerrrrrrmmrrrssssmnrrrssssmeennas 29
3.4.2 Sobre 0 2-metil-1,4-diNitro-Pirrol........cccoooiiiiicisc e ————— 29
3.5 BACTERIAS NA SEGURANGA DE ALIMENTOS ......cooviiiecececeeceeeeeeeneree e 31
3.5.1 Bactérias aCido-1atiCas.......ccccuurramrrrrnsssmrrrssssms s s sssssme s s s smn e e smmn s 31
3.5.2 Nitrorredutases.......ccceremmmrrrriiiniisssssnsnnn s sssmss s s smmm s s s e ammnns 33
4 MATERIAL E METODOS .....ccoetetreeeeesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 36
4.1 REAGENTES E PADROES .......co ettt en e en s 36
4.2 REATIVACAO E SELECAO DOS MICRO-ORGANISMOS.........cooevereerereerennn 36

4.3 PRODUCAO DA AMOSTRA DE MODELO PRODUTO CARNEO........................ 38



4.4 SELEGCAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE INTERAGIR COM

4.5 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE REDUZIR O

DNMP ANMAP ...ttt e e st en s e s ane e s s st eeneesenennenens 39
4.6 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE REDUZIR O
DNMP EM MODELO DE MATRIZ CARNEA ..o, 40
4.7 EXTRAGAO DO MATERIAL INTRACELULAR BACTERIANO.........cccoovueveeenne. 40
4.8 AVALIACAO DA NITRORREDUTASE DO EXTRATO INTRACELULAR............. 41
4.9 INSTRUMENTACAO E METODOS ANALITICOS ......ocvviieeeeeeeeeeeeeeeevee e 41
4.10 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO METODO MTT ... 42
4.11 ANALISE ESTATISTICA ..o oot s s s en s s s enen e 43
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......coeveeereercressssasesssssssssssssssssssssessssassssssnssssssssses 44
5.1 CITOTOXICIDADE DO DNMP.......oooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 44

5.2 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE INTERAGIR COM

DNMP ANMAP ...t n e e, 46
5.5 EXTRACAO DO MATERIAL INTRACELULAR BACTERIANO.........cevevveennnn 51
5.6 AVALIACAO DE NITRORREDUTASE DO EXTRATO INTRACELULAR............. 51
6 CONCLUSAOD .......cucucercreceeesesesesssesssssssssssssasasasssssasssssssssssssssssnsnsnsnsnsnssessssssssanes 56
SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS .......cceeeecuennnnneesssessssssssssssssssssanes 57

REFERENGCIAS . ...ccceeeeeeeeeeeeeeeeeessesssessssessssssasesssnsesanesssnsessnsessnsessnsesansessnsesssesssesns 58



16

1 INTRODUCAO

A seguranca de alimentos geralmente se refere a medidas aplicadas nos
alimentos para garantir sua qualidade, evitando a propagacgéo potencial de doencas
que podem gerar perdas econdmicas para individuos, para a industria € o governo
(WILCOCK; BALL, 2014). Ademais, o uso de conservantes, tratamentos tecnolégicos
(por exemplo, processamento térmico) e limites regulatorios devem ser respeitados
pela industria, para evitar a transmissdo de doencas ou a formagéo de compostos
nocivos, potencialmente prejudiciais a saude humana.

Quando os conservantes sdo usados corretamente, garantem que as reacdes
microbioldgicas sejam mais lentas ou mesmo inibidas. Além disso, aumentam a
viabilidade de mercado do produto e, consequentemente, ajudam a reduzir as perdas
econOmicas. Eles também reduzem o risco gerado pela multiplicacdo de micro-
organismos potencialmente patogénicos a saude dos consumidores. Os principais
conservantes usados no processamento de carne sdo acidos organicos,
bacteriocinas, nitrito e sorbato. O uso imprudente e/ou abusivo de conservantes e
aditivos associados ou ndo as condicbes de processamento pode gerar
concentracdes significativas de contaminantes quimicos téxicos (IARC, 2018;
MOLOGNONI et al., 2018).

Desde o final da década de 40, compostos nitrogenados em alimentos carneos
sdo investigados quanto a sua formagdo, capacidade tdxica, mutagénica e
carcinogénica. A Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) categoriza
agentes, misturas e exposicdées com potencial capacidade cancerigena em quatro
categorias (1, 2A, 2B, e 3), 3 significando nao classificAvel quanto a sua
carcinogenicidade para seres humanos, 2B possivelmente carcinogénico para
humanos, 2A provavelmente carcinogénico para humanos € o 1 carcinogénico para
humanos (IARC, 2018).

Na década de 1970, estudou-se a potencial formacao de compostos que
danificam o DNA por reacao de acido sérbico e nitrito e, assim, 0 composto 2-metil-
1,4-dinitro-pirrol (DNMP) foi identificado (KITO; NAMIKI; TSUJI, 1978). O DNMP é
formado por nitracao ou nitrosacao seguida de descarboxilagdo do acido sérbico em
condigdes acidas (pH inferior a 5,0), tratamento térmico utilizando temperaturas
superiores a 60 °C e razdo molar de nitrito de sddio em relacdo ao acido sorbico
superior a 2:1 (NAMIKI et al., 1981; SOFOS, 1981; PEREZ-PRIOR et al., 2008). A
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forte atividade mutagénica do composto foi demonstrada pelo ensaio de mutacao
reversa de Salmonella (teste de Ames) e pelo ensaio de recontagem usando Bacillus
subtilis (NAMIKI et al., 1980).

Em 2015, a Autoridade Europeia para a Seguranca dos Alimentos (EFSA)
instou a comunidade cientifica a fornecer mais informacdes toxicoldgicas sobre a
ocorréncia do DNMP em condicoes reais de processamento de carne (EFSA, 2015).
O consumo de carnes processadas (por exemplo, bacon, presunto, linguiga) foi
correlacionado como agente cancerigeno classe 1 pela IARC da Organizagao Mundial
da Saude (OMS). Essa classificacao foi baseada em evidéncias de que o consumo de
alimentos processados aumenta a incidéncia de cancer colorretal e estomacal (IARC,
2018). Em 2018, empregando cromatografia liquida acoplada a analise por
espectrometria de massa em modo tandem (LC-MS/MS), diferentes amostras de
produtos carneos processados comercializados no Brasil foram avaliadas por nosso
grupo de pesquisa e, pela primeira vez, a ocorréncia de DNMP foi relatada em varias
amostras (MOLOGNONI et al, 2018). Como o DNMP pode estar presente em
produtos a base de carne processada, métodos para sua remediacao devem ser
estudados e empregados para mitigar a carga do DNMP e, assim, melhorar a
seguranca dos alimentos.

As bactérias acido-laticas (BAL) geralmente sdao reconhecidas como seguras
(GRAS) para aplicagédo em alimentos e s&o usadas pela industria como cultura
iniciadora em produtos fermentados por sua capacidade de melhorar caracteristicas
de textura, sabor, aroma e a disponibilidade de nutrientes (DE DEA LINDNER et al.,
2013; HOSPITAL et al., 2015). Além disso, elas podem ser usadas como agentes de
biocontrole, pois podem inibir a deterioracdo e o crescimento de micro-organismos
patogénicos (DE DEA LINDNER et al., 2008; BEN SLIMA et al., 2017). Salienta-se
que algumas BAL sao capazes de metabolizar enzimaticamente compostos téxicos
como aminas aromaticas heterociclicas, aminas biogénicas e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos usando-os como fonte de carbono e nitrogénio (STIDL et al.,
2008; NOWAK; LIBUDZISZ, 2009; BARTKIENE et al, 2017). Dito isso, as
nitrorredutases séo um grupo de enzimas capazes de catalisar a redugéo de um grupo
nitro na presencga ou auséncia de oxigénio (tipo |) ou apenas na auséncia de oxigénio
(tipo 1) (DE OLIVEIRA; BONATTO; HENRIQUES, 2011).

A aplicagdo de BAL ou de extratos intracelulares de BAL para a bioconverséo

de nitro compostos, como o DNMP, é uma estratégia promissora. Primeiramente,
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porque as BAL possuem o status GRAS para aplicacdo em alimentos e, depois,
porque as BAL possuem enzimas redutoras bioconversoras de nitro compostos como

demonstrado neste estudo.

1.1 OBJETIVOS

Nas secdes abaixo estao descritos o0 objetivo geral e os objetivos especificos desta

dissertacao.

1.1.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho foi selecionar bactérias acido-laticas capazes
de degradar o composto mutagénico 2-Metil-1,4-Dinitro-Pirrol (DNMP), presente em
produtos carneos, para garantir a seguranca de alimentos.

1.1.2 Objetivos especificos

v' Testar a citotoxicidade do DNMP;

v Testar a capacidade de interagcdo de BAL com o DNMP;

v Testar a capacidade de BAL em converter o DNMP a NMAP;

v' Testar a capacidade de bioconversdao de DNMP em 2-metil-4-amino-1-nitro-

pirrol (NMAP) por BAL em modelo de produto carneo;

v Preparar extratos intracelulares de BAL para testar acdo conversora de DNMP
a NMAP em produto carneo;

v' Avaliar a acao de potenciais nitrorredutases presentes em Staphylococcus
xylosus biétipo LYOCARNI RM-33.
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3 REVISAO DA LITERATURA
3.1 QUALIDADE MICROBIOLOGICA DA CARNE

A carne é basicamente composta por agua, proteinas (principalmente miosina
e actina), lipidios, alguns carboidratos (geralmente acido latico e glicogénio), minerais
e outros fatores e cofatores de crescimento (TOLDRA, 2002a). As proteinas
encontradas na carne possuem alta digestibilidade (ca. 94%) e provém todos os
aminoacidos essenciais (lisina, treonina, metionina, fenilalanina, triptofano, leucina,
isoleucina e valina) (WILLIAMS, 2007). Em proporgdes, o tecido muscular magro
contém aproximadamente 74% de agua, 21% de proteina, 4% de gordura e 1% de
cinzas. Essas proporgcdes podem mudar dependendo da quantidade de engorda do
animal de corte e, especialmente, se o tecido adiposo é incluido (ARMERO et al.,
2001). A composicao da carne torna a mesma um substrato rico para a multiplicagao
microbiana.

A deterioracdo dos alimentos de origem animal deve-se a uma vasta gama de
reacdes, tendo destaque as de origem microbiolégica. As reactes que degradam a
superficie da carne normalmente sao causadas por bolores, leveduras e bactérias
aerdbicas, enquanto que as reacdes ocorridas no interior da carne sao causadas por
bactérias anaerdbicas ou facultativas. Além do dano a matéria-prima, alguns micro-
organismos que podem estar presentes na carne fresca sdo patogénicos e destacam-
se os dos géneros Clostridium, Listeria, Staphylococcus e Acinetobacter que podem
causar botulismo, meningite transmitida da mae para o recém-nascido (via
translocacdo sistémica ou transvaginal), intoxicacdo alimentar e septicemia,
respectivamente (GILL 1986; JAY, 2000).

