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RESUMO - A gqualidade microbiologica das mortadelas estaveis em temperatura ambiente
estd relacionada aos fatores intrinsecos e extrinsecos que somados aos parametros de
processamento podem contribuir para o desenvolvimento do Clostridium botulinum. Este trabalho
avaliou as caracteristicas bioquimicas, fisiol6gicas, morfolégicas e de germinacédo dos esporos de
bactérias anaerdbias psicrotréficas isolados de massas carneas cruas comerciais de mortadelas.
Foram selecionados trés isolados, de um total de 32 -culturas produtoras de lipase,
correspondentes ao perfil da cultura de C. botulinum, e suas resisténcias foram testadas frente a
parametros de processamento usados comercialmente em mortadelas estaveis em temperatura
ambiente. Observou-se perfil crescimento semelhante ao apresentado pelo C. sporogenes,
germinacgdo entre 22 e 25 horas de incubacdo e faixa de temperatura 6tima para crescimento de 25
a 35°C. Quanto ao efeito inibitério de agentes quimicos, fisicos e biolégicos na germinagédo dos
esporos constatou-se inibicdo da germinacdo em atividade de agua de 0,930 e 0,940, pH de 3,0 a
4,6, lactato de sddio a 2,5 e 3,0%, nitrito de sodio a 50ppm, ou nitrito de sdédio em concentragcéo
superior a 200ppm quando acrescentado de eritorbato de sddio. Os esporos dos microrganismos
isolados apresentaram-se resistentes ao tratamento térmico a 74°C por 15s. J& as células
vegetativas apresentaram-se sensiveis com reducéo de 6 ciclos log ao final do processo. Também
foi evidenciado que culturas de bactérias lacticas inibiram a germinacdo dos esporos. Os esporos

de clostridios apresentaram sensibilidade & nisina com atividade de até 1,6x10° Ul
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ABSTRACT — The microbiological quality of the shelf stable mortadella is related to their intrinsic
and extrinsic factors that added to the processing parameters may contribute to the development of
Clostridium botulinum. This work evaluated the biochemical, physiological, morphological and
germination characteristics of psychrotrophic anaerobic bacteria spores isolated from commercial
raw mortadella flesh. Three isolates were selected from a total of 32 lipase producing cultures,
corresponding to the C. botulinum culture profile, and their resistance were tested against
commercially used processing parameters of shelf stable mortadella. Growth pattern similar to that
presented by C. sporogenes was observed, germination happened between 22 and 25 hours of
incubation and optimum temperature for growth was between 25 to 35°C. Regarding the inhibitory
effect of chemical, physical and biological agents on spore germination, inhibition of water activity of
0.930 and 0.940, pH of 3.0 to 4.6, sodium lactate at 2.5 and 3.0%, sodium nitrite at 50 ppm alone,
or higher than 200 ppm when sodium erythorbate was added. Tested spores were resistant to heat
treatment at 74°C for 15s. However, the vegetative cells were sensitive with reduction of 6 log
cycles at the end of the heat process. It has also been shown that cultures of lactic acid bacteria

inhibited spore outgrowth. Clostridium spores showed sensitivity to nisin at 1,6x10° UI.

Keywords: spores, Clostridium botulinum, raw bater of meat commercial.

1. INTRODUCAO

De acordo com o 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 6bito. Do total de casos,
a regido sudeste representa 44,6%. A mortadela, a carne esterilizada, a salsicha e a torta de frango
sdo os alimentos mais relacionados em casos de botulismo alimentar. O C. botulinum é uma
bactéria que em condi¢Bes favoraveis pode produzir no alimento uma neurotoxina que ocasiona o
botulismo (CERESER et al., 2008).