Nas carcagas, a maioria das bactérias sao originarias da pele do animal
(NEWTON et al.,, 1978; GRAU 1986). No entanto, muitos tipos diferentes de micro-
organismos do solo, da 4gua, do ar, da racéo e do esterco, assim como a microbiota
da superficie natural e os organismos intestinais, podem contaminar a carcaca durante
as operacoes de processamento (PEGG; SHAHIDI, 2000a). Embora a carne sempre
contenha algum nivel de micro-organismos, varias propriedades inerentes a produtos
especificos e ambientes circundantes afetam a taxa, tipo e grau de contaminacgéao.

Por ser a carne um meio 6timo para o crescimento microbiano, como ja citado,

métodos tecnoldgicos devem ser empregados para alterar fatores intrinsecos e
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extrinsecos para que se possa manter a qualidade do alimento por mais tempo. Os
principais fatores intrinsecos que alteram o crescimento dos micro-organismos sao:
atividade da agua (aw), pH, potencial de oxi-reducao (Eh), nutrientes disponiveis e a
presenca ou auséncia de substancias inibitérias. Ja para fatores extrinsecos:
temperatura de armazenamento, umidade relativa, presenca ou auséncia de oxigénio
e a forma fisica da carne (maior ou menor area de contato) (PEGG; SHAHIDI, 2000a).

Além das reagbes de degradacdo, a maturagcdo/cura da carne promove
alteracbes sensoriais a partir de reagbes bioquimicas e bacterioldégicas como
protedlise, lipdlise e fermentacdo, resultando em alteragdes fisico-quimicas e
organolépticas (TOLDRA, 2002c).

3.2 EVOLUCAO DAS TECNICAS DE CURA PARA CONSERVACAO DE
PRODUTOS CARNEOQOS

Assim que o homem primitivo deixou de ser nébmade, desenvolveu técnicas de
plantio e de domesticacdo animal, isso ha 100.000 a.C. Duas eram as preocupacdes
principais quanto aos alimentos: como obter o alimento para o futuro e, em caso de
grande sucesso (colheita e/ou cagada), como preservar 0 excesso de alimentos
obtidos (TOLDRA, 2002a). Esse foi o inicio da necessidade de preservacdo dos
alimentos excedentarios para garantir a subsisténcia em tempos de escassez
(TOLDRA, 2002b). Diferentes técnicas foram aplicadas com sucesso e hoje ainda séo
utilizadas, embora com uma tecnologia evoluida e avancada (TOLDRA, 2002b).

O armazenamento por frio era utilizado naturalmente nas regides frias do norte
da Europa, 0 emprego da secagem era aplicado em regiées quentes e secas como 0
norte da Africa. Outras técnicas como defumar e cozinhar surgiram com o controle do
fogo. Por outro lado, a origem da salga como técnica de conservacao foi transmitida
ao longo do tempo (TOLDRA, 2002b). O homem primitivo esfregou pedagos de carne
com sal marinho, que continha nitrato como impureza (TOLDRA, 2002b). O resultado
foi uma carne com coloracdo avermelhada, preservada e com sabor especifico
(TOLDRA, 2002b).

A produgéo e o consumo de carnes-secas curadas provavelmente originou-se
nos paises do sul da Europa em torno do mar Mediterraneo, porque o clima dessa
regidao permite secagem e maturacado natural. Por outro lado, o uso de fumaca foi
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aplicado em areas do norte e mais frias, onde o clima nao permitia a secagem natural
(PINEDA, 1989).

Da Europa, a boa experiéncia e pratica na fabricagcdo de produtos de carnes-
secas curadas foi naturalmente levado para a América com os colonos imigrantes. Na
Ameérica, receitas diferentes (sal, sal e acucar, pimenta, outras especiarias, etc.) foram
usadas pelos curadores, alguns dos quais tinham casas de gelo e casas de fumaca
em suas fazendas (KEMP, 1982).

O termo carne curada é usado para um grande numero de produtos carneos,
embora seu significado possa variar dependendo do tipo de produto e pais de origem.
Tradicionalmente, o termo cura geralmente significa o uso de um sal de cura (cloreto
de sédio e nitrato/nitrito) que gera ou produz cor e sabor (FLORES; TOLDRA, 1993).
No Brasil, os produtos curados, elaborados a partir de carne de suinos, bovinos ou
aves, sao regulamentados quanto a identidade e qualidade segundo as Instrugdes
Normativas numeros 20, 21 e 22 do ano de 2000 e numero 6 do ano de 2001
(FLORES; TOLDRA, 1993; BRASIL, 2000a; BRASIL,2000b; BRASIL, 2000c; BRASIL,
2001).

3.3 AGENTES DE CONSERVACAO

3.3.1 Nitrato/nitrito

O histérico do uso de sal para a preservacao de carnes vem de longa data.
Entretanto, algumas vezes o sal utilizado para a conservacéo, obtido em cavernas
e/ou salinas, continha salitre (nitrato de potassio). O uso desse sal era mais eficiente
que o uso de apenas do cloreto de sodio para a preservacao, gerava um sabor préprio
e coloracdao avermelhada especifica. Em 1908 o Departamento de Agricultura dos
Estados Unidos (USDA) permitiu o uso oficial de nitrato para a cura de carnes (USDA,
1926; KERR et al., 1926; BINKERD; KOLARI, 1975; SOFOS et al., 1979a).

Pesquisas realizadas no ultimo século demonstraram que o nitrato adicionado
a carne é reduzido a nitrito por bactérias em condicdes de anaerobiose por meio da
enzima nitrato-redutase, principalmente as da familia Micrococcaceae (WALKER,
1996, FEINER, 2006). O nitrito é o responsavel pela fixacdo da cor da carne curada

através da reacdo com a mioglobina, além disso é essencial para fornecer o sabor
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caracteristico, evitar a oxidacéo lipidica, por possuir atividade antioxidante, e inibir a
atividade microbiana (LEWIS; VOSE; LOWRY, 1925; GRAY; PEARSON, 1987).

Na década de 80 foram estudados compostos bacteriostaticos formados pelo
nitrito. Mostrou-se que a agdo conservante do nitrito era aumentada pela acidificagao,
dessa forma sugeriu-se que o acido nitroso (HONO) seria a forma ativa. Em meios
bacteriolégicos, a acao inibitéria do nitrito em varias espécies de bactérias mostrou-
se aumentada com a diminuigdo do pH, incluindo células vegetativas e esporos de
Clostridium botulinum, particularmente em pH menores do que 6,0 (TARR, 1941). O
efeito da acidificacao € presumivelmente porque o acido nitroso é uma espécie muito
mais ativa que o anion, mas esta presente em concentragdes muito baixas em pH
neutro (o pKa do acido nitroso é 3,4) (CAMMACK et al., 1999).

Para garantir a seguranga do produto, a regulamentacédo do USDA exige um
minimo de 120 mg/kg de nitrito presente em todos os produtos, a menos que outros
processos de preservacao sejam verificados e implementados para garantir a
seguranga (USDA, 2010c). No Brasil os limites de nitrito e nitrato sdo avaliados em
quantidade residual expresso como nitrito de sédio; para os sais de nitrato é de 300
mg/kg, enquanto que para os sais de nitrito € de 150 mg/kg. Além disso, caso ocorra
0 uso concomitante de nitrato e nitrito o limite deve ser inferior a 150 mg/kg (BRASIL,
2006).

3.3.2 Sal

O sal, cloreto de sodio, € o ingrediente mais comum no processamento de
alimentos (PEARSON; GILLETT, 1999). E um ingrediente essencial encontrado em
todas as carnes curadas e fornece multiplas funcbées. Por ser um agente secante,
aumenta a forca idnica e diminui a atividade agua. Além disso, alguns estudos
sugerem que o cloreto apresenta toxicidade garantindo um maior poder preservativo
(SPERBER, 1983; JAY, 2000; TAORMINA, 2010). Ainda, o anion cloreto é
responsavel pela extragdo das proteinas miofibrilares durante o processamento. Sem
isso, a retencao de gordura e umidade é reduzida e a textura do produto pode ser
mole ou quebradico (RUUSUNEN; PUOLANNE, 2005).

Em combinacao com outros ingredientes, tratamentos e armazenamento, o sal
pode servir como obstaculo ao crescimento bacteriano. O nitrito € 0 sal sédo essenciais

na cura de carne e proporcionam efeitos sinérgicos para o controle bacteriano e o
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desenvolvimento de caracteristicas de carne curada (DOYLE; GLASS, 2010). O sal €
considerado um ingrediente auto limitante, pois 0 uso excessivo (superior a 4 % em
massa) resultara em um produto intragavel. Assim, normalmente empregam-se
concentragdes entre 2 e 3 % (SULLIVAN, 2011). A OMS (Organizagao Mundial da
Saude) recomenda que a ingestdo de sal seja inferior a 5 g por dia, isso porque a
ingestao excessiva de sal esta associada ao aumento da pressao arterial, que por sua
vez é um fator de risco para derrames e outras patologias cardiovasculares, e também
doencas renais (RUST; EKMEKCIOGLU, 2016).

3.3.3 Acucares

Muitos ingredientes diferentes podem ser usados como adogantes e o tipo
usado afeta o sabor, as caracteristicas de cor e o crescimento microbiano. O principal
papel dos agucares em carnes processadas é para a formulacdo, ou seja, neutralizar
e equilibrar o sabor do sal (TOWNSEND; OLSON, 1987). Além disso, o0 sabor e a cor
sao afetados pela reacdo de Maillard durante o processamento térmico (PEARSON;
GILLETT, 1999). Tal como acontece com o sal, os acucares e adocantes sao
considerados auto limitantes e nao existem regulamentos para os niveis de adicao
(SULLIVAN, 2011).

E importante ressaltar que para garantir o crescimento de bactérias com
aptidao tecnolégicas, como as BAL, é importante existir uma concentracdo minima de
acucares fermentaveis na matriz carnea (MASTANJEVIC et al., 2017). Assim sendo,
quando esses valores sao muito baixos ou muito variaveis, sao adicionados a matriz
carnea carboidratos fermentaveis como glicose, sacarose, lactose, maltodextrina,
xarope de milho, amido e sorbitol (COMI et al., 2005).

Apesar disso, os efeitos antibacterianos dos acucares sao semelhantes aos do
sal e aumentam a forga i6nica e diminuem a atividade da agua (JAY, 2000). No
entanto, as concentracdes de acucares usadas em produtos de carne sdo muito
baixas para proporcionar efeitos significativos (PEARSON; GILLETT, 1999).