A mortadela € um produto carneo industrializado por meio da emulsédo de carnes de animais
de acougue, adicionado de ingredientes, embutido em envoltério natural ou artificial e submetido ao
tratamento térmico. As técnicas de processamento, e a qualidade da matéria-prima processada
classificam o produto em: “Mortadela”, “Bologna”, “Tipo Bologna”, “Italiana” e “Mortadela de Carne
de Ave” (BRASIL, 2000). Durante o processamento da mortadela aplicam-se temperaturas
inferiores a 100°C que sdo capazes de inativar as células vegetativas dos microrganismos
presentes, fazendo com que a vida util do produto seja estendida sem alteracdes sensoriais e
nutritivas. Porém, esse tratamento térmico ndo apresenta a mesma eficiéncia de inativacao caso o

produto esteja contaminado por esporos bacterianos, inclusive de C. botulinum.
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Os fatores intrinsecos destes produtos, como alta atividade de agua, pH favoravel e
presenca de ingredientes proteicos, fazem com que a proliferagdo de microrganismos patogénicos
seja ainda mais favorecida dependendo do tipo de armazenamento empregado. Este aspecto vem
sendo discutido por toda a industria de carnes e por 6rgaos fiscalizadores, 0os quais buscam
métodos de conservagdo seguros do produto, tendo em vista que alguns destes produtos carneos
sdo mantidos em temperatura ambiente. O Brasil € um pais com diferentes condi¢cbes climaticas,
sendo que em geral os fatores extrinsecos (temperatura e umidade) ndo favorecem a manutencao
da qualidade dos alimentos. Salienta-se que deverdo ser seguidas as recomendacdes de
processamento e armazenamento do Oficio-Circular n°® 005/2015/CGI/DIPOA/DAS (BRASIL, 2015)
gue determina que o prazo de validade para as mortadelas comercializadas no pais sob
temperatura ambiente ndo deva exceder 60 dias.

A partir dos conhecimentos dos fatores intrinsecos e extrinsecos da mortadela, pode-se
controlar o crescimento de patégenos, como o C. botulinum, utilizando-se dentre as varias
barreiras, ingredientes como, por exemplo, o cloreto de sédio e o nitrito de sédio (AMSTALDEN et
al.,1997).

Tendo em vista, a complexidade do processo de producdo de mortadelas e o perigo do C.
botulinum para a seguranga microbiologica destas, este trabalho teve como objetivo avaliar as
caracteristicas bioquimicas, fisiolégicas, morfolégicas e de germinacdo de esporos de bactérias

psicrotréficas anaerdbias isolados de massas carneas cruas comerciais de mortadelas.

2. MATERIAL E METODO
2.1. Culturas e condi¢Bes de cultivo

As culturas de Clostridium spp. usadas no experimento foram obtidas da colecdo do
Laboratério de Microbiologia do Centro de Tecnologia de Carnes (CTC), pertencente ao Instituto de
Tecnologia de Alimentos (ITAL), isoladas previamente de amostras de massas carneas cruas
comerciais de mortadelas. Essas culturas foram mantidas em ultrafreezer a -82°C em criotubos
contendo caldo Infusdo Cérebro Coracéo (BHI) suplementado com 30% de glicerol.

As culturas foram descongeladas em geladeira convencional. A ativacdo foi realizada a
partir da inoculacdo de 1mL em 10mL de caldo BHI suplementado com 0,1% de tioglicolato de
sodio (BHI+T), incubado a 30°C por 24h e estocado até o uso em geladeira regulada a 8+1°C.
Devido ao alto risco na manipulacdo de culturas padrdes de C. botulinum, foi usado como controle
positivo o C. sporogenes PA 3679, além do C. perfringens NCTC 8798 e Staphylococcus aureus

ATCC 14200 como controles negativos das reacoes.
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2.2. Caracterizacdo dos microrganismos isolados e p  roducéo de esporos

A caracterizacdo das culturas foi realizada por meio de testes bioquimicos, fisiologicos e
morfolégicos, conforme SILVA et al. (2010) e STEVENS et al. (2015). Foram realizados os testes
de coloracdo de Gram, producdo de catalase, reducdo do nitrato, motilidade, fermentacdo da
lactose, hidrolise da gelatina, producéo de lipase, producao de lecitinase e crescimento aerébio.

Para a producdo dos esporos dos microrganismos isolados e do C. sporogenes foi
empregada a metodologia descrita por MAH et al. (2009).

Para padronizacdo das solu¢cBes de esporos foi usada a metodologia descrita pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute - CLSI (2010). A partir das suspensdes de esporos dos
microrganismos CP5, OP2, JP2 e do C. sporogenes foi transferido 1mL de cada suspensao para
um tubo de ensaio e ajustada a concentracdo com agua deionizada no espectrofotdmetro na
densidade 6ptica de 630nm até a faixa entre 0,8 e 1,0 de absorbancia (1,5x10° UFC/mL).