3.3.4 Especiarias

O sabor é o principal objetivo do uso de especiarias e ervas, no entanto,
algumas tém demonstrado propriedades antimicrobianas devido a presenca de
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substancias como piperina e eugenol (TIWARI et al., 2009; TAJKARIMI; IBRAHIM;
CLIVER, 2010). Da mesma forma, muitas especiarias e extratos contém compostos
fendlicos que demonstraram atividade antioxidante (SASSE; COLINDRES; BREWER,
2009).

Extrato de alecrim, pimenta preta, entre outros sao condimentos que
apresentaram antioxidantes e sdo comumente utilizados na industria de alimentos
(VELASCO; WILLIAMS, 2011; ZHAI et al., 2018). Como ocorre com o sal e 0 agucar,
a maioria das especiarias sdo consideradas auto limitantes do ponto de vista
regulatério (SULLIVAN, 2011).

3.3.5 Defumacao

A defumacao como forma de conservacao é conhecido pela humanidade desde
a ldade da Pedra e representa um conjunto de processos quimicos, térmicos, difusivos
e bioquimicos que ocorrem em um produto salgado preliminarmente (ADEYEYE,
2016). Atualmente, a tecnologia € aplicada de varias formas e trata mais de 40% da
quantidade total de produtos carneos (ADEYEYE, 2016; ADEYEYE, 2018).

Geralmente a técnica combina trés processos principais: (1) cozimento — a
técnica a quente é realizada em temperaturas superiores a 80 °C, o calor destréi as
bactérias e enzimas da carne; (2) secagem - o fogo que produz a fumaca também
gera calor, que desidrata a carne reduzindo assim a aw (atividade agua) a valores
inferiores a 0,9, valor que nos quais geralmente ndo crescem bactérias e leveduras e
(3) defumacao - a fumaca é produzida pela queima da madeira que contém varios
compostos, incluindo fendis, alcoois, acidos organicos, carbonilas, hidrocarbonetos e
gases, que combinados contribuem para o sabor, aroma, cor, redugcédo da atividade
antimicrobiana, aumento da atividade antioxidante e formacédo da superficie do
produto carneo (PEARSON; GILLETT, 1999; ABERLE et al., 2001; ADEYEYE, 2018).

Os compostos fenolicos reagem com grupos sulfidrila e carbonilas de cadeia
curta dos aminodacidos para fornecer grande parte das caracteristicas do sabor
defumado. Os alcoois da fumaga sao oxidados em acidos organicos e responsaveis
pela formacao da “pele” proteica no exterior dos produtos (RUST, 1987). Os fendis e
outros compostos aromaticos presentes na fumaca tém propriedades antioxidantes
devido a sua capacidade de doar elétrons (SOLDERA; SEBASTIANUTTO;
BORTOLOMEAZZI, 2008). Alguns compostos, como formaldeidos e fendlicos,
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presentes na fumaca possuem propriedades bacteriostaticas ou bactericidas
(ABERLE et al., 2001; ELLIS, 2001; URBAIN; CAMPBELL, 1987).

Por outro lado, o processo de defumacao pode estar associado a formacgao de
PAHS, compostos que tém a capacidade de penetrar o trato gastrointestinal humano,
e estdo correlacionados a carcinogenicidade e mutagenicidade (IARC, 2010). A
legislacao brasileira ndo avalia a presenca ou concentragcao desses compostos em
produtos carneos defumados (PAZ et al, 2017).

3.3.6 Ingredientes acidificantes antimicrobianos

Na fabricacdo de carnes processadas a alteragao de pH esta relacionada com
propriedades tecnoldgicas, antimicrobianas e aromatizantes. A concentragéo de ions
de hidrogénio afeta a extracédo de proteinas e a capacidade de retencao de agua. Isso,
por sua vez, influencia a capacidade de ligagao proteina-proteina e/ou proteina-agua
do produto, a textura, a cor e a deterioragdo microbiana (RANKEN, 1976; HANNAN;
CROOK, 1983).

A acidez é um fator importante na preservacao de determinados produtos
carneos através da adicdo direta de acido (produtos acidificados) ou através do
desenvolvimento de acido por bactérias especificas (produtos fermentados). Nestes
produtos, o pH também desempenha um papel importante no sabor. O pH médio das
carnes curadas esta na faixa entre 5,5 e 6,6 (SOFOS, 1981).

A legislacao brasileira de carnes e produtos carneos permite a utilizacao de
acidificantes (acido latico, acido acético, acido citrico e glucono-delta-lactona), assim
como o uso de reguladores de acidez (sais de sbdio, calcio ou potassio produzidos a
partir de acidos orgéanicos) e ndo ha limite de adigéo para esses compostos (BRASIL,
2006). A adicao de acidos organicos é comumente realizada para atender exigéncias
antimicrobianas e também estender a vida de prateleira retardando o crescimento de
organismos deteriorantes (THERON; LUES, 2007).

O uso de sais de lactato e diacetato é comum na industria céarnea,
principalmente para o controle da Listeria monocytogenes, micro-organismos
patogénico capaz de induzir abortos espontaneos, septicemias, encefalites e
meningite, possui uma elevada taxa de mortalidade em pessoas idosas, recém-

nascidos, gestantes e individuos imunocomprometidos (SWAMINATHAN, 2001;
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SHAFIT; WILLIAMS, 2010). Segundo a legislacéao brasileira ndo ha limite de adicéao
de sais de lactato tanto de s6dio quanto de potassio (BRASIL, 2006).

O &cido sérbico é utilizado desde a década de 30, quando foi patenteado, como
agente fungistatico para alimentos e para embalagens de alimentos (STOPFORTH et
al., 2005). Por ser uma substancia GRAS, o sorbato pode ser utilizado em qualquer
alimento que permita a adicao de conservantes. Dessa maneira, pode ser aplicado
diretamente no produto, através de imersao ou pulverizagao (SOFOS; BUSTA, 1981).
A atividade antimicrobiana do acido sorbico é bastante pronunciada contra leveduras
e fungos filamentosos e contra muitos géneros de bactérias gram-positivas e
negativas (por exemplo Clostridium, Listeria, Micrococcus, Pediococcus,
Campylobacter, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, Pseudomonas, Serratia, Vibrio)
(RAHARJO; SOFOS, 1993; THOMAS; DELVES-BROUGHTON, 2001). A eficacia do
acido sorbico como agente antimicrobiano € maior em baixos valores de pH, o que
resulta em altas concentragdes do acido nao dissociado; em pH 4,8, 50 % do acido é
indissociavel assim, nesse valor ou abaixo, ao menos metade do total de 4cido sérbico
presente é eficaz (EL-SHENAWY; MARTH, 1988; BUAZZI; MARTH, 1991). O limite
de adicao de sorbatos na legislacao brasileira € de 200 mg/kg e é permitido apenas
para tratamento da superficie de produtos que nao sofrem tratamento térmico
(produtos carneos industrializados secos, curados e/ou maturados ou nao e produtos
carneos salgados crus) (BRASIL, 2006).

3.4 SEGURANGA DE PRODUTOS CARNEOS CURADOS

Segundo Sofos (1981), os produtos de carne curada produzidos
comercialmente nos EUA apresentaram controle exemplar contra o Clostridium
botulinum, isso foi atribuido a interacao de diversos fatores envolvidos na formulacao,
fabricagdo, manuseio e distribuicdo dos produtos. Esses fatores incluem a
concentragao de nitrito; pH do produto; concentracao de sal; tratamento térmico; baixa
incidéncia de esporos botulinicos em carnes cruas; baixas temperaturas de
armazenamento; controle da atividade de agua da carne; composi¢cdo do produto;
contaminagdo microbiana natural (competitiva); processamento sanitario; correto
manuseio; embalagem dos produtos. Dessa forma, o nitrito constitui um dos mais

importantes fatores para as carnes curadas e processadas. Por outro lado, de acordo
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com a IARC, compostos nitrogenados podem ser formados pela interagéo do nitrito
com a carne durante o processamento (IARC, 2018).

Carnes curadas, defumadas e/ou processadas podem conter compostos N-
nitrosos (NOCs), aminas heterociclicas aromaticas (HAAs) e hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos (PAHs) que podem ser produzidos durante o processamento,
armazenamento e preparo de alimentos, muitos desses podem ser classificados como
carcinogénicos para humanos (grupo 1) (EFSA, 2015). A producao desses compostos
€ dependente das condi¢des de reacdo (pH, temperatura de exposi¢cao durante o
preparo), da composicao carnea, do processamento (maturacédo, defumacao,
tratamento térmico, armazenamento) e do uso imprudente e/ou abusivo de
conservantes e aditivos (IARC, 2018). No quadro 1 esta apresentado um breve
resumo de eventos que levaram a reavaliacdo da segurancga das carnes curados com
nitrito. Mais de 300 compostos (diversificados entre HAAs, PAHs e NOCs) ja foram
testados em diferentes animais, e mais de 90% demonstraram ser carcinogénicos
(PREUSSMANN; STEWART 1984; TRICKER; PREUSSMANN 1991).
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Quadro 1 — Eventos que fizeram com que a seguranga das carnes
processadas ou curadas com nitrito fosse reavaliada.

Data Eventos Referéncia
1930 Doenca hepatlca.em tra.balh'adores que inalaram N- (FREUND, 1937)
nitrosodimetilamina.
Hepatotoxicidade pelo consumo de carne curada com
1958 o (LIJINSKY, 1999)
nitrito contendo NOCs.
1964 | Nitrosaminas investigadas quanto a carcinogenicidade. (PEGS(;)OSOZ')AHIDI’
Inges_tao de aminas secm_mdarlas (formgc_las (LIJINSKY: EPSTEIN,

1970 possivelmente pelo cozimento) com nitrito 1970)

potencializam formacao de nitrosaminas.

Centro de Ciéncia de Interesse Publico faz peti¢cdes ao

(PEGG; SHAHIDI,

1972 | USDA para proibir ou reduzir uso de nitritos em carnes
2000b)
curadas.
1973 Primeiros relatérios epidemioldgicos em que carnes (ZALDIVAR,;
processadas sdo associadas ao cancer. ROBINSON, 1973)
1974 Descoberto deteriorantes de DNA oriundos da reacao (KADA, 1974)

do nitrito de sddio e do acido sérbico.