2.3. Determinagao da curva de germinacéo e crescime  nto dos esporos

Para determinacdo da curva de crescimento foi empregada a metodologia descrita por
DONG et al. (2007) adaptando a incubacdo em microplaca de poliestireno com 96 pocos em U.

Foram transferidos 100uL da solucdo de esporos das culturas CP5, JP2, OP2 e do controle
positivo C. sporogenes para cada po¢o de uma microplaca de poliestireno estéril nas colunas de 1
a 9 e nas fileiras A e B; Ce D; E e F; G e H, respectivamente. Em seguida, foram transferidos
100pL de caldo BHI+T nos mesmos pocos. Nas colunas 11 e 12 foram inoculados 200uL do caldo
BHI+T, como controle do meio de cultura. A microplaca foi incubada a 30°C por 48h em
anaerobiose. Foram realizadas leituras em leitora de microplacas (Microplate Reader, Alpax) em
periodos pré-determinados e os resultados foram expressos em absorbancia. Os dados obtidos
foram tratados pelo modelo de Gompertz modificado usando o programa DMFit (BARANY &

ROBERTS, 1995) para avaliar o periodo de lag durante o crescimento dos microrganismos.

2.4. Triagem de atividade antimicrobiana

Para realizacéo dos testes de triagem verificou-se a capacidade de germinacao dos esporos
em diferentes temperaturas de estocagem, a avaliacdo do efeito inibitério dos agentes quimicos e
fisicos na germinacdo dos esporos, a avaliacdo da eficacia do tratamento térmico com e sem
adicdo de nitrito de sddio, a influéncia de microrganismos competidores na germinacdo dos

esporos e a avaliacao da sensibilidade dos esporos em presenca de nisina.
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2.4.2. Verificacdo da capacidade de germinacdo e cr escimento dos esporos em diferentes
temperaturas de estocagem

Foram transferidos 100uL da solucdo de esporos das culturas CP5, JP2, OP2 e do controle
positivo (C. sporogenes) para cada poco de microplacas estéreis, individualizadas para cada
cultura, seguindo metodologia descrita no item 2.3 e estas foram incubadas nas seguintes
condicbes: 25°C e 35°C por 48h e 4°C e 10°C por 30d em anaerobiose.

2.4.3. Avaliacao do efeito inibitério de agentes qu  imicos, fisicos e biolégicos na germinacao
dos esporos

Para a avaliacdo do efeito inibitério de agentes quimicos e fisicos na germinagdo dos
esporos foi empregada a metodologia descrita por ALNOMAN et al. (2015). Foram avaliados
diferentes valores que representam fatores intrinsecos que controlam a estabilidade microbioldgica
e fisico-quimica das mortadelas, como de atividade de agua (0,930; 0,940; 0,950; 0,955; 0,960 e
0,970), pH (3,0; 4,0; 4,6; 5,0; 6,0; 7,0 e 9,0), nitrito de sodio (10; 25; 50; 100; 150; 200; 250 e
300ppm), eritorbato de sodio (500; 1000; 1500; 2000 e 2500 ppm) e lactato de sédio (0,5; 1,0; 1,5;
2,0; 2,5 e 3,0%).

Foram transferidos 100uL da solucdo de esporos das culturas CP5, JP2, OP2 e C.
sporogenes para tubos contendo 6mL de caldo BHI+T suplementado com o agente quimico ou
fisico na concentragdo desejada. Os tubos foram homogeneizados em vortex por 60s, uma aliquota
de 1mL foi usada para leitura da absorbancia em leitora de microplacas na ODgsonm (leitura inicial).
Os tubos foram incubados a 30°C por 48h em anaerobiose. Foi retirada uma nova aliquota de 1mL
dos tubos, realizada leitura na ODeg3onm € 0S resultados foram expressos em absorbéancia.
2.4.3.1. Avaliacdo da eficicia do tratamento térmic 0 com e sem adi¢éo de nitrito de sédio

A partir da suspenséo de esporos foi inoculado 1mL em tubos contendo 6mL de caldo
BHI+T e estes foram homogeneizados em vortex por 60s. Uma aliquota de 1mL foi inoculada em
profundidade em agar TSC. ApGs a solidificacdo do agar as placas foram incubadas a 35°C por 48h
em anaerobiose. Os tubos foram transferidos para banho-maria e estes foram submetidos a
tratamento térmico a 74°C por 15s, seguido do resfriamento em banho de gelo, para posterior
retirada de uma aliquota de 1mL seguido de plagueamento em profundidade em agar TSC. Ap6s o
periodo de incubacédo foi realizada a contagem das col6nias e os resultados foram expressos em
log de UFC/mL.

Para a avaliacdo da eficacia do tratamento térmico combinado com o nitrito de sédio, os
tubos de caldo BHI foram suplementados com 150ppm de nitrito de sédio e apds o tratamento

térmico foram incubados a 30°C por 48h em anaerobiose.
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2.4.3.2. Influéncia de culturas competidoras na ger minagdo e crescimento das culturas
isoladas de clostridios

Foram inoculados 100uL da solugéo de esporos padronizada de cada cultura e 100uL das
culturas de bactérias lacticas CTC 204, CTC 369, CTC 386, CTC 483 e CTC 484 em tubos
contendo 6mL de caldo BHI e estes foram homogeneizados em vortex por 60s. Agares TSC e MRS
foram inoculados em profundidade com aliquotas de 1mL, apds a solidificagdo do meio as placas
foram incubadas a 30°C por 48h em anaerobiose. Os tubos de caldo BHI contendo as culturas
foram incubados a 30°C por 48h em anaerobiose e, ao final da incubacgéo foi realizado um novo
plagueamento em agar TSC e 4gar MRS, conforme descrito anteriormente. Apds o periodo de
incubacao foi realizada a contagem das colbnias e os resultados foram expressos em log de
UFC/mL.
2.4.3.3. Avaliacao da sensibilidade dos esporos em presenca de nisina

A solucdo de nisina foi preparada de acordo com as especificacdes do fornecedor. Para
tanto, 1g de nisina (Nisaplan) foi adicionado de 10mL de Tris-HCL pH 8,0. A solucéo foi filtrada
usando filtros de seringa com poro de 0,22um.

Uma aliquota de 1mL das solu¢des dos esporos foi transferida para placas de Petri estéreis,
adicionado agar TSC seguindo-se de homogeneizacdo. Apds a solidificacdo do meio de cultura
orificios circulares de aproximadamente 5mm de didmetro foram perfurados neste. Foram
realizadas diluicdes seriadas 1:2 da solucdo de nisina até a concentracdo de 1:128 e 100uL de
cada concentracdo foram inoculados em cada orificio. As placas permaneceram dispostas em
cabine de fluxo laminar por 20min para secagem dos compostos e estas foram incubadas a 30°C
por 48h em anaerobiose. Apds o periodo de incubacdo foi observada a presenca de halos
transparentes ao redor dos orificios e verificada a concentracdo inibitéria. Como controle positivo

foi usada uma cultura de S. aureus ATCC 12600.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Isolamento e purificacdo dos microrganismos

Um total de 32 culturas produtoras de lipase, correspondentes ao perfil da cultura de C.
sporogenes, foram submetidas a esporulacdo e reavaliadas quanto as suas caracteristicas
fisiologicas, bioldgicas e morfoldgicas. Deste total, 10 culturas pertenciam ao grupo das anaerébias
mesofilas e 22 culturas ao grupo das anaerdbias psicrotroficas. Apos esporulagédo e reavaliagdo
qguanto as suas caracteristicas fisiologicas, biologicas e morfolégicas, 3 culturas apresentaram
resultados que se assemelham ao perfil do C. sporogenes, considerando a producéo de lipase,
todas elas bactérias anaerébias psicrotroficas: CP5, JP2 e OP2. Com base nas caracteristicas dos

isolados estes podem ser considerados como pertencentes ao género Clostridium.
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3.2. Determinagao da curva de germinacgédo e crescime  nto dos esporos
Os resultados da determinacdo da curva de germinacéo e crescimento das culturas CP5,

JP2 e OP2 dos esporos e do C. sporogenes sao apresentados na Figura 1.
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Figura 1. Resultados da curva de crescimento dos esporos dos microrganismos isolados apds incubacdo na
temperatura de 30°C.

E possivel observar que as culturas isoladas na temperatura de 30°C apresentaram o
mesmo perfil de crescimento do C. sporogenes. Observou-se também que a germinagdo ocorreu
entre 22 e 25 horas de incubagdo. Apos o periodo de germinacgdo, foi constatado o modelo de
Gompert modificado (BARANY & ROBERTS, 1995) que o inicio da fase lag foi com 45,645+0,24
horas de incubagéo.