O USDA propde a reducao da quantidade de nitrito em

(NATIONAL ARCHIVES

1975 | bacon de 200 para 120 ppm. Elimina o uso de nitrato AND RECORDS
em bacon, e requer que outros compostos, como ADMINISTRATION,
antioxidantes, sejam adicionados. 1978)
2-[T1§til-1 ,4-dinitro-pirrol (po~tenciall a.tivida,de' (KITO: NAMIKI: TSUJI,
1978 | mutagénica) formado pela reacdo de acido sorbico e 1978)
nitrito.
1990 As nitrosaminas podem formar-se endogenamente a (TRICKER,;
partir do nitrato da dieta. PREUSSMANN, 1991
(OSAWA et al., 1980;
1991 Degradacédo do DNMP por sucos vegetais, bactérias SHU et al., 1991;
intestinais e pelo uso de acido ascorbico e cisteina. BINSTOK; CAMPQOS;
GERSCHENSON, 1998)
2003 OMS recomenda moderacao no consumo de carnes (WHO, 2003)
em conserva.
A IARC conclui que o nitrato ou nitrato ingerido sob
2010 condicdes que resulltamAer.n nitrosacao endogena é (IARC, 2010)
provavelmente carcinogénico para humanos (Grupo
2A).
A IARC declara que as carnes processadas sao
2018 carcinogénicas do Grupo 1 com base em dados (IARC, 2018)

relacionando o consumo ao cancer colorretal e cancer
de estdbmago.

2018

Deteccao de DNMP por meio de HPLC-MS/MS em
produtos carneos comerciais no Brasil.

(MOLOGNONI et al.,
2018)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.



29

3.4.1 Reducao do uso de nitrito e consequéncias

Em virtude do extenso uso do nitrato e nitrito na cura de carnes, muitos estudos
a respeito da ingestao desse conservante foram realizados no século XX. Nesses
estudos, concluiu-se que o agente conservante é altamente reativo em baixos valores
de pH, elevadas temperaturas e em determinados meios em que hajam compostos
passiveis de nitrosagédo; essa reatividade pode fazer com que compostos com
potencial carcinogénico sejam formados (PEGG; SHAHIDI, 2000b; SONG; WU;
GUAN, 2015). Por essa razao, o uso de nitrito teve que ser recalculado para minimizar
problemas a saude humana.

Visando manter as caracteristicas do nitrito em alimentos, propés-se utiliza-lo
em baixas concentragbes com o emprego sinérgico de outros conservantes. Para
esse fim, conservantes com capacidade de inibir micro-organismos deteriorantes, que
nao apresentassem caracteristicas sensoriais marcantes, com boa solubilidade e
baixo custo, foram requeridos. O sorbato de potassio foi sugerido por cumprir os
requisitos e apresentar efetiva inibicao sobre Clostridium botulinum (SOFOS; BUSTA;
ALLEN, 1979).

3.4.2 Sobre 0 2-metil-1,4-dinitro-pirrol

Na década de 70 descobriu-se que compostos mutagénicos eram formados em
produtos tratados com nitrito de sédio e acido soérbico sob aquecimento (KADA, 1974).
Em 1974 foram realizados trabalhos para isolar e identificar os primeiros compostos
formados pela interacdo desses conservantes (KADA, 1974; NAMIKI; KADA, 1975).
Em 1977 o DNMP (2-metil-1,4-dinitro-pirrol) foi isolado e identificado por meio de
espectroscopia por ressonancia magnética nuclear, espectroscopia de infravermelho
e espectrometria de massa (KITO; NAMIKI; TSUJI, 1978).

O DNMP é formado pela nitracao ou nitrosac¢édo seguido de descarboxilagédo do
acido sérbico. Em condi¢cdes de laboratério o rendimento maximo de formacao de
DNMP ocorreu em pH 3,5 até 4,2 e em temperatura de 60 °C e uma relagao molar de
nitrito de soddio e acido sérbico de 8:1 (KITO; NAMIKI; TSUJI, 1978; SOFQOS, 1981;
NAMIKI et al., 1981; PEREZ-PRIOR et al., 2008).

O composto apresentou uma potente atividade genotdxica e mutagénica. Para
mutagenicidade foram realizados teste de Ames com cepas de Salmonella



30

typhimurium (cepas: TA98 e TA100), com e sem ativador S9. O teste de Ames é um
procedimento que avalia aumentos na taxa de mutacdes reversas (reversdes) em
linhagens bacterianas na presengca de compostos quimicos mutagénicos. As
linhagens estudadas possuem alteragées pontuais (por exemplo, remocao de
aminoacidos especificos — como a histidina que é fundamental para o crescimento da
colénia) que impossibilitam a formagdo de colbnias tipicas; entretanto, caso haja
células com mutacao reversa, sera possivel mensurar o numero de colénias. Ja para
genotoxicidade foram realizados ensaios Rec com cepas de Bacillus subtilis (cepas:
H17 e M45), com e sem ativador S9. O ensaio Rec avalia a diferenca relativa de
sobrevivéncia de uma cepa capaz de reparar o DNA (rec +) e sua cepa deficiente (rec-
) na presenca de um determinado composto. No nosso atual conhecimento, ainda nao
foram realizados testes in vivo (NAMIKI et al., 1980; TAKIGAMI et al., 2002; PEREZ-
PRIOR et al., 2008; PEREZ-PRIOR et al., 2009; MADIGAN et al., 2015).

A EFSA declarou que ha informacgdes limitadas sobre a ocorréncia de produtos
de reacao dignos de preocupagdo toxicolégica sob condi¢cdes realistas de
processamento e armazenamento de alimentos. Declarou, ainda, de forma
desafiadora e animadora para a ciéncia, que mais pesquisas sao necessarias para o
melhor entendimento da problematica (EFSA, 2015).

Por meio de LC-MS/MS diferentes amostras de produtos carneos cozidos foram
avaliadas recentemente por nosso grupo de pesquisas para verificar a presenga do
DNMP. De forma alarmante, confirmou-se a presenca do composto nas
concentracoes de 50,06 upg/kg em salsichas, de 18,47 pg/kg em mortadelas
comerciais, 59,59 ug/kg em mortadelas produzidas em escala piloto com proporcéao
8:1 de nitrito de sddio e sorbato de potassio, 19,25 pg/kg em presunto cozido, 67,76
Hug/kg em bacon, 22,64 ug/kg em linguica calabresa e 13,20 ug/kg em lombo cozido
(MOLOGNONI et al., 2018).

O uso de agentes antioxidantes, como o ascorbato tem sido a maneira mais
comum para controlar a formacado de compostos nitrogenados em produtos carneos
(HERRMANN et al., 2015). Outras estratégias também foram utilizadas para causar a
desestabilizagdo quimica e/ou inibicdo de compostos mutagénicos, como o uso de
sucos vegetais, adicao de cisteina, alteracdo de pH, uso de bactérias intestinais e
adicdo de BAL (GRAY; RANDALL 1979; OSAWA et al., 1986; SHU et al., 1991;
BINSTOK; CAMPOS; GERSCHENSON, 1998; PEREZ-PRIOR et al. 2008; GUILLEN
et al., 2009).
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3.5 BACTERIAS NA SEGURANGCA DE ALIMENTOS

A deterioracdo de alimentos é um processo complexo. E causada por vérias
alteracdes bioquimicas que ocorrem tanto naturalmente quanto, e mais comumente,
em decorréncia de atividades microbianas (GRAM et al., 2002). A deterioracao
microbiana constitui uma grande preocupacao na industria de alimentos, uma vez que
provoca expressivas perdas econémicas e pode acarretar em sérias consequéncias
para a saude publica (KUMAR; ANAND, 1998).

Os processamentos térmicos e nao térmicos sdo praticas comuns para a
preservacao de alimentos crus e seus produtos finais. O objetivo de qualquer
tecnologia envolvida no processo de conservacao de alimentos € evitar a deterioracédo
e prolongar a vida util (AKBAR et al., 2016). Contudo, a aplicagao de aditivos, quando
os limites de seguranca nao sao respeitados, podem causar contaminagdes quimicas.
Por isso, agéncias reguladoras devem: estabelecer limites para a adicdo desses
compostos, inspecionar a presenca desses compostos e restringir/ banir determinado
aditivo com histérico de causador de danos a saude. Porém, inesperadamente,
algumas vezes a interacao entre agentes de preservacao mediante processamento,
contato com compostos poliméricos migrantes da embalagem, contato com
determinados compostos naturais do alimento, ou pior, 0 uso abusivo e inconsequente
de aditivos podem formar compostos toxicos (ATTERBURY, 2009; MASTOVSKA,
2013).

Dessa forma, com a existéncia de restricdes quanto ao uso de aditivos em
alimentos, muitas pesquisas foram realizadas para avaliar micro-organismos e
compostos microbiolégicos na seguranga de alimentos. Uma solugéo possivel é a
biopreservacao, esse método € eficaz por causa da fermentagédo que faz com que
aconteca: a reducao de pH (acidificacdo do meio), uma maior competicao por
nutrientes, producdo de antibiéticos, metabdlicos, enzimas, agentes liticos e
bacteriocinas. Para esse fim, as BAL s&o as principais linhagens de micro-organismos
utilizados (O'SHEA et al., 2013; GHALFI et al., 2010; AKBAR et al., 2016).

3.5.1 Bactérias acido-laticas

As BAL recebem estd denominagdo devido a sua capacidade de converter
carboidratos fermentaveis em, principalmente, acido latico. As formas podem ser de
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bastonetes, cocos ou tétrade. Sao bactérias gram-positivas, geralmente iméveis pela
auséncia de flagelos, ndo formam esporos, crescem em ampla faixa de temperatura
entre 10 e 45 °C. Por nao sintetizarem citocromos e porfirinas em geral ndo podem
gerar ATP pelo gradiente de protons, dessa forma, ndo utilizam oxigénio na produgao
de energia. Portanto, sé conseguem obter ATP por via fermentativa. Sao positivas
para a peroxidase, o que faz com que tolerem o oxigénio (aerotolerantes) (KHALID,
2011).

As BAL sdo amplamente conhecidas por suas aplicagbes industriais como
iniciadoras da fermentacao em alimentos, agentes de biocontrole e probiéticos (DE
DEA LINDNER, 2016). Sao geralmente reconhecidas como seguras (GRAS-status),
conforme definido pela Agéncia de Administracao de Alimentos e Medicamentos dos
Estados Unidos (FDA, 2013). Colonizam diversas matrizes alimentares como leite,
carne, vegetais e grdaos. Possuem grande influéncia sobre o perfil de produtos,
resultando em melhora da textura, do sabor, do aroma, além disso, possuem a
capacidade de inibir outros microrganismos de deterioragcdo ou mesmo patdgenos,
prolongando a vida util dos produtos e aumentando a seguranga do alimento (DE DEA
LINDNER et al., 2008; PEREZ-CHABELA; TOTOSAUS; GUERRERO, 2008; BEN
SLIMA et al., 2017; ZAROUR et al., 2017).

O grupo pode ser isolado de muitas matrizes alimentares e € composto por
diversos géneros de bactérias como: Lactobacillus, Pediococcus, Enterococcus,
Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactococcus,
Lactosphaera, Leuconostoc, Melissococcus, Oenococcus, Streptococcus, Weissella,
entre outros (DE DEA LINDNER et al., 2013; ZAROUR et al., 2017).