3.3. Verificacdo da capacidade de germinacdo e cres cimento dos esporos em diferentes
temperaturas de estocagem
Os resultados da verificacdo da capacidade de germinacédo e crescimento dos esporos dos

microrganismos isolados em diferentes temperaturas foram apresentados na Figura 2.
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Figura 2. Capacidade de germinacdo e de crescimento dos esporos em diferentes temperaturas de
estocagem: a) 4°C/30d; b) 10°C/30d; c) 25°C/48h e d) 35°C/48h.
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Observou-se que a temperatura é realmente um fator fundamental para o retardo da
germinagdo dos esporos e crescimento das vegetativas. Comparando a germinacdo das culturas,
observou-se que em um periodo de 20 dias o valor de absorbéancia atingido foi proximo a 0,400 a
4°C e a 10°C apresentou valor proximo a 0,600. Nas temperaturas de 25 e 35°C observou-se
crescimento rapido, sendo a transicdo da fase lag a log no periodo entre 12 e 23 horas e entre 12 e
24 horas, respectivamente. Portanto, presume-se que a temperatura 6tima para crescimento ocorra
entre 25 e 35°C. DODDS & AUSTIN (2001) mostraram que a temperatura minima de crescimento
para as cepas de C. botulinum B, E e F € em torno de 3,3°C, sendo que a temperatura 6tima de

crescimento € entre 18 e 25°C e a maxima é de 45°C.

3.4. Avaliacdo do efeito inibitério de agentes quim icos, fisicos e bioldégicos na germinagéo
dos esporos

E possivel observar na Figura 3a a inibicdo de aproximadamente 90,9% da germinac&o das
culturas em valores de atividade de agua de 0,930 e 0,940 e aproximadamente reducdo de 68,2%
na atividade de agua de 0,950 e 0,955, nos demais valores nédo houve inibicdo. Em 2002, GELLI et
al. apresentaram um estudo no qual a atividade de agua inferior a 0,93 era fator limitante para o
crescimento do C. botulinum, dizendo ainda que a bactéria ndo possui habilidade competidora
frente a outros microrganismos. CERESER et al. (2008) também relata que o pH inferior a 4,5
cessa sua multiplicacdo. Estas informagbes se assemelham com os resultados apresentados na
Figura 3b, onde houve inibigdo de aproximadamente 90,9% da multiplicagéo das culturas testadas
em pH com valores de 3,0 a 4,6. O pH 5 apresentou inibicdo de aproximadamente 24,54%.

Observou-se na Figura 3c que houve inibicdo de aproximadamente 90,9% da germinagao
das culturas a partir da concentracdo de 50ppm de nitrito de s6dio. AMSTALDEN et al. (1997)
observaram a formacdo de toxina botulinica em presunto e mortadela inoculados com
aproximadamente 10* esporos de C. botulinum tipos A e B, considerando uma temperatura de
estocagem de 30°C. Nas amostras de mortadela preparadas com 200mg/kg de nitrito de sddio e
500mg/kg de eritorbato de sédio, apos 28 dias de armazenamento a 30°C nao foi detectada toxina
botulinica e o nitrito sofreu reducdo para 1,6mg/kg. Ja o presunto armazenado na mesma
temperatura apresentou toxina botulinica apos 12 dias com residual de nitrito equivalente a zero.
Reforcando o efeito inibitério do nitrito, PIVNICK et al. (1969) concluiram que para suprir a
auséncia de nitrito em carne suina ha a necessidade da adicdo de concentracdes superiores a
6,1% de cloreto de sodio para evitar a producdo de toxina botulinica, quando adicionados

10° esporos de C. botulinum por grama de carne, seu estudo foi com carne de porco curada.
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7.
Tegypavidt

Observou-se na Figura 3d que houve efeito inibitério do lactato de sodio de
aproximadamente 71,82% nas concentracdes de 2,5 e 3,0% devido a alteragcdo em relacdo a
densidade 6tica. Segundo MILLER et al. (1993) uma concentracdo de 2% de lactato de sédio é
capaz de impedir a producdo de toxina, como também inibir o crescimento do C. botulinum em
carne de peru. MEYER et al. (2003) relataram que adicionando 2,5% de lactato de s6dio em peito
de peru cozido armazenado em temperatura ambiente, foi possivel um retardo de 14d para que
ocorresse a germinacao de esporos de C. sporogenes.