O trato gastrointestinal de mamiferos é colonizado por muitas bactérias,
algumas prejudiciais e outras promotoras da saude: as cepas com propriedades
benéficas, sdo fontes potenciais de probibdticos, e muitas pertencem ao grupo das
BAL. Essas propriedades vao desde barreiras naturais contra micro-organismos
exogenos, degradacdo de polissacarideos, sintese de vitaminas até a acgéo
desintoxicante de carcinégenos do c6lon humano (NOWAK; LIBUDZISZ, 2009).

Os efeitos protetores dos probiéticos contra alguns tipos de carcin6genos foram
obtidos de experimentos in vitro, estudos em animais e em voluntarios humanos. Por
exemplo, as BAL demonstraram prevenir danos ao DNA e mutagdes in vitro e inibiram
o crescimento de células tumorais em culturas. Em testes com animais, a

administragdo oral, em ratos, de cepas de Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus
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rhamnosus e Bifidobacterium longum demonstrou inibir danos ao DNA da mucosa do
célon, os danos foram induzidos por N-metil-N-nitro-N-nitrosoguanidina (MNNG), ou
por 1,2-dimetil-hidrazina (DMH). Em outro estudo a administracdo de cepas de B.
longum, na alimentagéo de ratos, reduziu significativamente a incidéncia de tumores
de célon e de figado induzidos por HAA. Estudos sobre potenciais efeitos de
prevencao do cancer em seres humanos sdo limitados; no entanto, alguns estudos
relacionam o consumo de lactobacilos com a baixa concentragdo de compostos como
as HAAs, PAHs e NOCs na urina e nas fezes, apds a ingestdo de carne tostada
(ROWLAND, 1998; ROLDAN et al., 2008; STIDL et al., 2008).

Dessa forma, as comunidades microbianas, presentes no trato gastrointestinal
de mamiferos, teriam a capacidade de dissociar e/ou reduz nitro compostos
aromaticos, aminas heterociclicas e hidrocarbonetos policiclicos aromaticos em
metabdlitos conjugados. Essas reagbes ocorrem por causa das enzimas [3-

glicuronidase, azorredutase e nitrorredutase (ROLDAN et al., 2008).
3.5.2 Nitrorredutases

A primeira observacao de bactérias capazes de reduzir o grupamento nitro
ocorreu em 1975, nesse experimento observou-se que um preparado celular contendo
Escherichia coli reduziu o grupo nitro do cloranfenicol. Em 1976 extratos livres de
células de E. coli foram estudados e com isso, confirmou-se a presenga de uma
flavoproteina especifica para NADH que catalisava a nitrorredugédo de varios
compostos nitro aromaticos (BRYANT; MCELROQOY, 1991).

As nitrorredutases compreendem uma familia de proteinas com sequéncias
conservadas e que foram agrupadas em conjunto com base na sua similaridade de
sequéncia (DE OLIVEIRA; BONATTO; HENRIQUES, 2011). Estas enzimas sao
capazes de catalisar a redugdo de compostos nitrosubstituidos usando
mononucleotideo de flavina (FMN) ou dinucleotideo de flavina adenina (FAD) como
grupos prostéticos e nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) ou nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato (NADPH) como agentes redutores. Os pesos
moleculares encontrados variam de 26 até 760 kDa (BRYANT; MCELROQY, 1991), e
sdo divididas em dois tipos como mostrado na figura 1.
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Figura 1 — Classificagao dos tipos de Nitrorredutase.

Redugio de dois elétrons
Q HO H H H
T /° LW N S
ON’ N - %
| |
n NADH NAD' C . NADH NAD E NADH NAD" ,
C . C
e = _'f' - _-. e
C C \.. e \\ c?

Redugéo de um elétron
P Ie le Ciclo Redox Futil TiDO |
02.
0,
©)

r
: I
| I
| I
| I
I o o gl Nitrorredutases
| i I
. l
I Il
! B ; Q:D
| ¢ I
: [ | I Tipo Il
I S g :
. I

Fonte: Adaptado De Oliveira, Bonatto e Henriques (2011).

As nitrorredutases do tipo | sdo as insensiveis ao oxigénio, ou seja, geram
produtos finais nitrosos, hidroxilaminas e aminas na presenca do oxigénio molecular
Essas enzimas catalisam a transferéncia sequencial de dois elétrons de NADPH (ou
NADH) para os grupos nitro de compostos nitrosubstituidos. Esse tipo de
nitrorredutase foi historicamente categorizado em grupo A e B, em funcédo das
enzimas NfsA ou NfsB, isoladas da Escherichia coli. A diferenca entre esses grupos é
o cofator utilizado para realizar a reducéao, grupo A utiliza apenas NADPH e o grupo B
faz uso do NADH e do NADPH (BRYANT et al., 1981; WILLIAMS et al., 2015).

As nitrorredutases sensiveis ao oxigénio ou do tipo II, em anaerobiose,
catalisam a reducao de um unico elétron do grupo nitro para produzir um radical nitro
anion e formando produtos como os descritos anteriormente. Por outro lado, quando
essa reagao ocorre aerobicamente o nitro anion é reoxidado a estrutura original
havendo a produgéao concomitante do anion superéxido (ciclo fatil) (PETERSON et al.,
1979; ROLDAN et al., 2008).
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Apesar do amplo espaco temporal desde a descoberta dessas enzimas e
grande quantidade de material literario sobre nitrorredutases sensiveis ao oxigénio e
insensiveis ao oxigénio, a base fisico-quimica para a diferenca entre os dois tipos de
atividade, e a agao das nitrorredutases nao foi elucidada (KODER et al., 2002; MILLER
et al., 2018).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES E PADROES

Toda agua utilizada nos experimentos de reducdo do DNMP e avaliagdo da
nitrorredutase foi ultrapura produzida pelo sistema de purificacdo do sistema Integral
10 Milli-Q (Millipore SAS, Molsheim, Franca). Os reagentes utilizados eram de grau
analitico, os solventes e os padrbes cromatograficos eram pelo menos 98% puros.
Nitrito de sédio, sorbato de potassio, 1-metilimidazol (1-MEI), &acido ascérbico,
metanol, acetonitrila, dimetilsulféxido (DMSQO), acido etilenodiaminotetraacético
(EDTA), 1,4-di-hidroxi-nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH), dihidro-
nicotinamida-adenina-dinucleotideo fosfato (NADPH), fosfato monobéasico (KH2PO4),
fosfato dipotassico (K2HPO4), acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazina etanossulfénico
(HEPES), albumina sérica bovina (BSA) e brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil )-2,5-
difenil-2H-tetrazdlio (MTT) foi fornecido pela Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Steinheim,
Alemanha). O caldo De Man, Rogosa e Sharpe (MRS), caldo de infusdo cérebro-
coracao (BHI) e lactose foram fornecidos pela Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha).
Soro fetal bovino (FBS), solucdo salina tamponada com fosfato (PBS), penicilina,
estreptomicina e meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) foram fornecidos pela
Thermo Fisher GIBCO (Grand Island, EUA).

A sintese do DNMP foi realizada de acordo com Kito et al. (1978) e Namiki et
al. (1981) e reproduzida em detalhes por nosso grupo de pesquisa (Molognoni et al.,
2018). O 2-metil-4-amino-1-nitro-pirrol (NMAP) foi obtido analiticamente seguindo o
método descrito por Osawa et al. (1986). A solucao de fortificagdo DNMP (0,01 e 1
mg / mL) foi preparada em DMSO.

4.2 REATIVACAO E SELECAO DOS MICRO-ORGANISMOS

As cepas de BAL foram fornecidas pelo Laboratério de Bioprocessos da
Universidade Federal de Santa Catarina (LB-UFSC), pelo ITAL (Instituto de
Tecnologia de Alimentos), pelo LFDA-RS (Laboratério Federal de Defesa
Agropecuaria do MAPA), pela empresa SACCO Brasil e pela ATCC (American Type
Collection Culture). Todas as linhagens empregadas foram culturas em potencial para
a fermentagdo de carne. As culturas de estoque foram mantidas em MRS
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(suplementado ou ndo com lactose) ou caldo BHI (infusdo cérebro coragdo) com
glicerol a 20% (p/v) a -80 °C. Todos 0s micro-organismos, assim como suas
respectivas identificagcbes e meios de cultura utilizado para reativagdo estao
apresentados no quadro 2.

Quadro 2 — Micro-organismos utilizados no estudo e as respectivas identificacoes.

Micro-organismo Identificacao Meio de Cultura
Lactobacillus helveticus ATCC 12046 MRS
Lactobacillus plantarum ATCC 8014 MRS
Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469 MRS
Lactococols ‘achis subsp. ATCC 19435 MRS + lactose
Isolado do LYOCARNI
Pediococcus pentosaceus RH M-g(ria(si,)é\CCO BHI

Isolado do LYOCARNI

Staphylococcus xylosus SXH-01 (SACCO Brasil) BHI
Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei LB-UFSC 0014 MRS
Lactobacillus fermentum LB-UFSC 0017 MRS
Lactobacillus acidophilus LB-UFSC 0018 MRS
Lactobacillus casei LB-UFSC 0019 MRS
Lactobacillus sakei LB-UFSC 0022 MRS
Streplococcus LB-UFSC 0025 BHI
thermophilus
Weissella minor LB-UFSC 4458 MRS

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

As cepas Lactobacillus helveticus, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
rhamnosus, Lactococcus lactis subsp. lactis, Pediococcus pentosaceus,
Staphylococcus xylosus, Lactobacillus paracasei subsp. Paracasei, Lactobacillus
fermentum, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus sakei,
Streptococcus thermophilus e Weissella minor foram reativadas em seus respectivos
caldos de cultura (MRS, MRS com lactose ou BHI) a 37 £ 1 °C, em estufa
bacteriolégica (DL-CBE42L, De Leo, Brasil) durante 48 h, e também repicadas nos
mesmos meios contendo 0,2% de agar. Para avaliar o crescimento, a cada duas horas
foram realizadas leituras em espectrofotdbmetro a 600 nm (Evolution 60S, Thermo
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Scientific, EUA) e contagens das células viaveis nas respectivas placas (BEGOT et
al., 1996; SHAH, 2000).

4.3 PRODUGAO DA AMOSTRA DE MODELO PRODUTO CARNEO

Amostras de referéncia de mortadela foram preparadas sob condi¢coes
especificas de processamento, com o objetivo de obter DNMP enddgeno, segundo a
metodologia de Molognoni et al. (2018). A formulagdo experimental de mortadela
consistiu em carne de frango desossada mecanicamente (60%), carne de porco
(26%), amido de mandioca (5,5%), proteina de soja texturizada (3,5%), cloreto de
sédio (3,5%), sacarose (0,6%), e pirofosfato de sédio (0,3%). As amostras foram
estocadas a -80 °C até as analises.