A Figura 3e apresenta a ineficiéncia de inibi¢céo do eritorbato de sédio, no qual em nenhuma
das concentracfes avaliadas tiveram eficiéncia inibitoria. Porém, avaliando a Figura 2f observou-se
fator inibidor moderado, média de 38%, do nitrito com eritorbato a partir de 50ppm a 150ppm. Em
contra partida, nas concentracdes superiores a 200ppm a inibicdo foi mais eficiente,
aproximadamente 90,9%. JAY et al. (2005) e relataram o efeito competidor do eritorbato o qual

reduz o nitrito quando adicionados em carnes curadas formando o oxido nitroso que combinara
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3.5. Avaliacéo da eficacia do tratamento térmico em presenca de nitrito de sodio

Os esporos dos microrganismos isolados e do C. sporogenes apresentaram resisténcia ao
tratamento térmico de 74°C/15s sendo que as contagens iniciais e finais permaneceram em
aproximadamente 6,0 log UFC/g. Em contra partida, as células vegetativas dos microrganismos
isolados e do C. sporogenes apresentaram sensibilidade ao tratamento térmico com a reducédo de
6 ciclos log ao final do processo.

Na Figura 4, observou-se a ocorréncia de crescimento do microrganismo apés o periodo de
incubagédo. Este resultado indica a sensibilidade do nitrito de sédio durante sua exposi¢éo a altas
temperaturas.
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Figura 4. Avaliacao da resisténcia das culturas testes submetidas a tratamento térmico de 74°C por 15s
combinado com a adigdo de 150ppm de nitrito de sédio in vitro.

3.6. Influéncia de culturas competidoras na germina  ¢&o dos esporos.

As culturas de bactérias lacticas CTC 204 e CTC 484 inibiram entre 0,5 e 1,0 log UFC/mL o
crescimento dos esporos das culturas selecionadas se comparado com os resultados do controle
positivo (Figura 5). No estudo realizado por BROMBERG et al. (2006) foram testadas as cepas das
bactérias lacticas CTC 204, CTC 369, CTC 386, CTC 483 e CTC 484 e foi verificada a capacidade
de producédo de bacteriocinas por estas bactérias. As bacteriocinas apresentaram potencial de

inibicdo frente a Listeria monocytogenes, Bacillus cereus e Staphylococcus aureus.
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Figura 5. Influéncia de culturas competidoras na germinacdo e crescimento das culturas isoladas de
clostridios.

3.7. Avaliacao da sensibilidade dos esporos em pres  enga de nisina

A nisina é uma bacteriocina produzida por bactérias laticas, como Lactococcus lactis subsp.
lactis e tem como func&o retardar ou inibir o crescimento de outras bactérias (MELO et al., 2005). E
um tipo de conservante natural que pode ser usado em processos que se utilizam tratamentos
térmicos moderados.

Os esporos dos microrganismos isolados e o C. sporogenes apresentaram sensibilidade a
nisina com atividade de até 1,6x10° Ul. O controle S. aureus apresentou sensibilidade até a
concentracéo 6,4x10° Ul. Os dados permitem concluir que a aplicacdo da nisina in vitro inibiu a
germinacao dos esporos de clostridios. MAZZOTTA et al. (1997), utilizando caldo BHI, relataram
que para inibicdo de contagens entre 3 a 7 log UFC/g do C. botulinum €é necessaria uma

concentracdo de nisina superior a 102 Ul, em comparagdo com outras espécies sensiveis a nisina.

4. CONCLUSAO

As culturas de esporos possuem perfis bioquimicos, fisiologicos e morfolégicos semelhantes
ao C. botulinum. As curvas de crescimento, germinagdo e faixa de temperatura Otima para
crescimento apresentaram-se semelhantes ao de C. sporogenes. As culturas apresentaram-se
resistentes aos principais fatores intrinsecos e extrinsecos, tais como pH, aw, tratamento térmico,

conservantes quimicos e biolégicos que compdem a estabilidade microbiologica de mortadelas
estaveis em temperatura ambiente.
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