4.4 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE INTERAGIR
COM O DNMP

A degradacédo do DNMP pela acao dos microrganismos foi avaliada utilizando
a metodologia descrita por Shu et al. (1991), com adaptacées. Todas as 13 culturas
foram reativadas a noite (14 h) em meio de cultura especifico (BHI, MRS ou MRS com
lactose) a 37 £ 1 °C. Apés a incubacao, as culturas foram centrifugadas a 3.800 g por
10 min a 4 °C. O sedimento obtido foi lavado com 10 mL de solugédo tampao HEPES
0,1 mol/L (pH 7,6), e depois ressuspenso em 10 mL da mesma solucdo de HEPES. A
densidade celular utilizada no experimento foi fixada em aproximadamente 10’
células/mL e avaliada por andlise turbidimétrica utilizando um espectrofotdmetro
(Thermo Fisher Scientific Inc., EUA) no comprimento de onda de 600 nm.

Para avaliar a interacdo das diferentes BAL com o DNMP, uma aliquota da
suspensao de Hepes e BAL (1 mL) foi utilizada para o inéculo de 100 pg/L de DNMP.
As suspensdes foram incubadas por 4 h a 37 £ 1 °C. A reacao foi parada em um banho
de gelo e submetida a analise conforme descrito na se¢ao “Instrumentacao e métodos
analiticos”. Depois, os resultados foram comparados através da capacidade de reduzir
a concentracao de DNMP, de acordo com a equagéao 1:

TotalDNMP,

% DNMP Residual = (WNN'PQ)

x 100 (1)
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Em que: DNMP1 total: quantidade de DNMP fortificada no experimento em ug/L;

DNMP2 total: quantidade de DNMP apds incubagdo com o microrganismo em pug/L.

4.5 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE REDUZIR O
DNMP A NMAP

Essa etapa utilizou um desenho experimental semelhante ao utilizado na se¢ao
anterior, excluindo os micro-organismos que nao interagiram com o DNMP. Além
disso, nesse etapa foi adotado um critério mais especifico e seletivo. Com base nos
sinais analiticos (em cps) do DNMP e do NMAP obtidos por medi¢des de LC-MS/MS,
um fator de conversdo empirico foi calculado para descrever a capacidade dos
microrganismos em biodegradar o DNMP.

Cada microrganismo selecionado na primeira etapa e, de forma comparativa,
uma solucao de acido ascoérbico a 1%, foi submetido a um gradiente de concentracéao
de DNMP na faixa de 50 a 5000 pg/L e incubado conforme descrito na se¢céo anterior.
A linearizacao do grafico obtido pelo sinal gerado em NMAP cps, pela concentracao
fortificada (ug/L de DNMP) para cada micro-organismo, foi realizada com o software
Analyst versédo 1.6.2 de Sciex (Framingham, EUA).

A pureza de cada pico cromatografico foi considerada. A derivada da relacao
funcional gerada por cada microorganismo foi dividida pela derivada de referéncia
obtida por modelo linear no eixo x (ug/L de DNMP) versus eixo y (cps de DNMP).
Assim, o fator empirico, fundamental para avaliar a conversdao do DNMP a NMAP uma

vez que nao existe padrao analitico do NMAP, foi calculado através da equagéo 2:

{octy= i f(x1+ha £(x1)

Fator Empirico = — (2)
f (x2)= PI]imof(x2+hr?-f(x2)

Em que: f '(x1): a derivada da razéo funcional de concentragdo em ug / L de DNMP
versus cps de NMAP, em unidades de cps ug/L; f '(x2): a derivada da razao funcional

de concentragdo em ug/L de DNMP versus DNMP cps, também em cps pg/L.
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4.6 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE REDUZIR O
DNMP EM MODELO DE MATRIZ CARNEA

Essa etapa utilizou um desenho experimental semelhante ao utilizado na segéao
anterior, removendo 0S micro-organismos que apresentaram baixa capacidade de
conversdao do DNMP a NMAP e com diferenca do in6culo.

O in6culo das BAL suspenso em HEPES foi realizado em amostras de 2,0 +
0,1 g do modelo carneo e homogeneizada até formar uma pasta. Este procedimento
foi repetido adicionando 100 ug/L de DNMP. Os controles de recuperacao de branco
e de analito foram preparados sem o in6culo microbiano e submetidos aos mesmos
procedimentos. As amostras foram incubadas a 37 £ 1 °C e a reacao foi parada em
um banho de gelo e submetida a andlise conforme descrito na se¢éo 4.9.

4.7 EXTRACAO DO MATERIAL INTRACELULAR BACTERIANO

A extracdo do material intracelular foi realizada de acordo com Shrestha,
Holland e Bundy (2012), com adaptacdes. Apds o crescimento da cepa que
apresentou a maior capacidade de converter DNMP em NMAP, as células foram
colhidas por centrifugacéo a 4000 g a 4 °C por 10 min. Para a preparacao do extrato
intracelular bacteriano, os sedimentos celulares foram lavados duas vezes com 10 mL
de solugcédo tampéao HEPES 20 mmol/L (pH 7,4) e ressuspensos em 1 mL da mesma
solucdo. A parede celular bacteriana foi rompida com desmembrador sénico modelo
100 (Fisher Scientific, Hampton, EUA), com sonda, por 30 s, na intensidade média,
alternando com 30 s sem sonicagdo em banho de gelo. Este processo foi repetido dez
vezes. De forma comparativa, para a sonicacao, foi realizada a extragdo do material
intracelular por meio de uma suspensao de células com esferas de vidro de 0,1 mm
de diametro (Scientific Industries, Bohemia, NY, EUA) na proporcao de 50% (p/v). A
suspensao de células e esferas foi agitada dez vezes em vértice de mesa, Fisher
Vortex Genie 2 (Scientific Industries), a 3200 rpm por 1 min com um periodo de
resfriamento de 1 min entre cada agitacao.

Os detritos celulares das diferentes formas de extracdo foram removidos por
centrifugacao a 20.000 g a 4 °C por 20 min, e o sobrenadante foi usado como o extrato
livre de debris celular. As extragdes foram comparadas pela concentragdo proteica
dos extratos livre de células (Bradford, 1976).
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4.8 AVALIACAO DA NITRORREDUTASE DO EXTRATO INTRACELULAR

A atividade da nitrorredutase foi baseada nos métodos de Shu e colaboradores
(1991) e de Rau e Stolz (2003) com adaptacdes. Foram realizados dois experimentos,
o primeiro avaliou a preferéncia por cofatores e o segundo avaliou a importancia da
presenca de oxigénio. O ensaio foi realizado em um leitor de placas de microtitulagao
de 96 pocos (Infinite 200pro, Tecan, Mannedorf, Suica) em um meio contendo 100
mmol/L de fosfato de potassio, 0,1 mmol/L de EDTA, 0,5 mmol/L de NADH ou NADPH
e 0,5 mmol/L DNMP.

A atividade da nitrorredutase de foi avaliada com base na taxa de diminuicao
da absorbancia a 340 nm (€ = 6.220 mol/L cm) dentro de 10 a 15 min da reagéao, a 35
°C. Ja a avaliacao da influéncia da presenca do oxigénio, os experimentos foram
realizados em anaerobiose utilizando sistema de geracdo de atmosfera livre de

oxigénio (Fisher Scientific, Hampton, EUA).
4.9 INSTRUMENTAGCAO E METODOS ANALITICOS

Para a analise de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas
em modo fandem (LC-MS/MS, do inglés liquid chomatogrgraphy coupled to tandem
mass spectrometry), um espectrometro de massa do tipo triplo quadruplo 5500 Sciex
(EUA) acoplado ao cromatografo liquido 1290 Infinity Agilent Technologies, Inc.
(Waldbronn, Alemanha) foram utilizados. Fonte de ionizacéo por eletro pulverizagao
(ESI) e monitoramento multiplo de reacées (MRM) em modo positivo e negativo foram
empregados através dos softwares Analyst e MultiQuant (Sciex, EUA). Uma fase
estacionaria contendo di-isopropil-3-aminopropil silano ligado a silica hidroxilada
Zorbax 300SB-CN (150 mm x 4,6 mm id, tamanho de particula de 5 pm, 300 A) foi
empregada na separacao, fornecida pela Agilent Technologies, Inc. (Santa Clara,
EUA).

As analises do DNMP foram realizadas de acordo com a metodologia validada
descrita anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa (Molognoni et al., 2018),
adaptado para o NMAP. Para este propédsito, a molécula foi otimizada no
espectrometro de massa, infundindo o composto em uma vazao de 10 uL/min a £ 50
ug/L. A ionizacao foi realizada por eletro pulverizacdo (ESI) no modo positivo. A
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abordagem de deteccao foi realizada por monitoramento de reagdo multipla (MRM),
pela seletividade no tempo de retencao em fase reversa ciano (CN-RP), pela razao
entre os ions de fragmentagéo e o ion precursor da molécula. O NMAP e o DNMP
foram monitorados pelos fragmentos do DNMP, transi¢cdo 126,0 m/z (perda do NO2),
transicdo 110,9 m/ z (perda do NO2 e CH3) e transicao 66,8 m/z (perda do NO2, NO2
e CH3).

Para a analise do modelo de produtos céarneos, o método de extragdo foi
realizado de acordo com Molognoni et al. (2018). Para as amostras submetidas ao
estudo in vitro, as solucées de HEPES e biomassa foram filtradas usando membranas
de filtro de PTFE com tamanho de poro de 0,22 pm. Aliquotas de 200 pL foram
transferidas diretamente para frascos de vidro com insergdes e injetadas no sistema
LC-MS/MS.

4.10 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE PELO METODO MTT

A citotoxicidade do composto DNMP foi testada pelo ensaio MTT contra a linha
celular de fibroblastos McCoy B (fibroblastos de Mus musculus) fornecida pelo Instituto
Adolfo Lutz (S&o Paulo, Brasil). A viabilidade celular foi estimada de acordo com a
metodologia de Mosmann (1983).

Primeiramente, as células McCoy foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de SFB, meio suplementado com 10% de SFB, penicilina
(100 U/mL) e estreptomicina (100 mg/mL), mantidas a 37 °C sob atmosfera de CO2
de 5% com 95% de umidade do ar. Apds o estagio de confluéncia, as células foram
plagueadas (1 x 10* células/poco) em uma placa de microtitulagdo de 96 pocos a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C) em uma incubadora de COz (5%) por 24 h. Em
seguida, o meio de cultura foi removido e as células foram tratadas com diferentes
concentragdes de DNMP (11,72; 23,44, 46,87; 93,75; 187,50; 375,00; 750,00; 1500,00
nM) e o controle negativo foi tratado com DMSO (1%), por 24 e 48 h. Posteriormente,
as ceélulas foram lavadas com PBS e incubadas MTT (0,5 mg/mL) por 2 h.

A reacao foi medida a 540 nm em um leitor de microplacas multimodo modelo
Infinite 200 pro (Tecan, Mannedorf, Suica). O ensaio foi expresso em ICso, que
representa o valor correspondente a concentracao em que o composto € capaz de
induzir a morte de 50% das células foi determinado no software GraphPad Prisma
(San Diego, EUA).
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4.11 ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados no minimo em triplicatas e os
resultados expressos em média + desvio padrdo. As analises estatisticas dos dados
foram realizada no software STATISTICA versao 7.0 (STATSOFT, 2011). Para avaliar
diferengas significativas (p<0,05) entre as analises, as variancias foram comparadas
pelo teste de Tukey (ANOVA).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CITOTOXICIDADE DO DNMP

Apés 24 h de incubacao, a concentracdo de DNMP que causou a morte de 50%
das células vivas foi de 0,487 uM, enquanto em 48 h a concentragéo foi de 0,595 pM
(figura 2). Esse resultado, de forma alarmante mostra que o DNMP € uma molécula
com elevada citototoxicidade, uma vez que concentragdes na ordem de parte por

bilhdo do composto causaram a morte celular.

Figura 2 — Resultados de citotoxicidade usando o ensaio de viabilidade MTT em 24
(linha tracejada com quadrados) e 48 (linha continua com circulos) horas.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

A citotoxicidade do DNMP se mostrou 20 vezes superior a do composto 7-metil-
2-fenil-3-(fenilselenil)-imidazo[1,2-a]piridina, uma substancia pouco seletiva utilizada
contra o cancer de mama, mas que ataca outras linhagens celulares nao cancerosas,
como fibroblastos de McCoy B (ALMEIDA, 2018). Outro problema observado foi que,
os valores de ICso de 24 ou de 48 h sdo concentragbes respectivamente de 83,28 e
101,74 pug/kg, esses valores foram um pouco superiores aos detectados nas amostras

de produtos carneos no trabalho de Molognoni et al. (2018).
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5.2 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE INTERAGIR
COM O DNMP

O potencial de biodegradacédo in vitro do DNMP por micro-organismos foi
avaliado utilizando diferentes BAL. As linhagens utilizadas na triagem eram de
géneros comumente relacionados a fermentagdo de produtos carneos, como
Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Streptococcus spp., Pediococcus spp. e
Weissella sp. (DE DEA LINDNER 2016; ZAROUR et al. 2017). O fator usado para
selecionar a BAL foi satisfatério - o que reflete a seletividade demonstrada na figura
3.

Figura 3 — Condicdes tedricas e experimentais que garantem a eficacia do modelo
de deteccdo DNMP e NMAP: perfil de fragmentacgéo igual em MS/MS, razao
isotépica caracteristica e seletividade na retencdo de RP-CN.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Em relagdo ao DNMP, no nosso conhecimento, nenhum estudo, até os dias de
hoje, realizou uma selecdo de BAL para biodegradar esse composto em alimentos.
Shu et al. (1991) avaliaram algumas bactérias intestinais na tentativa de reduzir o
DNMP. Os melhores resultados foram obtidos em anaerobiose e a conversdo

apresentou valores superiores a 20%, valores baixos quando comparado aos
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encontrados pelos melhores resultados da selecao bacteriana deste trabalho. Isso
significa que as bactérias intestinais, que desempenham um papel importante na
protecao do organismo, agindo sob metabdlitos mutagénicos, tém baixa capacidade
de conversdo. Além disso, as carnes processadas estdo relacionadas ao cancer de
estbmago, dessa forma, a acao das bactérias intestinais ocorreria ineficientemente
contra o problema.

De acordo com a equagao de % Residual de DNMP, a BAL mais eficiente nessa
etapa experimental foi o Lb. acidophilus que deixou um residuo de 0,37% de DNMP,
seguido por Lb. fermentum com 0,49%, Lc. lactis com 0,49%, P. pentosaceus com
0,59%, S. xylosus com 0,65%, Lb. paracasei com 0,66%, Lb. casei com 0,81%, Lb.
ramnosus com 1,36%, Lb. plantarum com 1,55%, Lb. sakei com 2,02%, St
thermophilus com 22,23%, Lb. helveticus com 28,67% e W. minor com 100%. Os
resultados obtidos na primeira etapa experimental foram fundamentais para inferir a
capacidade de interacdo dos microrganismos com DNMP; de fato, 92,31% dos
microrganismos selecionados reagiram com o composto. Por esse motivo,
determinou-se que as bactérias com capacidade redutora inferior a 98% seriam
descartadas para os testes a seguir, portanto, das 13 bactérias utilizadas, dez

passaram para a proxima etapa.

5.3 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE REDUZIR O
DNMP A NMAP

Na segunda etapa experimental, foi possivel verificar que o uso de BAL
demonstrou ser uma maneira eficaz de converter in vitro o composto DNMP em
NMAP. E a primeira vez que uma abordagem de selecdo bacteriana quimica-
biotecnol6gica é usada para verificar a bioconversdo do DNMP por BAL. O sucesso
desse fator ocorreu devido a trés condigdes tedricas e experimentais fundamentais:
os critérios de referéncia e deteccao (perfil de ions de fragmentagéo iguais em MS/MS)
eram 0S mesmos, a razao caracteristica de ions para o precursor e a seletividade na
retencdo em CN-RP (alteragdo no tempo de retencdo dos compostos) (figura 3).

O valor do fator 1 significa um resultado perfeito. Isso raramente acontece,
mesmo sob condicées ideais de conversdao molecular, porque a pureza das

substancias nao € 100% e as rea¢des quimicas nao sdo completas. Além disso, outros
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produtos sdo gerados € o modelo matematico propaga incertezas experimentais e
tedricas de equipamentos e analistas.

A BAL mais eficiente nessa etapa foi o S. xylosus LYOCARNI SXH-01, que
apresentou um fator de conversédo de 0,62. Essa capacidade de biodegradacao foi

observada em menos de 30 min como demonstrado na figura 4.

Figura 4 — Conversao de 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP) em 2-metil-4-amino-1-
nitro-pirrol (NMAP) por Staphylococcus xylosus LYOCARNI SXH-01.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

De acordo com a Equagdo Empirica, as BAL com menores fatores de
conversao foram: Lb. fermentum (0,60), Lb. casei (0,43), P. pentosaceus (0,40), Lb.
rhamnosus (0,34), Lb. acidophilus (0,31), Lb. sakei (0,30), Lb. plantarum (0,29), Lb.
paracasei (0,08) e Lc. lactis (0,06).

O antioxidante &acido ascoérbico foi testado de forma comparativa e apresentou
um fator de conversao de 0,02. A comparagao dos fatores de conversdao do BAL e
antioxidante pode ser visualizada na figura 5. Apds essa segunda selegcédo, as BAL
que apresentaram fator de conversao superior a 0,40 foram aplicadas no modelo de

carne processada.
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Figura 5 — Fatores de conversao 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP) em 2-metil-4-
amino-1-nitro-pirrol (NMAP) obtidos pela biodegradacdo de DNMP por Lactobacillus
plantarum ATCC 8014, Lactobacillus rhamnosus ATCC 7469, Lactococcus lactis
subsp. lactis ATCC 19435, Pediococcus pentosaceus isolado do LYOCARNI RHM-
33, Staphylococcus xylosus isolado do LYOCARNI SXH-01, Lactobacillus paracasei
subsp. paracasei LB-UFSC 0014, Lactobacillus fermentum LB-UFSC 0017,
Lactobacillus acidophilus LB-UFSC 0018, Lactobacillus casei LB-UFSC 0019 e
Lactobacillus sakei LB-UFSC 0022 ou acido ascorbico.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

O acido ascérbico apresentou fator de converséo ineficiente quando
comparado aos fatores obtidos pelas BAL. O uso comparativo foi baseado no trabalho
de Binstok, Campos e Gerschenson (1996), em que o antioxidante foi capaz de
diminuir a concentragdo de DNMP para niveis indetectaveis. No entanto, deve-se
considerar que o limite de deteccédo apresentado no trabalho era de 500 pg/kg, uma
concentracdo possivelmente alta, pois, segundo Molognoni et al (2018), a
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concentracdo média de DNMP detectada em produtos a base de carne processada
foi de aproximadamente 100 pg/kg. Diferentemente do DNMP, o NMAP n&o mostrou
mutagenicidade no teste de Ames, com ou sem um ativador S-9, como demonstrado
por Osawa et al. (1986), provavelmente devido ao grupo c-nitro ser convertido em um

grupo amino.

5.4 SELECAO DE MICRO-ORGANISMOS COM CAPACIDADE DE REDUZIR O
DNMP EM MODELO DE MATRIZ CARNEA

O uso de BAL, com aptidao tecnolégica, como cultura inicial na fermentagao de
produtos a base de carne, provoca alteragdes nas caracteristicas sensoriais € melhor
disponibilidade de nutrientes (DI GIOIA, 2016). As BAL agem na preservacédo da
matriz devido a producdo de metabdlitos antimicrobianos e a competicdo com
bactérias patogénicas e / ou deteriorantes (efeito Jameson) (CORNU et al., 2011;
PILEVAR; HOSSEINI, 2017). Um critério fundamental na escolha da cultura iniciadora
de BAL é a robustez da viabilidade celular durante o processamento e
armazenamento (DE DEA LINDNER, 2016). Empregando mecanismos moleculares e
enzimaticos, as células microbianas podem criar respostas contra os agentes
oxidantes da matriz na defesa de suas macromoléculas, na protecdo contra a
agregacao celular e na conservacao de energia (PAPADIMITRIOU et al., 2016).
Assim, mecanismos de protecdo bacteriana podem ser indiretamente utilizados para
biodegradar compostos téxicos para os consumidores em alimentos fermentados
(MUKHERJEE; ROKITA, 2015).

Para a aplicacdo dos microrganismos na etapa do modelo carneo (mortadela),
as trés BAL (S. xylosus LYOCARNI SXH-01, Lb. fermentum e Lb. casei) que
apresentaram os maiores fatores de conversdo in vitro de DNMP em NMAP foram
utilizados separadamente. Na condicao testada, as trés espécies converteram todo o
DNMP presente na mortadela em NMAP (Figura 6).
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Figura 6 — Converséo do 2-metil-1,4-dinitro-pirrol (DNMP) (a) em 2-metil-4-
amino-1-nitro-pirrol (NMAP) (b) na matriz de mortadela inoculada com
Staphylococcus xylosus LYOCARNI SXH-01 com sinal de intensidade de deteccao
na mesma ordem de magnitude.
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Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Guillén et al. (2009) observaram que Lb. plantarum quando na presenca de
compostos oxidantes como 4-benzoato e 2,4-dinitrobenzoato, excretou a enzima
PnbA redutase. Essa proteina, que também esta presente em outras BAL, reage com
diferentes agentes oxidantes, evitando a formacao de radicais livres e espécies que
interagem com o DNA e outras macromoléculas. Lo Pei-Ren et al. (2002)
demonstraram que Bifidobacterium lactis e Bifidobacterium longum apresentaram
atividade contra o composto toxico benzo[a]pireno. Orrhage et al. (1994)
demonstraram que algumas bactérias como Lc. lactis, Lactobacillus cremoris,
Clostridium perfringens, Lb. acidophilus, Lb. fermentum, B. longum, Bacteroides
fragilis e Escherichia coliforam capazes de se ligar a HAAs como 3-amino-1-metil-5H-
pirido[4,3-blindol (Trp-P-2) e aos mutagénicos 2-amino-3,8-dimetilimidazo[4,5-
flquinoxalina (MelQx) e 2-amino-1-metil-6-metilimidazo[4,5-feniimidazo[4,5-b]piridina
(PhIP). Bartkiene et al. (2017) observaram que Lb. sakei, Pediococcus acidilactici e P.
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pentosaceus, quando aplicados na superficie de embutidos, eram capazes de reduzir

a contaminagao por benzo[a]pireno e criseno, cadaverina, espermidina e putrescina.

5.5 EXTRAGAO DO MATERIAL INTRACELULAR BACTERIANO

O extrato intracelular foi produzido com o micro-organismo que apresentou a
maior capacidade de conversdo de DNMP no modelo carneo, o S. xylosus biétipo
LYOCARNI SXH-01. O método da sonicagao apresentou uma concentragao de 0,95
+ 0,05 mg/mL de proteina enquanto que a extracao utilizando esferas de vidro e vortice
de mesa apresentou 0,62 + 0,08 mg/mL. Fazendo uso de uma prensa francesa, Shu
et al. (1991) obteve uma concentragdao proteica de 1,1 mg/mL no extrato de
Bacteroides thetaiotaomicron. No trabalho de Sherestha, Holland e Bundy (2012) a
concentragao proteica do extrato livre de células de E. coli, produzido por sonicacao,
foi de 0,92 mg/mL. Dessa forma, para avaliar a agcao da enzima nitrorredutase do
extrato decidiu-se utilizar o método que apresentou a maior concentragdo de
proteinas. Deve-se ressaltar que o parametro de escolha foi quantitativo e néo
qualitativo, uma vez que nao foram empregadas técnicas eletroforéticas que poderiam

indicar a presenga da enzima.

5.6 AVALIACAO DE NITRORREDUTASE DO EXTRATO INTRACELULAR

Uma das razdes que motivou a investigacdo quanto a presenca da enzima
nitrorredutase foi a presenca do grupo amino na molécula de NMAP (SHU et al., 1991).
A taxa de reducdo do DNMP foi avaliada, em sistemas aerdbios e anaerdbios,
monitorando a diminuig&o (oxidagdo) do NADH ou do NADPH e expressa em nmol/mg
de proteina/min (tabela 1). As nitrorredutases insensiveis ao oxigénio geralmente
contém mononucleotideo de flavina (FMN) no sitio ativo e utilizam NADH ou NADPH
como substrato redutor (DE OLIVEIRA; BONATTO; HENRIQUES, 2011).
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Tabela 1 — Taxa de redugcdo de DNMP em condic&o aerdbia e anaerdbia pelo extrato
livre células da Staphylococcus xylosus LYOCARNI SXH-01 na presenga ou
auséncia de cofatores.

Taxa de reducao do DNMP (nmol/mg de

Cofator proteina/min)
Ausente 0
Aerobiose NADH (0,5 mmol/L) 30,321 + 3,1862
Aerobiose NADPH (0,5 mmol/L) 22,411 +1,684°
Anaerobiose NADH (0,5 mmol/L) 28,770 £ 2,3412
Anaerobiose NADPH (0,5 mmol/L) 20,332 + 1,600°

Letras diferentes na coluna significam variagao significativa (p <0,05);
Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

A figura 7 demonstra o decaimento da absorbancia do NADH e NADPH
reduzindo o DNMP utilizando o extrato livre de células da S. xylosus LYOCARNI SXH-
01, quando o extrato nao foi adicionado o decaimento das absorbancias foi
insignificante. A nitrorredugédo € uma reagao necessaria para a mutagao de bactérias
pela quebra do DNA, bem como para a ligagéo covalente de intermediarios de reducao
de nitro compostos a proteinas e DNA (AKIVA et al., 2017). A preferéncia por
determinado cofator (uso de NADH e/ou NADPH) permite classificar a enzima
nitrorredutase insensivel ao oxigénio em duas classes (A e B) (DE OLIVEIRA;
BONATTO; HENRIQUES, 2011).
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Figura 7 — Decaimento na absorbancia de NADH (circulos), NADPH (cruzamentos)
na presencga do extrato livre de células de Staphylococcus xylosus LYOCARNI SXH-
01 e DNMP; NADH (triangulos) e NADPH (quadrados) na auséncia do extrato livre

de células.

1,8

1,6
£
s

= 1,4
5
g
&

& 1,2
2
fei
2
2
<«

1

R2=10.9932
0,8
0,6
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0
Tempo, min

Fonte: Elaborada pelo autor, 2020.

Analisando o trabalho de Shu et al. (1991), quando o extrato intracelular de B.
thetaiotaomicron foi utilizado sem a adicdo de cofator, ndo ocorreu reacdao, 0 que
também foi observado no trabalho atual. No entanto, nesse mesmo trabalho,
adicionando NADH ou NADPH, as taxas de reducéo obtidas foram de 2,209 e 1,945
(nmol/min/mg de proteina), respectivamente. Esses valores apresentaram magnitude
10 vezes menor que os apresentados na tabela 1. Os experimentos foram testados
em sistema anaerdbico, mas quando foram conduzidos na condi¢do aerébica, a taxa
de reducéao apresentou resultados insignificantes, caracterizando a enzima como uma
nitrorredutase sensivel ao oxigénio (tipo Il) (Shu et al., 1991).

Ao contrario disso, ao observar os resultados obtidos nesse trabalho, verifica-
se que ocorreu o consumo de NADH e de NADPH em aerobiose e em anaerobiose,
mesmo existindo uma diferenga significativa quanto ao uso de cofatores (Tabela 1),
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que é menos relevante do que o fato da enzima ter atuado na presenca em aerobiose
e em anaerobiose. Dessa forma, pode-se inferir que o extrato intracelular apresenta
uma potencial agédo para enzima nitrorredutase tipo | insensivel ao oxigénio classe B.

A reducgéo obrigatéria de dois elétrons de compostos nitro aromaticos pelas
nitrorredutases é atribuida a uma extrema instabilidade do estado redox do
grupamento prostético oxidado (KODER et al., 2002). Em geral, as nitrorredutases do
tipo | catalisam duas transferéncias de elétrons usando um mecanismo cinético Ping
Pong Bi Bi (PPBB) (KODER et al., 2002).

No mecanismo PPBB a enzima [E] se liga ao substrato [A], formando um
complexo enzima/substrato [E-A]. Essa ligacdo modifica a enzima, formando uma
enzima modificada, [*E-P] e o produto [P]. Essa enzima modificada se liga ao segundo
substrato [*E-B] para formar o segundo produto [Q], restaurando a enzima [E] que

estava no inicio da reacao (GALENDE et al., 2015) como demonstrado na figura 8.

Figura 8 — Mecanismo enzimatico Ping Pong Bi Bi; uma das possibilidades de acao
para as enzimas nitrorredutase de tipo |.
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Fonte: Adaptado de Garrett e Grisham (2010).

Para que a reacdo ocorra, o grupo prostético (FMN) alterna entre o estado
oxidado e reduzido (Figura 9a), porém, entre esses estados ocorre a formacao de uma
molécula muito instavel, a semiquinona, como demonstrado na figura 9b (MILLER et
al., 2018).
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Figura 9 — Reagéo de reducao de nitro compostos a grupos amina utilizando enzima

nitrorredutase tipo | e reacédo de oxido reducao do grupo prostético.
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Fonte: Adaptado de Mayhew, 1999 e Miller et al., (2018).

Uma das caracteristicas principais da reacao redox das nitrorredutases € a

incapacidade da enzima em estabilizar a forma semiquinona reduzida de um elétron
da flavina (KODER; MILLER, 1998). A falta de um estado reduzido eletronicamente &

relativamente rara entre as enzimas que utilizam grupos flavina, que geralmente agem

para estabilizar a semiquinona (HAYNES et al., 2002).

Assim, a ampla especificidade do substrato da nitrorredutase pode permitir

reduzir completamente um grande nimero de compostos celulares que, de alguma

forma, poderiam contribuir para gerar estresse oxidativo por meio da redugdo do
elétron do grupo prostético (KODER; MILLER, 1998; HAYNES et al, 2002;

PITSAWONG; HOBEN; MILLER, 2014).
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6 CONCLUSAO

Neste estudo, utilizando potenciais culturas iniciadoras de BAL para
fermentacdo de produto carneo, pode-se inferir que 92,31% das cepas testadas
interagiram com o DNMP. Nos estudos in vitro, nove cepas reduziram mais de 98,00%
da concentracdo inicial do composto. No modelo carneo, trés bactérias diferentes
degradaram completamente o DNMP mutagénico e citotoxico em NMAP, composto
nao mutagénico. O S. xylosus LYOCARNI RM-33 degradou o DNMP em menos de 30
min e seu extrato intracelular demonstrou potencial para nitrorredutase tipo | classe B.

De maneira pioneira na area da Ciéncia dos Alimentos, pode-se inferir que o S.
xylosus LYOCARNI RM- 33, o Lb. fermentum LB-UFSC 0017 e o Lb. casei LB-UFSC
0019 sao potenciais conversores bioldgicos do composto mutagénico e citotdxico
DNMP em NMAP in vitro e em matriz carnea. Estudos futuros deverao ser realizados
em outras condigcdes e o isolamento e caracterizacdo das nitrorredutases podera

esclarecer mecanismos envolvidos nesta bioconverséo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

o Realizar experimentos em anaerobiose para verificar se existe agao

metabdlica das bactérias que nao exerceram fungdo em aerobiose;

o Purificar o extrato celular para potencializar e melhor avaliar a funcionalidade

enzimatica;

o Isolar e identificar as possiveis nitrorredutases;

o Testar a nitrorredutase em outros substratos nitrogenados;

o Desenvolver um produto enzimatico biotecnolégico com estabilidade e
aptidao tecnolégica para aplicacao na industria carnea.
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